522
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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo pesquisar a atividade antiviral in vitro de plantas
medicinais disponiveis comercialmente sobre herpesvirus suino (SuHV-1) e bovino (BoHV-1). As
espécies adquiridas foram Mikania glomerata, Cymbopogon citratus, Equisetum arvense, Peumus
boldus, Solanum paniculatum, Malva sylvestris, Piper umbellatun e Solidago microglossa. A
citotoxicidade dos extratos foi avaliada na linhagem celular MDBK pelas alteragdes morfoldgicas
das células e obtengéo da concentragdo maxima nao citotoxica (CMNC) de cada planta. A atividade
antiviral foi realizada com os extratos em suas respectivas CMNC e avaliada com base na redugéo
do titulo viral e expressos em porcentagem de inibigdo. Os extratos aquosos de Peumus boldus
e Solanum paniculatum apresentaram atividade antiviral sobre o SuHV-1 com 98% de inibigao
viral enquanto o de Peumus boldus inibiu apenas o BoHV-1 em 99%.
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ABSTRACT: Antiviral activity of commercially available medicinal plants on suid and
bovine herpesviruses. This paper aims to find commercially available medicinal plants showing
antiviral activity in vitro on suid and bovine herpesviruses. The following species were tested:
Mikania glomerata, Cymbopogon citratus, Equisetum arvense, Peumus boldus, Solanum
paniculatum, Malva sylvestris, Piper umbellatun and Solidago microglossa. The cytotoxicity was
evaluated by morphological changes in cells determining the maximum not cytotoxic concentration
(MNCC). The antiviral activity was evaluated by viral title reduction. The extracts from Peumus
boldus and Solanum paniculatum showed antiviral activity against SuHV-1 with 98% of inhibition.
The extract of Peumus boldus also showed activity against BoHV-1 with 99% of inhibition.
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INTRODUGAO

A maioria das doencas infecciosas que afeta
0 homem e o animal é causada por virus e ainda
representam um risco a saude publica apesar de todo
progresso na medicina. Além disso, na area
veterinaria, estas doengas virais sao responsaveis por
grandes perdas econdmicas, incluindo-se as
causadas pelos virus da familia Herpesviridae.

O herpesvirus suino (SuHV-1) é responsavel
pela doenga de Aujeszky ou pseudo-raiva que se
constitui em um grande obstaculo a exploragao e ao
comércio internacional de suinos. Em animais
jovens os sinais clinicos predominantes sédo os
neurolégicos com taxa de mortalidade
aproximando-se dos 100%. Animais adultos
apresentam febre, taxas variaveis de aborto,
reabsorcéo fetal, dificuldade respiratéria e
eventualmente vomitos. A mortalidade nessa faixa
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etaria é baixa. Além disso, a doencga de Aujeszky
possui importancia sanitaria e é de notificagao
anual obrigatdria, sendo necessaria sua
erradicacgao (Groff et al., 2005). O herpevirus bovino
(BoHV-1) é responsavel pela rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR) e por uma variedade de
outras sindromes associadas aos sinais clinicos, tais
como conjuntivite, encefalite, infecgdes respiratérias
(pneumonia), vulvovaginite pustular nas fémeas,
balanopostite nos machos e diversas formas de
problemas reprodutivos como mortalidade embrionaria
e fetal, abortamento, natimortalidade e nascimento
de bezerros fracos (Del Fava et al., 1998; Takiuchi et
al., 2003; Spilki et al., 2004; Ackermann & Engels,
2006). Além disso, provoca imunossupressao que
induz a infec¢gdes bacterianas secundarias,
causadoras da pneumonia (Jones, 2003). As
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enfermidades causadas pelo herpesvirus bovino
provocam sérios prejuizos para a industria de gado,
relacionados ao aborto, baixa fertilidade de machos
e fémeas, crescimento retardado nos animais jovens
que adquirem rinotraqueite, queda da producéo de
leite, entre outras (Del Fava et al., 1998; Spilki et al.,
2004). A propriedade bioldgica de maior importancia
destes dois virus é a capacidade de estabelecer
infeccdes latentes no sistema nervoso do hospedeiro
apos a infecgdo aguda, persistindo por toda a vida do
animal. Essa laténcia pode ser reativada resultando
em excrecao e transmissao de virus (Del Fava et al.,
1998; Médici et al., 2000; Jones, 2003; Barbosa et
al., 2005; Groff et al., 2005; Silva et al., 2005).

No controle e prevencao das infecgdes virais
sao utilizadas vacinas. Entretanto a vacinagao de
bovinos e suinos apenas minimiza as manifestagdes
clinicas destas doengas, ou seja, ndo impedem a
laténcia e a eliminag&o do virus ja instalado. Assim,
muitos animais soropositivos sdo descartados com o
objetivo de erradicagdo da doenga (Cunhaet al., 1998;
Del Fava et al., 1998; Ackermann & Engels, 2006).

A utilizagcdo de plantas como fonte de
substancias antivirais € uma das alternativas para o
controle e tratamento de infecgdes virais. A selegao
de espécies vegetais a partir de dados
etnofarmacolégicos para estes estudos fornece
percentual maior de descoberta de novos compostos
bioativos (Di Stasi et al., 1996; Yunes & Calixto, 2001;
Maciel et al., 2002). Entretanto, a disponibilidade do
material vegetal pode dificultar as pesquisas com
produtos naturais, principalmente daquelas espécies
que podem estar em risco de extingdo, em
consequéncia do extrativismo, desmatamento e da
degradagédo ambiental (Simdes et al., 2004). Além
disso, para a identificacdo do principio ativo &
necessaria grande quantidade de matéria prima, a
fim de realizar o fracionamento e determinacao dos
compostos quimicos (Yunes & Calixto, 2001).

Deste modo, a utilizacdo de plantas
medicinais cultivadas pode minimizar este problema.
As principais vantagens de se estudar plantas
medicinais cultivadas sdo os produtos de alta
qualidade, producdo em alta escala fornecendo
grande quantidade de matéria prima, baixo custo e
preservacao do meio ambiente; também se obtém a
homogeneidade dos compostos quimicos, ja que a
forma de cultivo, a adaptagdo da planta a
determinadas condi¢des de clima, solo, altitude,
fertilidade podem influenciar a composi¢ao das
substancias nas plantas (Di Stasi et al.,1996; Sartério
et al., 2000).

O presente trabalho tem como objetivo
pesquisar produtos naturais provenientes de plantas
medicinais disponiveis comercialmente que
apresentem atividade antiviral em linhagem celular de
rim de bovino (MDBK() sobre herpesvirus suino e bovino.
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MATERIAL E METODO

Virus e células

A linhagem celular MDBK de rim de bovino
(ATCC-CCL 22) foi mantida em meio Eagle minimo
(MEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino. As
amostras virais utilizadas foram herpesvirus bovino
(BoHV-1), cepa Los Angeles (Straub, 2001) e
herpesvirus suino (SuHV-1), cepa Nova Prata
gentilmente cedida pelo Instituto Desidério Finamor,
RS, Brasil (Fonseca Junior et al., 2010).

Extratos de plantas

As plantas Mikania glomerata, Cymbopogon
citratus, Equisetum arvense, Peumus boldus,
Solanum paniculatum, Malva sylvestris, Piper
umbellatun e Solidago microglossa foram adquiridas
comercialmente da empresa Napi€, com um certificado
de analise garantindo a pureza e com as especificagdes
conforme relacionado na Tabela 1. O material vegetal a
partir das folhas foi recebido seco e moido.

Preparo dos extratos

Extratos aquosos (EA) de todas as plantas
foram preparados a 10% a frio por uma noite. Apds
esse periodo, EA foram filtrados com o auxilio de gaze e
papel filtro. Apenas para a planta Peumus boldus foi
preparado também o extrato etandlico (EE), obtido por
maceracao a frio com etanol PA por 3 vezes consecutivas.
O solvente foi filtrado e evaporado sob pressao reduzida.
Todos os extratos (EA e EE) foram posteriormente
liofilizados e para uso nos bioensaios, foram ressuspensos
em partes iguais de agua ultrapura e MEM 2 vezes
concentrado, para a concentracgao final de 4.000 ug mL*
e filtrados em membrana Milipore 0,22 um.

Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos foi avaliada na
linhagem celular MDBK pelo método descrito por
Simoni et al. (2007). Foram empregadas microplacas
estéreis, descartaveis, com 96 orificios. Em cada
orificio foram semeadas 3,0x104 células em 100 mL
de MEM. Apds 24 horas de incubagao a 37°C, em
ambiente de CO, a 5%, o meio sobrenadante foi
descartado e em cada orificio foi colocado 0,1 mL
das dilui¢gdes seriadas dos extratos, com pelo menos
2 repeticdes para cada diluicdo. A seguir, as
microplacas foram incubadas novamente durante pelo
menos 96h. As concentragdes dos extratos iniciaram
em 4000 ug mL-" até 1,8 ug mL-'. Aconcentragéo de
cada extrato que nao produziu alteracgdes
morfolégicas nas células foi considerada a
concentragcao maxima nao citotéxica (CMNC).

Atividade antiviral
A atividade antiviral dos extratos na linhagem
celular MDBK foi realizada segundo a metodologia
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descrita por Simoni et al. (2007) e Koseki et al. (1990).
Em microplacas de 96 orificios contendo
monocamadas de células MDBK foi colocado 100
mL de extrato na CMNC e apés 1 hora de incubacéao
a 37°C, em ambiente de CO,, foi colocado 50 L das
suspensdes virais em diluicdes logaritmicas; e
novamente incubadas durante pelo menos 96h. A
atividade antiviral foi testada em dois bioensaios
independentes. O titulo viral (DICC,) foi calculado pelo
método de Reed & Muench (1938) e a avaliagéo da
atividade antiviral foi calculada pela diferenga entre o
titulo viral nas células infectadas e tratadas com os
extratos (T) pelo controle, nas células infectadas sem
extrato (C) e expresso pelo indice de inibigao viral (I1V)
e também pela porcentagem de inibicdo. Quando a

diferenga do IV foi igual ou maior do que 1,5 os extratos
foram considerados inibidores, correspondendo a
porcentagem de inibigdo acima de 96%.

RESULTADO

As informagbes das plantas Cymbopogon
citratus, Equisetum arvense, Malva sylvestris,
Mikania glomerata, Peumus boldus, Piper
umbellatun, Solanum paniculatum e Solidago
microglossa com relagdo aos constituintes quimicos,
agoes farmacoldgicas, nome popular e data da coleta
foram fornecidas pela empresa Napié e encontram-
se na Tabela 1. Apenas Mikania glomerata, o guaco,
nao teve nenhuma informagao complementar sobre
os constituintes quimicos e agdes farmacoldogicas.

TABELA 1. Relacdo dos nomes cientificos e populares, constituintes ativos, agdées farmacolégicas e data da
coleta das plantas estudadas, dados fornecidos pela empresa no certificado de analise.

Nome Nome Constituintes Acodes Data de
cientifico popular ativos farmacolégicas coleta
Mikania Guaco NI NI 05/04/05
glomerata

Insbnia, nervosismo, ansiedade,
psicoses, digestivo estomacal,
Cymbopogom  Capim Oleo essencial (citral), alcaldides, gases intestinais, febre,
citratus Santo saponinas, cumarinas e flavondides. reumatismo, contusdes, dores 11/04/05
musculares, repelentes de insetos,
limpeza dos dentes e gengivas.
Equisetum Oleo essencial, cumarinas, Diurética, remineralizanre,
arvense Cavalinha alcaldides, pigmentos e mucilagens. antiinflamatéria e adstringente 02/04/05
genito-urinario.
Alcaldides, solanina, saponinas, Tbnica, descongestionante,
Solanum Jurubeba  glicosideos, mucilagem, resinas, diurética, estomaquico, febrifugo, 07/03/05
paniculatum ceras e acidos organicos. colagoga, emenagoga e
cicatrizante.
Mucilagens (pentoses), hexoses,
acido galacturénico, acidos fendlicos,
Malva antocianinas (Malvina e malvidina), Antiinflamatdria, emoliente, 12/03/05
sylvestris Malva flavondides, taninos, vitaminas A, B1, demulcente, adstringente, béquica,
B2 e C; oxalato de célcio, resinas e laxativa e vulneraria.
aminoacidos.
Estimulante das fungdes hepaticas,
Oleo essencial, substancias estomacais, pancredticas e do baco.
Piper Pariparoba fendlicas, esterdides, mucilagens e  Afecg¢do das vias respiratérias, 07/03/05
umbellatun pigmentos. maturagdo de furunculo,
queimaduras superficiais, dores de
cabecga e reumatismo.
continua...
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TABELA 1. Relacdo dos nomes cientificos e populares, constituintes ativos, agdes farmacolégicas e data da
coleta das plantas estudadas, dados fornecidos pela empresa no certificado de analise.

continuagéo...
Nome Nome Constituintes Acgoes Data de
cientifico popular ativos farmacolégicas coleta
Oleo essencial, triterpenos, principios Tem como principal acédo ser:
Solidago Arnica amargos, flavondides, taninos, antiinflamatorio, vulneraria ténica, 03/04/05
microglossa resinas, cumarinas, ceras e estimulante, revulsiva, anti-séptica e
alcaldides. analgésica.
Oleo essencial (eucaliptol, ascaridol, Eupéptico, colagoga, diurético,
Pneumus Boldo do  cinel, eugenol e alfa-pineno), afecgdes gastricas, estimulante da  12/03/05
boldus Chile alcaloides, taninos, glicosideos digestéo, e afecgdes do figado.

flavonicos, gomas e terpenos.

NI: Nao informado

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos
nos experimentos de citotoxicidade dos extratos das
plantas. Os extratos que apresentaram a menor
toxicidade foram Equisetum arvense, Solanum
paniculatum e Piper umbellatun, com CMNC igual a
2.000 ng mL". Ja o EE de Peumus boldus apresentou
maior toxicidade com CMNC igual a 62,5 ung mL-". As
outras plantas estudadas apresentaram CMNC entre
250 pgmL"'a 1.000 pg mL-".

Os resultados dos testes antivirais também
se encontram na Tabela 2 e Figura 1. Entre os extratos
testados, EA de Peumus boldus e Solanum paniculatum
apresentaram atividade antiviral contra o SuHV-1 com IV
de 1,96 e 1,99, respectivamente representando uma
porcentagem de inibicdo de 98% para ambos. Apenas o
extrato EA de Peumus boldus apresentou atividade antiviral
contra o herpesvirus bovino, com o IIV de 2,19 e
porcentagem de inibicdo de 99%.

DISCUSSAO

No presente trabalho, os testes de
citotoxicidade e de antiviral dos extratos de plantas
foram avaliados em cultura celulares. Segundo Flint
etal. (2004), as culturas celulares sdo muito eficazes
para determinar a citotoxicidade dos extratos vegetais
e para o estudo das relagbes parasita-hospedeiro.
Os extratos devem apresentar-se o0 minimo citotéxico
possivel e nao induzir resisténcia viral e se possivel
interferir apenas nos processos moleculares dos virus,
sem afetar os processos metabdlitos celulares
(Gutiérrez, 2002). O extrato etandlico de boldo do
Chile se mostrou o mais citotéxico de todos os
extratos. Provavelmente, isto se deve a extragao de
substancias menos polares, diferentes das
encontradas nos extratos aquosos, e talvez mais
téxicas ou ainda pela presenga residual de etanol
utilizado durante a obtengao do extrato. Em testes

TABELA 2. Nome cientifico e popular, tipo de extrato, citotoxicidade e atividade antiviral das plantas testadas
contra herpesvirus suino e bovino em células de rim bovino MDBK.

(Noisepgfgilar) TIPO (:;Mn':&) Sulll-l\</-1 PI% Bolll-\l(l-1 PI%
Cymbopogon citratus (Capim Santo) EA 250 0 0 0,24 43
Equisetum arvense (Cavalinha) EA 2000 0 0 0,74 82
Malva sylvestris (Malva) EA 500 0,88 86 0 0
Mikania glomerata (Guaco) EA 500 0,50 68 0,24 43
Peumus boldus (Boldo do Chile) EA 250 1,96 98 2,19 99

EE 62,5 0 0 0,50 68
Piper umbellatun (Pariparoba) EA 2000 0,01 2 0 0
Solanum paniculatum (Jurubeba) EA 2000 1,99 98 1,00 90
Solidago microglossa (Arnica) EA 1000 0,26 44 0,24 43

EA: extrato aquoso ; EE: extrato etandlico; CMNC:Concentragdo maxima nao citotdxica; 11V: indice de inibigao viral; P1%: porcentagem de

inibigdo.
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FIGURA 1. Atividade antiviral de extratos de plantas testadas contra herpesvirus bovino e suino em células MDBK.

antivirais o principal enfoque é escolher o extrato
capaz de reduzir ou inibir esse efeito, numa
concentracdo que ndo seja toxica. Esses testes,
especialmente o de triagem, tém como objetivo
empregar uma metodologia, rapida, simples, de baixo
custo e capaz de gerar informagdes Uteis e confiaveis
sobre o extrato escolhido, a fim de realizar estudos
mais elaborados (Cechinel Filho & Yunes, 1998;
Simoni, 2003). Assim, as culturas celulares sdo as
mais empregadas para a triagem de substancias
antivirais durante a selegao de provaveis inibidores.
Diversos trabalhos relatam o potencial
farmacolégico destas plantas na medicina popular.
As folhas de guaco séo utilizadas para o tratamento
de afecgbes do aparelho respiratério e diminuir a febre.
A parte aérea do capim santo é indicada para dores
em geral, flatuléncia, disfungdes gastricas e
nervosismo. Folhas de cavalinha e de malva séo
utilizadas como antiinflamatérios e adstringentes; e
as folhas de jurubeba como febrifugo e cicatrizante.
A pariparoba é utilizada em casos de queimaduras
superficiais e dores de cabeca. As folhas e flores da
arnica sdo indicadas em casos de traumatismos,
afecgdes do estbmago e ma digestao, e o boldo do
Chile em casos de disturbios gastrintestinais (Sartério
et al., 2000; Teske & Trentini, 2001; Nicoletti et al.,
2007). A utilizagao das folhas na preparacao de todos
os extratos foi baseada nao so6 pelas descrigdes

acima, mas para se estabelecer um padrao de estudo
independente do uso ou ndo desta parte na medicina
popular. Cechinel & Yunes (1998) relatam que a
constituicdo quimica, na maioria dos casos, difere
em relagao as distintas partes da planta.

Apesar da variedade de metabdlitos e de
acOes farmacoldgicas destas plantas, poucos
estudos descrevem o potencial antiviral. Gutiérrez
(2002) cita o composto solanina, esteroide
glucoalcaléide presente em fruto da mesma familia
da jurubeba (Solanaceae), que inibiu o virus do
mosaico de tabaco. Di Stasi et al. (1996) afirmam
que uma dada classe quimica de substancias pode
ocorrer em um género ou familia. Além disso, o
certificado de analise das plantas mostra que S.
paniculatum possui saponinas como um dos
constituintes ativos. Simdes et al. (2004) relatam que
as saponinas, presentes em algumas plantas,
apresentam atividade antiviral e sdo também soluveis
em agua. Neste estudo, o extrato de folhas de S.
paniculatum apresentou atividade antiviral contra
SuHV-1. Portanto, este composto pode provavelmente
estar relacionado com as propriedades antivirais
observada no extrato aquoso da jurubeba.

As diferentes polaridades dos principios
ativos dos extratos tornam a escolha do solvente de
fundamental importancia para a obtengdo. Assim,
solventes sado utilizados para a extragcao de
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determinados metabdlitos secundarios com
polaridades diversas e podem fornecer a indicagao
do tipo de substancia responsavel por dada atividade
biologica. Neste trabalho todos os extratos foram
preparados em agua, além do extrato de Peumus
boldus que foi preparado também em etanol.
Backhouse et al. (1994) descreveram o alcaldide
boldina com atividade antiherpética. Yunes & Calixto
(2001) afirmam que alcaléides geralmente ndo sao
soluveis em agua e estao presentes, principalmente,
em extratos etandlicos, devido a hidrofobicidade das
moléculas. Entretanto foi no extrato aquoso de boldo
que houve atividade antiviral contra os dois herpesvirus
e que foi perdida na extragao com etanol. Portanto,
devem existir outras substancias no boldo do Chile,
além do alcaldide boldina, que apresentam atividade
antiviral. Dentre estas, Simdes et al. (2004) citam os
taninos e os glicosideos flavbnicos, que além de
serem solUveis em agua, apresentam atividade
antiviral. Esses compostos sdo também constituintes
presentes no boldo e em vista disso podem ser os
responsaveis pela atividade encontrada no extrato
aquoso.

Segundo Yunes & Calixto (2001), estudos in
vitro sdo normalmente mais rapidos e baratos, uma
vez que pouca quantidade de amostras do material
vegetal a ser testado € o suficiente para realizar o
experimento. Além disso, fornecem resultados
quantitativos, os mecanismos de ag¢ao dos extratos
e/ou principios ativos isolados sao facilmente
analisados e as variaveis podem ser controladas, o
que facilita a reprodutibilidade dos ensaios. Mas
posteriormente a esses estudos, experimentos “in
vivo” devem ser realizados para confirmagao da agcéao
farmacolégica das plantas, pois os efeitos obtidos
nas culturas de células podem ou nao ser observados,
nos estudos realizados em animais.

Atualmente, existem empresas que cultivam
plantas medicinais para uso comercial, sendo que
suas observagdes sobre uso e a eficacia das plantas,
s&o de origem populares e prescritos com frequéncia,
pelos efeitos medicinais que produzem. Muitas delas
tém alguns constituintes quimicos conhecidos e
estudados cientificamente (Maciel et al. 2002). Assim,
0 uso de extratos disponiveis comercialmente de
empresa que cultiva plantas medicinais favorece a
realizacdo dos experimentos pelo fato de serem de
facil acesso, de boa qualidade e de grande produgao
e cultivo, sem causar danos a natureza. Pois o
elevado consumo de plantas medicinais mostra a
necessidade da producao de alto nivel técnico,
diversificada e sem o uso de agroquimicos (Sartério
et al., 2000).

Nos experimentos realizados no presente
trabalho foram utilizados extratos preparados a frio
onde as espécies S. paniculatum e P. boldus
apresentaram potencial antiviral. Entretanto, a maioria

527

dos extratos vegetais utilizados na medicina popular
€ de uso interno e preparados na forma de cha por
infusdo (Sartério et al., 2000). Em vista disso,
algumas plantas moidas -foram preparadas a quente
(dados n&do mostrados) exceto o de boldo por
indisponibilidade de material. Observou-se atividade
antiviral na espécie S. paniculatum e também na S.
microglossa para o BoHV-1 dos extratos a quente e
que nao foi encontrado nos extratos a frio. Yunes &
Calixto (2001), afirmam que fatores externos, como
atemperatura, podem alterar os compostos quimicos,
e consequentemente, ativar ou inibir os principios
ativos das plantas.

CONCLUSAO

Extratos de plantas medicinais, disponiveis
comercialmente, podem ser uma alternativa de baixo
custo e de alta qualidade, na pesquisa de fitoterapicos
com potencial antiviral desde que sejam produzidos
segundo as boas praticas de fabricagéo e controle.
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