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RESUMO

Plantas amazbnicas das familias Apocynaceae, Rubiaceae, Fabaceae,
Caesalpiniaceae, Ochnaceae, Clusiaceae, Arecaceae, Chrysobalanaceae e
Olacaceae coletadas em solo amapaense foram testadas quanto a atividade antiviral
utiizando como modelo o Virus da Imundeficiéncia Simia/SIV. Das 20 amostras
analisadas, o extrato aquoso de apenas uma planta, da familia Fabaceae, exibiu
forte inibicdo da replicacé@o viral sem contudo alterar a cinética da divisdo celular de
linha linfoblastica estabelecida, H9. Além da atividade antiretroviral detectada,
observou-se que, dependendo da concentracdo do extrato da planta ensaiada,
potencial atividade antineoplasica exercem determinadas plantas neste estudo, visto
que as linhagens celulares utilizadas para a replicacédo do SIV, foram estabelecidas
a partir de linfoblastos transformados de pacientes humanos com diagndstico de
leucemial/linfoma. Estes resultados preliminares fundamentam estudos que
conduzam ao desenvolvimento de farmacos ou mesmo fitoterapicos com acgéo

antiretroviral e antineoplasica.

Palavras Chaves: Plantas medicinais, SIV, antiretroviral, Amapa.
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ABSTRACT

Antiretroviral activity was assayed among 20 samples of amazonian plants belonging
to the families Apocynaceae, Rubiaceae, Fabaceae, Caesalpiniaceae, Ochnaceae,
Clusiaceae, Arecaceae, Chrysobalanaceae and Olacaceae. All plants were colected
in northern Brazil, in the Amapa state. Just one of the aqueous plant extract of the
Fabaceae family here investigated strongly inhibited the replication of the Simian
Immunodeficieny Virus in cell culture. Besides antiretroviral activity, some plants
depending on the extract concentration interfered in the cell division pointing out to
some possible and potential antineoplastic activity as the cell lines utilized in these
assays were established from transformed lymphoblasts obtained of human patients
diagnosed with leukemia and lymphoma. These preliminary results are promissing as
a fundamental basis for the development of antiretroviral and anti-cancer new drugs

and as new phytotherapics concerning retrovirus infection and neoplasia.

Keywords: Medicinal plants, SIV, antiretroviral, Amapa.
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1. INTRODUCAO

A Amazobnia alberga 1/3 da biodiversidade do globo terrestre. Do total
estimado de 500.000 espécies de plantas de todo o planeta, estima-se que 1/4
ocupe as florestas tropicais, nas quais se inclue a Amazénia com 50.000 espécies.
Apenas 20 % das plantas medicinais em todo o mundo tém sido submetidas a
ensaios farmacologicos ou biolégicos (Feeley & Silman, 2009; Cragg et al., 1997).

O conhecimento sobre o valor terapéutico das plantas sempre tem
acompanhado a evolucdo do homem através dos tempos. As primitivas civilizacdes
cedo se aperceberam da existéncia, ao lado de plantas comestiveis, de outras
plantas dotadas de maiores ou menores efeitos sobre o organismo, desde efeitos
toxicos até a intervencdo sobre a doenca, revelando muitas vezes, embora
empiricamente, o seu potencial curativo (Albuquerque & Hanazaki, 2006). Existe
grande variedade de plantas ainda ndo estudadas, tanto no sentido de utilizacao
direta, como na obtencdo de novos constituintes ativos ou de novas moléculas que
possam servir para preparar compostos farmacologicamente ativos (Da Cunha et al.,
2007).

Convém salientar que o uso de plantas como fontes medicinais ndo é um fato
isolado e unico em humanos. Outros animais, principalmente primatas ndo humanos,
em ambiente natural, utilizam ndo casualmente, partes de plantas e até terra por
suas caracteristicas medicinais. Muitas espécies de primatas ndo humanos tém sido
descritas utilizando material natural para fins terapéuticos (Huffman, 2001). Entre
chimpanzés (Pan troglodytes schweinfurthii) é bem descrito o uso de até 20,4 % de
plantas em sua dieta com conhecidas propriedades medicinais (Krief et al., 2005).

Orangotangos (Pongo pygmaeus) utilizam as folhas mascadas e misturadas
com saliva, de planta do género Commelina para esfregar partes do corpo, embora
essa planta ndo componha a dieta destes antropodides. Também é usada pelos
nativos de Bornéo como antinflamatdrio em afeccbes musculoesqueléticas. As
propriedades antiflogisticas da planta parecem ser conhecidas e aproveitadas pelos
orangotangos (Huffman, 2001). Entre primatas neotropicais, o género Alouatta
(bugios) tem sido descrito como utilizando geofagia para a eliminacdo de compostos
téxicos das plantas, principalmente em casos de folhas ricas em taninos (Auricchio,
1995). Outros géneros de platirrinos como Ateles também ingerem terra

aparentemente com o mesmo propésito (Ferrari et al., 2008).
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Em prossimios, uma das grandes superfamilias de primatas, foi descrito o
uso de compostos vegetais com substancial maior concentragdo de taninos, por
fémeas de sifakas (Propithecus verreauxi) na época prévia a paricdo e durante a
lactacdo dos filhotes. Essa maior ingestdo de composto que se liga a proteinas
(potencialmente reduzindo a absorcdo de amino&cidos), em animais em fase
reprodutiva, pode ser explicada pelas propriedades medicinais de taninos tais como
anti-parasitario, adstringente, anti-abortivo e anti-hemorragico (Carrai et al., 2003). A
observacdo por humanos dos efeitos medicinais de produtos naturais, de forma
cientifica ou de forma tradicional, tem levado a descoberta de compostos com
importantes propriedades medicinais, praticamente em todo o0 campo da
farmacognosia (Huffman, 2001; Albuguerque & Hanazaki, 2006).

Na atualidade, h& enorme interesse cientifico, biotecnolégico e
redundantemente comercial, em se encontrar produtos naturais apresentando
atividade antiretroviral (Seidl, 1999; Jassim & Naji, 2003; Bodeker et al., 2006).
Sabe-se que as enfermidades causadas por retrovirus, entre as quais a
imunodeficiéncia e leucemia felina (Kanzaki & Looney, 2004; Levy et al., 2008), a
anemia infecciosa equina (Lerous et al., 2004), a sindrome da imunodeficiéncia
humana (Kallings, 2008), a artrite-encefalite caprina e a enfermidade de Maedi Visna
de carneiros (Pisoni et al., 2007) dentre outras, representam importante foco de
estudos quer seja em busca de vacinas (Jennings & Bachmann, 2008) ou novas
drogas antiretrovirais (Naithani et al., 2008). Particularmente no Brasil, € contradit6rio
que, apesar do tamanho continental do pais, possuindo a mais rica e diversificada
flora do planeta e por conseguinte de plantas com propriedades medicinais (Melo et
al., 2008), seus pacientes aidéticos sejam dependentes de farmacos antiretrovirais
comercializados por industrias farmacéuticas estrangeiras ditas multinacionais (Ford
et al., 2007).

Similaridades na fisiologia, incluindo o metabolismo de drogas, placentacéo,
desenvolvimento fetal e infantil, e resposta imunoldgica, permitem confiavel
extrapolagcédo dos resultados obtidos nos modelos de primatas ndo humanos para

aplicaces clinicas em popula¢gdes humanas (Friedman et al., 2006).

O virus da imunodeficiéncia simia (SIV) € modelo interessante para estudo,
visto que é o ancestral do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), compartilhando

organizacdo gendmica, além de outras propriedades biologicas, como tropismo
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celular e tecidual (Johnson, 1996). Desta forma, neste trabalho utiliza-se o SIV como
modelo de retrovirus para testar a atividade bioldégica de extratos de plantas

amazonicas medicinais.

2. JUSTIFICATIVA

A proximidade filogenética entre o ser humano e os primatas ndo humanos
propicia a realizacdo de estudos comparados entre as espécies. Deste modo, 0s
primatas ndo humanos, sdo importantes modelos para a investigacdo biomédica. No
presente trabalho buscou-se compreender o mecanismo de interagcdo entre o SIV
com o ambiente celular, testando em células infectadas com SIV extratos brutos de
plantas amazénicas, buscando analisar a existéncia de atividade antiretroviral entre
0S compostos quimicos presentes nesses espécimes botanicos, que pelo
conhecimento etnofarmacoboténico revelaram propriedades curativas e reguladoras
das funcdes imunoldgicas. A possibilidade de deteccdo de produtos naturais
exibindo ou comprovando atividade medicinal, seria de importancia ao armamentario
medicinal de produtos a serem explorados no tratamento de enfermidades animais e
também de interesse médico humano. Ademais, as espécies vegetais medicinais
potencialmente com aplicagOes antiretrovirais, poderiam ser indicadas para cultivos,
mais bem protegidas em bancos de germoplasmas, abrindo novos leques de

importancia cientifica e socioeconémica.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar atividade antiretroviral entre plantas medicinais amazoénicas utilizando o

virus da imunodeficiéncia simia como modelo.

3.2 Especificos

3.2.1. Coletar e identificar as espécies vegetais medicinais amazonicas ja
documentadas na tradicdo popular das etnias amazonicas.

20



3.2.2. Revisar na literatura cientifica informacdes acerca das espécies vegetais

amazobnicas medicinais documentadas e identificadas.

3.2.3. Submeter diferentes partes das plantas coletadas a extracdo utilizando

solventes em diferentes polaridades.

3.2.4. Avaliar atividade citotoxica e antiretroviral dos extratos obtidos.

4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 Plantas Medicinais

Desde o inicio da civilizacdo as plantas tém sido utilizadas no combate de
doencas, atuando como recurso terapéutico popular. A planta dita medicinal é
aguela que contém um ou mais principios ativos que conferem atividade terapéutica
(Martins, 1995). A literatura etnobotanica tem descrito, por séculos, o uso de extratos
de plantas e infusdes com atividade medicinal para doengas de origem viral (Vijayan
et al., 2004). As plantas, como todos 0s organismos vivos, apresentam diversos
constituintes (Tabela 1), presentes tanto no metabolismo primario e secundario das
plantas, as quais podem ser consideradas medicinais quando apresentam estes
constituintes farmacologicamente ativos (Simdes et al.,, 2000) utilizando-0s no

tratamento ou prevencéo de determinada enfermidade.

Além dos constituintes ativos, ocorrem nas plantas medicinais outros
compostos que podem influenciar na acdo destes (Da cunha et al., 2007). Estes
compostos em muitos casos, protegem o0s constituintes ativos de alteragbes, ao
inibirem sistemas enzimaticos, ou podem permitir melhor absorcdo pelo organismo,

ao facilitarem a passagem através de membranas bioldgicas (Sim&es et al., 2000).
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Tabela 1. Caracteristicas de alguns grupos de principios ativos em plantas
medicinais.

Principio ativo Grau de propriedades medicinais
e/ou toxicas
Alcaldides Atuam no sistema nervoso central

(calmante, sedativo, estimulante,
anestésico e analgésico). Alguns
podem ser cancerigenos e outros
antineoplasicos.

Mucilagens Cicatrizante, antinflamatorio, laxativo,
expectorante e antiespasmadico.

Flavonoides Antinflamatorio, fortalece os vasos
capilares, antiesclerético,
antiedematoso,
dilatador de coronarias,
espasmolitico, antihepatotoéxico,
colerético e antimicrobiano.

Taninos Adstringentes e antimicrobianos
(antidiarréico). Precipitam proteinas.

Oleos essenciais Bactericida, antivirético, cicatrizante,
analgésico, relaxante, expectorante,
Antiespasmadico e antimicotica
(Diniz, et al.2008)

Fonte: modificado de Martins (1995).

A nivel mundial, muitas espécies ainda ndo foram investigadas quimica e
farmacologicamente, no entanto, pertencem ao arsenal da fitoterapia que o homem
tem utilizado empiricamente, muitas vezes com bons resultados. Tais medicamentos
de uso popular variam, de acordo com a flora existente em determinada regido
climatica e cujo estudo é possivel fazer-se ainda hoje. Nas sociedades
contemporaneas, mais ou menos primitivas, ainda que, com o0 processo de
ocidentalizacdo de muitas destas populacdes ha o risco iminente da perda total de
conhecimentos ditos empiricos em diversas regides do globo, onde a répida
mudanca do modo de vida de sociedades primitivas esta fazendo desaparecer sua
medicina popular que se apodia quase sempre em biomas muito importantes. Paises

como China, india, Coréia do Norte, Coréia do Sul, Japdo e outros, tém dedicado
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esforcos significativos na investigacdo de farmacos de uso tradicional, o que tem
conduzido a resultados de alto interesse sob o ponto de vista terapéutico e evitado a
perda dessa informacgao (Da Cunha et al., 2007).

Dentre diversificadas atividades biolégicas exibidas por plantas,

descrevemos as principais dentre as familias botanicas avaliadas neste estudo.

Entre membros da familia rubiaceae ha relatos na literatura reportando
atividade antioxidante de lignanas, chimarrhinina, da espécie Chimarrhis turbinata
(Cardoso et al.,, 2011), herbicida e letal para bactérias do solo por peptideos
ciclotideos (Ovesen et al., 2011), antineoplasica por ciclohexapeptideos obtidos das
espécies Rubia cordifolia e R. Akane e &cido ursdlico isolado de Hedyotis diffusa
(Hasuda et al., 2011; Lee et al., 2011), anti-inflamatoria por alcal6ides indol,
neolamarckinas, obtidos da espécie Neolamarckia cadamba e extrato aquoso de
Uncaria rhynchophylla (Qureshi et al., 2011; Kim et al., 2010) e antimicrobiana por
Oleos essenciais de Anthospermum emirnense e Anthospermum perrieri

(Rasoarivelo et al., 2011).

Compostos obtidos de diversas espécies da familia Ochnaceae
apresentaram atividade citotoxica (biocida) frente a larvas de Artemia salina por
extratos etandlicos da planta Campylospermum flavum (Ndongo et al., 2010);
atividade antioxidante por Ochna natalitia e Ouratea parviflora (Suleiman et al., 2010;
Carbonari et al., 2006) e antimicrobiana por extratos de Ochna natalitia,
Campylospermum glaucum e biflavonodides de Ouratea sulcata (Suleiman et al.,
2009; Abouem et al., 2008; Pegnyemb et al., 2005); antiretroviral (HIV), inibindo a
acdo da transcriptase reversa por glicosideos flavondides e antimalarica por
biflavonéides de Ochna integerrima (Reutrakul et al., 2007; Ichino et al., 2006);
atividade antioxidante por isoflavonas e biflavonas isoladas de Godoya antioquiensis
(Benedek et al., 2006); propriedades antiviral, antibacteriana e
antiproliferativa/antineoplasica por extrato etandlico de Brackenridgea zanguebarica
(Moller et al., 2006); atividade analgésica e anti-inflamatoria por extrato fracionado
de Ochna squarrosa (Anuradha et al., 2006); e atividade antineoplasica exercida por

chalconas de Lophira alata.
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Das varias familias investigadas relata-se na literatura compostos isolados de
representantes da Clusiaceae, tais como benzofenonas poliisopreniladas
(nemorosona e gutiferona A) exercendo atividade contra Staphylococcus aureus e
Plasmodium falciparum (Monzote et al., 2011). Ainda entre membros da familia
Clusiaceae reporta-se atividade anti-inflamatoria por compostos polifenélicos obtidos
de Hypericum perforatum (Paterniti et al., 2010); atividade antioxidante por
benzofenonas e biflavondides obtidos de Rheedia edulis e xantonas de Garcinia
mangostana (Acufia et al., 2010; Zhao et al., 2010); atividade inibitéria na sintese de
exopolimeros e biofilme por Streptococcus mutans exercida por 7-Epiclusianona
obtida de Rheedia brasiliensis (Murata et al., 2010); efeito neuroprotetor por extratos
de Hypericum perforatum, com consequente atividade terapéutica nos transtornos de
déficit de atencdo e hiperatividade (Schmidt et al.,, 2010); atividade inibitéria na
replicacdo do virus da Influenza exercida por isoquercetina obtida de Hypericum
thasium (Kim et al.,, 2010); atividade antimalarica de variantes resistentes a
cloroquina por extrato de acetato etilico de Symphonia globulifera (Marti et al., 2010);
atividade imunoestimulante por extrato etandlico de Calophyllum brasiliense (Philippi
et al., 2010); atividade inibitoria na proliferacdo in vitro de células leucémicas
humanas HL-60 por triterpendides isolados de Calophyllum inophyllum (Li et al.,
2010); efeito protetor por biflavonéides (kolaviron) de Garcinia kola em cérebros de

ratos Wistar expostos a radiacdo gama (Adaramoye, 2010).

Descreve-se na literatura atividade bioldégica das espécies botanicas da
familia Arecaceae, exemplificando-se, efeitos vasorelaxantes e anti-hipertensivos em
anéis aorticos isolados de ratos por extrato etandlico do endocarpo de Cocos
nucifera (Bankar et al.,, 2011); atividade anti-inflamatéria exercida por extratos de
Serenoa repens, Areca catechu e derivados fenilpropandides de Calamus
quiquesetinervius e 6leo de Cocos nucifera (Bonvissuto et al., 2011; Bandhare et al.,
2010; Chang et al., 2010; Intahphuac et al., 2010); acdo antioxidante e analgésica
por derivados fenilpropandéides de Calamus quiquesetinervius (Chang et al., 2010);
efeito cicatrizante por extrato etandlico de Elaeis guineensis (Sasidharan et al.,
2010); atividade carcinogénica e autofagica entre células cancerosas por extrato de
Areca nut (Lu et al., 2010).
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Lista-se atividades de espécies da familia Chrysobalanaceae como
hipoglicemiante por flavondides de Exellodendron coriaceum e extrato aquoso de
Parinari excelsa (Carrasco et al., 2009; Ndiaye et al., 2008); atividade antineoplésica
e antiviral para Herpes por triterpenos pentaciclicos e extratos respectivamente de
Licania tomentosa (Fernandes et al., 2003; Miranda et al., 2002); acao antioxidante
por flavondides de Licania licaniaeflora (Braca et al., 2002) e atividade moluscida

(Biomphalaria glabrata) por espécies do género Licania (Bilia et al., 2000).

Membros da familia Olacaceae, Ptychopetalum olacoides (marapuama) exibe
atividade inibidora da acetilcolinesterase com potencial efeito terapéutico em
desordens neurodegenerativas, estimulante de crescimento neuronal assim como
anti-estressante e cosmético no tratamento da hipercromia periorbital (Figueir6 et al.,
2010; Tang et al., 2009; Piato et al., 2010; Eberlin et al., 2009); efeito inibitério na
producdo de Oxido nitrico em envenenamento por ciguatoxinas do peixe
Gambierdicus spp e analgésico exercido por extrato aquoso de Ximenia americana
(Kumar-Roiné et al., 2009; Soro et al., 2009); efeito toxigénico com potencial
atividade herbicida de malanina isolada de Malania oleifera (Yuan et al., 2009);
atividade antineoplasica in vitro em células de adenocarcinoma de mama (MCF-7)

por espécies da familia em enfoque (Suffredini et al., 2007).

Os membros da familia Apocynaceae, representados por Catharanthus
roseus € reportado exibindo atividade detoxificante e antineoplasica (Zhong et al.,
2010); a fracdo protéica do latex de Calotropis procera exerce potente acdo anti-
inflamatdria e analgésica (Kumar et al., 2011); o latex de Parahancornia Amapa
apresenta atividade inseticida (Mendonca et al, 2011); cardenolideos
monoglicosidicos de Nerium oleander e extratos de Vallaris glabra e Calotropis
gigantea bloquearam in vitro o ciclo celular de linhagens neoplasicas humanas assim
como saponinas de Plumeria acuminata induziram apoptose em carcinoma de
células de epitélio escamoso da cavidade oral (Reshan et al., 2011; Susanto et al.,
2010; Wong et al., 2011); extratos em solventes de diferentes polaridades de
Thevetia peruviana apresentaram atividade téxica/letal sobre peixes da espécie
Catla catla (Singh et al., 2010); extrato hidroalcodlico de Nerium oleander atuam
como cardioprotetores provavelmente por implementar o sistema antioxidante de

defesa (Gayathri et al., 2011); efeitos neuroprotetores ocorrem com o uso de extrato
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de Apocynum venetum (Zheng et al., 2010); o acetato de lupeol do latex de
Himatanthus drasticus apresentou atividade anti-inflamatoria (Lucetti et al., 2010);
extrato aquoso de Tabernanthe iboga contém compostos insulinotropicos (Souza et
al., 2011); a fracdo diclorometano de Hedranthera barteri agiu protegendo a mucosa
estomacal e inibindo a secrecdo acida (Onasanwo et al., 2010); 6leo essencial e o0 2-
hidroxi-4-methoxibenzaldeido representam potenciais substancias com atividade
antibacteriana e antioxidante (Wang et al., 2010); alcaldides iboga (18-
metoxicoronaridina) isolados de Peschiera affinis inibiu moderadamente a atividade
da transcriptase reversa do HIV-1 (Silva et al., 2004); proantocianidinas de
Ecdysanthera utilis apresentaram atividade imunomodulatoria frente a células
mononucleares humanas (Lin et al., 2002); extrato etanolico de Catharanthus roseus
exibiu potencial efeito cicatrizante (Nayak et al., 2007); esséncias de flores da familia

Apocynaceae tem sido utilizadas na cosmetologia (Joulain, 2008).

Espécies botanicas da familia Fabaceae exibem diversificadas acodes
biolégicas dentre as quais, atividade antibacteriana por glucosideo lactona
sesquiterpeno de Bauhinia retusa (Semwal & Sharma, 2011); acdo antioxidante e
anti-ulcerogénica de extrato licoroso de Glycyrrhiza glabra (Mukherjee et al., 2010);
efeito antineoplasico de 6leos essenciais de Genista sessilifolia e Genista tinctoria
(Rigano et al., 2010); propriedade inseticida de Oleos essenciais de Hymenaea
courbaril sobre larvas de Aedes aegypti (Aguiar et al., 2010); efeitos antivirais das
espécies de Glycyrrhiza spp. (Fiore et al., 2008); acdo imunomodulatéria sobre
linfocitos mediados pela lectina cramol 1,4 de Cratylia mollis (de Melo et al., 2010);
acao neurocitoprotetora exercida por compostos daidzeina e genisteina isolados de
Pueraria thomsonii (Lin et al., 2010); acdo anti-diabetogénica por Trigonella foenum
graecum (Moorthy et al., 2010); acdo protetora no sistema cardiovascular por extrato
aquoso de Aspalathus linearis (Marnewick et al., 2011); propriedade cicatrizante por
derivados catechinos de Parapiptadenia rigida (Schmidit et al., 2010); uso cosmético
de Acacia arabica (Pradeep et al.,, 2010); atividade antiviral, incluindo HIV-1,
exercida por Secomet-V obtido de espécies do género Trifollium (Kotwal et al.,
2005).

Plantas da familia Caesalpiniaceae exibem variedade de atividades, tais

como antimicrobiana por peltophorumyl-beta-D-glucuropyranoside obtido de
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Peltophorum vogelianum (Parveen et al.,, 2010); inseticida e antimicrobiana por
diferentes compostos isolados de Tessmannia densiflora (Kihampa et al., 2009);
atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatéria por extrato aquoso de
Mezoneuron benthamianum e 6leo de Caesalpinia bonducella, que ainda apresentou
atividade imunomodulatdria, antineoplasica e antioxidante (Mbagwu et al., 2007;
Shukla et al., 2010; Shukla et al., 2009; Gupta et al., 2004); atividade antioxidante e
antimicrobiana por extrato metandlico de Bauhinia racemosa (Kumar et al., 2005);
acdo quimiopreventiva do cancer de pele por fracdo flavondide de Saraca asoka
(Cibin et al., 2010); atividade adaptogénica, frente ao estresse por extratos de
semente de Caesalpinia bonduc (Kannur et al., 2006) e acao antidiarréica por extrato
aguoso de Mezoneuron benthamianum (Mbagwo&Adeyemi, 2008); atividade
constritora da musculatura lisa e antinociceptiva de extrato metanolico de Cassia
tora (Chidume et al., 2002).

Na tabela 2 estdo resumidas as principais atividades biologicas das
familias das plantas aqui estudadas, distribuidas por todo o mundo, encontradas na

literatura.
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Tabela 2: Principais atividades bioldgicas das familias boténicas
utilizadas no trabalho

FAMILIA DE PLANTAS
ATIVIDADE BIOLOGICA | RUB= | OCHN® | CLUS: | ARECY | CHRYSe | OLAC! | APOCE | FABA | CAES
ANTIMICROBIANO  |X  |X  |X X £ X |X
ANTLINFLAMATORIO (X |X X S
ANTINEOPLASICO. X [ X £ X [X |X
ANTIOXIDANTE £ 1X  |X X £ |X
BIOCIDA X £ X [X X
ANTIRETROVIRAL X £ X
IMUNOMODULADOR X X
NEUROPROTETOR X £ X |X
CARDIOVASCULAR X £ X
CICATRIZANTE X L X
ANTIDIABETICO X £ X
COSMETICO Ko
GASTROINTESTINAL £ X |X
*Rubiaceag, "0chnaceae, ‘Clusiaceae, ‘Arecaceae, eChrysobalanaceae, 0lacaceae, SApocynaceae, "Fabaceae,
ICaesalpiniaceae.

4.2. Descoberta de Novos Agentes Antiretrovirais

Na atualidade, cada vez mais, é dada atencéo aos esforcos em pesquisas de
desenvolvimento de estratégias de imunidade baseadas na terapia e prevencao da
AIDS. Apesar dos beneficios clinicos, tratamentos antiretrovirais sédo limitados pela
toxicidade e custo da administracdo ao longo da vida. Entre as consequéncias
clinicas derivadas da toxicidade hepatica por tratamento com antiretrovirais
altamente ativos (HAART/highly active antiretroviral therapy), reconhece-se reacoes
de hipersensibilidade e acidose latica que podem evoluir potencialmente para casos
fatais, e ainda outras sindromes ainda ndo bem caracterizadas (Nufiez, 2010). Em
modelo experimental de infeccdo de macacos cinomolgo (Macaca fascicularis)
utilizando SIV patogénico (SIVmac251) observou-se que o HAART (AZT/3TC/IDV)
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previamente a infeccao teve forte impacto na replicacdo do SIV e disseminacédo em
todos os tecidos, mas nao preveniu a infecgcdo. Quando o tratamento foi iniciado
apos o pique de viremia (14 dias pOs-infeccdo) ou durante o inicio da infeccéo
cronica (150 dias poés-infeccdo), a replicacao viral persistiu significativamente nos
linfonodos periféricos e no baco dos animais tratados apesar de forte efeito na
reducdo da viremia e no tecido linféide associado ao intestino. Desta forma, a
difusdo limitada da droga antiviral em tecidos linféides secundarios p6de permitir a
replicacdo viral persistente nestes tecidos e representaria obstaculo a prevencao da

enfermidade e erradicacédo do SIV/HIV (Bourry et al., 2010).

Crescente arsenal de medicamentos antiretrovirais esta sendo prescrito
atualmente, e muitos novos candidatos estdo sendo continuamente desenvolvidos.
Ha mais de 20 drogas antiretrovirais aprovadas pelo 6rgdo de controle de
medicamentos e alimentos dos Estados Unidos (FDA) em 6 classes mecanisticas,
em regimes combinados de uso. As seis classes incluem inibidores
nucleosidicos/nucleotidicos da transcriptase reversa (NRTIs), inibidores né&o
nucleosidicos da transcriptase reversa (NNRTIS), inibidores da protease (PIs),
inibidores de fusédo (FIs), antagonistas de CCR5 e inibidores de transferéncia de
cadeia nucleotidica via integrase (INSTIs) (PAGAA, 2010).

Nos ultimos anos, a terapia combinada destes compostos, chamada HAART,
tem levado a grandes melhorias no manejo clinico de individuos infectados pelo HIV
(Friedman et al., 2006).

A busca de melhores medicamentos antivirais continua, visto que o
antiretroviral “ideal” seria aquele capaz de induzir forte e persistente supressao da
replicacdo do virus, prolongando os beneficios imunoldgicos e clinicos com a menor
toxicidade (Van Rompay et al., 2002), e obviamente com custo acessivel aos
pacientes ou ao pais, como ocorre no Brasil, que os medicamentos antiretrovirais

sao prescritos e distribuidos gratuitamente aos pacientes.

Apesar da elevada potencialidade terapéutica que o0s medicamentos
antiretrovirais apresentam na atualidade, e o crescente interesse cientifico na busca
de farmacos que combatam patologias causadas pelos retrovirus, em especial o
HIV, ainda ndo se obteve resultado satisfatorio, devido a alta mutagenicidade destes

virus. Por estas razbes se faz necessaria a identificacdo e busca de novas
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substancias antiretrovirais, que possam ser usadas em substituicAio ou em
combinacdo com os antivirais jA existentes. A investigacdo cientifica da atividade
antiretroviral de extratos e subtancias isoladas de plantas é crescente, como
podemos notar pelo grande numero de publicacBes acerca do tema. Em muitos
trabalhos realizados com produtos naturais, observa-se que algumas plantas

apresentam atividade inibitéria da replicacéo viral (Hardman et al., 2005).

Nosso pais com seu pluralismo étnico e cultural guarda imenso
conhecimento sobre o uso de plantas medicinais, e muitas destas podem ser
favoraveis ao combate de patologias retrovirais, sendo que a diversidade dos
biomas, como a Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica fornecem grande potencial.
Existem muitas plantas de uso popular, que demonstraram atividade
imunomoduladora, antiinflamatoria, antimutagénica e antineoplasica como a Aloé
(Aloe vera) e unha-de-gato (Uncaria guianensis e Uncaria tomentosa) pertencentes a

familia Rubiaceae.

Triterpenos naturais e sintéticos sdo compostos capazes de atuar como
inibidores de fusdo, representando moderna estratégia no combate a replicacdo
viral, impedindo que o virus infecte as células (Gongalves, 2006). Estes compostos
sdo capazes de atuar nas diversas fases da replicacdo retroviral, como na
maturacdo, na transcricdo reversa e na fusdo do envelope viral a membrana da
célula alvo (Schulz et al., 2002). Os primeiros triterpenos que apresentaram
atividades antiretroviral foram os &cidos betulinicos e platanicos, que ocorrem em
Syzigium claviflorum (Myrtaceae), exibindo atividade inibitoria frente a replicacéo do

HIV-1 em células linfocitarias H9 (Goncalves, 2006).

Pequenos peptideos tém sido sintetizados ou encontrados em natureza com
atividade antirretroviral. Cita-se por exemplo a T20, que inibe o processo de fusdo do
envoltorio viral 8 membrana da célula alvo ao interagir com a gp41 do envelope viral
do HIV-1 (Cai&Jiang, 2010).

4.3 Resisténcia do Virus as Drogas

O objetivo das estratégias correntes da HAART é idealmente inibir
completamente a replicagao viral utilizando a combinacdo de 3 ou mais drogas
antiretrovirais. De fato, apds a introducdo da HAART houve drastica mudanca na

evolucéo clinica da sindrome associada etiologicamente ao HIV, com reducdo da
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mortalidade e morbidade. No entanto, os efeitos colaterais de longo tempo e a
poténcia sub 6tima da droga e a emergéncia de resisténcia viral sdo as principais
preocupacdes atuais para se obter controle sustentavel da replicacdo viral
(Vaerenbergh, 2001; Alcaro et al.,, 2011). A falha no tratamento antirretroviral
apresenta-se multifacetario. Inicialmente a interacdo entre a droga e seu alvo,
atuando em determinada etapa do ciclo de replicacdo do virus, bloqueando o
antiviral em diversas estruturas peptidicas codificadas pelo virus, desta forma, a
pressdo seletiva destes farmacos sobre os mecanismos replicativos do patdgeno,
terminam por selecionar progénie viral que por mutacdes sdo insensiveis a interacao
com as drogas em uso, 0 que denominamos resisténcia aos antirretrovirais. Sabe-se
gue, ainda que o antirretroviral consiga diminuir ou erradicar a carga viral plasmatica,
ao longo do tempo, cepas virais resistentes aos antirretrovirais emergirdo (Wilkin et
al., 2010).

4.4 Biologia geral dos Retrovirus

Os retrovirus sdo membros da familia Retroviridae, relatados como agentes
etiologicos em varias doencas em vertebrados como neoplasias malignas,
imunodeficiéncia e doencas neurolégicas (Constantine, 1993). A caracteristica
biolégica marcante deste grupo de virus é a utilizacdo da enzima transcriptase
reversa para a sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) tomando como molde seu
acido ribonucléico (RNA), requisito indispensavel para integracdo do genoma viral ao
DNA da célula hospedeira. A estrutura da particula viral (virion) € comum aos demais
retrovirus, possuindo genoma constituido de RNA de fita simples, com duas copias
idénticas interligadas por molécula de RNAt. O genoma esta associado as enzimas
transcriptase reversa, integrase e protease (Kalyanaraman et al., 1982). Constituida
de 7 géneros (TABELA 2), a familia Retroviridae apresenta agentes retrovirais de
importancia animal e humana, particularmente a subfamilia lentivirinae, como os
virus da Anemia Infecciosa Equina (AIEV), da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), de
Maedi-Visna (MVV), da Doenca de Jembrana e das Imunodeficiéncias Humana
(HIV), Bovina (BIV), Felina (FIV) e Simia (SIV) dentre outros. Esses virus geralmente
limitam a infeccdo a um simples tipo de hospedeiro, levando a sérios problemas ou a
morte. Infectam mondcitos, macréfagos e/ou linfocitos, causando infeccéo
persistente e multissistémica (AIEV e CAEV), associada a sindromes de

imunodeficiéncia (SIV, HIV e FIV), apresentando alta taxa de mutacdo com
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consequente diversidade genotipica, fenotipica e antigénica (Clements & Payne,
1994). Essa forma integrada do genoma viral ao cromossoma da célula hospedeira é
chamada de provirus. Apés a integracdo, a sintese do RNA viral € mediada por
enzimas das células hospedeiras, usando o DNA proviral como modelo (Ferreira et
al., 1995). Essas novas moléculas de RNA séo incorporadas as particulas virais em
formacao, e processadas para a sintese das proteinas da estrutura do virion, bem
como as enzimas virais. As particulas virais, medindo em média 110 nm, brotam da
célula onde se replicou, adquirindo a membrana lipoproteica da célula, que
previamente recebeu insercdo de glicoproteinas virais, permitindo assim atraves
destas moléculas interagdo com receptores celulares do microambiente tissular. O
organismo identifica essas particulas como estranhas, as quais induzem a producao
de anticorpos, que poderdo ser detectados por testes sorolégicos (Hjelle et al.,
1995), além de, em fase subsequente, dar inicio a resposta celular com
apresentacdo dos antigenos virais acoplados as moléculas do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC) do tipo | aos linfécitos T citotoxicos (Budde et al., 2011).

Além dos primatas, humanos e ndo humanos, vertebrados de outras escalas
filogenéticas tém seus representantes retrovirais, no entanto, a relacdo dos
retrovirus com 0s animais, aparentemente atinge estagios de equilibrio, em que

pertubacdes nestas relacdes, levam a patologias nestes animais (Weiss, 1999).

TABELA 3. GENEROS DA FAMILIA RETROVIRIDAE

Alpharetrovirus

Avian myeloblastosis virus e Rous sarcoma virus.

Betaretrovirus

Mouse mammary tumor virus

Gammaretrovirus

Murine leukemia virus e Feline Leukemia virus

Deltaretrovirus
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Bovine leukemia virus, Primate T lymphotropic virus (1, 2 e 3)

Epsilonretrovirus

Walleye dermal sarcoma virus

Spumavirus

Simian foamy virus, Bovine foamy virus e Feline foamy virus

Lentivirus

Human immunodeficiency virus (1 e 2), Bovine imunodeficiency virus, Equine

infectious anemia virus e Human immunodeficiency virus

Fonte: modificado de Friedman et al, 2006

4.4.1 Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV)

4.4.1.1 Aspectos Gerais

Membros do género lentivirus, compreendem importantes agentes envolvidos
etiologicamente na sindrome da imunodeficiéncia simia, circulando de forma
enzodtica entre macacos do velho mundo e simios, apatogénico em animais de vida
livre, mas considerado patogénico em animais em cativeiro, sob estresse e entre
chimpanzés (simios antropdides). Assim como os deltaretrovirus, ndo ha relatos na
literatura de que o SIV infecte naturalmente primatas ndo humanos do novo mundo
(Kanzaki & Casseb, 2008; Kirchhoff, 2009; Hanh, 2010).

Desde a descoberta do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) como
agente desencadeante da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), muito
esforco tem sido realizado para caracterizar o reservatorio zoonotico deste novo
patbgeno humano (Hahn et al., 2000; Verschoor et al.,, 2003). O SIV esta
intimamente relacionado com o HIV, e tem sido descrito em muitas espécies de
primatas ndo humanos africanos, sendo que o SlVcpz, virus isolado de chimpanzés

(Pan troglodytes troglodytes e Pan troglodytes schweinfurthii) e transmitido a gorilas
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(Gorilla gorilla gorilla), SIVgor, estdo mais relacionados ao HIV do tipo 1 (Sharp &
Hanh, 2010; Takehisa et al., 2009) Estudos sugerem que este ultimo seria resultado
de multiplas transmissdes zoondticas de SIVcpz/SIVgor aos seres humanos (Gao et
al., 1999), e outros estudos sugerem que o HIV do tipo 2 foi gerado a partir de
transmissdes zoondticas de SIV de macacos da espécie Cercocebus atys (sooty

mangabeys) (Gao et al., 1992).

Estes retrovirus circulam naturalmente entre macacos e simios africanos, os
quais podem conviver proximos as comunidades humanas, ocasionando risco real
para novas transmissfes zoonoticas destes agentes virais, visto que a alta
incidéncia de infeccdo pelo SIV em primatas ndo humanos, 16,6 %, sugere que na
Africa a exposicdo de pessoas a uma variedade de SIVs deve ser evento

relativamente comum (Verschoor et al., 2003).
4.4.1.2 Estrutura Retroviral

Como todos os retrovirus, o SIV possui envelope lipoproteico adquirido da
célula hospedeira, ligeiramente esférico, capsideo cilindrico, e genoma composto por
dois filamentos idénticos de RNA (Rey et al., 1990).

O genoma de retrovirus exdgenos de modo geral consiste de nove
arcaboucos em fases abertas de leitura (ORFs), flanqueadas por regides longas
repetitivas (LTR), organiza-se em trés sequéncias génicas, de 5’ a 3’, em gag, pol e
env, codificando proteinas virais estruturais e enzimaticas. Os lentivirus como SIV
(Figura 1) e HIV-1/2, apresentam organizacdo gendmica mais complexa contendo
pequenas fases abertas de leitura (ORFs) localizadas entre as sequéncias
nucleotidicas de pol e env, os quais sdo seis ORFs codificando para Vif, Vpx, Vpr,
Tat, Rev e Nef em SIV e HIV-2, distintamente do HIV-1 em que Vpx esté substituida
por Vpu, como também exons na regido entre o terminal 3’ e o gene env (Ferreira et
al., 2010). A sequéncia nucleotidica de gag € responsavel pela codificacdo de
proteinas estruturais do capsideo: Matriz (MA), Capsideo (CA) e Nucleocapsideo
(NU); env gque codifica as proteinas do envelope viral, que sequencialmente sao
glicosiladas, a gp120 ou de superficie (SU) e a gp32 ou transmembrana (TM), e pol,
que codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease (Kanzaki &

Looney, 2004; Rey et al., 1990; Cullen, 1992). O genoma é protegido por proteinas
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constituindo o nucleocapsideo viral (Cen et al., 2004). A proteina Vif est4 associada
a infectividade viral e ao controle da producdo de progénie viral infecciosa; a Vpr
contribui para o transporte do DNA proviral ao nucleo da célula infectada e Nef
auxilia na reducao dos niveis celulares de moléculas CD4 e MHC classes | e Il. As
proteinas Tat e Rev estdo envolvidas na regulacdo da expressdo génica (Brooks,
2000; Ferreira et al., 2010).

SIVmac 239wt

LR
[ pol

-
A384-bp

SIVmac nefMTPIAS

rev:
” MmO~ O
I pol | [l env. |

Fonte: modificado de Miinch et al., 2001.

Figura 1. Organizacdo gendmica classica do Virus da Imunodeficiéncia Simia. A
sequéncia génica de gag codifica a proteina precursora, Pr 60, clivada em pl17, p27,
p2, p8, pl e p6. A regido génica sobreposta de gag-pol codifica para o0s
peptideos ' p66 e p51 correspondente as duas subunidades da transcriptase reversa,
a p32 com funcédo de integrase e p24 do capsideo viral. O gene env codifica proteina
precursora glicosilada, gpl160, desdobrada em gp32 transmembranal e gp120 de
superficie. Adicionalmente estruturam-se genes acessoérios e regulatorios

sobrepostos nas regides de pol e env, e Itr tais como vif, vpr, nef, tat e rev.
4.4.1.3 Origem e evolucgéo

Os SIVs que infectam chimpanzés selvagens (Pan troglodytes troglodytes) e
gorilas (Gorilla gorilla gorilla) no oeste da Africa Central sdo os ancestrais mais
préximos do HIV-1/2 (Sharp & Hanh, 2010). Embora as circunstancias que cercam a
origem, evolugcédo e a propagacado do HIV-1/2 sejam relativamente mais claras, as
indicacdes da origem do SIV sdo ainda desconhecidas (Wertheim & Worobey, 2007).
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Na Africa subsaariana sdo conhecidas mais de 40 espécies diferentes de primatas
ndo humanos infectados naturalmente com o SIV (Bibollet et al., 2004). Cada
espécie abriga linhagens geneticamente distintas de SIV, no entanto evidéncias
filogenéticas indicam que SIVs teriam atravessado barreiras interespécies em varias

ocasifes no passado (Takehisa et al., 2009).

A ciéncia ainda ndo esclareceu se o SIV é uma infeccdo antiga que foi
convergindo com seus hospedeiros primatas ha milh6es de anos, ou se estes
‘encapsulados de &cido nucléico” chegaram mais recentemente e ja aniquilaram
linhagens estabelecidas de primatas (Wertheim & Worobey, 2007). Ha evidéncias
mais recentes que a infecg&o in vivo por SIV causa deplecéo de linfécitos T CD4" e
eleva a mortalidade entre chimpanzés selvagens, portanto inferindo-se que a origem
da AIDS é muitissimo mais antiga que a emergéncia do HIV-1/2 (Sharp & Hanh,
2010) e definitivamente, estudos filogenéticos em populacdes isoladas de simios
africanos reportam a existéncia do SIV por mais de 32.000 anos (Worobey et al.,
2010).

Amplas evidéncias demonstram que o SIV pode migrar para outros
hospedeiros filogeneticamente relacionados, e que duas diferentes linhagens virais
infectaram chimpanzés, gorilas (Holterman et al., 2000; Holzammer et al., 2001) e
mangabeys (Huet et al., 1990; Wertheim & Worobey, 2007), e teriam sido
introduzidas em populacbes humanas pelo menos 11 vezes, gerando o HIV-1/2
(Marx et al.,, 1991). Em cativeiro, o SlIVagm, originalmente isolado do género
Cercopitheccus, foi transmitido ao mangabey africano de coroa branca (Cercocebus
torquatus lunulatus) e, que por sua vez foi transmitido a varias outras espécies de
simios africanos (Nerrienet et al., 2005; Murthy et al., 1996).

Fortes evidéncias indicam até o momento, sem refutacdes, que a introducao
dos retrovirus exdgenos (lentivirus e deltaretrovirus) aos primatas ndo humanos
ocorreu posteriormente a ramificacdo da arvore filogenética e o isolamento
geografico que compartimentalizou os dois grupos de simios, no novo e velho
mundo (Lerche, 2010; Kanzaki & Casseb, 2008; Verdonck et al., 2007).

4.4.1.4 Similaridades entre SIV e HIV

SIV e HIV-1/2 sao lentivirus de primatas, compartilhando organizacbes
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gendmicas similares, propriedades biologicas e tropismos (Johnson, 1996). As
principais  células  hospedeiras  dos lentivirus sdo da linhagem
monocitica/macrofagica e linfécitos T CD4". Ambos os virus infectam
preferencialmente células linfocitarias T auxiliares, utilizando o CD4" como principal
receptor e receptores de quimiocinas (CCR5 e CXCR4) como co-receptores (Chen
et al., 1998).

4.4.1.5 Imunopatogenia

O SIV infecta primordialmente células T auxiliares CD4", que orquestram
todo o mecanismo de defesa do sistema imune contra infecgdes (Valentine et al.,
2009). Uma vez infectadas as células T CD4", o virus se replica, produzindo grande
quantidade de progénie viral, que eventualmente desabilitam estas células de suas
funcdes, infectando outras células, armando redes de sincicio via glicoproteinas
virais (Garber, 2004). As células T CD8", ou T citotoxicas, mediadoras chave da
imunidade antiviral, podem contribuir para o controle da infeccao lentiviral através de
mecanismos adaptativos. Numerosos estudos indicam que linfécitos T CD8"
desempenham papel importante, reprimindo a replicacdo do virus (Walker, 2008).
Apesar das evidéncias irrefutaveis de que as células T CD8" s&do importantes na
replicacdo do SIV e controle durante infecgbes retrovirais, 0S mecanismos
responsaveis por este efeito antiviral, in vivo permanecem mal compreendidos.
Apesar dos exaustivos esfor¢cos no desenvolvimento de vacinas, 0os obstaculos séo
ainda mais fundamentais ao nivel da biologia basica de interacdo entre o virus e o
sistema imunoldgico, tais como: extrema heterogeneidade do virus; falta de
correlacao conhecida de protecdo imunoldgica contra a progressao e transmissao da
doenca; capacidade do virus de se tornar imunologicamente silencioso quando a
infeccdo se torna latente, e o fato de que qualquer resposta imune adaptativa ao
SIV, resulta na geracgéo e ativagdo de células T CD4" virus especificas, as quais sao
alvos preferenciais para o SIV. Este ultimo efeito pode favorecer a transmisséo do

virus e/ou progressao da doenca (Garber, 2004).

Alguns individuos espontaneamente controlam a replicacdo do SIV ou HIV-
1/2 para niveis muito baixos. Os mecanismos precisos subjacentes a este controle

sao de grande interesse, como claro entendimento do que constitui boa resposta
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imune que podera auxiliar no desenvolvimento de vacina contra a AIDS (Valentine
et al., 2009).

Algumas espécies de primatas ndo humanos, como macacos rhesus
(Macaca mulatta), experimentalmente infectados com o SIV desenvolveram
imunossupressao profunda dentro de 2 anos de infecgcdo, no entanto a progressao
da doenca ocorreu de maneira mais rapida em Macaca nemestrina, correntemente
denominados macacos rabo-de-porco (Gautam et al., 2007). Observa-se que em
novos hospedeiros, os virus apresentam maior potencial patogénico e que variagdes
genéticas e antigéncias podem ser o meio pelo qual estes lentivirus escapem a

eliminacgédo pela resposta imune do hospedeiro (Friedman et al., 2006).

O unico relato na literatura sobre a evoluc¢ao natural de infeccéo por SIVcpz e
o impacto nas populacbes de chimpanzés € conhecido em subespécies de Pan
troglodites schweinfurthii no leste da Africa Central, considerado até entdo o
reservatorio natural do ancestral do HIV-1 em humanos. Baixos niveis de células T
CD4" acompanhado de severa trombocitopenia, perda de peso e periodos inusuais
frequentes de infecgcbes com diversos patdgenos sugerem infeccdo progressiva por
SIV similar ao observado na infec¢cdo humana por HIV-1/2, confirmando observacdes
prévias que SlVcpz pode ser patogénico em seu hospedeiro natural em vida
selvagem. A carga viral nestes animais flutuou, em altos niveis comparativamente a
animais infectados sem desenvolvimento de doenca. A progressdo mais rapida a
AIDS entre estes animais naturalmente infectados foi mais frequente quando houve
superinfeccdo com 3 diferentes cepas do virus, no entanto contesta-se, se como em
humanos, ha animais rapidos progressores e lentos na doenca (Etienne et al., 2011),
embora Kuwata et al. (2006) relatem um grupo minoritario de simios como rapido

progressores durante o curso clinico pés-infeccao por SIV.

Diferentes mecanismos tém sido associados a auséncia de patogenicidade, e
recente consenso atualmente afirma que a falta de progressdo da doenca em
algumas espécies de simios € devido ao eficaz controle da ativacdo imune e
proliferacdo de células T CD4" (Chakrabarti et al., 2000; Dunham et al., 2006). Alelos
de nef da maioria dos SIVs em infeccbes que ndo progridem a doenga em seus
hospedeiros simios naturais, mas ndo naqueles de HIV-1 e os precursores simios,

modulam negativamente o receptor TCR-CD3" para suprimir a ativacdo de células T
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e apoptose. Esta perda evolucionaria da funcédo especifica da proteina Nef pode

contribuir para a alta viruléncia do HIV-1 em humanos (Kirchhoff et al., 2008).
4.4.1.6 Modelo de Estudo

Logo apos o isolamento e caracterizagcdo do HIV-1 (LAV/HTLV-III) em 1983
(Montagnier et al., 1984; Gallo et al., 1984), foram envidados esfor¢cos para infectar
pequenos animais e primatas ndo humanos com isolados do HIV-1, dos quais, 0s
animais mais suscetiveis a infeccdo persistente com HIV-1 foram gibdes e
chimpanzés (Friedman et al., 2006). Apés 10 anos a inoculagédo, observou-se que
dos mais de 100 animais infectados experimentalmente com o HIV-1, somente um
chimpanzé desenvolveu sintomas semelhantes aos da AIDS, sendo que 0S outros
persistentemente infectados ao longo de muitos anos de observacgoes,
demonstraram capacidade em controlar a infeccao viral, apesar de ndo elimina-lo, a

despeito de forte resposta humoral e celular (Gardner, 1996).

Em outro estudo, pesquisadores utilizaram cepas de HIV-2 (linhagem 287)
para infectar macacos rabo-de-porco, o qual representou excelente modelo animal

para a patogénese da AIDS, vacina e tratamento (Mansfield et al., 1995).

A natureza proporcionou 3 modelos de lentivirus animais que sdo substitutos
excelentes para humanos infectados com a AIDS: (1) macacos/SIV, (2) HIV-
1/2/macacos e (3) FlIV/gatos, e ainda um hibrido molecular de SIV e HIV
denominado SHIV (Sina et al., 2011). Cada um desses modelos, embora diferentes
em periodo de incubacao e viruléncia, é caracterizado por induzir diminuicao seletiva
de células T CD4", principal caracteristica do SIV/HIV/AIDS (Gardner, 1996; Kanzaki
& Looney, 2004).

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Coleta das Amostras Botanicas

O material vegetal foi coletado no bioma Amazonico, no estado do Amapa,
em areas de varzea, cerrado, altas florestas e de transicdo do platd guianense.

Foram feitos registros fotograficos das amostras, buscando-se preferencialmente
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plantas utilizadas como alimentos por simios (Figura 2), j& utilizadas
tradicionalmente por populag6es locais e amerindias. Apds identificadas, diversas
regides anatbmicas das plantas foram coletadas (ramos, caules, folhas, flores e
frutos), e preparadas exsicatas mantidas na Embrapa/AP e depositadas nos
herbéarios do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnolégicas do Amapa (IEPA).
Este trabalho constitui componente de projetos em que estdo envolvidos
pesquisadores da Embrapa/AP, Universidade Federal do Amapa/Unifap e
Universidade de Brasilia/UnB. A autorizacdo do IBAMA para a coleta das plantas foi
protocolada no estado do Amapa, submetida em conjunto pela Embrapa/AP e
UNIFAP.

e QY

Figura 2. Macaco aranha (Ateles paniscus) em goiabeira (Psidium guajava) no

Amapa.
5.2 Espécimes Botéanicas

Neste ensaio foram utilizadas 20 amostras entre cascas do caule, frutos e
folnas de plantas amazonicas das familias Apocynaceae, Rubiaceae, Fabaceae,
Caesalpiniaceae, Ochnaceae, Clusiaceae, Arecaceae, Chrysobalanaceae e
Olacaceae (Tabela 4) as quais foram higienizadas, secadas em estufa a baixa
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temperatura e posteriormente granuladas em moinho de faca (Correia et al., 2008).

A coleta das plantas para analise foi realizada em periodo n&o reprodutivo e, para o

preparo de exsicatas em época de floracao.

Tabela 4. Familia de plantas com respectivos extratos obtidos por infusdo e

seu rendimento final

Cddigo Familia Parte da planta coletada Rendimento (gramas)
ESK-01 Apocynaceae Folhas 8,81
ESK-04 Rubiaceae Folhas 15,18
ESK-06 Fabaceae Folhas 16,3
ESK-10 Caesalpiniaceae Casca 9,95
ESK-22 Rubiaceae Folhas escuras 12,4
ESK-45 Ochnaceae Casca do caule 5,09
ESK-71 Clusiaceae Casca do caule 16,34
ESK-79 Arecaceae Fruto 5,19
ESK-80 Fabaceae Folhas 15,59
BR-036 Fabaceae Folhas 20,97
BR-38 Chrysobalanaceae Folhas 5,43
BR-042 Olacaceae Folhas 4,99
BR-50 Chrysobalanaceae Casca do caule 18,28
BR-51 Fabaceae Folhas 20,74
BR-52 Fabaceae Casca do caule 19,06
BR-54 Fabaceae Casca do caule 23,5
BR-73 Clusiaceae Casca do caule 14,21
BR-78 Chrysobalanaceae Folhas 6,2
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BR-79 Fabaceae Casca do caule 9,53

BR-84 Planta aquatica* Planta inteira 71,44

*sob processo de identificacdo

5.3 Producéao dos Extratos

As amostras granuladas foram pesadas e submetidas a extracao por infusao
e maceracdo. Para obtencdo dos extratos aquosos, utilizou-se 100 gramas do
material botanico granulado em 1 L de Agua destilada a temperatura de 70 °C, e
levadas ao banho-maria até atingir a temperatura de 40 °C, e sequencialmente
filtradas, congeladas a -20 °C, liofilizadas em aparelho Liotop.

Para a obtencdo do extrato bruto através de maceracdo, utilizou-se 100
gramas da amostra botanica granulada diluindo-se em solventes em graus diferentes
de polaridade, etanol a 95° e hexano (ambos da marca VETEC). As amostras foram
mantidas nestes solventes durante 7 dias a temperatura ambiente. Este
procedimento foi repetido trés vezes previamente a filtracdo. Ap6s evaporacao do
solvente em rotaevaporador (QUIMIS), a 40 °C sob presséao reduzida, o soluto obtido
prosseguiu a secagem em temperatura ambiente e armazenado a -20 °C (Correia et
al., 2008; Perfeito et al., 2005). Obteve-se o rendimento final da amostra botanica

pesando-se o soluto final e subtraindo da massa inicial de trabalho (Tabela 3).
5.4. Linhas Celulares

Foram utilizadas 3 linhagens estabelecidas de células em suspensao:
células HUT-78 (catdlogo # 301 lote 294-2297) originada de linfoma cutaneo de
linfécitos T do sangue periférico de paciente humano com sindrome de Sezary
(Gazdar et al., 1980); células Molt-4 (clone 8 catalogo # 175 lote 041241)
originalmente derivadas de sangue periférico de paciente humano com diagnéstico
de Leucemia Linfoblastica Aguda; e células H9, obtidas de um unico clone de células
HUT-78, tanto infectada como néo infectada com SIVmac (catadlogo # 87 lote #
100090) todas cedidas gentilmente pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos (NIH AIDS REAGENT, 2010).
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5.5. Cepas Virais Utilizadas

Foram utilizadas as cepas apatogénicas de SlVagml155-4, obtida por
transfeccdo de células CEM-SS utilizando o clone molecular pSIVagm155-4, e
SIVmac186, replicando em células H9, ambas gentiimente doadas pelo Instituto
Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH AIDS REAGENT, 2010).

5.6. Cultivo Celular
5.6.1. Preparacao de Meio de Cultura

Neste trabalho utilizou-se o meio RPMI-1640 (INLAB), reconstituido em 1 L
de agua bidestilada, ajustando-se o pH em torno de 6,8, utilizando 2,2 g/L de
bicarbonato de sédio. O meio foi esterilizado por filtragdo em membrana de acetato-
nitrato de celulose com poros de 0,22 ym (MILLIPORE®) sob presséo de bomba de
vacuo (PRISMATEC) e mantido a 4°C. O teste de esterilidade foi realizado
utilizando-se o meio Luria-Bertani, incubando-se as amostras em estufa B.O.D
(NOVA ETICA) a 37°C. Confirmada a esterilidade do meio, suplementa-se com 10 %
de soro bovino fetal estéril (SBF), previamente inativado a 56 °C em banho-maria por
30 minutos e 1% de antibibtico (penicilina/estreptomicina). Também utilizou-se meio
RPMI comercializado em forma liquida, adicionando-se glutamina, soro bovino fetal

e antibidticos.
5.6.2. Manutencéo das Células

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de 25 e 75 cm? (marca
TPP) estéreis em meio de cultura propicio para células em suspensao e de acordo
com a necessidade experimental, foram mantidas em incubadora (SANYO), em
atmosfera contendo 5 % de CO,, com umidade controlada e temperatura constante
de 37°C. A medida que ocorria a proliferacdo celular/metabolizacdo, o meio acido
foi removido apos centrifugacéo das células por 5 minutos a aproximadamente 1.500
rpm, adicionando-se meio novo ao sedimento celular. Para manter as linhagens
celulares em estoque, o sedimento celular foi ressuspendido em 90% de SBF e 10%
de dimetil sulféxido (DMSO), congeladas inicialmente a -20 °C, transferidas a -80 °C,
e finalmente a nitrogénio liquido. Para os ensaios, as células foram rapidamente
descongeladas a 37°C e cultivadas em meio adequado como ja descrito. Os cultivos
foram rotineiramente observados em microscopio invertido (QUIMIS).
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5.6.3. Infecgdao Viral

Para a replicacéo in vitro de SIV, foram utilizadas as linhagens celulares
citadas anteriormente (H9 e HUT-78), que ja estavam previamente cultivadas em
garrafas de poliestreno de 25 cm? com meio RPMI 1640 completo. Apds
centrifugacdo por 5 minutos a 1500 rpm, o sedimento foi ressuspendido em meio
novo RPMI, e inoculado 100 pL de SIVagm, seguido de incubagéo por 48 horas a 37
°C em incubadora de CO, (SANYO). O sobrenandante obtido do cultivo foi filtrado
em membranas com poros de 0,22 ym e armazendados a -80 °C, utilizado como

estoque viral de SIV.
5.6.4. Viabilidade Celular (VC)

A viabilidade celular foi verificada através do método que utiliza como
principio a exclusdo do corante vital azul de trypan. Coletou-se aliquota de 10 pl de
suspensao de células homogeneizadas e adicionou-se 10 pl de azul de trypan,
preparado em concentracdo de 0,4 % p/v em PBS (INVITROGEN, 2010). A solugao
homogeneizada foi transferida a camara de Neubauer e contada as células em 4
guadrantes. As células mortas coram-se em azul e as vivas nao captam o corante. O

namero de células viaveis por mililitro é calculado conforme a equacéo:
VC =total /4 x 20000 = numero de células/mL

ApOs a contagem, ajustou-se o volume de meio RPMI ao numero de células
que se queria trabalhar, quer seja em placas de 25 cm?, placas de 96 e 48
cavidades.

5.6.5. Curva de Crescimento de Células nao Infectadas e Infectadas com SIV.

A cada experimento, ajustou-se o numero de células ao recipiente de cultivo e
volume de Meio RPMI. Os ensaios foram realizados em triplicata, divididos em 2
grupos: células linfoblasticas nédo infectadas (H9, HUT-78 e Molt-4) e células
linfoblasticas que foram infectadas com SIV (H9/SIV) conforme descrito
anteriormente com a cepa SlVagm e, células doadas que ja vieram infectadas com
SIVmac do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos para pesquisa em AIDS.
O primeiro experimento foi realizado durante 48 horas, contando-se as células a

cada 6 horas. No segundo experimento, as células foram contadas a cada 12 horas
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encerrando-se apos 120 horas de cultivo. Desta forma, obteve-se a cinética de
crescimento populacional das células linfoblasticas livres de infeccdo viral e

infectadas por SIV, utilizando-se duas cepas diferentes, SIVagm e SIVmac.
5.6.6. Teste de Citotoxicidade Celular dos Extratos Vegetais

A concentracdo dos extratos brutos vegetais utilizada para os ensaios de
atividade antiviral foi determinada utilizando-se inicialmente baixas concentracdes

em testes de citotoxicidade e viabilidade celular por coloracdo com azul de trypan.

O teste de citotoxicidade utiliza sais de tetrazolio soliveis em agua (WST)
que ao reagir com enzimas mitocondriais (succinato tetrazélio redutase) liberadas
durante o processo de apoptose, se reduz formando compostos de formazan
sollveis em agua que alteram a leitura em espectrofotbmetro. Todos 0s extratos,
separadamente, foram pesados variando a massa entre 3,4 a 5,7 mg, colocados em
tubos eppendorf, e diluidos em 2 mL de meio RPMI-1640 (INLAB). Os extratos
foram homogeneizados em vortex (CIENTEC) e centrifugados a 14.000 rpm
(MICROCENTRIFUGA QUIMIS), e coletados seus sobrenadantes, os quais foram
adicionados em volume de 50 uL por cavidade em 3 placas de microtitulacdo de 96
cavidades (TPP) com aproximadamente 325.000 células H9 ndo infectadas e
infectadas com SIVmac em 100 pyL por cavidade e submetidas a incubacédo. A
toxicidade celular de cada extrato foi avaliada utilizando-se o kit CytoScan WST-1
(ROCHE). Apo6s 48 horas de incubacdo a 37°C e atmosfera de 5 % de CO,,
adicionou-se 10 uL de solucédo de WST. Apds intervalos de 30 minutos, 60 minutos e
120 minutos realizou-se a leitura da densidade 6tica em espectrofotbmetro adaptado
a placas de 96 cavidades (LEITOR DE MICROPLACAS DE ELISA) (Chicca et al.,
2008). A geracdo de formazan de cor amarelo-escuro é medida em comprimento de
onda entre 420 a 480nm e esta diretamente relacionado ao numero de células
mortas. O controle negativo consistia de células ndo infectadas e infectadas com
SIVmac nao tratadas com extrato vegetal, e tratadas com AZT. Sdo considerados
toxicos a célula tratamentos com extratos vegetais gerando leituras de densidade
Otica acima das obtidas pelo controle negativo. Desta forma, as concentragfes
inicialmente ensaiadas variaram entre 85 a 1425 ug dos extratos em 325.000
células HI.
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5.6.7. Deteccao de Atividade Antiretroviral

Células linfoblasticas das linhagens H9 e HUT-78 nao infectadas e infectadas
com SIVagm e SIVmac foram submetidas a tratamento com os extratos aquosos das
plantas em estudo. Inicialmente extrapolou-se concentracfes de uso que variaram
de 272 a 4.000 ug, a partir dos resultados obtidos de citotoxicidade (TABELA 5). Em
placas de 48 cavidades, células H9 em densidade de 595.000 células/500 pL foram
tratadas com 20 uL de extrato, em triplicata. ApOs 48 horas de tratamento, as células
foram contadas e transferidas a placas de 25 cm? em 5 mL de meio novo e
inoculado 1 mL de sobrenadante de células H9 infectadas com SIVmac contendo
599,64 pg/mL. A cada 24 horas as células foram contadas e coletadas aliquotas

para determinacdo da concentracdo da proteina p27 do SIV.

Tabela 5. Concentracao 6tima de trabalho dos extratos aquosos.

EXTRATOS CONCENTRACAO

ESK-01 2.000 pg
ESK-04 4.000 pg
ESK-06 863 g
ESK-10 272 ug
ESK-22 3000 pg
ESK-45 1189,6 ug
ESK-71 1920 pg
ESK-79 857,2 ug
ESK-80 2000 pg

BR-36 2000 pg
BR-38 1333,2 pg
BR-42 528 ug
BR-50 1500 pg
BR-51 2000 pg
BR-52 2000 pg
BR-54 3000 pg
BR-73 2000 pg
BR-78 326 ug
BR-79 733,2 pug
BR-84 466,6 pg
AZT 200 pg

Para a deteccéo de infecgdo por SIV emprega-se 0 ensaio imunoenzimatico

(ELISA), o qual fundamenta-se na sensibilizagdo com anticorpo monoclonal murino
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anti-SIVp27, de cavidades de placa de poliestireno em fundo chato, conforme o kit
comercial “SIV p27 Antigen Capture Assay” (ADVANCED BIOSCIENCE
LABORATORIES, INC). Adiciona-se a todas as cavidades sensibilizadas 25 uL de
solucdo tampao com 2,5 % de triton e sequencialmente 100 pyL das aliquotas de
sobrenadante dos cultivos de células linfoblasticas H9 tratadas com extratos
vegetais, previamente centrifugadas a 14.000 rpm durante 2 minutos para remogao
de fragmentos celulares. Como controle positivo, utiliza-se antigeno p27 em 6
diluicdes, em concentracdes de 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 ng de proteina. O
controle negativo constitui-se de meio de cultura RPMI, que também é utilizado para
a diluicdo da proteina SIVp27 e dos sobrenadantes a serem dosados. Apoés
incubacdo em camara Umida a 37°C por 1 hora, as cavidades sdo lavadas por 4
vezes com tampdao de salina fosfatada com tween 20 e secadas em papel toalha.
Solucgéo de anticorpo monoclonal anti-SIVp27 conjugado a peroxidase “horse radish”
é distribuida em volume de 100 pL a cada cavidade e incubada a placa por mais 1
hora nas mesmas condi¢cdes anteriores. Ao término da reacdo, as cavidades sao
novamente lavadas como ja descrito, secadas e adicionado 100 pyL do substrato a
cada cavidade consistindo de 3,3,5,5-tetrametilbenzidina (TMB)/peroxido de
hidrogénio (H,O,). Passados 30 minutos, a reacdo é detida distribuindo-se 100 uL de
acido sulfurico a 2N em cada cavidade. A leitura da densidade Gtica é realizada em
espectrofotometro/leitor de ELISA, em comprimento de onda de 450 nm. A leitura de
densidade 6tica do controle positivo varia entre 1,2 a 2,4 (Figura 4) e o controle
negativo abaixo de 0,15 (ABLINC, 2011).
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Figura 3. Controle positivo do ensaio de ELISA.

6. RESULTADOS
6.1. Curva de Crescimento

Os ensaios de cultivo de células linfoblasticas HUT-78 e H9, ndo infectadas e
infectadas com SIVagm e SIVmac (Figuras 4 e 5), demonstraram a capacidade do
SIV em induzir a proliferacdo das células. Especificamente em relagdo a linhagem
Molt-4, a curva de crescimento foi dificii de ser estabelecida, visto que
comparativamente as outras linhagens celulares, HUT-78 e H9, ha maior
susceptibilidade ao efeito citopéatico, com formagéo de sincicios, que com a perda da

individualidade, a contagem das células em camara de Newbauer é impraticavel.
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Figura 4. Curva de crescimento de Hut-78 nédo infectada e infectada por SIVagm.
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Figura 5. Curva de crescimento de células H9 néo infectadas e infectadas com
SIVmac.

6.2. Ensaio de Citotoxicidade e Viabilidade Celular

O teste de citotoxicidade e viabilidade celular mostrou que a maioria dos
extratos inicialmente induziram a proliferacédo celular em baixas concentragcfes, em
meédia 85 ug (Figura 7), sem apresentar toxicidade. Enquanto que em concentracdes

maiores que 10.000 pg, comecava a haver inibicdo da divisdo celular e
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aparecimento de sinais de citotoxicidade (Figura 6). As concentracdes 6timas de
trabalho dos extratos vegetais variavam entre 4.000 a 272 pg. Todas as
concentracdes ensaiadas baseiam-se em densidade celular de 1.000.000, 325.000 a
595.000 células em volumes de 200 uL, 500 uL e 6.000 uL de meio de cultivo.
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Figura 6. Células HISIV tratadas com altas concentracdes de extratos botanicos.

o
I
o
=
Q
7

1400000
J48h/apés H 87h/ap6s MW 137h/apds W 161h/apés B 257h/apos
1200000 -

1000000
800000
600000
400000
200000

0

Numero de células/m

Q'\’ /\\ 0 %Q (,)'\/ /\") /\o) /\’/\
@%@%@%@%@%@ FFFE ¥

Extratos botinicos

Figura 7. Células H9SIV tratadas com baixas concentracdes do extratos botanicos.
6.3. Ensaio de Atividade Antiretroviral

Utilizando-se as concentracdes Otimas entre 272 a 4.000 ug dos extratos em
estudo, observou-se expressiva acao inibitéria da replicacdo viral entre um
representante da familia Fabaceae. Embora em termos absolutos, o teste de ELISA
tenha registrado a reducéo de SIVp27 por acdo de 8 extratos (ESK-71, ESK-80, BR-
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50, BR-51, BR-52, BR-54, BR-73 e BR-78) como apresentado na Figura 8 e Tabela
6, apenas 1 reduziu a producdo de SIVp27 sem contudo interferir na proliferagao

celular (BR-54), além do que, em experimento de citotoxicidade e viabilidade celular,

as linhas celulares linfoblasticas ndo infectadas, submetidas a acdo deste extrato, da

familia Fabaceae, induziu expressiva proliferacdo celular, distintamente a qualquer

outro extrato testado que apesar de induzirem a proliferagdo celular,

nao

sustentaram por mais tempo este estado, ja declinando a densidade celular apos as
96 hs de cultivo (Figura 9 e Tabela 6).

Tabela 6: Concentracdo de SIV p27 de células H9 tratadas com extratos e

densidade celular contadas em diferentes intervalos de tempo

Extrato

ESK-01
ESK-04
ESK-06
ESK-10
ESK-22
ESK-45
ESK-71
ESK-79
ESK-80
BR-36
BR-38
BR-42
BR-50
BR-51
BR-52
BR-54
BR-73
BR-78
BR-79
BR-84
AZT
CONT.NEG

1 ’ ,
Numero de células tratadas com extratos.

Ne. Céls.
0 hs

5,95X10°

N°. Cels
48 hs

4,2X104
9,8X10%
3,395X10°
4,1475X10°
1,61X105
1,2705X10°
2,275X104
1,645X105
7,525X104
1,5925X105
1,75X104
3,71X10°
4,2X104
1,085X105
2,3275X10°
1,785X105
4,55X10%
3,71X10°
3,8325X105
1,61X105
2,22X10°
3,71X10>°

Conc.
SIVp27
pg/mL
231,10
225,44
200,93
204,70
259,38
244,30
363,08
327,26
383,82
297,09
298.97
297,09
351,77
377,08
361,19
400,79
419,64
474,32
142,49
182,08
195,28

Ne. Cels
96 hs

1,0X104
3,5X104
1,55X105
1,6X105
1,0X104
5,5X104
5,0X103
0
20000
45000
15000
255000
15000
25000
50000
20000
0
40000
155000
0
210000
343.453

Conc.
SIVp27
pg/mL
178,31
199,05
204,70
187,74
185,85
259,39
230,00
223,56
193,39
189,62
197,16
224,36
174,54
207,39
203,62
194,19
140,60
182,08
261,27
204,70
178,31

Ne. Cels
144 hs

1,5X104
0
3,1X10°
3,9X10°
0
2,0X104
0

0

0
1,0X104
1,0X104
6,3X10°
0
1,0X104
3,0X104
3,0X104
0
1,5X10%
3,65X10°
0
1,055X10°
696613

2 Ndmero de células tratadas com extratos e infectadas com 594,98 pg/Ml de SIVmac
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6.4. Diferentes ConcentracOes dos Extratos Brutos Vegetais

A consisténcia, massa e volume de cada extrato apresentaram-se diferentes,
dificultando a homogeneidade em termos de tentativa de uso de quantidades iguais

de todos os extratos para os ensaios (Tabela 4).

6.5. Efeito Citopéatico Observado

O efeito citopatico (ECP) observado para o SIV compreendeu alteragdes que
se caracterizaram pela formacao de sincicio, de células gigantes multinucleadas,
desorganizacdo no citoplasma, formando, algumas vezes, focos de aglomerados
celulares arredondados (semelhantes a cachos de uvas), células binucleadas e

também lise celular (Figura 10 e 11).

Figura 10. Micrografia 6tica de células HUT-78 infectadas com SIVagm (400x)
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Figura 11. Micrografia 6tica de células H9 néo infectadas (400x)

7. DISCUSSAO

A inducdo da proliferacdo celular das linhagens HUT-78, H9 e MOLT-4
desencadeada pela infeccéo pelo SIV in vitro observada neste estudo € comumente
reportada in vivo, entre pacientes humanos infectados pelo HIV-1, fator determinante
na patogénese do SIV/HIV na etiologia e progressdao da AIDS em primatas,
mecanismo este que redunda na total exaustdo das células T CD4*, o que
cognomina a sindrome. Este achado é amplamente reportado na literatura na
infeccdo natural pelo SIV/HIV e in vivo experimentalmente com SIV e SHIV
(Catalfamo et al., 2011; Brunner et al., 2011). Contrariamente ao que ocorre entre
macacos do velho mundo, a proteina Nef codificada pelo SIV parece contrabalancar
este mecanismo reduzindo a proliferagdo celular ao agir sobre 0s receptores
TCR/CD3" dos linfécitos T alvos. Este mecanismo de controle, ainda ndo bem
compreendido, que de certo modo permitiria a coexisténcia do SIV entre populagdes
de macacos do velho mundo, ainda néo evoluiu na relagdo homem versus HIV-1, ou
seja, Nef ainda ndo é eficiente na homeostase da infecgdo do HIV-1 no homem
(Schmokel et al., 2011).
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Os extratos ESK-06, ESK-10, BR-42, BR-78 e BR-79 das familias Fabaceae,
Caesalpiniaceae, Olacaceae e Chrysobalanaceae apresentaram atividade
linfoproliferativa e/ou imunomodulatéria dos linfoblastos em experimento, os quais
sdo alvo da infecgao pelo SIV/HIV. Independentemente da infecgao lentiviral, estas
plantas poderiam ter aplicagdo tanto terapéutica como biotecnolégica, como
fitomitdgenos (Naithani et al., 2008; Martins&Santos, 1995; Gazdar et al., 1980).

Os extratos ESK-01, ESK-04, ESK-71, ESK-80, BR-38, BR-50 e BR-73 das
familias Apocynaceae, Rubiaceae, Clusiaceae, Fabaceae e Chrysobalanaceae
exibiram atividade citotéxica frente as linhagens celulares aqui utilizadas. Esta agéo
melhor estudada e confirmada poderia gerar fitomedicamentos com citotoxicidade
especifica para células infectadas com SIV e/ou células neoplasicas.

O extrato BR-54 da familia Fabaceae reduziu a concentragdo de SIV sem
contudo alterar a densidade celular, portanto surge como potencial candidato a
agente antiretroviral. Ha escassos relatos na literatura acerca da ac¢ao antiretroviral
de plantas, no entanto o uso destas é restrito. No momento atual, em que novas
plantas sao reveladas quanto as suas atividades medicinais, comprovadas em
experimentos em laboratdrio, dificilmente poderao ser utilizadas como fitoterapicos,
mas terdo que esperar pelo menos 10 anos para preencher todos os requisitos de
segurancga e eficacia, visto a necessidade de serem aprovadas apos passarem por
muitos ensaios, pré-clinicos e clinicos, e obviamente do mercado, para serem
finalmente utilizadas pelo homem. Embora as populagdes tradicionais em paises em
desenvolvimento e pobres as continuem usando como fitoterapicos, particularmente
em comum associagdo a antiretrovirais, as publicacbes especializadas, em
periodicos de forte impacto, demonstrem sua incompatibilidade com os
medicamentos sintéticos, aprovados pelo FDA, ANVISA e outras entidades (Dev
2010; Da Cunha et al., 2007; Cragg et al., 1997; Gongalves 2006), desencorajando
esta associacao por interferir na terapéutica (Hardman et al., 2005).

Os extratos ESK-06, ESK-10 e BR-42 das familias Fabaceae,
Caesalpiniaceae e Olacaceae relativamente reduziram a concentracao viral visto que
ocorreu expressivo incremento na densidade das células infectadas com SIV. Estes
achados necessitam ser melhor estudados, confirmados e compreendidos.

Apesar do grande foco de atencdo residir quase que exclusivamente na
interacdo do genoma do virus e sua expressao e a resposta do hospedeiro (Palermo

et al., 2011), sem considerar 0 ambiente, propomos neste trabalho que, além dos
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fatores comumente citados e amplamente discutidos referentes ao papel do estresse
na ativacao do virus e fator debilitante do sistema imune do hospedeiro (Jam et al.,
2010), enfatizamos que, a alimentacdo, atualmente mais considerada plastica e
energética entre humanos, embora haja corrente emergente voltada aos
nutracéuticos (Olsen, 2011), entre primatas ndo humanos, a nutricdo pode se
considerar bem mais funcional e com papel mais protetivo e estimulante das defesas
imunoldgicas, integradas ndo s6é na necessidade plastica e energética. Assim
portanto, muitos dos alimentos vegetais dos primatas ndo humanos e provavelmente
de outros taxa, sustentem atividades imunoestimulantes.

O fato que as plantas coletadas estdo no novo mundo e os primatas nao
humanos do velho mundo ndo compartilham o SIV com os macacos do novo mundo,
nao descarta nossa proposicdo, posto que as familias de plantas estudadas neste
trabalho possuem representantes no continente africano, com ancestrais comuns
amplamente ilustrado na literatura especializada, com plantas medicinais comuns
nos dois continentes (Chidume et al., 2002; Kotwal et al., 2005; Mbagwu et al., 2007,
Mbagwu&Adeyemi, 2008; Sucher & Carles, 2008; Kihampa et al., 2009; Bouetard et
al, 2010; Onasanwo et al., 2010; Marnewick et al., 2010).

Embora inicialmente um dos objetivos deste trabalho também tenha sido a
deteccdo de sequéncias génicas de SIV em amostras fecais de simios do novo
mundo (Ateles paniscus, Ateles belzebuth, Ateles marginatus, Lagothrix lagotricha,
Cebus apella, Saimiri boliviensis, Saimiri sciureus, Potos flavus, Chiropotes satanas,
Cebus albifrons, Callimico goeldii, Callicebus cupreus, Leontopithecus rosalia,
Callithrix argentata, Leontopithecus chrysopycus, Saguinus midas niger, Saguinus
imperator, Mico chrysoleucus, Leontopithecus chrysomelas, Aotus negriceps,
Pithecia irrorata, Callicebus moloch, Alouatta caraya, Callithrix penicillata, Callithrix
geoffroyi, Ateles chamek) e do velho mundo (Lophocebus aterrimus, Papio
hamadryas, Macaca fuscata) coletadas na Fundacédo Zooldgico de Brasilia, de forma
a sustentar a presente hip6tese, contatos com a Dra. Beatrice Hahn da Universidade
do Alabama (comunicacdo pessoal), considerada a maior autoridade nesta area
molecular, com muitos trabalhos relatando a detecgdo de RNA retroviral de simios
do velho mundo em amostras fecais, nos informou que também tentou detectar SIV
entre simios do novo mundo, mas sem sucesso. Portanto, considerando a ampla
experiéncia e expertise de Dra. Hahn e sua superioridade em termos de

infraestrutura e logistica, preferimos trilhar posteriormente a conclusdo desta
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dissertacdo, em busca de retrovirus enddégenos entre macacos do novo mundo, em
estudo comparativo com sequéncias retrovirais endogenas de primatas né&o
humanos do velho mundo, na tentativa de compreender a evolucdo destes
organismos e sua patogénese entre antropodides e na evolucao para o HIV-1/2 no
homem e possivel papel dos alimentos vegetais nos mecanismos imunomodulatérios
nestes hospedeiros.

A acdo imunomodulatoria sobre células linfoblasticas observada neste
trabalho e particularmente de um representante da familia Fabaceae, inibindo
fortemente a replicagéo retroviral nos conduz a imaginar como se comportam 0s
primatas ndo humanos, em que sua dieta € basicamente de plantas da mesma
familia e géneros das aqui estudadas. Embora utilizadas pelo homem como
medicinal, seu uso ndo é constante, portanto a metabolizacdo das mesmas é
limitada e consequentemente a eliminacdo pelo organismo, diferentemente do que
ocorre com 0s primatas ndo humanos que teoricamente as utilizam por milhares de
anos, portanto plenamente adaptadas as suas enzimas para desdobramento e
eliminacao pelo organismo.

Os animais domesticados, alimentados com ragéo, a cada geragéo, deixam
de utilizar sua maquinaria enzimatica para metabolizacdo e eliminagdo de produtos
naturais. Ainda como resquicios longiquos na memdéria celular, ainda observamos
gatos e cdes mastigando ervas em busca de alivio de seus padecimentos. Da
mesma forma, o homem ao abandonar as cavernas, optou pelas drogas sintéticas,
superdosadas em seus principios ativos, eliminadas outras moléculas por
desconhecer suas fun¢des provavelmente protetoras. Curiosamente os relatos na
literatura cientifica provam a incompatibilidade do uso em comum de medicamentos
sintéticos e ervas (Shord et al., 2009), Por exemplo, o abacavir, inibidor nucleosidico
da transcriptase reversa, ndo pode ser administrado em pacientes que facam
consumo do alho, Allium sativum, pois 0 mesmo ativa enzimas CYP que
rapidamente metabolizam o abacavir reduzindo extremamente sua eficacia
terapéutica (Ho et al., 2010). Muitas outras plantas tém sido relatadas em sua acgéo
antagonica sobre medicamentos sintéticos (Meel, 2010).

Fundamentado nos resultados obtidos e relatos da literatura, lancamos as
hipoteses de: possivel acdo imunomodulatoria de plantas da familia Fabaceae,
Caesalpiniaceae, Olacaceae Chrysobalanaceae sobre as células linfociticas, as

quais inibiriam a replicacdo viral, e ainda, em natureza os hospedeiros do SIV
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utilizam alimentos vegetais com atividades imunoestimulantes/antiretroviral que
poderiam atenuar a infecgéo viral.

As plantas aqui estudadas s&o principalmente utlizadas como
antiinflamatdrios, antimicrobianos, para combate de parasitas intestinais, dentre
muitas outras aplicacbes populares (comunicacdo pessoal). Estudos preliminares
das plantas aqui investigadas sdo encontrados em Correa et al. (2008 e 2010),
reportando atividade antibacteriana entre os extratos ensaiados. Também em
Segovia et al. (2010), sédo relatadas atividades medicinais das plantas aqui
investigadas. Dentre os membros da familia Fabaceae, cita-se atividade abortiva
entre espécies do género Dalbergia (Peters e Guerra, 1995), provavelmente por sua
atividade estrogénica (De-Eknamkul et al.,, 2011). Detectou-se ainda atividade
antibacteriana entre fitopatégenos (Rajaonson et al., 2011), antitrombocitica (Tao e
Wang, 2010), antiplasmodial (Songsiang et al., 2009) e antidiarréica (Mujumdar et
al., 2005). Entre representantes do género Vatairea encontramos espécies exibindo
atividade anti-hiperglicemiante (Baviloni et al.,, 2010), embora entre espécies
encontradas no Amapa ndo se encontre relatos na literatura cientifica. O género
Bauhinia apresenta varias espécies com atividade bioldégica tais como
antimicrobiana, imunomodulatdria, cicatrizante, analgésica e antiinflamatoria (Chew
et al.,, 2011; Semwal e Sharma, 2011; Dugasani et al., 2010; Kannan et al., 2010;
Ananth et al., 2010; Shreedhara et al., 2009).

Espécies da familia Apocinaceae encontradas no estado do Amapa nao tem
sido reportadas na literatura. Entre membros da familia Caesalpiniaceae, ha estudos
de fracionamento de extratos crus compostos de &cido vouacapenico e metil
vouacapenato (Kido et al., 2003). Em muitos dos casos, escassas informagdes sé&o
encontradas na literatura como forma de protecao de patentes, similarmente ao que
ocorre neste trabalho, em que o0s extratos com potencial acdo antiretroviral,
necessitam ser protegidos visto que destas plantas novas drogas antiretrovirais

podem ser desenvolvidas.

8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora os ensaios in vitro sejam limitados, apontamos os resultados aqui
obtidos preliminarmente como promissores, principalmente tomando em conta o

extrato bruto de uma Fabaceae amazodnica (BR-54) atuando sobre a linhagem de
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célula linfoblastica induzindo proliferagdo da mesma, e simultaneamente inibindo
vigorosamente a replicagdo do retrovirus em estudo, e ainda, atividade citotoxica de
espécies das familias Apocynaceae, Rubiaceae, Clusiaceae, Fabaceae e
Chrysobalanaceae (ESK-01, ESK-04, ESK-71, ESK-80, BR-38, BR-50 e BR-73)
sobre linhas linfoblasticas malignizadas e atividade mitogénica sobre as mesmas
linhagens, das familias Fabaceae, Caesalpiniaceae, Olacaceae e Chrysobalanaceae
(ESK-06, ESK-10, BR-42, BR-78 € BR-79).

Portanto, estudos posteriores visam:

e Fracionar os componentes quimicos dos extratos brutos das plantas que

apresentaram atividade antiretroviral,
e Testar essas fracdes em diferentes concentracdes de SIV em cultivo;

e Avaliar se a atividade biologica ocorre no extrato como um todo ou resume-se

a alguma fracdo do mesmo;

e Estudar o mecanismo de acao antiretroviral das fracées ou do extrato integral

gue venham a exibir atividade.

e Provar a atividade antiretroviral entre outros membros da familia retroviridae,
em particular o HIV, AIEV, FIV e FelLV.

e Avaliar acdo imunomodulatdria dos extratos in vivo.

Em suma, espera-se que estes estudos conduzam ao desenvolvimento de
fitoterapicos e novas drogas, genuinamente nacionais, particularmente de acédo

antiretroviral e possivelmente antineoplasicas.
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