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Resumo

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV), do género Lentivirus, vem sendo
utilizado como modelo experimental para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), desde a sua descoberta, em 1986. A grande similaridade estrutural,
gendmica e patogénica dos virus foi estudada por diversos autores, e torna o FIV
um modelo promissor para avaliacdo de novos medicamentos antirretrovirais.
Plantas de carater medicinal ainda foram pouco exploradas quanto a sua
capacidade em fornecer compostos que possuam atividade antiviral. Neste
trabalho, foram avaliados trés extratos provenientes de Hypericum connatum e
Pterocaulon balansae, com o objetivo de buscar novas substancias de caréater
inibidor frente ao FIV. Para tal, foram realizados testes de citotoxicidade, em que
se obteve a concentragdo maxima dos extratos para ser utilizada em testes
posteriores. Na avaliacdo da atividade antirretroviral, o extrato de Hypericum
connatum promoveu a maior reducdo do numero de particulas virais quando
quantificado pela técnica de PCR em tempo real, reduzindo em vinte e trés vezes
0 numero de cépias do virus, em comparacao ao controle. Os extratos PBLI2 e
PBEH, ambos de Pterocaulon balansae, também foram capazes de reduzir
parcialmente o niumero de particulas virais. A avaliacdo da relacédo efeito-dose
do extrato de Hypericum connatum, analisadas em quatro concentracdes
diferentes, péde confirmar a sua acao inibitoria frente ao lentivirus felino. Os
resultados evidenciam a atividade inibitéria de Hypericum connatum frente ao

FIV, que servirdo como base para novos estudos.



Abstract

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV), from the Lentivirus genus, have been
used as experimental model for the Human Immunodeficiency Virus (HIV), since
its discovery, in 1986. The strong structural, genomic and pathogenic similarity
between these viruses was demonstrated by many authors, making FIV a
promising model for evaluation of new antiretroviral drugs. Compounds with
antiviral activities obtained from medicinal plants are probably underestimated. In
this study, three extracts from Hypericum connatum and Pterocaulon balansae
were evaluated, with the purpose of searching new substances with inhibitor
character against FIV. To this end, cytotoxicity tests were performed, in which it
was obtained the maximum concentration of the extract to utilize ahead. In the
evaluation of antiretroviral activity, the Hypericum connatum extract induces a
reduction of viral particles when quantified by real time PCR technique,
decreasing in twenty-three times the number of virus copies, when comparing to
the control sample. The extracts PBLI2 and PBEH, both from Pterocaulon
balansae, also decreased the number of viral particles in a lesser extent. The
evaluation of dose-response relationship of Hypericum connatum extract, in
which four concentrations were analyzed, was able to confirm the inhibitory action
against the feline lentivirus. The results demonstrate an inhibitory activity of
Hypericum connatum against FIV, to be explored through new experiments.


https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/dose-response+relationship.html
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1. Reviséo Bibliografica

1.1. Virus da imunodeficiéncia felina

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) foi isolado pela primeira vez em 1986
em Petaluma, na Califérnia, de gatos domésticos que exibiam sinais de
imunodeficiéncia, mas eram soronegativos para o virus da leucemia felina
(FeLV). FIV pertence a familia Retroviridae e ao género Lentivirus. O virus pode
ser encontrado mundialmente e é classificado em 5 subtipos (A-E) (AKEMI et al.,
2013) baseados na andlise da sequéncia de nucleotideos do gene env das
regibes variaveis 3-5. A maioria dos virus identificados pertence aos subtipos A
e B, e um mesmo felino pode ser infectado por mais de um subtipo. A
caracterizacdo molecular dos isolados do FIV no Brasil revelou até o presente
momento somente a presenca do subtipo B em Minas Gerais, S&o Paulo e Rio
de Janeiro (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010).

Os Lentivirus sdo envelopados, de RNA fita simples que possuem uma
enzima de transcriptase reversa, a qual ira gerar um DNA proviral que se integra
no genoma do hospedeiro (STICKNEY; DUNOWSKA,; CAVE, 2013). A ampla
heterogeneidade molecular do FIV relatada nos subtipos do virus identificados
ao redor do mundo, e a alta capacidade de promover mutacdes sob pressdes
imunoldgicas, farmacolégicas ou ambientais sdo caracteristicas inerentes aos
lentivirus (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010).

Desde a sua descoberta, o FIV tem se mostrado Unico entre os lentivirus de
nao-primatas por ser capaz de infectar linfécitos T e ter a capacidade em causar
imunodeficiéncia severa e irreversivel. FIV e HIV s&o os dois unicos lentivirus
que causam perda seletiva de células TCD4+ e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008).

1.1.1. Particula viral e genoma

FIV é um virus envelopado e similar aos outros lentivirus (MOHAMMADI;
BIENZLE, 2012). O virion tem 105-125 nm de diametro, possui uma forma
esférica a helicoidal e um envelope externo com pequenas projecdes pouco

definidas. O genoma da particula viral é caracterizado por apresentar duas fitas
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simples de RNA ndo complementares, idénticas, de polaridade positiva, com 9,4
kilobases (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010). O genoma do FIV é
constituido por 3 grandes fases de leitura aberta (ORFs), sendo elas
correspondentes aos genes gag, pol e env (Figura 1). As poliproteinas Gag, Pol
e Env, s@o processadas por proteases, dando origem as principais proteinas do
capsideo, enzimas virais e glicoproteinas do envelope, respectivamente
(LECOLLINET; RICHARDSON, 2008).

O gene gag € responsavel por codificar as principais proteinas do interior
da particula viral, sendo elas a proteina do capsideo (CA) e a proteina da matriz
(MA), ambas responsaveis pela estrutura do virion, e a proteina do
nucleocapsideo (NC), responséavel pela ligacdo ao genoma viral (KENYON;
LEVER, 2011).

O gene pol é responsavel por codificar as principais enzimas para a
replicacdo viral, sendo elas a transcriptase reversa (RT), responsavel por
transcrever o RNA genémico em DNA proviral, a integrase (IN), enzima que ira
integrar o DNA proviral no genoma da célula hospedeira, e a protease (PR), que
ird clivar as proteinas geradas pelo gag para produzir a matriz, o capsideo e o
nucleocapsideo (KENYON; LEVER, 2011; STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE,
2013). As propriedades enzimaticas dos produtos de pol do lentivirus felino séo
altamente similares as do HIV. A peculiaridade do gene pol de FIV se encontra
na presenca de uma sequéncia que codifica dUTPase (DU), uma enzima que
pode proteger o genoma viral de erros na incorporacédo de dUTP, facilitando a
infeccdo produtiva de células que ndo se dividem, como macrofagos, uma funcao
que é aparentemente realizada pela proteina Vpr para o HIV (LECOLLINET;
RICHARDSON, 2008). O gene env codifica as proteinas do envelope viral. Cada
particula € envolta por glicoproteinas do envelope de superficie (SU) e
transmembranaria (TM), envolvidas com receptores na interagdo celular,
possuem atividade de fusdo, sendo importantes para a penetra¢do do virus na
célula. Sao os primeiros alvos de anticorpos e outros mecanismos efetores do
sistema imune (BENDINELLI et al., 1995).

O genoma do FIV, além das trés grandes regiées gendmicas, também
contém genes acessorios como vif, rev e ORF-A, que possuem funcdes

reguladoras e transreguladoras da expressao viral. O DNA proviral ainda possui
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duas longas repeticBes terminais, ou, LTR, contendo elementos indispensaveis
para a iniciacdo da transcricao viral e replicacao.

Além da diferenca em nao possuir a enzima DU, o genoma do HIV se
diferencia por possuir um nimero maior de genes acessorios, como o vpr, nef,
vpu e tat (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008) (Figura 1).

FIV
5 LTR gag ORF-A env 3’ LTR
L ll[ma] ca [nc] pot it [ || su || L]
PRI RT pul IN | \ ;
5 LTR gag 3'LTR

LIl ]ma] ca |nc pol [vir] * i H
PR RT | N | tat l
(] B sv T[]

vpr vpu env

HIV

10000 bp

Figura 1. Organizagdo gendmica do DNA proviral de FIV e HIV. Fonte: Lecollinet, Richardson,
2008

1.1.2. Replicacéo viral

FIV infecta linfécitos, células da linhagem dos mondcitos/macrofagos e
células do sistema nervoso central. O virus entra na célula através da
glicoproteina do envelope viral, interagindo com receptor celular CD134, que ira
expor um epitopo do envelope viral, o qual se ligara com alta afinidade ao co-
receptor CXCR4, causando uma fusdo na membrana celular e
subsequentemente, o nucleocapsideo viral entrara para o interior do citoplasma
hospedeiro.

ApoOs a entrada e o desenrolamento, o RNA fita simples é transcrito em

DNA dupla fita pela enzima transcriptase reversa. A atividade RNase H da RT
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catalisa a remocgédo do RNA. A RT de FIV compartilha 63% de identidade dos
nucleotideos e 67% de similaridade de aminoacidos com a RT do HIV-1.

O DNA dupla fita gerado € entédo transportado para o ndcleo, onde ira
ocorrer a integragdo no genoma do hospedeiro pela enzima viral Integrase. A
proteina Rev ird auxiliar através do transporte do mRNA viral, e a proteina Orf A
pode contribuir para a liberacéo viral das células infectadas. O mRNA viral e o
RNA gendmico sao, entdo, transcritos e transportados para o citoplasma a fim
de que ocorra a traducdo do mRNA em proteinas virais. O virion imaturo se
desloca até a membrana celular, adquire o envelope viral e as glicoproteinas, e,
entdo, é liberado da célula infectada por brotamento (MOHAMMADI; BIENZLE,
2012) (KENYON; LEVER, 2011) (Figura 2).

FIV

~~ Viral envelope

Capsid protein

”

Reverse
transcriptasec

Viral RNA

CDI34 &
CXCR4

Nucleus

Figura 2. Representacéo da replicacéo viral de FIV; (1) Ligacao do virus aos receptores celulares;
(2) Fusdo viral com a membrana celular; (3) Transcricdo reversa; (4) Translado ao nucleo e
integracdo no genoma do hospedeiro; (5) Transcricdo do DNA proviral e exportacao nuclear; (6)
Protease viral e processamento proteico; (7) Montagem do virion e maturacgédo; (8) Liberacao do
virion. Fonte: Mohammadi, Bienzle, 2012.
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1.1.3. Patogenia

O principal alvo da infecg&o pelo FIV é constituido pelos linfécitos T CD4+
ativados. Essas células, também conhecidas como células T helper (Th) ou
auxiliares, desenvolvem um papel central na funcdo imune, tanto na resposta
humoral, através da producdo de anticorpos, quanto na resposta celular
(TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010). FIV né&o utiliza CD4 como receptor
primario, infectando um grande namero de células B e T CD8+, assim como T
CD4+ e macrofagos (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008).

A viremia € geralmente detectada na segunda semana apos a infeccéo,
com um pico entre 8 e 12 semanas, periodo no qual o virus se espalha para todo
0 organismo. Durante o estagio inicial, ou fase aguda, o animal pode mostrar
sinais clinicos moderados, como febre, anorexia e letargia (AKEMI et al., 2013).
O sistema imune felino promove uma resposta vigorosa a partir das células T e
B. Uma resposta especifica ao FIV mediada por células T citotoxicas €
desenvolvida rapidamente, em torno de 5 semanas, e persiste durante toda a
fase assintomatica da doenca. Anticorpos neutralizantes anti-FIV surgem logo
apos a acdo das células T CD8+ e participam do controle da infec¢cdo, como a
prevencao da interacdo das particulas virais com novas células (LECOLLINET;
RICHARDSON, 2008).

Os gatos infectados permanecem no estagio assintomatico por muitos
anos, ou até mesmo pela vida inteira, com alguns sinais clinicos; no entanto, a
imunodeficiéncia permanece progredindo, com a reducdo do numero de
linfécitos T CD4+ e na inversdo da taxa CD4+/CD8+. ApOs a fase assintomaética,
0s gatos alcangcam o segundo estagio, ou fase terminal, a qual correlaciona com
as fases de linfadenopatia generalizada, pré-AlDS e AIDS da infec¢éo por HIV.
Esta fase é caracterizada por imunossupressao severa € uma consequente
reducdo de anticorpos circulantes, a qual ira permitir o aumento da carga viral e
maior susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas causadas por infeccdes
cronicas secundarias ou oportunistas, neoplasias e desordens neuroldgicas
(AKEMI et al., 2013).

A prevaléncia do FIV varia de 1% a 44%, dependendo do estado de saude

dos gatos em estudo. A prevaléncia é influenciada pelo comportamento do
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animal. Felinos machos, com livre acesso a ambientes externos em areas de alta
densidade populacional, constituem o grupo de maior risco por estarem mais
expostos a mordidas, que € a principal forma de transmissdo, em brigas por
demarcacao territorial (AKEMI et al., 2013). A infeccdo do FIV também pode
ocorrer por transmissao pré e pds-natal, pela mucosa através do contato sexual,
e por transferéncia de sangue (BIENZLE et al., 2004). Gatos infectados néo
exibem sinais clinicos especificos, e alguns animais podem ser assintomaticos
por toda a vida (AKEMI et al., 2013).

1.2. Terapia antirretroviral

Antivirais sdo compostos que interferem em uma ou mais etapas do ciclo
de replicacao viral. Apds estudos descrevendo a interacdo entre o virus e a
célula, foram identificadas as diversas etapas em que o ciclo viral pode ser
interrompido (HARTMANN; STENGEL, 2006).

Ha diversos tipos de medicamentos antivirais, como nucleosideos
(adefovir, entecavir, lamivudine) e agentes bioldgicos (interferon, IFN) (HUANG
et al., 2014), que podem ser classificados quanto a sua inibicdo em uma etapa
especifica do ciclo viral. Os compostos anti-HIV podem atuar na adsor¢édo do
virus a célula, na sua fusao, transcricao reversa, integracéao, replicacdo do DNA
proviral, entre outros (PRASAD; TYAGI, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 12,9 milhdes de
pacientes recebem terapia antirretroviral (ART). O regime terapéutico mais
eficiente atualmente € a HAART (“Highly Active Antiretroviral Therapy”), a qual
combina inibidores de protease e inibidores de transcriptase reversa
nucleosideos ou ndo-nucleosideos. HAART controla a infeccdo de HIV somente
em individuos que seguem ininterruptamente a terapia, e a pausa na medicacao

leva a uma retomada da viremia (MUKHTAR et al., 2008).
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1.2.1. Farmacos ja existentes

1.2.1.1. Inibidores da entrada celular

Homologos/antagonistas de receptores se ligam ao virus ou ao receptor
celular, levando a inibicdo da adsorcao viral a superficie da célula. A grande parte
é altamente seletiva para HIV, e ndo sao utilizados pela medicina veterinaria.
Uma excecao € a classe de compostos antivirais chamada Biciclams, a qual vem
sendo utilizada em gatos infectados por FIV. Biciclams atuam como antagonistas
seletivos ao receptor CXCR4, e, ao se ligar ao receptor, previne a interacdo com
outros ligantes, impedindo a entrada do HIV ou FIV no interior celular
(HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015).

1.2.1.2. Inibidores de protease

Inibidores de protease se ligam especificamente no sitio ativo da protease
e, portanto, previnem a replicacao viral. Tipranavir € um medicamento aprovado
em 2005, e utilizado como composto anti-HIV. A droga se mostrou ativa contra
o FIV in vitro, prevenindo completamente a replicacdo do virus. Lopinavir e
Atazanavir sdo outros compostos anti-HIV, porém, apesar de se mostrarem
ativos contra o FIV in vitro, ndo impediram completamente a replicacéo viral. Até
o ano de 2015, ndo houve estudos in vivo de inibidores de protease em gatos
infectados por FIV (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015).

1.2.1.3. Inibidores da transcriptase reversa

Inibidores de transcriptase reversa sao divididos em trés categorias:
inibidores de transcriptase reversa nucleosideo (NRTIs), nucleotideo (NtRTIs) e
nao-nucleosideo (NNRTIs). Cada grupo de compostos bloqueia a atividade
catalitica da RT viral por mecanismos levemente diferentes. Por causa de seu
papel essencial no ciclo de vida viral, a transcriptase reversa vem sendo um alvo
bastante estudado na terapia antiviral desde a descoberta de que NRTIs séo
analogos aos deoxinucleotideos naturais (dNT), porém n&o possuem o grupo 3’
— hidroxila (MOHAMMADI; BIENZLE, 2012).
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1.2.1.3.1. NRTIs

NRTIs sdo metabolizados em sua forma ativa tri-fosforilada por quinases
e, entdo, competem com dNTs para a incorporagao nas fitas de DNA que estao
sendo sintetizadas pela RT viral. No entanto, como ha a falta do grupo 3’-
hidroxila, o préximo dNT n&o pode formar ligacdo fosfodiéster, resultando no
término da elongacdo do DNA. Zidovudina, mais conhecida como AZT, foi o
primeiro agente NRTI aprovado para o tratamento de HIV, e, desde entdo, outros
sete NRTIs foram aprovados (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015). Os
medicamentos vém sendo avaliados também in vitro e in vivo para a inibicdo da
replicacdo do FIV. Zidovudina preveniu mais de 95% da replicacdo de FIV em
células CRFK. Também foi avaliada em gatos infectados, e foi relativamente bem
tolerada, porém, pode-se observar o surgimento de anemia, impedindo de ser
utilizada em altas dosagens (MOHAMMADI; BIENZLE, 2012). Outros
medicamentos inibidores de RT aprovados para o tratamento da infeccdo por
HIV s&o: Abacavir, Stavudina, Emtricitabine, Lamivudine e Didanosine
(HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015).

1.2.1.3.2. NtRTIs

NtRTIs séo estruturalmente similares aos NRTIs, porém contém um grupo
fosfonato, e ndo requerem fosforilacdo por enzimas celulares. Portanto, NtRTIs
ja se encontram em sua forma ativa para a incorporacao na fita do DNA proviral,
e seu mecanismo é similar ao dos NRTIs. Tenofovir Disoproxil Fumarato (TDF)
€ a Unica droga NtRTI aprovada para pacientes com HIV (AMMARANOND;
SANGUANSITTIANAN, 2012; MOHAMMADI; BIENZLE, 2012).

1.2.1.3.3. NNRTIs

NNRTIs sdo pequenas moléculas que ndo sédo analogas a nucleosideos
naturais, e se diferenciam estruturalmente de NRTIs e NtTRIs. O sitio de ligacéo
na enzima RT é diferente dos outros tipos de inibidores. Este se liga ao dominio

perto do sitio ativo da enzima e muda sua conformacao, o qual vai resultar em
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uma inibicdo n&o-competitiva da acdo catalitica (MOHAMMADI; BIENZLE,
2012). Ha trés medicamentos aprovados para uso clinico, sendo eles,
nevirapina, delavirdina e efavirenz, inibindo somente HIV (AMMARANOND;
SANGUANSITTIANAN, 2012). Outros retrovirus, como o FIV, nao foram
suscetiveis a esta inibicdo, possivelmente devido as diferencas estruturais no
sitio de ligacdo da enzima (MOHAMMADI; BIENZLE, 2012).

1.2.1.4. Inibidores de integrase

Inibidores de integrase agem através da inibicdo da integracdo do DNA
proviral que é produzido pela transcricdo reversa do RNA genémico do virus.
Raltegravir € utilizado como composto anti-HIV e mostrou também ser ativo
contra o FIV, in vitro. Porém, o lentivirus felino foi menos suscetivel ao
medicamento (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015).

1.2.1.5. Vacina

A natureza da infeccao lentiviral, a sua habilidade em invadir o sistema
imune, e a sua rapida mutacao na regiao do envelope viral com uma geracao de
novas variantes, constituem as maiores dificuldades no desenvolvimento de uma
vacina eficaz contra o FIV (DUNHAM; GRAHAM, 2008; TEIXEIRA; JUNIOR;
HAGIWARA, 2010). Vacinas desenvolvidas com um Unico subtipo protegem
contra a infeccdo homologa, mas podem falhar na protecdo contra cepas
divergentes que apresentem mais de 20% de diferenca nas sequéncias do gene
env (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010). Diversas vacinas experimentais
vém sendo testadas, incluindo vacinas de DNA, recombinantes, e imundégenos
de virus inativado (AMMARANOND; SANGUANSITTIANAN, 2012).

Em 2002, foi licenciada para comercializacédo nos Estados Unidos, uma
vacina (Fel-O-Vax; Fort Dodge®; USA) contendo preparados de virus inativado
contra o FIV. A vacina foi produzida de uma linhagem de células felinas
infectadas com dois subtipos do FIV, o subtipo Apetaiuma € 0 sSubtipo Dshizuoka. NO
estudo realizado, 84% dos gatos vacinados foram protegidos contra um
heter6logo de FIV do mesmo subtipo apos um ano da vacinacdo (HUANG et al.,

2010). Desde a sua liberacdo, nenhum caso de infecc¢éo foi relatado nos Estados



21

Unidos. Apesar de ter apresentado um alto indice de protecéo, a eficicia da
vacina se limita ao subtipo B da infec¢cdo (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA,
2010).

O uso generalizado da vacina de FIV, que contenha virus inativados
inteiros, também levanta um problema para o diagnéstico da infec¢do de FIV,
pois acaba induzindo uma resposta de anticorpos indistinguivel daquela induzida
pela infeccdo viral (DUNHAM; GRAHAM, 2008). E de fundamental importancia
a determinacdo da diversidade genética das linhagens de FIV circulantes da
regido onde seja planejada sua comercializacdo (TEIXEIRA; JUNIOR,;
HAGIWARA, 2010).

1.2.2. Desenvolvimento de resisténcia

O desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos € um dos maiores
desafios encontrados pela administracdo continua de uma terapia efetiva contra
patdgenos infecciosos. Embora o nimero de terapias e medicamentos contra o
HIV tenha aumentado, a ocorréncia de virus resistentes a esses tratamentos
também se intensificou (AMMARANOND; SANGUANSITTIANAN, 2012). A alta
quantidade de erros cometidos pela enzima RT e a alta taxa de producao de
virions, resulta na heterogeneidade das sequéncias do DNA proviral, a qual
permite ao virus uma rapida adaptacdo a resposta imune, aos farmacos
antivirais, ou a ambos, constituindo o mecanismo de resisténcia diante de
pressdes farmacoldgicas, imunoldgicas ou de pressdes de selecdo ambiental
(TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010).

Em um estudo realizado pela OMS, em 2012, foram coletados dados de
diversas pesquisas realizadas sobre a resisténcia viral a medicamentos anti-HIV.
Nos 4.248 pacientes avaliados, em 573 o tratamento falhou no periodo de 12
meses, representando 13,5% do total de pacientes. Entre os casos que falharam,
60% foram documentados como resistentes a HIV e 40% como virus selvagens
(reinfecgbes). As mutacdes mais comuns encontradas foram mutacdes aos NRTI
(detectadas em 55% dos pacientes avaliados) e aos NNRTI (46%)
(HOSSEINIPOUR et al., 2013).

Nos medicamentos NRTI, a baixa fidelidade da enzima RT e a alta taxa

de replicagdo viral permite o aumento de muta¢des. A maior limitagdo ao
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tratamento com NNRTIs € o rapido desenvolvimento de mutantes resistentes.
Uma Unica mutacdo podera causar um alto nivel de resisténcia, podendo ser
cruzada entre todos medicamentos NNRTIs.

O escape viral a medicamentos inibidores de protease é mediado por
mutacdes ocorridas pela substituicdo de aminoacidos, as quais irdo resultar em
uma diminuicdo da ligagdo ao inibidor de protease (AMMARANOND;
SANGUANSITTIANAN, 2012).

Entre 36 pesquisas em 12 paises, a resisténcia completa entre os
pacientes no inicio da terapia antirretroviral aumentou de 4,8% em 2007 a 6,8%
em 2010, um aumento ocasionado por mutacdes associadas ao tratamento com
NNRTIs (HOSSEINIPOUR et al., 2013).

Embora mutagfes ocorram de forma aleatoria, a sobrevivéncia de novas
variantes de FIV pode ser influenciada pela resposta imune do hospedeiro. O
escape da imunidade, ou a falha em desencadear uma forte resposta imune,
pode favorecer as variantes de FIV a formacédo de uma populacdo homogénea
do virus, devido a menor presséao seletiva. Por outro lado, aqueles que estiverem
sob uma maior presséo efetiva da resposta do sistema imune seréo forcados a
evoluirem para sobreviver (STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013).

1.3. FIV como modelo experimental para o HIV

FIV possui alta similaridade ao HIV em respeito a sua estrutura molecular,
propriedades de replicacdo viral e a patogenicidade da doenca, a qual ocasiona
a sindrome da imunodeficiéncia em gatos, comparavel a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em humanos. Logo apés o seu isolamento e
caracterizacéo, FIV se tornou alvo como modelo animal para terapias antivirais
contra o HIV. FIV e HIV compartilham um mesmo receptor utilizado para a
entrada nas células alvos, o CXCR4, que, para o HIV, funciona como um co-
receptor, e o torna um importante alvo para novos tratamentos (ELDER et al.,
2010). Seus genomas codificam os mesmos trés genes principais, gag, pol e
env, assim como parte dos genes acessorios, como rev e vif (MCDONNEL;
SPARGER; MURPHY, 2013). O alvo dos antirretrovirais séo, principalmente, as

enzimas codificadas pelo gene pol, responsaveis pela replicacéo viral, sendo
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elas a transcriptase reversa, a protease e a integrase (ELDER et al., 2010). A
similaridade entre a RT de ambos os virus em relacdo as suas sequéncias de
aminoacidos, propriedades estruturais, atividades cataliticas e a suscetibilidade
a multiplos analogos nucleosideos, encorajaram os estudos para a descoberta
de novos inibidores da replicagao viral (HARTMANN; STENGEL, 2006).

O modelo de FIV pode ser utlizado para investigar propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas de compostos anti-HIV, para determinar
seu potencial como antiviral. Através de estudos em gatos infectados
experimentalmente, é possivel avaliar a eficacia do medicamento em modelos
pré-expostos, em infeccdes recentes, assim como em infeccdo crénica. Sob
condi¢cBes naturais, os sinais clinicos relacionados a FIV se desenvolvem apés
um longo periodo de laténcia que dura anos, assim como o HIV (HARTMANN;
STENGEL, 2006). Os gatos infectados pelo lentivirus felino também podem ser
estudados quanto as suas caracteristicas de replicacao viral e tropismo celular,
incluindo os reservatérios virais centrais, que sao tipicamente inacessiveis em
humanos infectados por HIV. Estudos em gatos infectados naturalmente e
experimentalmente revelaram importantes informagdes sobre a patologia da
infeccdo viral ao longo dos anos, e, como resultado, se tornaram um modelo
relevante para terapias antivirais e vacinas. FIV é o Unico virus de ndo-humanos
que causa deplecdo progressiva das células T CD4+, somada a infeccbes
oportunistas e enfermidades, como definhamento e desordens neurolégicas
(ECKSTRAND; SPARGER; MURPHY, 2017).

1.4. Plantas medicinais

Os medicamentos anti-HIV e as terapias combinadas, como a HAART,
nao sdo completamente efetivos contra a replicacdo viral. Apesar de elevarem
intensamente o tempo de sobrevivéncia e a qualidade de vida dos pacientes, ha
a necessidade da adesdo do medicamento por toda a vida, além de efeitos
colaterais e surgimento de mutantes resistentes. Em pessoas que estdo sob
terapia HAART, a viremia é geralmente reduzida para menos de 50 cépias de

RNA por mililitro de sangue e, caso o tratamento seja interrompido, acaba
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resultando em uma retomada da viremia, com progressao da AIDS
(MCDONNEL; SPARGER; MURPHY, 2013; MUKHTAR et al., 2008).

Plantas medicinais vém sendo utilizadas desde a origem da civilizacéo
humana. O primeiro interesse reconhecido no desenvolvimento de agentes
antivirais ocorreu pela companhia Boots, em 1952, na Inglaterra, onde
analisaram 288 plantas para atividade anti-influenza. Estudos posteriores tém
mostrado os efeitos inibidores de diversos extratos de plantas na replicacédo de
diferentes virus, como o Virus do Herpes Simples tipo 2 (HSV-2), HIV e Virus da
Hepatite B (HBV) (MUKHTAR et al., 2008). Metabdlitos secundarios constituem
guase 50% das novas drogas introduzidas no mercado farmacéutico de 1981 até
2010 e, aproximadamente 75% dos agentes anti-infecciosos sdo produtos
naturais ou derivados (ALVES et al., 2014). De acordo com a OMS, estima-se
que 80% da populacdo mundial utiliza fontes fitomedicinias para os cuidados
com a saude (MUKHTAR et al., 2008).

Compostos naturais demonstraram possuir acdo inibitéria em
transcriptase reversa, protease e integrase. Sao constituidos principalmente por
flavonoides, polifendis, alcaloides, cumarinas, terpenoides, e diversos outros,
sendo a maior parte destes os flavonoides e os polifenois, seguidos pelos
terpenoides. Muitos deles apresentam inibicdo eficiente em RT, PR e IN ao
mesmo tempo (JIANG et al., 2010).

Recentes estudos em triterpenoides vém sendo focados principalmente
em acido oleandlico, acido betulinico, acido ursdlico, e seus derivados. Os trés
triterpenos ja demonstraram possuir atividade inibitoria contra a protease do HIV-
1 in vitro (GANJHU et al., 2015). Os flavonoides podem inibir diversos passos
criticos do ciclo de vida do HIV. Flavononas, que possuem um grupo OH na
posicdo C-3’, como taxifolina, inibem protease, RT e a interagdo CD4/gp120, se
ligando ao loop V3 da gpl20. Flavononas que ndo possuem o grupo OH na
posicdo C-3’, como aromadendrina, sdo mais especificas e inibem somente a
interacdo CD4/gp120. Flavonoides s&o conhecidos por inibirem diversas
enzimas, incluindo as necessarias para a replicacéo do HIV. Diferentes tipos de
alcaloides mostraram atividade anti-HIV. Policitona A, um alcaloide aromatico,
demonstrou atividade inibitéria na transcriptase reversa do HIV (JIANG et al.,
2010; KURAPATI et al., 2016).
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1.4.1. Pterocaulon balansae

O género Pterocaulon abrange 18 espécies distribuidas ao longo da
América do Sul e América do Norte, Austrélia e areas adjacentes (VERA et al.,
2001). A principal classe de compostos ativos encontrados no género sao
terpenos, flavonoides e as cumarinas (SILVEIRA et al., 2009).

Cumarinas consistem em uma grande classe de substancias fenolicas
encontradas em plantas e sdo caracterizadas pela presenca de um anel 1,2
benzopirona em sua estrutura. S&o uma importante classe de produtos naturais
anti-RT (JIANG et al., 2010).

Um dos projetos promissores como agentes anti-HIV sdo os calanolides.
Calanolide A, e cumarinas relacionadas, isoladas de diversas espécies de
Calophyllum, representam um subgrupo de n&o-nucleosideos inibidores de
transcriptase reversa (NNRTI) (JIANG et al., 2010). Calanolides (A, B e C), sao
dipiranocumarinas que possuem trés centros de carbonos quirais. Estudos com
transcriptases reversas purificadas de bactérias recombinantes revelaram que
esses calanolides sao inibidores da RT de HIV-1, inclusive para resistentes a
AZT, incluindo a cepa A17, conhecida pela resisténcia a diversos medicamentos
(HASSAN et al., 2016). Atualmente, Calanolide A completou a fase I/Il do teste
clinico em combinacdo com outros agentes anti-HIV. Ndo apresentou atividade
contra HIV-2, encontrado principalmente na Africa. O estudo mostrou que
Calanolide A possui um perfil seguro para animais e humanos, pois os efeitos
adversos observados foram de leves a moderados em intensidade, como
tonturas e nauseas (HASSAN et al., 2016; JIANG et al., 2010).

Piranocumarinas, como a pseudocordatolide C e calanolide F, compostos
isolados de Calophyllum, também apresentaram atividade anti-HIV
(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013). Cordatolide A e B apresentam
estrutura similar aos Calanolides (Figura 3), inibindo a replicacédo viral de HIV-1.
Além destes, Suksdorfin, um composto derivado de pirocumarina, apresentou

efeitos inibitérios a replicagéo viral (KURAPATI et al., 2016).
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Calanolide A

Figura 3. Estrutura do composto Calanolide A. Fonte: Kurapati et al., 2016

1.4.2. Hypericum connatum

Hypericum, membro da familia Guttifeare, € um género com mais de 450
espécies distribuidas em diversas regides do mundo. Aproximadamente vinte
espécies deste género sdo encontradas no Brasil, concentrando-se
principalmente na regido sul (FRITZ, 2006).

Sao relatados diversos membros da familia Guttiferae que séo utilizados
na medicina tradicional para tratar, por exemplo, feridas, hepatite, caxumba,
desordens gastrointestinais e tumores. Muitos compostos desta familia ja foram
isolados para o estudo de suas atividades antivirais (FRITZ et al., 2007).

Algumas espécies do género Hypericum tem recebido importancia pois
apresentaram, além da conhecida atividade antidepressiva, atividade anti-
inflamatoria, diurética, antiviral e antibacteriana (FRITZ, 2006). Os compostos
mais comuns isolados de plantas do género sdo quinonas, xantonas,
flavonoides, e derivados de florogucinol (FRITZ et al., 2007).

Hipericina e pseudohipericina sdo antraquinonas isoladas do género
Hypericum, e demonstraram agao antiviral em virus de RNA e DNA envelopados
e ndo envelopados (HUDSON; LOPEZ-BAZZOCCHI; TOWERS, 1991; TANG et
al., 1990). Estas substancias foram capazes de reduzir a propagacao do HIV-1
in vitro e eficazes em prevenir manifesta¢des induzidas pelo virus in vivo e in
vitro, além de demonstrarem maior atividade sob a presenca de luz ultravioleta
(AXARLIS et al., 1998).
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Hypericum connatum, conhecida popularmente como “orelha-de-gato”, é
uma erva ou subarbusto, que possui ocorréncia natural no sul e sudeste do
Brasil, sul da Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Figura 4). E utilizada por
indios guaranis para o tratamento de feridas na boca, dores, anginas, aftas e
estomatites (FRITZ, 2006). A espécie também demonstrou atividade antiviral
frente ao FIV em estudos anteriores (SCHMITT; RAVAZZOLO; VON POSER,
2001).

Figura 4. Representacdo de Hypericum connatum. Fonte: Fritz, 2006

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antiviral de extratos provenientes de Hypericum connatum

e Pterocaulon balansae frente ao FIV, como modelo experimental para o HIV.

2.2.  Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade de substancias isoladas e extratos nas
células permissiveis ao virus;

. Quantificar, por RT-gPCR, a inibicdo da replicacdo viral em
células infectadas pelo FIV e tratadas com as substancias e

extratos através de RT-gPCR.
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3. Justificativa

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) atinge milhdes de pessoas em
escala mundial. E um virus muito conhecido por sua alta patogenicidade e a alta
capacidade em levar o paciente a ser propenso a diversas outras doencas devido
a deficiéncia do sistema imune. Hoje, ainda ndo temos uma vacina eficaz para o
HIV. Os medicamentos e terapias existentes possuem alguns obstaculos para o
hospedeiro. Além de ndo ser possivel a completa eliminacdo do virus do
organismo, tendo que ser administrado por toda a vida, os medicamentos
possuem uma série de efeitos colaterais prejudiciais ao paciente. Além disto,
devido a alta taxa de mutacédo do virus, constantemente desenvolve resisténcia
aos antirretrovirais existentes.

A necessidade da descoberta de novas terapias tem levado pesquisadores a
busca por novas moléculas, cada vez mais constante, em diferentes organismos
Vivos, principalmente nos vegetais superiores. Este projeto tem como justificativa
a procura de um novo extrato de planta como forma de tratamento para o HIV,
utilizando como modelo para tal o virus da imunodeficiéncia felina (FIV).

4. Metodologia

4.1. Obtencdo do DNA plasmidial de clone infeccioso do FIV (pFIV) para
fins de transfeccao

Primeiro, foram obtidas bactérias competentes E. coli da linhagem XL-1,
através do protocolo estabelecido por CHUNG et al. (1989). A transformacao foi
realizada pela técnica de choque térmico, sendo adicionado as bactérias
competentes 1 uL do DNA de FIV em uma concentragéo de 1 ng/uL. As bactérias
foram incubadas no gelo por 30 minutos, em seguida 45 segundos em banho
maria a 42 °C, e, entdo, novamente incubadas no gelo. Foi acrescentado meio
SOC aos tubos, e incubados por 2 horas em banho-maria com agitacéo, a 30 °C.
Transcorridas as 2 horas, foram plagueados 100 e 200 uL em meio LB contendo
ampicilina. Apos 24 horas, foram selecionadas seis col6nias que foram

transferidas para tubos contendo 5 mL de meio LB com ampicilina. Apos 24
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horas, foi realizado o Miniprep das 6 colbnias selecionadas (SAMBROOK;
FRISCH; MANIATIS, 1989). A comprovacdo da integridade do plasmideo foi
verificada através da digestdo com a enzima EcoRI. A fim de obter uma maior
quantidade do pFIV, foi realizado o Midiprep de duas amostras selecionadas,
seguindo o protocolo PureYield™ Plasmid Midiprep System, e, em seguida, 0
pFIV foi digerido por EcoRI (Promega, Sdo Paulo, Brasil), BamHI (Thermo
Fisher, Sdo Paulo, Brasil) , Hindlll (Thermo Fisher), Kpnl (Thermo Fisher), Scal
(Thermo Fisher) e Xbal (Promega), confirmando a presenca do DNA viral no

plasmideo, o qual foi quantificado por fluorimetria (QUBIT).

4.2. Propagacdo, manutencdo e obtencdo de estoque de células

permissiveis ao FIV

Para obtencdo do estoque de células, foram utilizadas as células de linhagem
de rim felino CRFK (Crandell Rees feline kidney) (ATCC/CCL-94) permissiveis
ao virus, as quais foram descongeladas e cultivadas em frascos de cultivo celular
de 25 cm? contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma
Chemical Co. St. Louis, USA), suplementadas com 5% de soro fetal bovino
(SFB), 100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, em uma atmosfera
Uumida contendo 5% de CO2, a 37 °C. Apds serem tripsinizadas e contadas, foram

congeladas em nitrogénio liquido, a fim de obter um estoque de células.

4.3. Transfeccéo das células CRFK com o clone infeccioso

Para a transfeccao das células foi utilizada uma placa de cultivo celular
contendo 6 pocos. Em cada poco da placa, foram semeadas 5x10* células em
meio DMEM enriquecido por 5% de SFB. Apds 24 horas, a 37 °C, a transfec¢éo
foi realizada utilizando uma quantidade total de pFIV de 2,5 ug e, como controle
da transfeccéo, foi utilizado o plasmideo contendo GFP (pEGFP), para fins de
posterior visualizacdo, na mesma quantidade. Utilizou-se o reagente comercial
Lipofectamina como agente de transfeccdo, em trés quantidades diferentes, a

fim de determinar a quantidade mais adequada: 5, 7,5 e 10 pL. O DNA e a
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Lipofectamina foram incubados juntos por 30 minutos, em 300 pL de DMEM sem
soro, com o propoésito de formar um complexo. Apés os 30 minutos, o
sobrenadante da placa foi aspirado, e a placa foi lavada com solucdo PBS. A
seguir, foram acrescentados os 300 puL do complexo DNA + Lipofectamina nos
pocos. Depois de adicionar 1 mL por poco de DMEM sem soro, a placa foi
incubada por 40 minutos, a 37 °C, e entdo adicionados mais 2 mL de DMEM 10%
SFB. ApOs 24 horas, o0 meio da placa foi trocado. Trés dias apés a inoculacao,
foram adicionadas mais 5x10* células em cada poco, e novamente o meio foi
trocado. A placa foi observada ao microscopio a fim de verificar: (i) a quantidade
de células fluorescentes, e (ii) a presenca de efeito citopatico (CPE) nas células
transfectadas com pFIV. Apds a observacao, a placa foi congelada a -80 °C, e
no dia seguinte o contetdo dos pocos em que foi observado CPE foi coletado,
e, entdo, realizada a clarificacado. Todo o contetido dos pocos foi transferido para
um tubo de 50 mL, centrifugado a 1.600 g por 20 minutos, transferido para novos

tubos em aliquotas, e congelado a -80 °C para obtencéo do estoque viral.

4.4. Avaliagao de citotoxicidade de substancias e extratos de plantas nas
CRFKs

4.4.1. Obtencao dos extratos

Os extratos de plantas utilizados neste projeto foram cedidos pelo setor de
Farmacognosia, da Faculdade de Farméacia da UFRGS. Foram avaliados:
extrato metandlico proveniente de Hypericum connatum (HCME); extrato aquoso
liofilizado proveniente de Pterocaulon balansae (PBLI2); e extrato hexano
proveniente de Pterocaulon balansae (PBEH). Apds a obtencéo dos extratos, 0s
mesmos foram dissolvidos em DMSO e DMEM. A partir dos extratos HCME e
PBEH foram pesados 50 mg, dissolvidos em 10 pL de DMSO, e, entdo,
acrescentados 5 mL de DMEM de forma fracionada, gerando uma concentracao
final de 10 mg/mL. Foram pesados 25 mg do extrato PBLI2 e dissolvidos em 10

puL de DMSO. Apés a adicdo de DMEM, gerou uma concentracéo final de 5
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mg/mL. Todas as diluicbes foram filtradas em membrana 0,22 uM e conservadas

em aliquotas a -20°C.

4.4.2. Teste de citotoxicidade

As CRFKs foram tripsinizadas e semeadas em uma placa de cultivo celular
de 96 pocos, a uma quantidade de 10* células por orificio, em 200 uL de DMEM,
acrescidos de 5% de SFB e antibidticos. Apds serem incubadas a 37 °C, por 24
h, o sobrenadante foi desprezado, e, entéo, adicionados 200 pL por orificio das
diluicdes dos extratos em quatro concentracdes diferentes (150; 100; 75 e 50
pug/mL). Como controle do ensaio, as células foram mantidas apenas com
DMEM. Foram também avaliadas quatro porcentagens diferentes de DMSO
(0,25; 0,12; 0,06 e 0,03%), a fim de determinar sua toxicidade frente as CRFKs.
A placa de 96 pocos foi incubada por 72 h a 37 °C. Apés o periodo, para a analise
dos efeitos citotoxicos, foi realizada a coloragédo do tapete celular pelo método
May-Grinwald-Giemsa (MGG) e as células foram observadas ao microscopio

guanto a integridade do tapete celular e alteracdes fenotipicas.

4.5. Ensaio de inibicdo da replicacao viral

CRFKs foram tripsinizadas, contadas e semeadas em uma placa de 24
orificios, contendo 4x10* células por orificio, em 1 mL de DMEM. Foram
incubadas por 24 horas a 37 °C. Apés este periodo, o sobrenadante foi
desprezado, e acrescentados 150 pL do sobrenadante viral obtido na
transfeccdo do FIV, mais 300 uL de DMEM em cada orificio. No controle de
células, foi acrescentado somente 450 pL de DMEM. Apds 2 horas da
inoculacdo, periodo para as particulas virais aderirem ao tapete celular, o
sobrenadante foi desprezado, e, entdo, foi acrescentado 1 mL de DMEM
contendo a maior concentragao de cada extrato que nao apresentou toxicidade
as CRFKs no ensaio anterior, sendo elas de 75 ug/mL para os extratos PBEH e
PBLI2, e de 25 pg/mL para o HCME. Foi mantido um controle contendo somente
células, e um controle viral. Cada tratamento foi realizado em quadruplicata. A

placa foi incubada por 5 dias a 37 °C. Apds este periodo, e a retirada do
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sobrenadante para extragdo do RNA viral, foi realizada a coloragdo do tapete

celular pelo método MGG para a visualizacdo do efeito citopatico.

4.6. Quantificacdo da inibicdo da replicacdo viral através de RT-PCR
quantitativa (RT-gPCR)

ApoOs o periodo de incubacédo, o sobrenadante da placa foi retirado, e
realizada a etapa de clarificacdo. Os tubos foram centrifugados a 8.500 g por 20
minutos, e, apos transferir o sobrenadante para novos tubos, novamente
centrifugados a 12.500 g por 60 minutos em centrifuga refrigerada. Os pellets
obtidos pela centrifugacdo foram submetidos a extracdo do RNA viral pelo
reagente Fastzol (Quatro G), utilizando 500 pL do reagente para cada pool de
quatro pocos. O RNA viral foi transcrito para cDNA pela técnica de RT, na qual
em cada reacdo foram adicionados 10 pL do RNA viral obtido na extracéo,
primers de sequéncias aleatdrias e 0os demais reagentes seguindo o protocolo
do fabricante (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Applied
Biosystems). A RT foi realizada nas seguintes condi¢cdes: um ciclo de 10 minutos
a 25 °C, um ciclo de 2 horas a 37 °C, e, logo apés, mais 5 minutos a 80 °C,
seguido pela etapa de resfriamento. Apés a obtencdo do cDNA, o mesmo foi
quantificado pela técnica de PCR em tempo real (QPCR), sendo o SYBR™
Green, ou equivalente, a plataforma utilizada para a detec¢éo. Para isto, foram
feitas reacdes contendo 4 pL do produto da RT, juntamente com 0,5 pL de uma
solucéo a 10 uM de cada primer senso (5’- GAA AGA ATT CGG GAA ACT GGA
A-3’) e antisenso (5'- TGG AGG TGC AGA TGG CAT TA-3’) especificos para o
gene gag, projetados com o software Primer Express®, versdo 3.0 (Applied
Biosystems). O restante da reacdo de gPCR foi realizada de acordo com o
protocolo (GoTag® gPCR Master Mix, Promega) para reacdes de 20 pL. Todas
as reacoes foram realizadas em duplicatas. Para a quantificacdo, foi utilizada
uma curva padréo representando o numero de copias de pFIV. O pFlV, ja
quantificado anteriormente, foi diluido até se obter uma concentracdo de 10°
copias/uL, a partir de calculo realizado através do site da Thermo Fisher
(THERMO FISHER, 2017) e, a partir disso, foram obtidas diluicbes de base 10
até 10° e acrescentados 4 pL na reacdo de qPCR, sendo 1 pL da diluicdo de
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pFIV e 3 pL de H20. Para o experimento, foram utilizadas as diluicdes de 102 a
10° cépias/puL. No controle negativo da reacédo, foram acrescentados 4 pL de
H20. A PCR em tempo real foi realizada nas seguintes condi¢des: 10 minutos a
95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C,
finalizando pela curva de melting: 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C e 15

segundos a 95 °C.

4.7. Avaliacdo da relagdo efeito-dose do extrato metandlico de Hypericum

connatum

Sendo o extrato de Hypericum connatum o mais promissor como inibidor do
FIV, foi realizado um experimento para confirmar o efeito antiviral do mesmo,
utilizando diferentes concentracdes do extrato. A etapa inicial do experimento,
segue 0 mesmo protocolo descrito no item 4.5. ApGs as 2 horas da inoculacgéo,
o meio foi retirado e, entdo, acrescentado 1 mL de meio DMEM contendo 4
concentracOes diferentes do extrato Hypericum connatum, sendo elas: 25; 12,5;
6,25 e 3,12 pg/mL. Foi mantido um controle contendo somente células, e um
controle viral. A placa foi incubada a 37 °C por 5 dias. Ap6s o periodo, a placa
foi corada pelo método MGG, e o sobrenadante submetido as etapas de
clarificacéo, extracdo do RNA viral e RT como descritas no item 4.6. A gPCR foi
realizada com a metade do volume descrito no item 4.6, utilizando 2 pL de reacéo
da RT, e os demais reagentes a partir das recomendacdes do fabricante para 10

pL de reacédo (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, Thermo Fisher).

5. Resultados

5.1. Estoque viral

Apés a confirmacao da presenca do plasmideo pUC119 contendo o clone de
FIV-34TF10, pela visualizagdo da banda correspondente em gel de agarose, o
mesmo foi quantificado por fluorimetria (QUBIT), na qual obteve-se uma
concentracdo de pFIV de 150,5 ng/uL. Apés os 5 dias da transfeccdo nas

CRFKs, foi observado o efeito citopatico de pFIV, e a quantidade de células
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fluorescentes. A quantidade de lipofectamina mais eficiente para a transfeccéo
do plasmideo foi de 10 pL, podendo ser observada uma maior quantidade de
células fluorescentes no controle de GFP. As células transfectadas com o FIV
apresentaram CPE com formacao de células multinucleadas e morte celular. O
sobrenadante viral foi utilizado para infectar novas células, a fim de se obter um
estoque viral. As CRFKs inoculadas com o SN apresentaram formacdo de

sincicios e morte celular apés 5 dias da infecgao viral (Figura 5).

Figura 5. CPE em CRFKs inoculadas com SN de CRFKs transfectadas com FIV

5.2. Citotoxicidade de substancias e extratos de plantas nas CRFKs

Apoés 72 horas da inoculagcéo dos extratos, a citotoxicidade frente as CRFKs
foi avaliada através da visualizacdo de alteracdo na morfologia e morte celular.
Todas as diluicdes testadas do extrato metandlico de Hypericum connatum
apresentaram toxicidade as células, sendo observada intensa morte celular
(Figura 6A), porém, na sua menor concentracdo, de 50 pg/mL, demonstrou
citoxicidade reduzida (Figura 6B). A concentracéo de 25 pug/mL foi submetida ao
ensaio de inibicdo da replicacao viral. Em relacdo aos dois extratos provenientes
de Pterocaulon balansae, nas concentragdes de 150 e 100 pg/mL, os extratos
apresentaram toxicidade (Figura 6C e 6D), enquanto que nas concentracdes de
75 e 50 pg/mL, ndo demonstraram ser toxicos as CRFKs, podendo ser
observado um tapete integro, semelhante ao do controle (Figura 6E e Figura 6F).

A maior concentragdo ndo toxica (75 pg/mL) foi utilizada para o ensaio de
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inibicdo da replicacéo viral. As duas maiores porcentagens de DMSO avaliadas
(0,25 e 0,12%) demonstraram ser toxicas, e as porcentagens 0,06 e 0,03% nao

apresentaram citotoxicidade.

Figura 6. Citotoxicidade dos extratos frente as CRFKs. (A) HCME a 150 ug/mL; (B) HCME a 50
png/mL; (C) PBEH a 100 pug/mL; (D) PBLI2 a 150 pg/mL; (E) PBLI2 a 50 pug/mL (F) Controle de
células;

5.3. Quantificacdo da inibicdo da replicacdo viral através de RT-PCR
quantitativa (RT-gPCR)

A avaliacdo qualitativa da inibicdo da replicacéo viral foi realizada 5 dias apés
a inoculacao viral, através da visualizacdo de CPE da placa corada,
caracterizado por formacao de sincicio e morte celular. Péde ser visualizado o
aparecimento de células multinucleadas em todos os orificios contendo os
extratos, sendo o HCME de Hypericum connatum, o mais semelhante quando
comparado ao controle contendo somente células. Quando comparados ao
controle viral, todos os extratos apresentaram diminuic¢ao visivel de CPE.

A quantificagéo foi realizada através da técnica de RT-gPCR. A curva padréao
exibe quatro diluicdes de pFIV, de 102 a 10° coépias/pL (Figura 7). No controle

viral, na auséncia de tratamento, foram detectadas aproximadamente 6.500
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particulas virais no sobrenadante de cultivo celular infectado pelo FIV. A
quantidade de virus detectada no sobrenadante de cultivo infectado e tratado
com o extrato HCME foi 23x menor que o resultado obtido no controle viral. Para
o tratamento com o extrato PBEH, a quantificacdo foi de aproximadamente 5.400
cOpias, enquanto que para o extrato PBLI2 detectou-se em torno da metade de

particulas virais em relacdo ao controle de células infectadas sem nenhum

tratamento (Tabela 1).
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Figura 7. Curva padrao obtida pela PCR em tempo real. DiluigcGes de pFIV de 102 a 10°
cépias/pL.
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Tabela 1 — Quantificacdo das particulas virais da avaliacdo da atividade
antiviral por PCR em tempo real

Quantidade de Desvio Desvio
Extrato - CT
particulas virais Padréao Padréao
PBLI2 3072.46 49.33 29.27 0.03
PBEH 5412.94 213.05 28.27 0.07
HCME 273.32 57.04 33.58 0.37
Controle viral 6498.84 183.81 27.95 0.05

Controle de células - - - .

5.4. Relacéao efeito-dose do extrato metandlico de Hypericum connatum

A avaliagdo quantitativa da relacdo efeito-dose de HCME, mostrou, na sua
maior concentracdo, apenas 35 particulas virais, aproximadamente. A medida
em que a concentracdo do extrato diminuia, a tendéncia era o numero de
particulas detectado aumentar. A excecao pode ser visualizada na concentracao
de 6,25 pg/mL, a qual foi detectada uma quantidade maior a encontrada em 3,12
pg/mL. Foi observado um alto desvio padrao entre as duplicatas, possivelmente
devido a sensibilidade elevada da técnica, sendo que neste experimento foram
pipetados apenas 10 uL da reacao por poco. O resultado evidencia uma continua
inibicdo do extrato de Hypericum connatum quando testado em menores
concentracbes, porém sua maior atividade antiviral se apresentou na

concentracdo de 25 pg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2 — Quantificagdo por PCR em tempo real da relagéo efeito-dose de
Hypericum connatum

Extrato Quantidade de Desvio ot Desvio
particulas virais Padréo Padréo
25 pg/mL 35.35 10.36 31.05 0.46
12.5 pg/mL 455.91 26.36 27.06 0.09
6.25 pg/mL 10386.85 4002.32 22.27 0.61
3.12 pg/mL 7674.14 838.42 22.69 0.17
Controle viral 380138.88 105890.19 16.67 0.44
Controle de células 1.41 - 36.01 -

6. Discussao

O género Hypericum vém sendo estudado por diversos autores devido as
suas propriedades farmacolégicas. Fracdes do extrato metandlico de Hypericum
Perforatum demonstraram acgdo antiviral frente ao citomegalovirus (HCMV) in
vitro (AXARLIS et al., 1998), assim como frente ao HIV-1 (BIRT et al., 2009). A
maior parte dos estudos com Hypericum atribuem sua atividade antiviral a
hipericina e pseudohipericina, visto que foi verificada frente a virus de RNA e
DNA, envelopados e nao envelopados (HUDSON; LOPEZ-BAZZOCCHI,
TOWERS, 1991; TANG et al., 1990). Porém, na falta dos mesmos, também pdde
ser observado atividade antiviral, podendo ser atribuida a outros compostos,
como flavonoides e taninos em Hypericum connatum (SCHMITT; RAVAZZOLO;
VON POSER, 2001).

Diversos estudos com diferentes classes de cumarinas, composto
presente em Pterocaulon balansae, o apontaram como tendo importante acao
antiviral. Anilinocumarinas demonstraram atividade contra o virus da hepatite C
(HCV). Também foi comprovada atividade antiviral de piranocumarinas frente ao
HIV-1 e de analogos de 7-Hidroxicumarinas frente ao virus da diarreia viral
bovina (BVDV) e ao virus respiratdrio sincicial (RSV) (HASSAN et al., 2016).

GUT-70, um agente antitumoral caracterizado como uma cumarina triciclica,
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demonstrou atividade anti-HIV, através da inibicdo da entrada do virus na célula
pela reducéo da fluidez da membrana celular (MATSUDA et al., 2015).

CRFKs séo altamente utilizadas em ensaios de soroneutralizacéo, sendo
que uma variedade de anticorpos neutralizantes de FIV j& foi descrita
(SIEBELINK et al., 1995). N&o sao células propicias a formacdo de sincicios
pela acdo do virus, podendo ser confundidas com a formacgéo natural da propria
célula, porém, quando suplementadas com fatores de crescimento, se tornam
suscetiveis a formacéo de sincicios maiores e em maior quantidade (TOZZINI et
al.,, 1992). Neste estudo, além da visualizagdo do efeito citopatico nas CRFKs,
optou-se pela quantificacdo de particulas virais através da técnica de PCR em
tempo real. A acdo de FIV frente as CRFKSs, na infeccéo viral, mostrou formacéao
de grandes sincicios, com nucleos aglomerados no centro do citoplasma, além
da caracteristica morte celular (Figura 5). Também foi observada uma pequena
formacdo de sincicio no controle de células sem virus, como ja descrito por
Tozzini et al. (1992).

Os resultados do ensaio de inibicdo da replicagdo viral, pela qPCR,
demonstraram uma redugdo em aproximadamente 23 vezes do nuamero de
copias virais quando as células foram tratadas com o extrato metandlico
proveniente de Hypericum connatum (HCME). Este dado corrobora com o
estudo realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa (SCHMITT;
RAVAZZOLO; VON POSER, 2001), no qual ndo foi possivel visualizar uma
banda no gel de agarose na andlise de RT-PCR correspondente ao tratamento
com o extrato de Hypericum connatum, demonstrando sua acao antirretroviral.
Hoje, com técnicas mais avancadas de deteccédo, € possivel a quantificacdo do
namero de particulas virais, embora a sensibilidade da técnica possa detectar
pequenas diferencas de volume (micropipetas), que foram evidenciadas nos
altos desvios padrédo observados, principalmente quando a gPCR foi realizada
em volumes menores (10 pL, Tabela 2). O PBLI2, extrato aquoso liofilizado
proveniente de Pterocaulon balansae, reduziu aproximadamente pela metade o
namero de copias virais. Substancias isoladas deste composto foram obtidas e
serdao avaliadas quanto as suas propriedades antivirais frente ao FIV em estudos
futuros, assim como serdo isoladas substancias de Hypericum connatum. O

extrato hexano de Pterocaulon balansae néo foi capaz de reduzir de maneira
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expressiva a quantidade de particulas virais, o que possivelmente se deve a
dificuldade na solubilizacdo do extrato. A partir das substancias isoladas sera
possivel identificar qual ou quais os compostos sdo ativos contra o virus.

Na avaliacdo da relacao efeito-dose do extrato metandlico de Hypericum
connatum, pbde-se observar um aumento no ndmero de particulas virais a
medida em que a concentracdo do mesmo diminuia. Na menor concentracao, de
3.12 pg/mL, a reducao foi de aproximadamente 50 vezes. Na concentracao de
6.25 pug/mL foi observado um valor maior de particulas virais quando comparado
a de 3.12 ug/mL. Esta discordancia possivelmente esta associada a erros de
pipetagem, tendo em vista que neste experimento foi utilizado apenas 10 pL de
volume da reacao, e a técnica de gPCR possui alta sensibilidade.

Substéncias isoladas de Pterocaulon balansae foram obtidas para dar
continuidade a este projeto. Além destas, também serdo avaliadas fragcdes do
extrato de Hypericum connatum para elucidar o composto ativo anti-FIV. Testes
mais especificos podem ser usados para determinar a fase do ciclo viral na qual
0 composto esta agindo. A partir dos resultados encontrados neste trabalho, o
extrato metandélico de Hypericum connatum demonstrou uma importante acao
antiviral e compostos do género Hypericum s&do potenciais para a busca de

novos tratamentos anti-HIV.
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ANEXO

A) Coloracéo de células pelo método May-Griunwald-Giemsa (MGG)

a. Corante azul de metileno-eosina foi adicionado aos orificios contendo
células e deixado por 3 minutos. Transcorrido este tempo,
acrescentou-se o0 mesmo volume de agua,;

b. Apds 3 minutos, as células foram lavadas com agua corrente, e aos
mesmos orificios, foi adicionado corante Giemsa a 5%;

c. Apds 12 minutos, as células foram lavadas com agua corrente.



