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Os virus sdo os agentes etiolégicos de um grande nimero de enfermidades em seres
humanos e animais, no entanto, h4 um pequeno nimero de farmacos antivirais disponiveis para
0 uso que é feito quase exclusivamente na medicina humana. Estudos demonstram que a
prépolis apresenta variada atividade biolégica frente a virus, bactérias e fungos. Sua
composi¢ao quimica € bastante diversa, podendo variar conforme a época, vegetacao e area de
coleta. A atividade antiviral de extratos aquosos e etandlicos de prépolis j& foi descrita para
alguns virus humanos. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antiviral do
extrato de propolis frente a dois virus causadores de doenca respiratdria em pequenos animais,
o calicivirus felino (FCV) e o adenovirus canino tipo 2 (CAV-2), e também ao virus da diarréia
viral bovina (BVDV). Foram testadas neste experimento duas amostras de extrato etandlico de
prépolis, uma delas obtida comercialmente e a outra extraida no laboratério. Para realizar este
estudo utilizou-se o método colorimétrico do MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H
tetrazolato de bromo), através do qual determinou-se a concentracdo citotoxica a 50% (CCsy),
concentracdo inibitéria a 50% (ICso) € o indice terapéutico (IT=ICs0/CCsp). Os extratos de
propolis foram adicionados ao cultivo celular em diferentes momentos da infeccdo viral. Estes
foram incluidos antes da inoculacdo viral, depois da inoculacdo viral, e antes e depois da
inoculacdo viral. As duas amostras de propolis apresentaram similaridades na analise
qualitativa e pequenas diferencas na analise quantitativa. A CCs, destes extratos variou de 251
a 343ug/ml sendo que o extrato comercial apresentou-se ligeiramente menos toxico. Ambos os
extratos demonstraram melhor atividade antiviral quando adicionados anteriormente a
inoculacéo viral apresentando ITs que variaram de 6 a 13. Os melhores resultados foram
obtidos com o prépolis extraido no laboratério. O BVDV foi o virus que demonstrou maior
sensibilidade ao extrato etandlico de prépolis nas condigbes experimentais aplicadas. Levando-
se em consideracao os resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato etandlico de prépolis
apresenta potencial para futura utilizacdo como farmaco no tratamento de doencas respiratorias
causadas pelo CAV2 e que o mecanismo de acdo sobre o BVDV deve ser avaliado com
maiores detalhes com vistas ao virus da hepatite C (HCV).



Palavras — chave: extrato de propolis; virus respiratorios; calicivirus; adenovirus;
BVDV.



ABSTRACT

Master’s Degree Dissertation
Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences
Federal University of Santa Maria

AUTHOR: ANA PAULA STRICKER CUETO
ADVISER: SYDNEY HARTZ ALVES
Date and Place of the Defense: Santa Maria,3 de dezembro , 2010.

Viruses are etiologic agents of a great number of diseases of human beings and
animals. However, there are only a little amount antiviral medicines available that is
almost exclusively used in human health. Several studies have demonstrated that
propolis has biological activities against virus, bacteria and fungi. Its chemical
composition is diverse varying according to season, plants available and collection. The
antiviral activity of ethanolic extracts of propolis have already been described for some
human viruses. The aim of this study was to evaluate the antiviral activity of propolis
ethanolic extracts against two viruses causing respiratory disease in small animals, the
feline calicivirus (FCV) and canine adenovirus 2 (CAV-2), and also the bovine diarrheal
disease virus (BVDV).Two samples of ethanolic extracts of propolis were used; one
obtained in the lab and another obtained commercially. In order to perform the
experiments the MTT test ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
was used to determine the 50% cytotoxic concentration (CC50), the 50% inhibitory
concentration (ICso) and, the terapeuthic index (TI=ICs0/CCsp). The propolis extracts
were added to the cell cultures in different moments of the viral infection. They were
included before virus inoculation, after virus inoculation, and before and after virus
inoculation. The two propolis samples showed similarities in the qualitative analysis but
they had small differences in the quantitative analysis. The CCs, of the extracts varied
among 251 and 343ug/ml and the commercial extract showed less toxicity. Both extracts
demonstrated better antiviral activity when added before virus inoculation and the ITs
varied from 6 to 13. The best results were obtained with the propolis extracted in the lab.
The BVD was the virus showing the greater sensitivity to the ethanolic extracts in the
conditions applied. Taken all the data together, it can be concluded that the ethanolic
extract of propolis has a potential for future use as a medicine in the therapy of
respiratory disease caused by CAV-2, and, also, that the action mechanisms on BVDV
should be better evaluated in detail regarding the hepatitis C virus (HCV).

Key words: propolis extract; respiratory viruses, calicivirus, adenovirus; BVDV.
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1 INTRODUCAO

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios, eles dependem da estrutura,
maquinario e energia das células para sua sobrevivéncia (CARTER & SAUNDERS,
2007). Ha um grande numero de virus circulando nas diferentes espécies de seres
vivos e dentre estes, alguns sdo altamente patogénicos (FLORES, 2007). A presenca
dos virus como agentes de importantes enfermidades em humanos e animais vém
sendo registradas desde a antiguidade (RODRIGUES et al., 2007, ALFIERI et al.,
2007).

A alta taxa de replicacdo dos virus e 0s erros cometidos por enzimas
responsaveis por esta replicagdo, principalmente nos virus com acido nucléico do tipo
RNA; levam a muta¢des que poderdo promover modificagcbes no material genético que
influenciardo na evolucédo viral (CANN et al., 2005). Este mecanismo aliado a outros
atributos virais como variedade de meios de transmissdo, possibilidade de troca de
material genético e a capacidade de alguns destes patdgenos persistirem no
hospedeiro (JASSIM & NAJI, 2003), facilitam a emergéncia de novos virus como o
Ebola e HIV.

A replicacdo intracelular dos virus dificulta o desenvolvimento de farmacos contra
estes agentes pela alta toxidez destas substancias para as células (THRELKED &
HIRSCH,1996, JASSIM & NAJI, 2003, DE CLERCQ, 2004). O tratamento da grande
maioria das doencas viricas é sintoméatico, ou seja, medicamentos sdo aplicados
focando o alivio dos sintomas, mas nao atuam sobre os virus (DE CLERCQ, 2004). O
namero de medicamentos aprovados para o uso ndo chega a 50 e a maioria deles é
direcionado para o HIV (DE CLERCQ, 2004).

Uma ampla variedade de produtos naturais e seus derivados tém sido estudados
como promissores candidatos no tratamento de infec¢des causadas por virus (GEKKER
et al., 2005). O virus do herpes simples (HSV), virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV), virus da hepatite B (HBV) e alguns virus que causam doencas respiratorias
agudas foram inibidos satisfatoriamente por uma variedade de extratos de plantas
(BUFALO et al., 2009).
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Dentre o variado numero de produtos naturais estudados; a propolis, substancia
resinosa coletada pelas abelhas tem demonstrado uma ampla variedade de atividades
farmacoldgicas entre elas a atividade antimicrobiana (DRAGO et al., 2007). A
composicao da propolis é qualitativamente e quantitativamente variavel, dependendo de
vérios fatores (SCHNITTZLER et al.,, 2009). A composi¢cdo e diferentes atividades
propostas da propolis brasileira tem sido bastante estudada por grupos de pesquisa
brasileiros e internacionais que a qualificam como uma das melhores propolis
disponiveis (NETO et al., 2002).

O extrato de prépolis e seus derivados j& foram testados para sua atividade
antiviral contra alguns virus humanos (VYNOGRAD et al., 2000, AMOROS et al., 1992)
e de animais (KUJUMGIEV et al., 1999); apresentando bons resultados em grande
parte dos casos. Atividade antiviral j& foi descrita contra o herpesvirus humano tipo 1
(HSV1) (HULEIHEL & ISANU, 2002, AMOROS et al., 1992) e 2 (HSV2) (VYNOGRAD
et al., 2000, SCHINTZLER et al., 2010), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ITO et
al., 2001, GEKKER et al., 2005), e virus da influenza aviaria (KUJUMGIEV et al., 1999).

A pesquisa de antivirais tem concentrado esforcos principalmente na
identificacdo de substéncias que tenham boa atuacdo sobre virus que acometem
humanos (JASSIM & NAJI, 2003, DE CLERCQ, 2004). Entretanto uma contingéncia de
mercado aliada a mudanca de atitude das pessoas com relacdo aos seus animais de
estimacdo tem estimulado uma maior busca por medicamentos principalmente para
caes e gatos.

O calicivirus felino (FCV) € um virus altamente patogénico de gatos com ampla
distribuicdo na populagéo felina. Dentre os sinais clinicos mais frequentes estéo lesdes
ulcerativas orais e infecgdes no trato respiratério superior acompanhado de descarga
nasal e ocular (RADFORD et al., 2007). O adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) se
apresenta como um dos principais causadores de traqueobronquite em céaes, porém
alguns trabalhos também registram a presenca dele em episédios de gastroenterite
(BUONAVOGLIA et al., 2007).

O virus da diarréia viral bovina estd associado a doencas gastroentéricas,
respiratorias e reprodutivas, porém tém sido usado como modelo in vitro para estudos

de antivirais contra o virus da hepatite C (HCV) devido a sua similaridade na estrutura
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viral, organizacdo gendmica e replicacdo (ROMERO et al., 2006 ; YANAGIDA et al.,
2004).

Com base na argumentacdo acima, esta dissertacdo tem como objetivo avaliar a
atividade antiviral do extrato de propolis frente ao calicivirus felino (FCV), adenovirus

canino tipo 2 (CAV-2) e virus da diarréia viral bovina (BVDV).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
- Avaliar, in vitro, a atividade antiviral do extrato de prépolis frente a virus patogénicos

de animais.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade do extrato de prépolis frente aos diferentes cultivos celulares:
MDBK, MDCK e CRFK.

- Testar a atividade antiviral in vitro do extrato de propolis contra o calicivirus felino

(FCV), adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) e virus da diarréia viral bovina (BVDV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Propolis

Dentre os varios produtos naturais utilizados ao longo dos anos a propolis se
destaca como um dos mais antigos produtos empregados na medicina popular. O
interesse neste produto tem aumentado internacionalmente a cada dia. A prépolis
brasileira tem sido alvo de grande interesse internacional devido ao Brasil ser o terceiro
maior produtor mundial e ao fato da propolis brasileira ser considerada em alguns
paises, como o Japdo, uma das melhores do mundo (NETO et al., 2002).

A propolis € uma resina produzida com material coletado de diferentes plantas
pelas abelhas meliferas e utilizada na protecdo das colméias principalmente contra
microrganismos (KUJUMGIEV et al., 1999, BURDOCK, 1998). Varias ac0es
farmacoldgicas ja foram demonstradas em estudos in vitro, como antibacteriana,
antifangica, anti-inflamatoria, hepato-protetora, anti-tumor e anti-oxidante (BURDOCK,
1998). A atividade antimicrobiana da propolis coletada em diferentes localizacdes
geograficas no Brasil ja foi descrita por pesquisadores brasileiros (LOGUERCIO et al.,
2006, SANTOS et al, 2002, SANTOS et al.,, 2005) e estrangeiros (ITO et al. 2001,
BANSKOTA et al., 2001, SFORCIN et al., 2000, KUJUMGIEV et al., 1999).

A composicdo da prépolis pode variar de acordo com a época do ano, o tipo de
vegetacdo e a area da coleta (PARK et al., 2002). Geralmente é composta de 50% de
resina e balsamo vegetal, 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de
polen e 5% de outras substancias (SFORCIN et al., 2000). A composi¢do quimica €
complexa sendo que, segundo alguns pesquisadores, os flavonoides constituem o
grupo majoritario que seria responsavel por algumas das acbes farmacoldgicas
atribuidas a esta substancia (HULEIHEL & ISANU, 2002, VYNOGRAD et al., 2000,
AMOROS et al., 1992).
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Na andlise dos constituintes da propolis encontramos uma ampla variedade de
compostos quimicos. A propolis contém mais de trezentos constituintes incluindo acido
cindmico, acido benzoico e seus ésteres, substituintes de acido fendlicos e ésteres,
flavondides, aminoacidos, além de vitamina B1, B2, B6, C, E e minerais como prata,
césio, mercurio, lantanio, antimonio, cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e
silicio foram identificados em amostras de propolis (SONG et al., 2002; BANKOVA et
al.,1995). A composicdo quimica de propolis de varias regides ja tem sido descrita. Na
Europa e China a composicdo da propolis é predominantemente de flavonoides
(TEIXEIRA et al., 2008), j& a propolis iraniana apresenta predominancia de &cidos
aromaticos, ésteres caféicos, cumarinicos e flavondides (TEIXEIRA et al., 2008). Roy e
colaboradores (2010) verificaram que a proépolis indiana apresentava um maior teor de
polifendis que de flavondides Resultados semelhantes foram descritos por Banskota e
colaboradores (2010) sobre a prépolis holandesa; porém neste caso além de polifendis
e flavonoides também foram encontrados alguns novos derivados do glicerol como
parte da composicédo. No Brasil, devido a ampla diversidade da flora, ha uma variacéo
muito grande de compostos isolados nas amostras de prépolis (TEIXEIRA et al., 2008,
BANSKOTA et al., 2002, ROY et al., 2010).

A andlise de amostras de propolis de trés localidades do estado de Minas Gerais
(Sudeste brasileiro) identificou um total de quarenta substancias, entre elas
fenilpropandides, sesquiterpenos e diterpendides (TEIXEIRA et al., 2008). Essas
amostras foram coletadas mensalmente durante um ano. Foram encontradas diferencas
entres as amostras das trés regides e diferencas dentro das mesmas amostras, porém
variando o més de coleta, demonstrando como as diferencas na época da colheita
podem modificar a constituicdo quimica. Uma das fontes de propolis brasileira mais
estudada e valorizada atualmente € a denominada prépolis verde ou propolis de alecrim
(Baccharis dracunculifolia). E, recentemente, um novo tipo de propolis brasileira
também vem ocupando um importante espaco, a propolis vermelha, coletada nas
regides norte do pais ela apresenta coloracdo avermelhada e também é tipica em Cuba
e Venezuela (TRUSHEVA et al., 2006).

A atividade antiproliferativa da propolis sobre células tumorais tem sido

demonstrada e alguns constituintes envolvidos nesta atividade ja foram isolados.
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BANSKOTA et al. (2000) descreveu a atividade citotoxica do acido cinamico,
flavonoides e derivados como CAPE e artepillin C. Posteriormente 0 mesmo grupo de
pesquisadores (BANSKOTA et al. 2002) demonstrou que outros isolados como benzil,
fenetil e cafeato de cinamil possuem potente atividade antiproliferativa frente a
linhagens de células de melanoma e mais especificamente para células de carcinoma
de colon. Em outro estudo, o componente 7-hidroxi-6-metoxiflavanona demonstrou ser
tdo potente quanto as drogas anticancer ja usadas como a doxorubicina (LI et al.,
2008). BUFALO et al. (2007) descreve o efeito citotoxico da prépolis em células de
carcinoma epiderméide de laringe humana. Os resultados obtidos no estudo sugerem
que a propolis apresenta efeito citotoxico dose e tempo dependentes, uma vez que
altas concentracbes de propolis apresentam um pequeno tempo de acdo, pois
destruiram as células em pouco tempo, enquanto que as concentracdes mais baixas
foram efetivas a longo prazo. O tratamento com propolis durante trés dias aumentou
também a atividade citotoxica das células natural killer (NK) frente a linfomas em
camundongos (BUFALO et al., 2007).

A acdo antioxidante € outra atividade evidenciada por diversos pesquisadores
para a propolis. Extratos aquosos e etandlicos de propolis inibiram eficientemente a
formacdao de radicais livres (ROY et al., 2010). Teixeira e colaboradores (2008) testaram
extratos metanolicos de duas regifes diferentes e detectaram atividade antioxidante
somente em uma das amostras. Os autores relatam a presenca de substancias
fendlicas neste extrato. O sinergismo em relacdo aos componentes da propolis €
também algo muito questionado, pois em algumas situacbes o extrato de prépolis foi
mais ativo do que seus compostos individuais (SCHINTZLER et al., 2010). Entretanto
guando a atividade antioxidante da propolis foi testada na presenca e auséncia do éster
fenetil acido caféico (CAPE) (RUSSO et al., 2002); observou-se melhor atividade do
componente isolado. O resultado demonstrou que o extrato que continha CAPE
apresentava maior atividade que o extrato que néo continha, e quando se usou a CAPE
isolada o resultado foi ainda melhor, sugerindo que a atividade deve-se a este
componente.

A propolis apresentou atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos em

diferentes oportunidades. A atividade de um multicomposto de prépolis denominado
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Actichelated, e de um extrato hidroalcodlico de propolis foi testada frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae,
Enterococcus spp, Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas Aeruginosa
(DRAGO et al., 2007). A atividade dos extratos foi principalmente bacteriostatica, porém
em altas concentracdes estes extratos apresentaram atividade bactericida; sendo que o
multicomposto foi mais potente que o extrato hidroalcodlico (DRAGO et al., 2007). Em
outra ocasido, cepas de Staphylococcus coagulase positiva também foram inibidos in
vitro por extratos de prépolis (CARDOSO et al., 2010). Em diversos estudos detectou-se
também que a eficdcia de antibidticos foi aumentada pela presenca de propolis
(MERESTA & MERESTA, 1985).

O crescimento in vitro de cepas de Candida albicans foi inibido em 94,4%, com
efeito fungiostatico em baixas concentracdes e fungicida quando utilizadas altas
concentragdes (QUINTERO-MORA et al., 2008). Resultados semelhantes foram obtidos
por Cardoso e colaboradores (2010), testando o extrato de prépolis frente a Malassezia
pachydermatis.

O extrato de propolis e seus derivados ja foram testados para sua atividade
antiviral contra alguns virus humanos (VYNOGRAD et al., 2000, AMOROS et al., 1992)
e de animais (KUJUMGIEV et al.,, 1999). A atividade antiviral contra o herpesvirus
humano tipo 1 (HSV1) foi constatada in vitro para o extrato de propolis (HULEIHEL &
ISANU, 2002, AMOROS et al.,, 1992) e seus derivados (DRAGO et al, 2007). O
tratamento com extrato de propolis de camundongos infectados com HSV1 via
intraperitoneal e coelhos infectados através da cérnea evitou o aparecimento de
manifestacdes clinicas da doenca nestes modelos (HULEIHEL & ISANU, 2002). O uso
tépico de prépolis contra 0 HSV2 genital pareceu ser mais eficiente na cura das lesées
do que o aciclovir e o placebo aos quais foi comparado (VYNOGRAD et al., 2000).

Resultados promissores também foram observados in vitro frente ao HIV. Um
alto indice terapéutico foi detectado em derivados quimicos (IT>186) e extrato
metandlico (IT>171) de propolis brasileira quando testado contra o HIV em cultivo
celular de linfécitos T (H9) (ITO et al., 2001). Em experimentos similares, Gekker et al
(2005) demonstraram que a propolis inibiu a expressao viral do HIV em linfocitos T
CD4+ e células da microglia.
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Em estudos para deteccdo de atividade antiviral utilizando cultivos celulares,
deve-se levar em consideragdo a toxicidade dos compostos em relacdo as células. As
concentracbes de propolis utilizadas nos ensaios antivirais variaram bastante nos
experimentos descritos e vao desde 5% (ISANU & HULEIHEL, 2002) até 0,0003%
(SCHNITZLER et al., 2009). Estas concentracdes equivalem a maior concentracdo que
ndo promoveram alterac6es morfolégicas na célula. Essa ampla faixa de concentragédo
provavelmente deve-se a variabilidade na composicdo da propolis, provocada pela
regido geografica onde foi coletada, planta originaria e tipo de abelha que a produziu.

O mecanismo de ac¢ao da propolis sobre os virus ainda ndo tem sido esclarecido.
O extrato etandlico de prépolis atuou sobre a particula do herpes simples tipo 2 (HSV2)
antes do contato do virus com célula, sugerindo que a acdo do extrato seria na
estrutura do envelope do virus ou modificacdo na estrutura dos componentes
necessarios para adsor¢éo ou entrada do virus na célula (NOLKEMPER et al., 2010). O
mesmo extrato apresentou resultados semelhantes sobre o HSV1 demonstrando que o
virus livre € mais sensivel a propolis, o que levou os autores a sugerir que a
administracdo da propolis antes ou no momento da infecgdo promoveria um maior efeito
de inibicdo no virus (SCHNITZLER et al, 2009). Outro estudo com HSV1 obteve
resultados diversos, uma vez que o extrato de propolis atuou quando incubado com a
célula antes da infeccao viral, mas nao apresentou a mesma atividade quando incubado
com as particulas virais antes da inoculacdo em células (ISANU & HULEIHEL, 2002).

Além dos usos descritos acima, a prépolis ja tem sido testada com outras
finalidades como o seu uso como adjuvante e seu efeito estrogénico. O uso do extrato
de propolis como adjuvante em uma vacina para o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV5),
teve resultados excelentes, aumentou a eficiéncia da vacina, aumentando o nivel de
anticorpos contra o virus (FISCHER et al., 2007). O efeito estrogénico da proépolis foi
avaliado através de varias técnicas por Song e colaboradores (2002), sendo que 0s
resultados demonstraram que 0 extrato ativou 0s receptores estrogénicos, porém de

uma maneira menos eficiente que o 173 estradiol usado como controle no ensaio.



22

3.2 Virus da diarréia viral bovina

O BVDV € um dos principais patdgenos de bovinos e esta mundialmente
distribuido. A infeccdo por este virus pode ocorrer de forma clinica ou subclinica.
Animais infectados com BVDV podem apresentar uma enfermidade gastroentérica
aguda, doenca respiratéria, sindrome hemorragica com trombocitopenia,
imunosupressao e disturbios reprodutivos. A infeccdo da fémea gestante pelo BVDV
entre 40 e 120 dias de gestacdo pode resultar no nascimento de bezerros
persistentemente infectados. Este virus ja foi isolado do rebanho bovino de varios
Estados brasileiros (FLORES et al., 2005).

O virus da hepatite C (HCV) infecta individuos adultos sendo transmitido
principalmente por via parenteral. Esta infeccdo é geralmente assintomatica, mas,
aproximadamente 70% a 80% das pessoas infectadas serdo portadores cronicos do
virus. A infeccdo com o HCV frequentemente causa hepatite crénica e progressiva que
pode levar a cirrose hepatica, doenca hepatica terminal e carcinoma hepatocelular
(LIANG et al., 2000) . Nao existe vacina disponivel para o virus e o tratamento para a
infeccdo é realizado através da droga ribavirina e o interferon-alfa. Esta terapia é efetiva
apenas para alguns grupos de pacientes e ndo € muito tolerada por muitos destes. A
inexisténcia de um cultivo celular ao qual o HCV seja adaptado e replique é um fator
complicador do estudo de antivirais (BIDAWID et al., 2003).

O BVDV esta classificado na familia Flaviviridae juntamente com patégenos
humanos como o virus da hepatite C (HCV). Os virus desta familia possuem um RNA
de sentido positivo e apresentam-se como particulas esféricas de 40 a 60nm,
envolvidos por um envelope lipidico. O BVDV apresenta dois gendétipos denominados
BVDV | e BVDV Il. Este virus apresenta também dois biotipos; classificados em
citopatico e nao-citopatico, de acordo com a indugcdo ou nédo de efeito citopatico em
células. Ambas as cepas, citopatica e nao-citopatica, replicam em cultivo celular
(MURPHY et al.,, 1999; FLORES et al., 2005), uma das razdes que permitem a
utilizacao da cepa citopatica do BVDV como modelo para o HCV.
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Além da semelhanca estrutural, os virus da familia Flaviviridae apresentam um
ciclo replicativo com passos gerais comuns a todos. O BVDV e o HCV apresentam
também similaridades na sua organizacdo gendmica e apesar de apresentarem
tamanhos diferentes (HCV=9,6kb e BVDV=12,6kb), os virus codificam para proteinas
funcionalmente equivalentes (LINDENBACH, 2001; BIDAWID et al., 2003, BUCKWOLD
et al., 2003). Os virus apresentam semelhancas também na biologia, uma vez que os
dois infectam seus respectivos hospedeiros de forma persistente (BIDAWID et al., 2003;
FLORES et al.,, 2005, BUCKWOLD et al.,, 2003). Antivirais que interfiram em alguns
pontos comuns aos dois virus podem ser testados no BVDV (BIDAWID et al., 2003).

3.3 Calicivirus Felino

O calicivirus felino € o agente etiolégico da calicivirose felina. Esta € uma doenca
respiratoria de gatos que apresenta como manifestacées clinicas conjuntivite, rinite,
traqueobronquite, pneumonia e vesiculas no epitélio oral que evoluem para Ulceras
(RADFORD et al.,, 2007). Calicivirus é classificado na familia Caliciviridae, sé&o
pequenos virus nao envelopados, de simetria icosaédrica e diametro de 35-40nm. O
genoma é constituido por uma cadeia simples de RNA de 7,4 a 7,7 kb e sentido positivo
(MURPHY et al, 1999). O FCV replica bem em células de origem felina causando efeito
citopético e a identificacao é realizada através do teste de imunofluorescéncia ou RT-
PCR (transcriptase reversa recéo de polimerase em cadeia).

O FCV é um virus muito resistente no meio ambiente, altamente contagioso, e
encontra-se amplamente distribuido na populacéo felina (NEILL, 2007). Este agente é
uma das causas principais de doencas respiratérias em felinos juntamente com o
herpesvirus felino tipo 1 (FHV1) (RADFORD et al., 2007, GASKELL et al., 2007). Por
ser um virus RNA o FCV apresenta altas taxas de mutacdes durante a replicacéo viral
na célula (RADFORD et al., 2007). Os gatos podem manter o virus persistentemente
apos a infeccdo por longos periodos e excreta-lo nas secre¢des oronasais (KREUTZ et
al., 1998).
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As propriedades do virus citadas acima dificultam o controle e profilaxia da
doenca. Vacinas vivas e inativadas estdo disponiveis e sdo regularmente aplicadas em
felinos domésticos (RADFORD, 2007). No entanto a eficacia destas vacinas na
protecdo contra as manifestacdes clinicas tem sido questionada (LAURITZEN et al.,
1998). Medicamentos antivirais para o0 tratamento deste virus nao existem e o
tratamento é realizado de forma sintomética (RADFORD et al. 2007).

O norovirus é um virus humano que induz sintomas de vémito severo, diarréia
aguosa, nausea, colicas abdominais, febre e mal-estar geral (HUTSON et al., 2004). O
norovirus humano apresenta uma organizacdo genémica muito similar aquela do FCV e
0 virus da doenca hemorragica dos coelhos (RHDV) (CLARKE & LAMBDEM, 2000),
além disso, algumas estratégias usadas na replicacdo do virus recentemente foram
demonstrados serem similares (KUYUMCU et al., 2004).

O FCV tem sido usado em varios testes como modelo para 0 norovirus humano
pelas similaridades genémicas, bioquimicas e biofisicas; e também pela facilidade de
replicacdo em cultivo celular. A utilizacdo do FCV como modelo para o estudo de
antivirais foi testada recentemente. O efeito da lactoferrina bovina e da lactoferricina B
sobre a replicacdo do calicivirus felino foi determinada em células CRFK (Crandell-
Reese feline kidney). Ambas as substancias foram capazes de interferir com a
replicacdo do FCV in vitro (MCCANN et al., 2003 ).

3.4 Adenovirus canino tipo 2

O adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) pertence a familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus; apresentam virions hexagonais, icosaédricos, sem envelope e com
genoma viral de DNA de fita dupla (MURPHY et al., 1999). O CAV-2 replica em células
de linhagem MDCK (“Madin Darby canine kidney”), a replicagdo € acompanhada por
alteracdes na morfologia das células promovendo um efeito citopatico resultando em
lise celular (MURPHY et al., 1999).
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Este virus € um dos agentes envolvidos na traqueobronquite infecciosa canina
ou tosse dos canis que € uma enfermidade geralmente multifatorial envolvendo outros
virus e também algumas bactérias (MORAES & COSTA, 2007). A Bordetella
brochisseptica, o parainfluenzavirus canino (CPIV), os reovirus canino tipos 1,2 e 3, 0
Mycoplasma spp e o Ureaplasma spp sdo microrganismos que podem estar envolvidos
também nesta sidrome (MORAES & COSTA, 2007).

A infeccdo resulta em lesdo no epitélio respiratorio, inflamacdo aguda e perda
das funcdes dos cilios das vias aéreas. As  manifestacdes  clinicas = comumente
envolvem descarga nasal e ocular, tonsilite, traqueite, bronquite, faringite e
eventualmente broncopneumonia (MURPHY et al., 1999, MORAES & COSTA, 2007,
BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007). A infeccdo ocorre principalmente por aerossois
mas também pode ocorrer por fomites (HU et al., 2001; BUONAVOGLIA & MARTELLA,
2007).

O CAV-2 é antigenicamente relacionado ao adenovirus canino tipo 1 (CAV-1) o
agente etiologico da hepatite infecciosa canina (BASS et al., 1980, HU et al., 2001). Os
dois virus induzem sorologia e protecdo cruzada e a imunizacdo para um dos virus
induz protecdo contra ambos (BASS et al., 1980, HU et al., 2001, BUONAVOGLIA et al.,
2008). Atualmente sao utilizadas vacinas contendo o antigeno do CAV2 para a protecao
contra ambos virus. A utilizacdo do CAV1 como antigeno da vacina levou a reacdes
imunes com deposi¢cdo de complexos antigeno-anticorpo na cérnea com producado de
edema local (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007, MORAES & COSTA, 2007).

A imunizacao dos filhotes entre a sexta e a décima semana de vida é a forma de
controle desta enfermidade (MORAES & COSTA, 2007) uma vez que o tratamento
deste tipo de infeccdo é apenas paliativo (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007). A
distribuicdo do CAV2 é mundial (MURPHY et al., 1999, BUONAVOGLIA & MARTELLA,
2007) e no municipio de Santa Maria estudos de soroprevaléncia em uma populacéo
canina ndo vacinada regularmente demonstrou a presenca de anticorpos em 43% dos
animais testados (DEZENGRINI et al., 2006).
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4 CAPITULO 1

Atividade antiviral do extrato de prépolis contra o calicivirus felino (FCV), adenovirus
canino 2 (CAV?2) e virus da diarréia viral bovina (BVDV)

A ser submetido a revista Ciéncia Rural
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Atividade antiviral do extrato de prodpolis contra o calicivirus felino (FCV),
adenovirus canino 2 (CAV2) e virus da diarréia viral bovina (BVDV)

Antiviral activity of proépolis extracts against feline calicivirus (FCV), canine
adenovirus 2 (CAV2), and bovine viral diarrhea virus (BVDV)
Ana Paula Cueto'Sydney Hartz Alves® Marciele Pilau, Rudi Weiblen, Luciane Teresinha Lovato?
Resumo

A prépolis é uma substancia resinosa produzida por abelhas a qual tém sido atribuidas
varias atividades bioldgicas, entre elas a atividade antimicrobiana. Neste artigo a atividade
antiviral de dois extratos etandlicos de prépolis foi testada frente ao virus da diarréia viral bovina
(BVDV), adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) e calicivirus felino (FCV). Um dos extratos foi
obtido por extracdo etandlica de propolis da regido de Santa Maria (RS) e o outro foi obtido
comercialmente de uma empresa de Minas Gerais. A analise do extrato de propolis através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) identificou a presenca de alguns flavonoides
como: rutina, quercetina e acido galico. O teste de MTT (3- (4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H
tetrazolato de bromo) foi utilizado para a deteccdo de citotoxicidade e da atividade antiviral. As
concentracdes efetivas da propolis foram altamente diluidas porque os extratos apresentaram-se
bastante toxicos para os cultivos celulares testados. Ambos 0s extratos apresentaram atividade
antiviral frente ao BVDV e CAV-2 quando incubados com a célula anteriormente a inoculacéo
viral. O extrato obtido no laboratorio apresentou valores mais altos de indice terapéutico
(IT=CCs/ ICsp) comparado a outra amostra. Em resumo, apesar da alta toxicidade frente aos
cultivos celulares, os extratos de prépolis apresentaram atividade antiviral em niveis superiores
aos ja descritos na literatura para a consideragdo de compostos como potenciais candidatos a

antivirais.
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Palavras — chave: extrato de propolis; virus respiratdrios; calicivirus; adenovirus; BVDV.

ABSTRACT

Propolis is a resinous substance produced by bees for which several biological activities
have been attributed. In this article, the antiviral activity of two propolis extracts was tested
against bovine viral diarrhea virus (BVDV), canine adenovirus type 2 (CAV-2), and feline
calicivirus (FCV). One of the extracts was obtained by ethanolic extraction of propolis from the
Santa Maria (RS) region, while the other was bought from a Minas Gerais industry. The high
efficience liquid cromatography (HPLC) analysis detected the presence of some flavonoids like
rutin, quercetin, and gallic acid. The MTT test was applied in order to detect the citotoxicity and
also the antiviral activity. The effective concentrations of propolis were highly diluted once the
extracts showed high citotoxicity to the cell cultures. Both extracts showed antiviral activity
against BVDV and CAV-2 when incubated with the cell cultures before viral inoculation. The
extract obtained in the lab showed the highest therapeutic index (Tl= CCso/ ICsp). Thus, the
prépolis extracts showed antiviral activity over the levels suggested by researchers to consider a

product as a potential candidate to an antiviral, even though the extracts were highly toxic.

Key words: propolis extract, respiratory viruses, calicivirus, adenovirus, BVDV
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1 INTRODUCAO

A prépolis é um material resinoso produzido pelas abelhas, formando uma mistura de
exsudatos de plantas enriquecido com produto de saliva e cera (DRAGO et al., 2007; BUFALO
et al.,, 2009). Varias acdes farmacoldgicas ja foram demonstradas em estudos in vitro, como
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatéria, hepato-protetora, anti-tumor e anti-oxidante
(BURDOCK, 1998). Esta ampla variedade de atividades bioldgicas se deve a grande
variabilidade qualitativa e quantitativa dos componentes quimicos da prépolis, dependentes dos
tipos de planta da qual o material é coletado, época do ano e localizacdo geogréafica

(SCHNITZLER et al., 2009).

A propolis brasileira tem sido alvo de grande interesse internacional devido ao Brasil ser o
terceiro maior produtor mundial e ao fato da propolis brasileira ser considerada em alguns paises,
como o Japdo, uma das melhores do mundo (NETO et al., 2002). A atividade antimicrobiana da
propolis coletada em diferentes localizacBes geogréaficas no Brasil ja foi descrita por
pesquisadores brasileiros (LOGUERCIO et al., 2006, SANTOS et al, 2002, SANTOS et al.,
2005) e estrangeiros (ITO et al. 2001, BANSKOTA et al.,, 2001, SFORCIN et al., 2000,

KUJUMGIEV et al., 1999).

O extrato de propolis e seus derivados ja foram testados para sua atividade antiviral contra
alguns virus humanos (VYNOGRAD et al.,, 2000, AMOROS et al.,, 1992) e de animais
(KUJUMGIEV et al., 1999); apresentando bons resultados em grande parte dos casos. Atividade
antiviral ja foi descrita contra o herpesvirus humano tipo 1 (HSV1) (HULEIHEL & ISANU,

2002, AMOROS et al., 1992) e 2 (HSV2) (VYNOGRAD et al., 2000, SCHINTZLER et al.,



30

2010), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ITO et al., 2001, GEKKER et al., 2005), e virus

da influenza aviéria (KUJUMGIEV et al., 1999).

Este artigo descreve a atividade antiviral de dois extratos etandlicos de propolis de duas
diferentes origens frente ao adenovirus canino tipo 2 (CAV-2), calicivirus felino (FCV) e virus da
diarréia viral bovina (BVDV). O CAV-2 € o agente etioldgico da traqueobronquite infecciosa
canina ou tosse dos canis, enfermidade respiratoria multifatorial que pode envolver também
outros virus e bactérias (BUONAVOGLIA et al., 2008). O FCV causa a calicivirose felina,
doenca respiratoria de gatos que apresenta como manifestagdes clinicas conjuntivite, rinite,
traqueobronquite, pneumonia e vesiculas no epitélio oral que evoluem para Ulceras (RADFORD
et al., 2007). O BVDV pode causar enfermidade gastroentérica aguda, doenca respiratoria e
disturbios hemorragicos e reprodutivos em bovinos (FLORES et al., 2005). Este virus tem
também sido utilizado como um modelo para o virus da hepatite C humana em estudos de
antivirais pelas semelhangas moleculares e estratégias de replicacdo (BUCKWOLD et al., 2003).
Os extratos de prépolis inibiram a atividade do CAV-2 e do BVDV quando incluidos na célula

antes da inoculacéo viral.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato etandlico de prépolis

Foram utilizadas neste trabalho duas amostras de propolis, uma obtida em Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil; e outra obtida da empresa Prodapys (Minas Gerais). A amostra
santamariense foi triturada em pequenos pedacos e extraida utilizando etanol 70% (sendo 30%

propolis bruta e 70 % alcool etilico 70%). A solucdo foi estocada a temperatura ambiente e



31

protegida da luz por cerca de 45 dias, ap0s este periodo o sobrenadante foi colhido e utilizado nos

experimentos.

2.2 Andlise do extrato de propolis por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada por cromatégrafo liquido
(Shimadzu, Kyoto, Japdo) com injetor automatico (SIL-20A), bombas DGU 20A5 com
integrador CBM 20 e detector UV-VIS (DAD-SPD-M20A), Software LC SP1. As analises
cromatograficas foram realizadas em condicdes isocraticas utilizando coluna C18 (4,6mm x 150
mm) a fase movel usada foi metanol/acetonitrila/agua (40:15:45) contendo 1% Acido Acético. O
fluxo e o volume de injecdo foram 0,9mL/min e 20uL respectivamente. A leitura foi executada
em comprimento de onda de 257nm. Essas técnicas foram realizadas no Departamento de
Farmacia Industrial da UFSM. Os constituintes foram analisados conforme a farmacopéia

brasileira. Fonte: http://www.anvisa.gov.br/hotsite/farmacopeia/index.htm)

2.3 Cultivo celular e virus

Foram utilizados neste trabalho trés tipos de cultivo celulares: MDBK (células de
linhagem de rim bovino), MDCK (células de rim canino) e CRFK (células de rim felino). As
células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM) contendo 10% de soro fetal bovino,
penicilina, estreptomicina e anfotericina B, nas concentracdes de 100 U/mL, 100 e 2,5 pg/mL
respectivamente. Para a célula MDBK utilizou-se soro equino. O meio de manutencao das células
nas placas era constituido de 5% de soro. As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5%
de CO2. Para a realizacdo dos testes, foram preparadas culturas de células em microplacas de

poliestireno rigido com 96 cavidades de fundo plano. As cepas dos virus da diarréia viral bovina
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(BVDV) citopatico Singer gendtipo 1, adenovirus canino tipo 2 e calicivirus felino eram
provenientes do Setor de Virologia/lUFSM. Estoques dos virus foram preparados e titulados nas
respectivas células como ja descrito (DEZENGRINI et al., 2006) e as aliquotas mantidas a —70°C

até o momento do uso.
2.4 Ensaio de Citotoxicidade

Os testes foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 cavidades, em
duplicata, e repetidos trés vezes. Foram semeadas 1,6x10° células/ul (nimero de células para
cada cultivo celular foi padronizado para os testes) e incubadas por 24 horas a 37°C. A
citotoxicidade foi avaliada pelo teste de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato
de bromo) descrito por Mosmann (1983) e modificado por Pilau (2010). Resumidamente,
aliquotas de 200 pl de diferentes concentracdes do extrato de propolis foram dispensados
sequencialmente nas placas de microtitulacdo. Foram utilizados controles celulares e de
toxicidade do etanol. Apos trés dias de incubacdo o meio de cultivo foi removido e a viabilidade
das células foi determinada através da densidade Otica por leitura em espectrofotdmetro 540nm.
A concentracdo do extrato que resultou em 50 % de toxicidade (CCsp) foi determinada através de

uma curva dose resposta
2.5 Atividade Antiviral

Para a realizacdo dos testes antivirais as técnicas utilizadas foram semelhantes ao ensaio
de citotoxicidade, as células foram infectadas com 25 pl de virus com titulo de 100 TCID 50/ml,
e incubadas a 37°C com 5% de CO, por 2 horas. Apoés este periodo de incubacéo o inoculo viral
era retirado. Nestes testes foram incluidos o controle celular (célula e meio) e o controle do virus

(meio, célula, virus). Os extratos foram adicionados: 1) antes da inoculacédo viral (1h de contato
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célula/extrato), Il) apds a inoculacdo viral (extrato adicionados apds a inoculacdo viral e
mantidos), e I11) adicionados antes e ap0s a inoculagéo viral. Apés trés dias de incubacdo o meio
de cultivo foi removido e a viabilidade das células determinada através da densidade ética por
leitura em espectrofotobmetro 540nm. A concentracdo inibitoria a 50% (ICsp) que consiste na
concentracdo do extrato que inibiu o efeito citopatico do virus em 50%. Posteriormente foi
determinado o indice de seletividade (IS) ou indice terapéutico (IT) que é dado pela férmula IT=

CCso/ICs5o também foi determinado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise dos extratos de propolis utilizados no presente experimento estdo
apresentados na Figura 1. Os dados obtidos com os testes de citotoxicidade e inibicdo viral
realizados em cultivo celular in vitro sdo apresentados na Tabela 1.

A anédlise do extrato de prépolis através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) identificou a presenca de alguns flavondides como: rutina, quercetina e acido galico. No
cromatograma é possivel visualizar a presenca de picos diferentes entre as amostras de extrato de
prépolis comercial e de prépolis extraido no laboratorio. Aparentemente, ndo houve diferencas
qualitativas entre as amostras, uma vez que os trés padrbes utilizados na analise estavam
presentes em ambas. Porém, detectam-se pequenas diferencas em relacdo a altura dos picos
cromatograficos; principalmente com relacdo ao flavonoide rutina, o que pode indicar que
existem diferencas quantitativas em relacdo as duas amostras de propolis analisadas, o pico
representando a substancia rutina apresenta-se mais elevado na amostra obtida comercialmente.

A prépolis € uma substancia resinosa de composicdo complexa como ja foi citado
anteriormente. A composi¢do quimica da propolis é determinada pelo tipo de vegetacdo presente

nas proximidades da colméia de abelhas que a produz (SCHNITZLER et al., 2009), da época do
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ano em que ocorre a coleta (PARK et al, 2002) e, ainda; pelas diferentes espécies de abelhas
produtoras desta propolis (SILICI & KUTULUCA, 2005). A analise cromatografica de 150
amostras provenientes dos trés estados da regido sul do Brasil, Uruguai e da Argentina
demonstrou a presenca de cinco diferentes grupos de composi¢do quimica da prépolis (PARK et
al., 2002). Portanto, a diferenca observada na composicdo das duas amostras testadas no presente
artigo era um resultado de certa forma esperado, uma vez que estas amostras sdo provenientes de
duas diferentes regides do Brasil.

A toxicidade da prépolis frente aos cultivos celulares variou entre as diferentes linhagens
de células e a amostra de propolis (Tabela 1). O extrato comercial apresentou menor toxicidade
qguando comparado ao extrato produzido no laboratério. Ambos os extratos apresentaram
toxicidade mais elevada frente a linhagem de células de rim canino (MDCK) quando comparados
a linhagem de células de rim bovino (MDBK). Para a realizacdo dos experimentos o0s extratos de
prépolis foram altamente diluidos porque na concentracdo original estes extratos demonstraram
toxicidade incompativel com a realizacdo das leituras do teste (dados ndo demonstrados). Entdo
a concentracéo inicial usada no ensaio foi cerca de 200 vezes menor que a dos extratos originais
que continham prépolis em uma concentracédo de 15%.

O alto efeito citotdxico dos extratos originais utilizados nos testes aqui descritos ndo era
esperado. O fato de ser um produto natural e a possivel auséncia de toxicidade para animais e
humanos sdo vantagens atribuidas a propolis. Contudo, o efeito citotoxico das amostras de
propolis em diferentes cultivos celulares tem sido descrito desde moderado até altamente toxico.
O extrato aquoso de prépolis em uma concentracdo de 10% nédo apresentou toxicidade para a
linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero), e 0 mesmo extrato a 20% né&o
evidenciou efeitos adversos quando inoculado em coelhos e camundongos (HULEIHEL &

ISANU, 2002). Entretanto o extrato aquoso de propolis utilizado em outro teste antiviral também
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com células de rim de macaco verde africano de outra linhagem (RC-37), demonstrou uma
concentracdo maxima nao-téxica de apenas 0,03% (SCHNITZLER et al., 2009).

A toxidez da propolis frente a algumas células de origem tumoral como as células de
carcinoma epidermdide laringeal humano (HEP-2) (BUFALO et al., 2007), e a tumores
experimentais induzidos em animais; tém sugerido um efeito anti-tumoral para esta substancia.
Efeito citotoxico seletivo para células tumorais também ja foi demonstrado para um dos
constituintes da prépolis, o éster fenetil acido cafeico (CAPE) (LEE et al., 2005). Dados
evidenciando que a toxicidade aparentemente ndo foi um problema em estudos de atividade
antiviral que utilizaram células de cultivo primario reforcam esta idéia (GEKKER et al, 2005,
KUJUMGIEYV et al., 1999). Entdo, embora ndo haja consenso; é possivel que o efeito citotoxico
observado tenha sido maior devido ao uso de células de linhagem imortalizadas.

Os virus incluidos neste teste foram escolhidos por duas razdes diferentes. O adenovirus
canino tipo 2 (CAV-2) e o calicivirus felino (FCV) sdo agentes etiologicos de doencas
respiratdrias nas suas respectivas espécies (BUONAVOGLIA et al.,, 2008, RADFORD et al.,
2007), enquanto o virus da diarréia viral bovina (BVDV) tém sido bastante utilizado como um
modelo de estudos de atividade antiviral para o virus da hepatite C (HCV) (BUCKWOLD et al.,
2003). Embora diferentes atividades ja foram atribuidas a prdpolis, esta vem sendo usada desde a
antiguidade tradicionalmente como um medicamento para problemas respiratorios (NETO et al.,
2002) e quase que exclusivamente em humanos. Entdo a possivel aplicabilidade deste extrato
baseado no uso do mesmo em enfermidades respiratorias humanas e o fato de dois dos virus se
tratarem de doencas de animais de estimacéo direcionou o teste.

Os testes para determinar a atividade antiviral do extrato de prdpolis foram realizados em
diferentes etapas da replicacdo viral. Os extratos de propolis foram incluidos em trés momentos

da infeccdo viral: 1) as células foram pré-tratadas com o extrato antes da infeccdo (pré-
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tratamento), 11) os extratos foram adicionados ap0s a inoculagdo do virus (pds-tratamento), e I11)
a propolis foi incluida antes e apds a inoculacdo do virus (pré e pos-tratamento). Uma avaliacéo
geral dos resultados da atividade antiviral dos extratos de propolis apresentados na Tabela 1
evidencia melhor atividade de ambos os extratos no pré-tratamento e; também, uma maior
eficacia do extrato obtido no laboratério comparado ao extrato comercial.

Ambos os extratos de propolis examinados apresentaram uma melhor atividade frente ao
BVDV do que frente aos outros dois virus, embora se observe apenas uma pequena diferenca de
valores obtidos para BVDV e CAV-2 (Tabela 1). O BVDV possui uma diferenca estrutural em
sua morfologia com relacdo aos outros dois virus que é a presenca de um envelope lipidico
envolvendo o nucleocapsideo (BUCKWOLD et al., 2003). Se a propolis tivesse apresentado
atividade antiviral apenas contra 0 BVDV talvez fosse possivel inferir que este efeito estivesse
relacionado com a presenca do envelope, como ja tem sido descrito em outros trabalhos
(SCHNITZLER et al, 2009, SCHNITZLER et al., 2010). Mas este ndo foi 0 caso, uma vez que
ela apresentou atividade consideravel frente a um virus envelopado (BVDV) e outro ndo
envelopado (CAV-2) no pré-tratamento.

Estudos realizados com a prépolis em laboratérios ndo relacionados tém produzido
resultados diversos, inclusive opostos. Extratos aquosos e etandlicos de propolis demonstraram
boa atividade antiviral sobre herpes simplex tipo 1 (HSV-1) (HULEIHEL & ISANU, 2002,
SCHNITZLER et al., 2009) e tipo 2 (HSV-2) SCHNITZLER et al (2010) em diferentes
oportunidades. HULEIHEL & ISANU (2002) obtiveram uma protecao quase total frente ao efeito
citopatico do HSV-1 em celulas Vero com a adicdo de extrato aquoso de propolis as células 2
horas antes ou no momento da inoculacao viral. Por outro lado, SCHNITZLER et al (2009) e
SCHNITZLER et al. (2010), demonstraram que extratos etandlicos e aquosos de propolis

causavam uma reducdo >90% na formacdo de placas in vitro pelo HSV-1 e HSV-2,
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respectivamente. Entretanto, nestes dois Gltimos trabalhos citados a atividade antiviral foi
observada quando os virus testados foram tratados com o extrato antes de serem colocados em
contato com as células, mas ndo com o pré-tratamento das células (SCHNITZLER et al., 2009,
SCHNITZLER et al., 2010).

A propolis e seus derivados ja foram testados também frente ao HIV apresentando
resultados promissores (ITO et al., 2001, GEKKER et al. 2005). Extratos etanolicos de propolis
de diferentes regides geograficas inibiram a expressao viral do HIV em células da micrdglia e
linfocitos T CD4+ com aumentada eficiéncia de acordo com a dose ministrada (GEKKER et al.,
2005). No caso do trabalho citado, através de ensaios que quantificam a fusdo do virus a
membrana celular foi possivel determinar que o mecanismo antiviral da prépolis envolveu a
inibicdo da entrada viral (GEKKER et al., 2005).

Existem muitas variaveis em estudos de atividade antiviral que podem levar a resultados
diferentes e até discordantes. No caso especifico da propolis ja tem sido considerado que pela
composi¢cdo quimica varidvel, a comparacdo entre resultados pode ser tdo complexa como a
comparacao entre extratos de plantas de diferentes familias botanicas (BANKOVA, 1995). No
entanto existe um ponto comum entre os resultados obtidos por diferentes pesquisadores frente ao
HSV-1 e 2, o HIV, e os resultados aqui apresentados. Em todos 0s casos 0s extratos de propolis
mostraram sua melhor atividade em algum passo anterior a entrada do virus na célula (Tabela 1),
(HULEIHEL & ISANU, 2002, GEKKER et al., 2005 SCHNITZLER et al., 2009,
SCHNITZLER et al., 2010).

E importante salientar que em todos os experimentos citados acima apenas um virus
estava sendo testado, seja 0 HSV ou HIV (HULEIHEL & ISANU, 2002, GEKKER et al., 2005,
SCHNITZLER et al., 2009, SCHNITZLER et al., 2010); enquanto no trabalho aqui descrito

foram testados diferentes virus no mesmo experimento (Tabela 1). E o fato importante ja
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mencionado € que a propolis teve boa atuacdo sobre um virus envelopado e outro nédo, e ainda,
ndo apresentou atividade sobre um terceiro virus ndo-envelopado no pré-tratamento (Tabela 1).

Embora no presente trabalho nao foi realizado o tratamento do virus com a propolis antes
da inoculacdo em células, o que limita as inferéncias sobre 0 momento de atuacdo do extrato;
existem algumas coincidéncias com outros trabalhos realizados que merecem atencéo.
HULEIHEL & ISANU (2002) sugerem que a interacdo da propolis com a membrana celular
bloqueou a penetracdo do HSV ou causou alteracdo interna na célula hospedeira impedindo
passos iniciais da replicacdo do virus. GEKKER et al. (2005), por sua vez, observou que a
prépolis suprimiu a fusdo celular em mais de 50%, sugerindo uma inibicdo da entrada do virus na
célula. Entdo, a inibicdo da replicacdo de dois virus estruturalmente diferentes pela prépolis em
células tratadas com a mesma antes da inoculacéo viral, reforca a idéia de uma atuacdo desta
sobre a célula.

Seguindo a avaliacdo geral dos resultados obtidos, p6de-se observar uma melhor atuagédo
do extrato obtido no proprio laboratério em comparacdo ao extrato obtido comercialmente
(Tabela 1). Divergéncias na atividade antimicrobiana de extratos de propolis de diferentes
procedéncias tém sido amplamente relatadas (HULEIHEL & ISANU, 2002, GEKKER et al.,
2005, SCHINTZLER et al., 2009, SCHNITZLER et al., 2010) e em muitos casos tém sido
atribuida a diferenca na composicdo quimica principalmente no que se refere ao contetdo de
flavonoides (SCHINTZLER et al., 2009, SCHNITZLER et al., 2010). A pequena diferenca na
altura dos picos referentes aos flavonoides avaliados na analise cromatografica das amostras
(Tabela 1) aliada a diferengas nos contetdos de componentes ndo avaliados, talvez pudesse
explicar estes resultados. Entretanto, seriam necessarias uma analise mais detalhada das amostras

e a realizacdo de estudos com os componentes isolados para podermos elucidar estas diferencas.



39

A indicacdo do extrato de propolis como um medicamento contra 0s virus de cées e gatos
estudados ainda ndo é possivel apenas com os resultados aqui demonstrados. Todavia, a eficaz
atividade antiviral deste extrato sobre 0 CAV-2 (Tabela 1) evidencia um potencial que deveria ser
levado em consideracao. Principalmente pelo fato de que ndo existem medicamentos disponiveis
contra este virus (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007) e também de que a busca por
terapias para doencas de animais de estimacdo tém aumentado a medida que se observa uma
mudanca de atitude de proprietarios cada vez mais dispostos a investir na satde de seus animais.

Por outro lado, a atuacdo dos extratos sobre o0 BVDV sugere uma possivel atividade sobre
0 HCV, uma vez que o BVDV tem sido estudado como modelo para HCV (BUCKWOLD et al.,
2003). O tratamento atual do HCV é baseado em uma associacdo de ribavirina e interferon
(BUCKWOLD et al., 2003, BHATACARYYA et al, 2004) que tem funcionado
satisfatoriamente, mas apresenta muitos efeitos colaterais (BHATACARYYA et al., 2004). O
interferon e a ribavirina inibem a replicacdo viral apds a entrada do virus na célula
(BUCKWOLD et al., 2003, BHATACARYYA et al., 2004). Aparentemente, a propolis inibe
algum passo anterior a entrada do virus na célula (Tabela 1). A utilizacdo de farmacos antivirais
que atuam em diferentes momentos da replicacdo viral € um conceito que tem apresentado bons
resultados contra o HIV e, mesmo contra 0 HCV, uma vez que o tratamento muitas vezes se
baseia na combinacdo de ribavirina e interferon (BUCKWOLD et al., 2003). Levando-se em
consideracdo estes argumentos, justificam-se estudos posteriores para examinar a atuacdo da

propolis em conjunto com os farmacos atualmente utilizados contra o HCV.
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4 CONCLUSAO

Embora a alta toxicidade possa indicar uma outra atividade da prépolis, como antitumoral,
por exemplo; os resultados indicam também uma acdo antiviral que deve ser melhor explorada

para estes e para outros virus de interesse da Medicina Humana e Veterinaria.
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TABELA 1- Citotoxicidade e atividade antiviral do extrato de propolis frente ao
BVDV, CAV-2 e FCV.

Pré Pés Pré e Pos
tratamento tratamento tratamento
Extrato Virus  CCs I1Cso I.T I1Csp I.T ICs LT
Extraido BvDV 293 21,7 13 111,7 2,6 - -
CAV 227 24,25 9,45 98 2,3 100 2,3
FCV 251 neg neg 79,3 3,16 47 5,34
Comercial BVDV 343 54,37 6,3 85,5 4 - -
CAV- 330 55,18 6 67,5 4.8 146 2,26
FCV 295 neg neg 80 3,68 68 3,7

* valores expressos em pg/ml ,neg: valores negativos; CCs, =concentracdo que causou destruicdo em
50% das células ; ICs, =concentracdo que inibiu 50% do efeito citopatico; indice de terapéuticlT=
CC50/|C50
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FIGURA 1- Perfil por CLAE de amostra extraida (A) e obtida
comercialmente (B) de propolis. Acido galico (1), rutina (2) e quercetina
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5 CONCLUSOES

e Ambos os extratos apresentaram uma citotoxicidade inicial muito alta.

e Os extratos de propolis testados neste trabalho apresentaram atividade antiviral
frente ao BVDV, CAV-2 e FCV.

e Os extratos apresentaram melhor atividade frente ao CAV-2 e BVDV do que
frente ao FCV.

e A atividade antiviral frente ao BVDV e CAV-2 foi observada quando os extratos
foram adicionados a célula anteriormente a inoculacéo dos virus.

e O extrato obtido no laboratério apresentou melhor atividade do que o extrato
comercial.

e Os resultados obtidos sugerem um potencial de atividade antiviral da propolis
fundamentando a continuacdo das pesquisas sobre a atuagdo deste produto

sobre estes virus e outros que ainda néo foram estudados.
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