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1. Introducéo

Dengue é a mais importante doenga causada por um arbovirus, familia Flaviridae, género Flavivirus, que
sdo virus mantidos na natureza, por meio de transmissdo bioldgica entre hospedeiros vertebrados
susceptiveis e artropodes hematofagos (Rosa et al. 1997). O dengue virus tem se tornado de particular
importancia nas regides tropical e subtropical (Jacobs e Levin 2002). O ciclo enzo6tico de transmissao do
dengue virus envolve mosquitos e a presenca de primatas em florestas tropicais da Asia e Africa (Gubler
1998). O ciclo considerado grave para o sistema de saude pulblica é o que acontece no sistema urbano,
podendo causar endemias ou epidemias. Os virus sédo mantidos no ciclo mosquito-homem com epidemia
periddica. Humanos séo infectados com o virus por meio da picada de mosquito infectado. O principal
vetor desse virus € o Aedes aegypti, um mosquito tropical altamente domesticado. Em Manaus, o virus
dengue tem sido registrado em todas as zonas geogréficas da cidade, com circulagédo de pelo menos dois
sorotipos por zona, deteccdo realizada em sorologia humana, ou seja, apés ou durante a ocorréncia da
infeccéo (Castro 2004).

Atualmente ainda ndo ha tratamento especifico para a doenca dengue. A vacina para o virus dengue é
inexistente e até o presente, o Unico método de prevenir a dengue e dengue hemorragica € através do
combate ao vetor (Gubler 1998; Gubler 2002; Ledo 1997; Tauil 2001). Produtos naturais utilizados como
remédio tradicional, ttm apresentado compostos antivirais in vitro. A possivel busca de antivirais através
de extratos vegetais indica a descoberta de potentes inibidores do crescimento viral in vitro (Cowan 1999;
Taylor 1996). A presente situacdo indica a necessidade da busca de substancias provenientes da
natureza, especialmente os vegetais, de onde tem se originados inUmeras drogas atualmente em uso na
medicina convencional. Além disso, os produtos naturais também tém sido estudados como alternativa
vidvel e mais econdbmica em comparacao a outras técnicas de desenvolvimento de um farmaco antiviral
(Martinez et al. 2012).

A Amazobnia brasileira dispde de uma biodiversidade vegetal com plantas consideradas medicinais pelo
uso popular e suas propriedades terapéuticas apresentam estudos cientificos comprovados. Este estudo
tem o objetivo de pesquisar in vitro a presenga de capacidade antiviral em extratos quimicos de origem
vegetal frente a amostras de virus dengue tipo 2 e 3.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Virologia e Imunologia do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia). Os extratos vegetais utilizados nos ensaios antivirais foram fornecidos pelo laboratério de
maléria e dengue e pelo CPPN. Foram cultivadas células VERO (Rim de Macaco), em frascos estéreis de
poliestireno, em meio de cultvo MEM (EARLE) enriquecido com 10% do soro fetal bovino. As células
foram mantidas em atmosfera Umida a 37 °C para formagdo de monocamada confluente. Depois da
monocamada formada foram feitos repiques de culturas de células em microplacas de 96 cavidades e
incubadas novamente a 37 °C com CO: durante 48 horas. Quando confluentes, o meio de cultura foi
removido e substituido por 100uL de extrato vegetal contendo diluicbes seriadas em DMSO. No controle
celular, adicionou-se 100uL de MEIO MEM (EARLE) enriquecido com 2% de soro fetal bovino sem a
adicdo dos compostos a serem testados. Todas as culturas foram incubadas a 37 °C por um periodo de 2
a 5 dias. A morfologia das células foi observada em microscopio éptico e as possiveis alteracdes
morfolégicas analisadas, como perda de monocamada celular, seu desprendimento, agrupamento,
granulagéo e vacuolizagdo no citoplasma das células. Essa metodologia foi utilizada em estudos
semelhantes (Parida et al. 1998). No ensaio de determinacédo da propriedade antiviral foram preparadas
culturas em microplacas de 96 cavidades, incubadas a 37°C enriquecida com 5% de CO:z por 2 a 3 dias.
Estando a cultura de células confluente, foi removido o meio de cultura da monocamada celular. Para a
monocamada confluente de células Vero em placas de 96 cavidades, 0,1 mL de volume de suspensao
viral contendo 100 doses de TCID 50% (Tissue Culture Infective Dose 50) e 0,1 mL de meio de
manutencao contendo concentragdes apropriadas para os compostos que foram testados, usando CMNC
com as maiores concentracdes permitidas. Como controles virais foram utilizados: 0,1 mL do volume de
suspenséo viral e 0,1 mL de meio de manutengdo sem extrato. As placas foram incubadas a 37°C em
uma atmosfera controlada (5% CO3) por 2 a 5 dias. Apés a incubacéo o efeito citopatico foi observado em
microscopio. O efeito citopatico induzido pelo virus foi de acordo com o descrito no ensaio de citotoxidade
(Lanciotti 1992; Kott 1999; Raibhandari 2001).

3. Resultados e Discussao

No presente estudo foram utilizados 14 extratos vegetais em diferentes concentragdes. Para os ensaios
de citotoxicidade os extratos testados apresentavam diluicdes a partir de 1:1 a 1:64 (Tabela 1). Ja as
diluicbes utilizadas para os ensaios antivirais foram de 1:1 até 1:128 (Tabela 2 e 3) . Nos ensaios de
citotoxicidade, 10 dos 14 extratos testados apresentaram nas suas diluicdes mais concentradas (1:1 a
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1:4) a monocamada confluente, e nas demais diluicbes as células estavam recolhidas e dispersas. Os
ensaios antivirais foram realizados em apenas 4 dos 14 extratos vegetais testados, devido a quantidade
insuficiente do extrato. A analise microscopica da morfologia celular apresentada apds o ensaio antiviral
apresentou, em todos os extratos testados, destruicdo da monocamada celular. Mais estudos séo
necessarios para uma melhor compreenséao desses resultados.

Tabela 1. Dilui¢Bes dos extratos nos ensaios de citotoxicidade.
Diluicdes (mg/mL)

Extratos 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
ACSPPO1 19 0,95 0,475 0,237 0,118 0,059 0,029
ACOEEF88 1,0 0,5 0,25 0,125 0,062 0,031 0,015
DIL1 2.4 12 0,6 0,3 0,15 0,075 0,037
2KLA15A 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039
1KL11E 15 0,75 0,375 0,187 0,093 0,046 0,023
1KL39C 2,2 11 0,55 0,275 0,137 0,068 0,034
1LK90C 2,6 13 0,65 0,325 0,162 0,081 0,040
1TM6A 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039
1KL83D 2.1 1,05 0,525 0,262 0,131 0,065 0,032
1KL80D 1,0 0,5 0,25 0,125 0,062 0,031 0,015
oicc 102,4 51,2 25,6 12,8 6,4 3,2 1,6

02cC 30,1 15,05 7,525 3,762 1,881 0,940 0,470
03CcC 102,6 51,3 25,65 12,825 6,412 3,206 1,603
04CC 30,0 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468

Tabela 2. Ensaio da atividade / acéo viral.

Diluigdes (mg/mL)

Extratos 1:0 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
01cC 102,9 5145 25725 12,862 6431 3215 1607 0,803
02CC 343 17,05 8,575 4287 2437 1071 0535 0,267
03CC 853 42,65 21,325 10,662 5331 2,665 1,332 0,666
04CC 151 755 3,775 1,887 0,943 0471 0,235 0,117

Tabela 3. Controle da atividade / acéo viral.

Controle A B (@ D E F G H

Infecgao viral 200ul  200pl 200ul 200ul 200ul 200ul 200ul 200ul

Melo MEM SeM  200uL 200uL 200l 200uL 200l 200pL  200pL  200pL

SFB
DMSO 200uL 200pL 200l 200pL  200uL  200pL  200pL  200pL
g;:tl;?'e 200yl 200pL  200pL  200pL  200plL  200pL  200pL  200pL

A prevencdo e o tratamento de viroses provocadas por Flavivirus, como o virus dengue, continuam sendo
uma prioridade de saude publica global e grandes esforgos tém sido feitos para o desenvolvimento de
vacinas e a descoberta de compostos terapéuticos como substancias naturais ou sintéticas potentes
contra Flavivirus importantes. Como nao existem vacinas para o virus da dengue, isso € particularmente
uma importante area de pesquisa devido ao grande nimero de casos de dengue reportados (mais de 50
milh&es relatados anualmente) (Pugachev et al. 2003; Ray e Shi 2006).

A pesquisa de compostos vegetais para desenvolvimento de um farmaco antiviral € essencial para avaliar
a capacidade de toxicidade frente as células permissivas ao virus em estudo (citotoxicidade) (Muller
2011). No presente estudo 4 extratos testados provocaram morte celular em todas as diluicdes testadas.
Pode-se supor que os extratos em estudo podem ter sido citotdxicos para as células, no entanto, a
repeticdo do ensaio ndo foi possivel. Este estudo sera continuado a fim de descobrir compostos
terapéuticos com grande potencial antiviral frente ao virus dengue.

4. Concluséo
Até o presente momento 10 das 14 substancias testadas demonstraram resultados satisfatorios nos
ensaios de citotoxicidade, em concentracdes de 1:1 até 1:4, sendo necessaria a realizagcao de mais testes
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para uma melhor compreensao dos resultados encontrados até o momento. Este projeto sera continuado
com o0 objetivo de descobrir um extrato vegetal que se apresente como alternativa efetiva, segura e
economicamente viavel para o desenvolvimento de um farmaco antiviral frente ao virus dengue.
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