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Queremos saber

o que vao fazer

Com as novas invengdes
Queremos noticia mais séria
Sobre a descoberta da antimatéria
E suas implicacdes

Na emancipa¢do do homem
Das grandes populacdes
Homens pobres das cidades
Das estepes, dos sertdes
Queremos saber

Quando vamos ter

Raio laser mais barato
Queremos de fato um relato
Retrato mais sério

Do mistério da luz

Luz do disco voador

Pra iluminacao do homem
Tao carente e sofredor

Tao perdido na distancia

Da morada do Senhor
Queremos saber

Queremos viver

Confiantes no futuro

Por isso se faz necessario
Prever qual o itinerario da ilusao
A ilusdo do poder

Pois se foi permitido a0 homem
Tantas coisas conhecer

E melhor que todos saibam
O que pode acontecer
Queremos saber

Queremos saber

Todos queremos saber

(Gilberto Gil )
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RESUMO

Nos ultimos 50 anos, portanto, pesquisadores de todo o mundo empenharam-se na pesquisa e
desenvolvimento de compostos antivirais contra os mais diversos tipos de virus. Inicialmente os
compostos testados eram na sua grande maioria sintéticos, recentemente os compostos isolados
de plantas também tém sido alvo das pesquisas. Neste trabalho foram avaliadas a citotoxicidade e
a atividade antiviral da fracdo aquosa, de um nitrocomposto e de dois flavonoides (astilbina e
neoastilbina), derivados das raizes de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiacea), uma
planta medicinal brasileira popularmente conhecida como No6-de-Cachorro. A atividade antiviral
foi monitorada pelo ensaio de redugdo de plaques, para poliovirus tipo 1 e herpesvirus bovino
tipo 1 (BHV-1). O nitrocomposto apresentou citotoxicidade nas concentragcdes maiores que 50
ug/ml, enquanto que a astilbina, neoastilbina e a fragdo aquosa apresentaram citotoxicidade
apenas a 100 pg/ml. O nitrocomposto apresentou atividade antiviral, com indice de seletividade
(SI) de 2,83 e 2,95 respectivamente para poliovirus e BHV-1, entretanto ndo foi eficiente no pré-
tratamento dos virus ou das células. A astilbina e neoastilbina ndo apresentaram atividade
antiviral. A fracdo aquosa foi efetiva inibindo completamente, em todas as concentragdes
testadas, o aparecimento de plaques quando o virus foi pré-tratado com os compostos.

Palavras — chave: Viriologia. Heteropteris aphodisiaca.
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1 INTRODUCAO

As doengas virais acompanham o homem desde a formagdo das suas primeiras
populacdes, o primeiro caso conhecido de variola foi relatado em 2000 a.C, na China e leste da
Asia (Miranda., 2002), e a medida que as populagdes aumentaram o impacto causado pelas
doengas virais também aumentou. Cerca de 40 milhdes de pessoas estdo infectadas com o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), 25 a 35% da populacdo sexualmente ativa do ocidente esta
infectada com herpes genital (HSV-2), 2 % da popula¢do mundial estd infectada com o virus da
Hepatite C e 300 milhdes de pessoas sdo portadoras do virus da Hepatite B (Jones, 1998; WHO,
2003).

Mas, apesar da grande importancia, as doengas virais permaneceram intrataveis
até mais da metade do século passado. Este relativo atraso no desenvolvimento de agentes
quimioterapicos eficientes para o controle das viroses ¢ devido a dois principais fatores: (1) o
isolamento de virus in vitro s6 foi realizado em 1949 (Enders et al., 1949), antes disso os estudos
eram limitados aos modelos animais e ovos embrionados; (2) os virus sdo parasitas intracelulares
obrigatorios e portanto muitas etapas de sua replicacdo envolvem processos celulares normais,
dificultando o desenvolvimento de compostos eficientes que atuem especificamente no virus ou
na célula infectada sem alterar o funcionamento das células nao infectadas.

Nos tltimos 50 anos, portanto, pesquisadores de todo o mundo empenharam-se
na pesquisa e desenvolvimento de compostos antivirais contra os mais diversos tipos de virus.
Inicialmente os compostos testados eram na sua grande maioria sintéticos, recentemente os

compostos isolados de plantas também tém sido alvo das pesquisas.
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2 ANTIVIRAIS SINTETICOS

O primeiro composto antiviral testado foi a tiosemicarbazona, um
antimicrobiano usado para o tratamento da tuberculose, que apresentou atividade contra o virus
vaccinia (Hamre et al., 1950; Brownlee & Hamre, 1951; Thompson et al., 1951). Dois anos
depois Thompson et al. (1953) demonstraram que alguns derivados da tiosemicarbazona também
apresentavam atividade contra o virus vaccinia. A partir de 1960 a metisazona, um derivado da
tiosemicarbazona, passou a ser usada na profilaxia e no tratamento da variola em humanos
(Jones, 1998).

Paralelamente a idoxiuridina, um analogo de nucleotideo, foi testada contra o
virus herpes simplex por Herrmann (1961) com excelentes resultados in vitro. Um ano depois
Kaufman et al. (1962) demonstraram que a idoxiuridina era eficiente no tratamento da ceratite
herpética em humanos, mas devido a sua toxicidade, s6 foi liberada para uso topico (Weber &
Cinatl, 1996).

Dois anos mais tarde Davies et al. (1964) estudaram a acdo da amantadina
contra o virus influenza, obtendo resultados positivos nos testes em cultura de células, ovos
embrionados e camundongos. Mais tarde este medicamento foi usado como agente profilatico na
infec¢do pelo virus influenza A, durante a epidemia de Hong Kong (1968-1969).

Até o final da década de 70, além destas trés drogas citadas acima, outras trés
foram liberadas para uso clinico: ribavarin, vidarabina e a isoprinosina, sendo que o ribavarin foi
liberado somente no México e Brasil, e a isoprinosina na América do Sul (Huggins & Pereira,
1977; Chang & Snydman, 1979).

A partir da década de 80, segundo Wigg (2002), devido ao elevado custo das
pesquisas com agentes antivirais, os pesquisadores concentraram seus esfor¢os nas viroses mais
importantes epidemiologicamente: viroses respiratorias, doengas causadas por herpesvirus e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

Atualmente, como resultado dos esforgos dos anos anteriores, cerca de 30
compostos ja foram liberados e outros 10 estdo em fase de liberagao. A maioria destes compostos
foi liberada para o tratamento de pacientes infectados pelo HIV, infec¢des pelo virus da Hepatite

B, herpesvirus e influenza (De Clerq, 2001).
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Dentre os compostos disponiveis para o tratamento das infec¢des causadas por
herpesvirus pode-se destacar os analogos de nucleotideos, aciclovir, valaciclovir, penciclovir,
famciclovir, ganciclovir e valganciclovir e a vidarabina (Weber & Cinatl, 1996; De Clerq, 2001;
Waugh et al., 2002; Visalli & Zeijl, 2003; Brady & Bernstein, 2004). Além destes também estdo
disponiveis compostos que atuam em outras fases da replica¢do viral, como o docosanol, que
inibe a fusdo entre a membrana celular e o envelope do virus herpes simplex (Brady & Bernstein,
2004), e o fomivirsen, um oligonucleotideo antisense que inibe a transcri¢ao de alguns genes do
citomegalovirus humano (Visalli & Zeijl, 2003).

Entretanto depois destes mais de 50 anos e de um grande numero de compostos
antivirais disponiveis, os efeitos toxicos ainda continuam sendo uma barreira em muitos
tratamentos. O aciclovir e ganciclovir podem apresentar neurotoxicidade e pacientes tratados com
ganciclovir devem ter sua fun¢do renal monitorada (Ernest & Franey, 1998; Waugh et al, 2002).
Além disso o uso continuo de alguns compostos tem favorecido o estabelecimento de mutantes
resistentes, como por exemplo as drogas usadas no tratamento de infec¢des por herpesvirus e pelo

virus da hepatite B (Kimberlin et al., 1995; Weber & Cinatl, 1996; Zoulim, 2001).

2.1 PLANTAS COM ATIVIDADE ANTIVIRAL

Com o intuito de encontrar novas classes de antivirais, que apresentem uma
menor toxicidade e que atuem de maneira alternativa aos antivirais disponiveis, diversos extratos
de plantas comecgaram a ser testados quanto a sua atividade antiviral em todo o mundo.

De acordo com Vlietinck & Vanden Berghe (1991) as espécies a serem
testadas podem ser selecionadas de acordo com quatro metodologias: (1) de maneira aleatoéria, (2)
selecdao baseada em dados etnofarmacologicos, (3) baseadas em dados da literatura ou (4) dados
quimiotaxondmicos. Comparagdes destes métodos tém mostrado que o método baseado em dados
etnofarmacolégicos ¢ 25 % mais eficiente. A maioria dos grupos seleciona as plantas baseados
numa combinagdo destas informag¢des. Com base nestes dados um grande nimero de espécies

vegetais vem sendo analisadas.
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O primeiro trabalho com extratos de plantas foi realizado em 1952 na
Inglaterra, onde se verificou a eficacia de 228 extratos de plantas contra o virus influenza A,
sendo que destas 12 foram ativas (Chantrill et al., 1952). Na década de 70, pesquisadores
canadenses relataram que algumas frutas e seus respectivos sucos apresentavam atividade
antiviral contra herpes simplex (HSV), poliovirus 1, coxsackievirus B5 e echovirus 7
(Konowalchuk & Speirs, 1976a, 1976b, 1978a, 1978b).

Yip et al. (1991) estudaram o extrato etandlico de 31 espécies de plantas
medicinais utilizadas na provincia de Yunan na China, 16 foram ativas contra citomegalovirus
murino e virus sindbis.

O extrato aquoso de 142 espécies de plantas, tradicionalmente utilizadas na
China, Indonésia e Japdo, no tratamento de uma variedade de doengas, foi avaliado contra herpes
simplex tipo 1, poliovirus e contra o virus do sarampo. Destes extratos, 32 foram eficientes contra
herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), 55 contra poliovirus e 30 contra o virus do sarampo. Alguns
destes extratos (12) foram eficientes em testes in vivo com camundongos infectados com HSV-1
(Kurokawa et al., 1993).

Estudando 100 espécies de plantas da Columbia Britdnica, Canada,
McCutcheon et al. (1995) encontraram 12 extratos que inibiram o aparecimento de efeito
citopatico induzido por coronavirus entérico, virus respiratério sincicial, rotavirus, parainfluenza
tipo 3 e HSV-1.

Vlietinck et al. (1995), Sindambiwe et al. (1999) e Cos et al. (2002) estudaram
cerca de 150 plantas medicinais da Ruanda, estas apresentaram atividade antiviral contra
poliovirus, coxsackievirus, semliki forest, virus do sarampo ¢ HSV-1.

Espécies do Nepal apresentaram atividade antiviral contra poliovirus, HSV-1,
virus sindbis e virus influenza (Taylor et al., 1996a; Taylor et al. 1996b; Rajbhandari et al.,
2001).

Plantas historicamente utilizadas pela populagdo aborigine australiana foram
testadas contra citomegalovirus humano, Ross River virus e contra poliovirus tipo 1. Duas
espécies apresentaram atividade contra poliovirus, duas contra Ross River virus e duas contra
citomegalovirus humano (Semple et al., 1998).

Extratos aquosos e etandlicos de 30 plantas medicinais da Indonésia foram

avaliados contra HSV-1 em testes in vitro e in vivo. Oito destes extratos apresentaram atividade
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nos testes in vitro e apenas dois foram eficientes quando testados in vivo (Nawawi, et al., 1999).
Outros extratos de plantas da Indonésia também foram testados por Dévéhat et al.(2002) contra
HSV-1 e poliovirus em células de linhagem humana e de cobaia, apenas uma espécie apresentou
atividade contra poliovirus

Diversos pesquisadores demostraram atividade antiviral de espécies nativas da
América do Sul, contra poliovirus tipo 1, HSV-1, HSV-2, virus pseudorabico, virus respiratorio
sincicial, adenovirus sorotipo 7 e virus da estomatite vesicular (Abad et al., 1999; Betancur-
Galvis et al., 1999; Kott et al., 1999; Zanon et al.,1999; Lopez et al., 2001). Ma et al. (2002)
demonstraram que, dentre 44 extratos vegetais de espécies chinesas testados contra o virus
respiratorio sincicial (VRS), 25 apresentaram atividade antiviral.

No Brasil os estudos com atividade antiviral de plantas medicinais ainda estdo
incipientes e poucas espécies estdo sendo analisadas. Lagrota et al. (1987) estudaram a acdo do
lapachol (2-hidroxi—3—(3—metil-2—butenil) 1,4-naftoquinona), uma substancia obtida a partir de
plantas da familia Bignoniaceae, demonstrando atividade antiviral para virus de RNA (poliovirus
tipo 1 e virus da estomatite vesicular sorotipo Alagoas).

O trabalho mais amplo realizado no Brasil foi o de Simdes et al. (1999), que
avaliaram a atividade antiviral de 54 plantas medicinais do sul do Brasil, contra cinco tipos
diferentes de virus (HSV-1, HSV-2, poliovirus tipo 2, adenovirus tipo 2 e VSV). Cerca 55% das
plantas testadas apresentaram atividade contra um ou mais virus.

Schmitt et al. (2001) estudaram algumas espécies do género Hypericum, €
verificaram que elas apresentaram atividade antiviral contra o virus da imunodeficiéncia felina,
inibindo o aparecimento de efeito citopatico e diminuindo a quantidade de acido nucléico
detectado por RT-PCR, no sobrenadante celular.

Esquenazi et al. (2002) estudando uma espécie da regido nordeste do Brasil,
Cocos nucifera L. (Palmae), normalmente utilizada na medicina popular contra diarréia e contra
artrite, demostraram que alguns de seus extratos apresentaram atividade contra HSV-1 resistente

ao aciclovir.
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2.1.1 Principais Compostos Antivirais Isolados de Plantas

As plantas apresentam uma variedade de compostos capazes de atuar na
maioria das fases da replicagdo viral, tais como peptideos ou polipeptideos, terpendides,
alcaldides, taninos, flavondides e outros (Cowen, 1999; Jassim & Naji, 2003).

Um grande ntimero de lectinas isoladas de plantas tem apresentado atividade
antiviral contra HIV-1 (Wang & Ng., 2001; Lopez et al., 2003). Uma proteina denominada
MRK?29 isolada de Momordica charantia foi capaz de inibir a transcriptase reversa viral,
reduzindo em 82% a expressdo da proteina p24 em células infectadas com HIV-1, além disso ela
aumentou em trés vezes a atividade do fator de necrose tumoral (Jiratchariyakul et al., 2001).

Compostos terpénicos isolados de espécies de Euphorbia foram capazes de
diminuir a replicacdo de HSV-2 em culturas de células (Mucsi et al., 2001). Triterpenos isolados
de Maesa lanceolata apresentaram atividade virucida contra HSV-1(Apers et al., 2001). Um
outro triterpendide denominado acido oleandlico foi capaz de inibir a replicacdo de HIV-1 in
vitro (Mengoni et al., 2002).

A atividade antiviral de Alcaloides também j& foi descrita. Isoquinolinas
isoladas de espécies do género Thalictrum foram capazes de inibir a replicacao de duas cepas de
Influenza A (Serkedjieva & Velcheva, 2003). Nawawi et al. (2001) relataram que um alcaloide
denominado FK-3000 foi capaz de aumentar a taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados
com HSV-1.

Os flavonoides sao compostos polifendlicos abundantemente distribuidos entre
as plantas vasculares, relacionados com a resposta da planta a infe¢do microbiana, predagdo por
herbivoro, acdo antioxidante, pigmentacdo e odores caracteristicos (Cook & Samman, 1996).
Inumeros estudos tém mostrado que flavonoides isolados de plantas apresentam atividade
antiviral contra um grande nimero de virus. A atividade antiviral da taxifolina, um di-
hidroflavonoide foi descrita por Biziagos et al. (1987) contra o virus da hepatite A, um membro
da familia Picornaviridae e por Chu et al. (1992) contra o virus da leucemia murina.

O flavondide 5,6,7,-trihidroxiflavona foi capaz de inibir a atividade da
transcriptase reversa de HIV-1 (Ono et al.,, 1989), assim como baicaleina, quercetina,

quercetagetina e miricetina (Ono & Nakane, 1990). Kitamura et al. (1998) mostraram que a
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baicalina, um flavonoide isolado de Scutellariae radix, foi capaz de inibir a replicagao de HIV-1
in vitro de maneira dose-dependente. Este mesmo flavonoide juntamente com a baicaleina e
wogonina foram isolados de Scutellariae baicalensis e analisados quanto sua atividade contra o
virus da hepatite B, apenas a wogonina apresentou resultados satisfatorios (Huang et al., 1999).
Semple et al. (1999) isolaram de uma planta medicinal australiana, Pterocaulon
sphacelatum, um flavonéide denominado crisosplenol que apresentou atividade contra poliovirus,
este composto ¢ um 4’-hidroxi-3-methoxiflavona, um grupo de compostos conhecidos por inibir a

replica¢do de picornavirus (Vanden Berghe & Vlietinck, 1991).

2.2 HETEROPTERIS APHRODISIACA (NO-DE-CACHORRO)

A planta, conhecida popularmente como nd-de-cachorro, foi descrita por Hoene
(1920) e posteriormente classificada e nomeada Heteropteris aphrodisiaca por Machado (1949).
O género Heteropteris pertence a familia Malpighiaceae que apresenta cerca de 70 gé€neros e
1250 espécies (Lobello & Forni-Martins, 2003).

A espécie Heteropteris aphrodisiaca é um arbusto com cerca de um metro de
altura, com raizes irregulares, com rugas e articulagdes, encontrado principalmente nos cerrados
dos estados do Mato Grosso e Goias (Pio Corréa, 1984). Tradicionalmente as raizes da planta No-
de-Cachorro, também conhecida como NoO-de-Porco e Cordao-de-Sao-Francisco (Pott & Pott,
1994), sdo utilizadas entre a populacdo como afrodisiaco e como estimulante cerebral no
tratamento de “problemas nos nervos” (Pio Corréa, 1984; Pott & Pott, 1994).

Recentemente De Pieri et al. (2000) isolaram e identificaram trés di-
hidroflavonoides (astilbina, isoastilbina e neoastilbina). Além destes flavondides, Roman et al.
(2001) isolaram e identificaram o composto nitroso 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-f-D-
glucopiranosil, que apresentou atividade antibacteriana, antifingica e antiviral, inibindo efeito
citopatico induzido por poliovirus tipo 1.

Estudos realizados por Mattei et al. (2001) demonstraram que o extrato BST

0298, produzido a partir das raizes de Heteropteris aphrodisiaca, foi capaz de reduzir o estresse
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oxidativo de lipideos cerebrais de ratos. Este mesmo extrato foi capaz de melhorar a memoria e o
aprendizado de ratos idosos (Galvao et al., 2002).

Em funcdo dos dados etnofarmacologicos e biologicos ja relatados
anteriormente, nos propusemos a avaliar a atividade antiviral da fracdo aquosa do extrato BST

0298, e de trés compostos isolados de Heteropteris aphrodisisaca.
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30 VIRUS

3.1 PoLIoViRus TIPO 1

Os poliovirus estdo classificados no género Enterovirus familia Picornaviridae
(Miranda, 2002). O virion apresenta simetria icosaédrica (26 a 30 nm de didmetro) ndo possui
envelope, seu genoma ¢ constituido de RNA de fita simples de polaridade positiva.e sua
biossintese ocorre inteiramente no citoplasma. Os poliovirus sdo considerados modelos da familia
Picornaviridae, a qual também pertence um grande niimero de patégenos humanos (rinovirus,
echovirus, enterovirus, coxsackievirus e virus da hepatite A).

O poliovirus tipo 1, juntamente com outros dois sorotipos (2 e¢ 3), sdo os
agentes etiologicos da poliomielite, doenca caracterizada por um quadro classico de paralisia
flacida de inicio subito. Acomete em geral os membros inferiores, de forma assimétrica, tendo
como principais caracteristicas: flacidez muscular, com sensibilidade conservada e arreflexia no
segmento atingido. A poliomielite pode apresentar-se de maneira abortiva e ndo paralitica
(meningite viral) (Fields, 2001).

Em 1988 os paises membros Organizacdo Mundial da Satide resolveram propor
medidas para erradicacdo da poliomielite, desde entdo progressos consideraveis tém sido obtidos
na luta contra a doenga. Segundo dados da OMS (WHO, 2003) o nimero de casos diminuiu de
350.000 em 1988 para 700 em 2003, 75% destes casos foram notificados na India, Nigéria e

Paquistdo. O Brasil ndo apresenta casos desta doenca desde 1991.
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3.2 HERPES ViRUS BovINO TIPO 1

O Herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1), antigamente denominado Virus da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina ou da Vulvovaginite Pustular Infecciosa € o agente etiologico de
uma série de enfermidades, incluindo a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), a vulvovaginite
pustular infecciosa (IPV), conjuntivites, balanopostites, abortos e encefalites (Gibbs &
Rweyemamu, 1977; Tikoo et al., 1995). O BHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (Armstrong et al., 1961). Apresenta simetria
icosaédrica, nucleocapsideo de 95-110 nm de didmetro, envelope lipidico e a particula completa
mede cerca de 150-200 nm (Armstrong et al., 1961). Seu genoma ¢ constituido por uma molécula
de DNA de fita dupla e sua replicagdo ocorre no ntcleo da célula infectada (Tikoo et al., 1995).

Como os demais membros da familia Alphaherpesvirinae o BHV-1 ¢ capaz de
estabelecer infec¢do latente nos neurdnios sensoriais € motores (Rock, 1994). Este ¢ o principal
obstaculo aos programas de controle, pois animais teoricamente sadios quando submetidos a
algum tipo de trauma, stress ou imunossupressdo podem passar a eliminar o virus no ambiente
(Rock, 1994). Inimeras vacinas com virus atenuados tém sido desenvolvidas, porém como os
virus selvagens eles também possuem a capacidade de permanecer latentes, podendo durante a
reativacdo sofrer mudancas passando a forma selvagem (Tikoo et al., 1995).

O BHV-1 tem distribuicdo ampla, estando presente em quase todos os paises de
bovinocultura expressiva (Gibbs & Rweyemamu 1977, Weiblen et al. 1992). Em alguns paises da
Europa, este virus ja se encontra em vias de erradicacdo. Nos Estados Unidos o controle da
doenca, e ndo a erradicacdo, € a politica atual. No Brasil, grande parte das propriedades apresenta

animais sorologicamente positivos para o BHV-1 (Lovato et al. 1995, Vidor et al. 1995).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a atividade antiviral dos extratos e fragdes de

Heteropteris aphrodisiaca (N6-de-Cachorro) contra poliovirus e herpesvirus bovino

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade dos compostos isolados ¢ fracdo aquosa;
Avaliar a atividade antiviral dos compostos isolados e da fracdo aquosa,

utilizando trés diferentes tratamentos, pelo ensaio de reducdo de plaque.
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ABSTRACT

We investigated the antiviral activity of an aliphatic nitro compound isolated from Heteropteris
aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiaceae), a Brazilian medicinal plant. The nitro compound was
tested for its antiviral activity against poliovirus and bovine herpes virus type 1 by plaque
reduction assay in cell culture. The nitro compound showed antiviral activity against poliovirus
and BHV-1 in HEp-2 cells, the 50 % inhibitory concentration (ICsp) was 22.01 (SI=2.83) and
21.10 (SI=2.95) pg/ml respectively. The pre-treatment of cells or virus did not inhibit the plaque
formation. This is the first report of antiviral activity of this type of compound.

Keywords: Heteropteris aphrodisiaca. Medicinal plant. Aliphatic nitro compound. Antiviral.
Plaque assay.
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1 INTRODUCTION

Fifty years after the beginning of the work with antiviral agents, the viral
diseases remain as an important worldwide problem, due in part to the toxicity of many drugs
(Ernest and Franey, 1998; De Clercq, 2001) and rapid emergence of drug resistant virus strains
(Gilbert et al., 2002; Field, 2001; Zoulim, 2001). In order to find new alternatives and efficient
antiviral compounds, many traditional medicinal plants have been screened (Vlietinck and
Vanden Berghe, 1991; Jassim and Naji, 2003), including Brazilian medicinal plants (Simdes et
al., 1999; Schmitt et al., 2001; Esquenazi et al., 2002). A great diversity of compounds isolated
from plants show antiviral activity including flavonoids, tannins, proteins, polysaccharides,
alkaloids and others (Jassim and Naji, 2003).

Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiaceae) is a plant, endemic to the
Brazilian scrubland regions, traditionally used in folk medicine as an aphrodisiac, stimulant and
in the treatment of nervous weaknesses (Pott and Pott, 1994). It was recently demonstrated by
Mattei et al. (2001) that the extract BST0298 reduced the oxidative stress in young and old rat
brains. Galvao et al. (2002) found out that the treatment with the same extract improved learning
and memory deficits in aged rats.

In this work we reported the antiviral activity of a nitro compound, isolated

from H. aphrodisiaca, against poliovirus type 1 and bovine herpesvirus type 1.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 PLANT MATERIAL AND ISOLATION OF THE NITRO COMPOUND

Roots of Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiaceae) were collected
in October 2000, in Santo Antonio do Leverger, Mato Grosso State, Brazil, and identified by
Prof. Dr. Miramy Macedo (Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT). A voucher specimen
(UFMT-22181) was deposited at the UFMT Central Herbarium in Cuiaba, Mato Grosso.

The roots (500 g) were macerated with acetone for 1 week at room temperature.
The extract was filtered and the solvent evaporated under vacuum affording of crude extract (13
g). One portion of the extract (10 g) was chromatographed on silica gel by Vaccum Liquid
Chromatography using toluene and then CHCIl;/MeOH (97:3; 19:1; 9:1; 17:3; 1:1) to yield 6
fractions. Fractions (200 ml) were collected and checked by Thin-Layer Chromatography [silica
gel 60 Fys4 plates, using solvent systems: n-BuOH:CHCI;:MeOH (55:40:5)]. Fraction 4 (1.0 g)
was crystallized with methanol:water to yield pure compound 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoyl)-

O-f-D-glucopyranoside (200 mg) (Fig. 1).

2.2 CELLS AND VIRUS

HEp-2 cells were cultured at 37°C, with Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM glutamine, penicillin (100
IU/ml), streptomycin (100 pug/ml) and amphotericin B (0.25 pg/ml).

The clinical isolate of BHV-1 was donated by Dr. Amauri Alfieri, Laboratério
de Virologia Animal, DMVP-UEL. The poliovirus type 1 was provided by Departamento de
Virologia, IMPPG-UFRI. Both viruses were propagated in HEp-2 cells, aliquoted and stored at -

80°C. The virus titre was determined by plaque assay.
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23 CYTOTOXICITY

The cytotoxicity of the nitro compound was measured by two methods: (1)
alteration of normal cell morphology and (2) Trypan blue exclusion method. For the first test,
HEp-2 cells were grown in 96-well culture plates at 37°C in 5% CO, atmosphere, when the
monolayer was confluent the culture medium was replaced by medium containing the compound
at different concentrations (2 fold dilutions) and the cells were incubated as described. Then, the
destruction of the cell morphology was investigated by microscopic examination. For Trypan
blue method, the HEp-2 cells were seeded at a concentration of 2.5 x 10* cells/well in 24-well
plates and grown at 37° in 5% CO, for 1-2 days. The culture medium was replaced by medium
containing the compound at different concentrations. After 48 hours the monolayers were treated
with trypsin and the cell numbers were counted. The percentage of viable cells were calculated:

Viability (%) = (viable cell number/total cell number) x 100.

2.4 PLAQUE REDUCTION ASSAY

Confluent monolayers of cells in 24-well plates were inoculated with 50-100
PFU of virus and after adsorption for 1 hour at 37°C they were washed with PBS and overlaid
with DMEM containing 0.75% agarose and 2-fold dilutions of compound, it was added 25 mM
MgCl, for poliovirus (Wallis et al., 1966). After 48 hours at 37°C, the monolayers were fixed
with 10% formaldehyde in PBS, agarose layer removed, the cells stained with 0.5% crystal violet
in 20% ethanol and the number of plaques was counted under a dissecting microscope. The
antiviral activity was determined as the percent plaque inhibition of the control: %Plaque
inhibition = [1-(Number of plaque drug treated/Number of plaque control) X 100].

2.6 Interactions of nitro compound with virus and cells

The effects of the compound on the virus infectivity, for both BHV-1 and

poliovirus, were investigated under extracellular conditions. The virus stock suspension (> 10°
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PFU/ml) was mixed with equal volumes of DMEM with the compound at 2-fold dilutions, and
incubated for 1 hour at 37°C. The control virus sample was incubated with DMEM only. After
incubation, the virus titres were determined by plaque assay.

To evaluate the effect of pre-treatment of cells with the compound, confluent
monolayers in 24-well plates were incubated during 1 hour at 37°C in presence of 2-fold
dilutions of compound or without. The compound were removed, the cells were washed with

DMEM and infected as described above for plaque reduction assay.

2.5 STATISTICS

All samples were performed in quadruplicate. The data were analysed by
ANOVA followed by Dunnett’s test. P< 0.05 values were considered significant. The CCsy and

ICsy were calculated by regression analysis of the dose-response curves generated from the data.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we evaluated the antiviral activity a nitro compound isolated from
Heteropteris aphrodisiaca, against poliovirus, a RNA virus, and BHV-1, a DNA virus. The
cytotoxicity was first evaluated by alterations on HEp-2 cell morphology. At 50 pug/ml the cells
showed granules and some vacuoles, at concentrations lower than 50 pg/ml the cell morphology
was not altered. To exclude the possibility that the antiviral activity was due to a reduction in the
number of viable cells, we investigated the cell viability by Trypan blue method. The
concentration required for 50% reduction in cell viability (CCsp) was 66.29 pg/ml (Tablel).

The antiviral activity against poliovirus and BHV-1 was evaluated at
concentrations below 40 pg/ml by a plaque reduction assay. The ICsy and SI values are shown in
Table 1. The nitro compound showed a moderate antiviral activity with selectivity index, defined
as the CCs/ICso, of 2.83 and 2.95 against poliovirus and BHV-1 respectively. The dose-response
curves are shown in Figure 2. No effect was observed when the virus and cells were pre-treated
with the compound (data not shown), suggesting that the reduction observed in virus plaque was
due to an interference with the virus replication cycle. Further experiments are required to
elucidate the mechanism of action for this compound. This is the first report of the antiviral

activity of an aliphatic nitro compound.
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Figurel.

Figure 2.

Table 1.

Chemical  structure of  2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoyl)-O-4-D-

glucopyranoside.

Dose-response curves of inhibition of the plaque formation of poliovirus
type 1 (A) and bovine herpes virus type 1 (B) in HEp-2 cells by an
aliphatic nitro compound, isolated from Heteropteris aphrodisiaca, at
different concentrations. The data are expressed as mean £ S.D. (n=4). p

<0.01, no treatment vs. different concentrations of nitro compound.

The cytotoxicity (CCsp) and antiviral activity (ICsp) of a nitro compound
isolated from Heteropteris aphrodisiaca against bovine herpes virus type 1

and poliovirus type 1 in HEp-2 cells by plaque reduction assay.
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TABLE 1
Virus CCso (ug/ml)*  ICso(ng/ml)°®  SI(CCso/ICsp)
Poliovirus 62.29 22.01 2.83
BHV-1 62.29 21.10 2.95

*50% cytotoxic concentration

®50% inhibitory concentration
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a atividade antiviral da fracdo aquosa e dois flavonoides (astilbina e
neoastilbina) derivadas de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiacea), uma planta
medicinal, popularmente conhecida como N&-de-Cachorro, contra os virus polio-1 e herpesvirus
bovino tipo 1. A atividade antiviral foi monitorada pelo ensaio de plaque. A astilbina e
neoastilbina ndo apresentaram atividade antiviral. A fracdo aquosa foi efetiva apresentando
atividade virucida em todas as concentragoes.

Palavras-chaves: Planta Medicinal. Ensaio de Plaque. Antiviral. Heteropteris aphrodisiaca.
Flavonoide.
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1 INTRODUCAO

A espécie Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Malpighiacea) ¢ uma planta
medicinal popularmente conhecida como No&-de-Cachorro, No-de-Porco e Cordao-de-Sao-
Francisco (Pott & Pott, 1994), sendo encontrada principalmente nos cerrados dos estados do Mato
Grosso e Goias (Pio Corréa, 1984). Tradicionalmente ¢ utilizada na forma de “garrafada” como
afrodisiaca e como estimulante cerebral no tratamento de “problemas nos nervos” (Pio Corréa,
1984; Pott & Pott, 1994). Estudos realizados por Mattei et al. (2001) e Galvao et al. (2002)
respectivamente, demonstraram que o extrato bruto (BST 0298) foi capaz de reduzir o estresse
oxidativo de lipideos cerebrais de ratos, e melhorar a memoria e o aprendizado de ratos idosos.
Numa andlise fitoquimica preliminar deste extrato Galvao et al. (2002) encontraram diversos
compostos, dentre eles alguns flavonoéides.

Os flavonoides sao compostos polifenolicos que apresentam atividade antiviral
contra diversos tipos de virus, tais como adenovirus (Chiang et al., 2003), influenza A e B (Lin et
al., 1999; Kim et al., 2001), citomegalovirus humano (Lin et al., 1999; Mitrocotsa et al., 2000),
herpes simplex (Lin et al., 1999; Shahat et al., 2002; Chiang et al., 2003), varicela zoster (Lin et
al., 1999), virus da hepatite B (Huang et al, 2000), poliovirus (Semple et al., 1999) e HIV-1
(Kitamura et al., 1998; Ahn et al., 2002). A taxifolina ¢ um di-hidroflavondéide, cuja atividade
antiviral ja foi descrita para o virus da hepatite A (Biziagos et al., 1987) e para o virus da
leucemia murina (Chu, et al. 1992). Neste trabalho portanto nds avaliamos a atividade antiviral da
fracdo aquosa e de dois glicosideos derivados da taxifolina, obtidos a partir do extrato BST0298

de Heteropteris aphrodisiaca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Amostras vegetais de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach., coletadas em
diferentes estagdes do ano, no estado do Mato Grosso, foram identificadas pela Dra. Miramy
Macedo, do Instituto de Botanica da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT). Uma
exsicata encontra-se depositada sob o nimero 22181 no Herbarium Central da UFMT.

Uma amostra (50g) de extratoBST-0298 liofilizado, obtido como descrito por
Galvao et al. (2002), foi solubilizada em 500 ml de 4gua destilada e submetida a particio com
acetato de etila (500ml). A fragdo aquosa (FW) foi entdo separada e liofilizada, e posteriormente
ressuspendida em agua deionizada. A fracao de acetato de etila foi submetida a cromatografia em
coluna de vidro preenchida com Sephadex LH-20, dando origem a 10 subfra¢des. A subfragao 7,
apos recristalizagdo, forneceu o substancia astilbina [3-O-a-L-ramnosil-trans-(2R,3R)-taxifolina ]
(fig.1). A subfracao 8 foi recromatografada fornecendo trés subfragdes. A subfracdo 8.3 originou
a substancia neoastilbina [3-O-a-L-ramnosil-trans-(2S,3S)-taxifolina] (fig.1). Para a atividade
antiviral ambas foram solubilizadas em DMSO 0,25%. Todos os compostos foram mantidos a

4°C.

2.2 Células e Virus

Células epiteliais de carcinoma de laringe humana (HEp-2) foram cultivadas a
37°C em DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 pg/ml de
estreptomicina, 100 Ul/ml de penicilina e 2,5 pg/ml de fungizona.

A amostra de poliovirus tipo 1 foi doada pelo Departamento de Virologia do

Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro



44

(DV-IMPPG-UFRJ). A amostra de herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1) foi doado pelo Dr.
Amaury Alfieri, laboratorio de Virologia Comparada do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Ambas foram inoculadas em células
HEp-2 e incubadas a 37°C até o aparecimento de efeito citopatico caracteristico, posteriormente
foram congeladas e descongeladas trés vezes, centrifugadas e o sobrenadante aliquotado foi

mantido a -80°C até o momento de uso. O titulo viral foi determinado pelo ensaio de plaque.

2.3 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade das drogas foi determinada pela alteragdo na morfologia
celular normal. Células HEp-2 foram crescidas em microplacas de 96 pogos a 37°C com 5% de
CO,. Apds 70% de confluéncia o meio de crescimento foi retirado e substituido por meio com
varias concentracoes da FW e subfracdes purificadas (6,25; 12,5; 25; 50 e 100pg/ml).
Paralelamente meio com e sem DMSO foi adicionado aos controles. As células foram incubadas
por 2 dias a 37°C com 5% de CO, e entdo observadas em microscopio invertido. A méxima
concentragdo que nao causou alteracdo morfologica visivel foi entdo determinada.

2.4 Ensaio de reducao de plaque

Monocamadas confluentes de células HEp-2 crescidas em placas de 24 pogos,
foram inoculadas com 50-100 UFP de ambos os virus ¢ mantidas a 37°C por 1 hora, para
adsor¢do. Apds a retirada do indculo as monocamadas foram lavadas e recobertas com DMEM
contendo 0,75% de agarose e as concentracdes de 50, 25, 12,5 e 6,25 ng/ml da FW e subfragdes;
para o poliovirus 25mM de MgCl, foram adicionados (Wallis et al., 1966). Paralelamente foram
preparados os seguintes controles: controle de virus (sem drogas), controle de células (sem virus
e drogas) e controle de virus com DMSO. Apoés 48 horas de incubacdo as monocamadas foram
fixadas com formaldeido 10% em PBS, a agarose foi entdo retirada e a monocamada corada com
solucdo alcoodlica de cristal violeta a 0,5%. Os plaques foram contados com o auxilio de um

estereomicroscopio. A atividade antiviral foi determinada como a porcentagem de inibi¢do do



45

nimero de plaques com relacdo ao controle: % Inibicdo = [1-(Numero de plaques do
tratamento/Numero de plaques do controle) X 100].

O efeito do pré-tratamento das células com as drogas também foi avaliado.
Para isso monocamadas confluentes de células HEp-2, crescidas em placas de 24 escavagoes,
foram incubadas durante 1 hora a 37°C na presenca das mesmas concentracdes de FW e
subfragdes. Apos incubacdo as monocamadas foram lavadas e inoculadas como descrito
anteriormente. Apo6s a retirada do indéculo as monocamadas foram lavadas e recobertas com
DMEM contendo 0,75% de agarose. Apds 48 horas de incubagdo os plaques foram contados e a

atividade antiviral calculada.

2.5 ATIVIDADE VIRUCIDA

O efeito da FW e das subfracdes na infeciosidade viral foi investigado em
condigdes extracelulares. Aliquotas virais (> 10° PFU/ml) foram misturadas com volumes iguais
de DMEM contendo as concentragdes das drogas utilizadas nos testes anteriores e incubadas por
1 hora a 37°C. Apo6s incubagdo o titulo viral residual foi determinado pelo ensaio de plaque.
Paralelamente foram preparados controles de virus (DMEM sem compostos) e de DMSO

(DMEM com DMSO) e entdo determinada a atividade antiviral.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata. Os dados foram
analisados por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 CITOTOXICIDADE

O resultado do teste de citotoxicidade demostrou que tanto FW, quanto
astilbina e neoastilbina, ndo causaram alteracdo na morfologia normal da célula em concentracdes
menores ou igual a 50 pg/ml. No entanto as células apresentaram granulos quando tratadas com
astilbina e neoastilbina a 100 pg/ml e quando tratadas com a fragdo aquosa, nesta mesma
concentragdo, algumas células apresentaram-se vacuolizadas e se desprenderam da monocamada

celular.

3.2 ATIVIDADE ANTIVIRAL

Os resultados dos testes de atividade antiviral mostraram que nenhuma das
subfragdes purificadas apresentou atividade contra poliovirus e BHV-1. A fragdo aquosa
apresentou atividade virucida, inibindo totalmente a formacao de plaques, para ambos os virus,

em todas as concentragdes testadas, no entanto nos demais tratamentos nao foi efetiva.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho nos avaliamos a atividade antiviral da fragdo aquosa e de dois di-
hidroflavonois (astilbina e neoastilbina) obtidos a partir do extrato BST 0298 de Heteropteris
aphrodisiaca. Nenhum dos dois di-hidroflavonois avaliados apresentou atividade contra os virus
estudados (poliovirus tipo 1 e herpesvirus bovino tipo 1). Estes dois compostos sdo glicosideos
da taxifolina, um composto cuja atividade antiviral ja foi descrita contra o virus da hepatite A
(Biziagos et al., 1987), e contra o virus da leucemia murina (Chu, et al. 1992). A presenca do
acucar poderia explicar a auséncia de atividade antiviral dos di-hidroflavonois, pois segundo
Rice-Evans et al., (1996) a glicosilagdao de flavondides pode interferir reduzindo suas atividades
biologicas, como por exemplo a agdo antioxidante, quando comparados com os compostos nao
glicosilados. Novos experimentos deverdo ser realizados na tentativa de se estabelecer alguma
relacdo entre a presenca de acglicar e a auséncia de atividade antiviral.

A fragcdo aquosa apresentou resultados significativos no ensaio de atividade
virucida, entretanto ndo apresentou atividade nos demais ensaios, sugerindo que ela atue
especificamente no virion. Os compostos ativos presentes nesta fracdo deverdo ser
posteriormente isolados e identificados, e experimentos posteriores deverdo ser realizados para

esclarecer o mecanismo de agao destes compostos.
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5 CONCLUSAO

O nitrocomposto apresentou citotoxicidade nas concentragdes maiores que 50
png/ml, enquanto que a astilbina, neoastilbina e a fragdo aquosa apresentaram citotoxicidade
apenas a 100 pg/ml;

Apenas o nitrocomposto e a fragdo aquosa apresentaram atividade antiviral. O
nitrocomposto apresentou indice de seletividade (SI) de 2,83 e 2,95 respectivamente para
Poliovirus e BHV-1. A fracdo aquosa foi efetiva somente no teste pré-tratamento do virus,

inibindo completamente o aparecimento de plaques em todas as concentragdes testadas.
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