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RESUMO

Rotavirus tem sido reconhecido ha 30 anos por ser o maior causador de gastroenterites
de origem viral em criangas. Em todo o mundo, a diarréia é a principal causa de morte
em recém — nascidos, afetando ndo apenas humanos, mas jovens animais. A situacao
torna-se mais grave por ndo haver antivirais efetivos contra rotavirus. A atividade antiviral
das galactomananas nativas e sulfatadas de Leucaena leucocephala (leucena) e Mimosa
Scabrella (bracatinga) foram testadas contra rotavirus simio SA - 11 em cultivo in vitro,
com adicao durante a adsorgdo e permanecendo apos a adsorgdo. Nenhum dos
polissacarideos testados reduziu o titulo viral. A galactomanana sulfatada de leucena
apresentou efeito citotoxico nas concentragbes de 625 - 156 ug/mL, reduzindo as células
viaveis em 77,34%, 75,64%, e 35,27%, com CC50 ~ 255 ug/mL. As demais amostras nao
apresentaram concentracédo citotdxica nas concentra¢des testadas, com CC50> 625
pMg/mL. Com o teste do MTT, células infectadas, contendo polissacarideos sulfatados de
bracatinga [0,6 — 156,2 ug/mL] apresentaram até 13,5% a mais de células viaveis em
relacdo ao controle positivo. Nao houve redugédo do titulo viral em nenhuma das
amostras. Testes posteriores de avaliagédo da atividade antiviral in vivo contra rotavirus
Serao necessarios.
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ABSTRACT

Rotavirus has been recognized for 30 years as the most common cause of viral
gastroenteritis in infants and young children. Diarrhoea is one of the major causes of
death, mainly in newborn worldwide. There is no effective antiviral drug against rotavirus
infections that makes worse the situation. The antiviral activity of the native and sulfated
galactomannans of Leucaena leucocephala (leucena) and Mimosa scabrella (bracatinga)
was carried out against simian rotavirus SA - 11 in vitro, through addition during and after
the viral adsorption period. None of the tested polysaccharides reduced the viral title. The
sulfated galactomannan of leucena tree presented toxicity at the range of concentrations
of 625 - 156 ug/mL, reducing the viable cells in 77.3%, 75.6%, and 35.3%, respectively,
with CC50 ~ 255 pg/mL. The other samples didn't present cytotoxicity up to 625 pug/mL
(CC50 > 625 pg/mL). Applying the MTT test, the infected cells, containing sulfated
polysaccharide of bracatinga tree [0,6 — 156,2 ug/mL] presented up to 13,5% viable cells
in relation to the positive control. There was no reduction of the viral title in none of the
samples. Further in vivo antiviral activity tests against rotavirus will be necessary.
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1. Introducgao

Virus s&o microrganismos que apresentam caracteristicas proprias, o que os
fazem Unicos. Sao particulas microscopicas capazes de comandar sua prépria
replicacdo desde que estejam no interior de uma célula viva. Os virus foram
caracterizados por passar através de filtro de membrana usado para reter bactérias.
De modo geral, estas particulas apresentam acido nucléico (DNA e/ou RNA)
envolvido por camada protéica, e, no entanto, sdo particulas complexas. Por nao
apresentarem metabolismo, utilizam a maquinaria celular para se replicarem
(CONDIT, 2001).

Infeccdes gastrointestinais causadas por rotavirus s&o denominadas
rotaviroses. Os rotavirus foram primeiramente descritos por Mebus e sua equipe em
1969 como um dos principais agentes etiolégicos da diarréia em gado jovem (2 a 4
semanas de vida), e desde entdo, tém sido identificado como causador de
gastroenterites em animais e humanos em todo o mundo (BABIUK et al., 1977). As
particulas visualizadas em microscépio eletrénico (M.E) a partir de uma amostra de
mucosa duodenal de criangas com gastroenterite foi denominada rotavirus, palavra
derivanda do latim, onde rota significa roda, por causa da semelhanca morfolégica
das particulas virais com rodas de carrogca (FIGURA 1) (KAPIKIAN, HOSHINO,
CHANOK , 2001; ANDERSON, WEBER, 2004).

Figura 1: Fotomicrografia eletronica de particulas de rotavirus humano em amostra de fezes,
particulas virais completa.
Fonte: (http://www.liv.ac.uk/vets_med_images/mmgum/rotavirus.jpg - Ultimo acesso,
em fevereiro de 2009).



A rotavirose em animais de abate (gado e suino) tem grande impacto
econdmico, com alta morbidade e mortalidade (RAMOS, 1998; JUNG, 2008),
representando prejuizo de 3,1 — 8,7 milhdes de ddlares por ano em todo o mundo
(JEREZ et al., 2002).

Em humanos, os rotavirus infectam principalmente criangas em todo o
mundo, estimando-se que 0s casos mais graves ocorram até 2 anos de idade e que
até os 5 anos, aproximadamente 90% das criangas sejam infectadas. Em paises em
desenvolvimento, a rotavirose é responsavel por levar a 6bito 5% (1 a cada 25) das
criancas com até 5 anos de idade, e por 22 — 60% das hospitalizagdes infantis.
(GLASS et al., 2005; ANDERSON, 2008; DOMINGUES et al., 2008). Na América
Latina, os rotavirus sao responsaveis por 15.000 mortes e 75.000 hospitalizagbes
por ano, representando 50% das hospitalizagbes por gastroenterites (PEREZ-
VARGAS et al., 2006).

Em paises de clima temperado a incidéncia de infec¢cdes se da em épocas
frias, ja em paises de clima subtropical e tropical, como o Brasil, ocorre durante o
ano todo. Além do clima, aglomerados urbanos, alta densidade populacional,
convivéncia com criangas, ambientes fechados, falta de higiene e saneamento
basico contribuem para que haja surtos de infeccdo com a rapida disseminacao do
virus (MEHNERT et al., 1997; GLASS et al., 2005).

De acordo com o datasus, em 2003 ocorreram 269.195 casos de
internamento por diarréia de diversas origens em criangas menores de cinco anos no
Brasil. Os surtos de rotavirus tém sido freqlientemente detectados pelo programa de
Monitoramento da Doenca Diarréica Aguda (MDDA). Este sistema detecta o
aumento de surtos por rotavirus ao longo do tempo. Em 1999, 7,7% dos casos de
gastroenterites foram causados por rotavirus; em 2004, foram registrados em mais
de 20% dos surtos (VRANJAC, 2006).

O modo de transmissdo ocorre pela via fecal-oral por meio de agua e
alimentos contaminados, contato pessoa—pessoa e fomites, sendo que a maioria das
particulas virais é excretada pelas fezes (até um trilhdo de particulas por mililitro de
fezes), além de secregdes respiratérias. Os surtos sao de dificil controle, uma vez
que para estabelecer a infec¢ao € necessaria a ingestao de poucas particulas virais,
cerca de 10-100 particulas infecciosas. Este numero € significativo uma vez que as
particulas virais podem sobreviver por dias nas fezes contaminadas em temperatura
ambiente (SESSP, 2006; PAREZ; 2008).



1.1 Rotavirus

1.1.1 Classificagcao

O género Rotavirus pertence a familia Reoviridae, dentro da qual os rotavirus
sdo classificados em sete grupos (ou sorogrupos: A, B, C, D, E, F, G) e o grupo A é
subdividido em 5 subgrupos (I, I, | e Il, n&o | e n&o Il), de acordo com determinantes
antigénicos presentes na proteina VP6 (FRANCO, ANGEL, GREENBERG, 2006).

A analise das sequéncias dos genes que codificam as proteinas VP4 e VP7
também é usada para identificar estes genes dentro de diferentes grupos. Em um
total de 15 genotipos G descritos, 10 estdo associados com infec¢des em humanos.
Genotipos G séo determinados por analises das seqiiéncias de VP7. A analise dos
genes VP4 fornecem os dados de 24 diferentes genotipos P, mas somente 13 estédo
relacionados a sorotipos. As proteinas VP7 e VP4 podem ser combinadas para
originar até 80 combinacdes tedricas capazes de promover infeccdo no homem
(KAPIKIAN, HOSHINO, CHANOK, 2001; VILLEGAS et al., 2002; PEREZ-VARGAS
et al., 2006; SESSP, 2006).

Um fator que deve ter contribuido para a diversidade sorotipica existente é o
genoma segmentado apresentado pelo virus, contribuindo para a recombinacéo dos
genes das proteinas VP4 e VP7. Assim, uma mesma célula infectada com duas ou
mais linhagens pode gerar uma variedade de combinag¢des P/G diferente das
linhagens originais (FRANCO, ANGEL, GREENBERG, 2006; PEREZ-VARGAS et
al., 2006).

Genotipos comumente encontrados em rotavirus animais tém sido
encontrados também em infec¢cdes em seres humanos, embora nao seja comum.
Novas técnicas de biologia molecular estdo sendo utilizadas para a caracterizacao
de genotipo e sorotipo de rotavirus, importante para obtengcdo de novos dados de
epidemiologia (GOMARA et al., 2001; ESPINOLA et al., 2008).

Estudos epidemiolégicos mostram que:

o Diferentes sorotipos G e P podem circular em uma mesma regiao;

e Existe prevaléncia de sorotipos especificos em determinadas regides;



Os tipos mais comuns de rotavirus isolados na América Latina sédo G1P[8]
(40%), G2P[4] (30%), G3PI[8] (6%) e G4P[8] (7%). Linhagens G9 sdo amplamente
distribuidas, enquanto que G5 sao comuns somente em algumas regides (FIGURA
2). Nesse mesmo levantamento realizado por PEREZ-VARGAS et al. (2006), 20%
das amostras isoladas nao foram tipadas e 12% das amostras contiveram mais do

que uma linhagem viral.

m G1P[8]
m G2P[4]

0 G4P[8]

0 G3P[§]
m Tipagem nao conhecida

@ Duas ou mais linhagens

Figura 2: Distribuicéo dos tipos de rotavirus humano encontrados na América Latina Fonte:
PEREZ-VARGAS (2006).

1.1.2 Particula viral

Os rotavirus (RV) apresentam aproximadamente 70 nm de didametro (1000 A),
capsideo com simetria icosaédrica formado por tripla camada protéica, s&o
desprovidos de envelope viral, ttm genoma composto por 11 segmentos de RNA fita
dupla e enzimas que atuam na sintese de RNA mensageiro e genoma viral
(KAPIKIAN, HOSHINO, CHANOK, 2001; PAREZ, 2008).

Nos RV estao presentes 12 proteinas virais, sendo seis estruturais (VP) e seis
nao-estruturais (NSPs). O capsideo € composto por trés camadas concéntricas de
proteinas estruturais que envolvem as proteinas nado-estruturais e o RNA viral.

Particulas completas e infecciosas devem apresentar as trés camadas protéicas



(FIGURA 3), sendo que a camada mais externa é formada pelas proteinas
denominadas VP4 e VP7, a camada intermediaria por VP6 e a camada interna,
formada por VP1, VP2 e VP3 (VILLEGAS et al., 2002; STEFANELLI et al., 2002).

VP1 é uma RNA polimerase dependente de RNA, e VP3 uma guanilil metil
transferase. VP1 e VP3 estdo presentes em pequenas quantidades, porém
apresentam fungdes enzimaticas necessarias para transcricdo do genoma viral. VP2
€ a proteina mais abundante dentre as trés que compde o capsideo interno, tem
capacidade de se auto-arranjar, € formada por 120 moléculas organizadas em 60
dimeros que no arranjo final apresentam formato icosaédrico, o que é uma
caracteristica conservada para os membros da familia Reoviridae e de outros virus
de RNA fita dupla. E a unica proteina do capsideo interno que interage com VP6
(KAPIKIAN, HOSHINO, CHANOK, 2001; JAYARAN, ESTES, PRASAD, 2004).

A camada externa é formada por 780 copias da glicoproteina VP7 (38 KDa) e
120 copias de VP4 (88KDa). A Proteina VP4 é a responsavel pela diferenciacao dos
rotavirus em genotipos e sorotipos “P”, apresentando 60 pequenas espiculas de 10
— 12 nm de comprimento que se projetam para a superficie viral, ndo € glicosilada e
representa 1,5% das proteinas virais; nao esta apenas envolvida na penetracao do
virus a célula hospedeira, mas também apresenta capacidade de hemaglutinagao
(rotavirus humanos nado apresentam essa propriedade) e estd relacionada a
viruléncia viral. Uma das caracteristicas que torna a VP4 uma das enzimas rotavirais
mais estudadas é o fato de ela ser sensivel a protedlise, e essa clivagem proteolitica
promove aumento da infectividade do rotavirus, facilitando a sua internalizagéo na
célula hospedeira. Durante a protedlise, seja por tripsina, elastase ou pancreatina, a
VP4 (88 kDa) é clivada em VP8 (28 kDa) e VP5 (60 kDa), que passam a apresentar
maior carater lipofilico, logo, particulas virais tripsinizadas na luz do trato intestinal
penetram nas células hospedeiras mais rapidamente em relagdo as particulas virais
ndo ftripsinizadas (ESTES, GRAHAM, MASON, 1981; KAPIKIAN, HOSHINO,
CHANOK, 2001; SESSP, 2006).

VP7 é uma glicoproteina de genotipo e de sorotipo denominado “G” que
corresponde a 30% do virion, apresentando 780 cépias e parece estar associada a
membrana plasmatica ou ao reticulo endoplasmatico, sinalizando a montagem e
liberacdo das particulas virais recém—formadas em associagao com VP4. Sugere-se
que pode modular a acdo de VP4 como sinalizador para penetragdo do virus na

célula. Alguns anticorpos anti—VP7 neutralizam o virus, inibindo sua desnudamento



no interior celular, o que impede a replicacao viral. A integridade da estrutura de VP7
é dependente de niveis adequados de célcio (Ca*™). No interior citoplasmatico onde
os niveis de Ca’™ sdo baixos, ocorre a dissociacdo desta proteina, e
consequentemente do capsideo externo. A analise das sequéncias dos genes que
codificam VP4 e VP7 também sdo usadas para classificar estes genes dentro de
diferentes grupos (LIPRANDI et al, 1997; JAYARAM, ESTES, PRASAD, 2004,
PEREZ — VARGAS et al., 2006).

A segunda camada viral, a camada intermediaria, é formada pela proteina
estrutural VP6. A VP6, de 41 KDa, é formada por 260 trimeros altamente estaveis,
fazendo parte de 51% do virion e a maior proteina estrutural encontrada nos RV, e,
embora ndo tenha fungcédo enzimatica, parece ter papel na entrada do virus na célula
e na transcrigdo enddgena, pois interage com VP4 e VP7 do capsideo externo, e
VP2 do interno por meio de interagbes predominantemente hidrofébicas. As ligagdes
triméricas de VP6 formam-se espontaneamente, e a estabilidade dessas ligacoes
sugere a preservacao de seus epitopos, e por isso, é o antigeno mais utilizado em
diagndsticos imunologicos para RV. VP6 é o principal antigeno para o diagnéstico de
rotavirose (GOES et al., 2008).

As proteinas estruturais VP4, VP6 e VP7 estdo sendo extensivamente
estudadas por suas propriedades antigénicas, seu papel na replicagdo viral e
montagem das particulas virais (ARIAS et al., 2004).

Além das proteinas estruturais, a particula viral apresenta proteinas néao
estruturais NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6. Todas, exceto NSP4, estao
envolvidas na replicagao viral. A NSP3, de 63 KDa, auxilia a tradugédo do RNA viral,
reduzindo a sintese de proteinas celulares a medida que potencializa a sintese
protéica viral, protegendo o RNA viral da agao de nucleases presentes no citoplasma
celular (PIRON et al.,1998; JAYARAM, ESTES, PRASAD, 2004).

A NSP2 apresenta estrutura octamérica e esta envolvida na replicagdo do
genoma e montagem viral, utilizando energia da hidrélise de NTP, para
desempenhar funcdo de nucleotideo transferase. Esta enzima fica localizada no
interior de viroplasmas, inclusdes citoplasmaticas nas quais ocorrem o0s eventos de
replicagdo viral. A NSP4 é uma dglicoproteina conhecida por ser a primeira
enterotoxina viral descrita, interage com receptores de membrana do enterécitos até
entdo nao identificado. Esta proteina imobiliza o trafego de vesiculas celulares do

reticulo endoplasmatico (R.E) para o complexo de Golgi (C.G), direcionando a



maquinaria celular para complementar as atividades de replicagdo viral (ESTES
2001; JAYARAM, ESTES, PRASAD, 2004; ARIAS et al., 2004; CHOI, ESTES,
LANGRIDGE, 2005).

O genoma viral RNA dupla fita esta na forma de 11 segmentos, envoltos por
tripla camada protéica, medindo entre 0,6 — 3,3Kb. Ap6s o desnudamento viral,
devido a baixos niveis de Ca™ citoplasmatico, permanecem ainda as camadas
protéicas intermediaria e interna, formada por proteinas que auxiliam nos eventos de
transcricdo, transducao, e replicacdo viral. Apds a transcricdo, os transcritos séo
liberados dando inicio aos estagios de replicacéo viral: traducdo e sintese protéica
viral, replicagéo, onde o genoma € empacotado pelo agregado protéico que formam
capsideos interno e intermediario, e a Ligacado desta particula com VP4 e VP7, as
proteinas do capsideo externo, ocorrendo no reticulo endoplasmatico. Todos os
segmentos genémicos séo transcritos simultaneamente. De modo geral, virus RNA
dupla fita ndo apresentam seu genoma livre no citoplasma celular, mas sim
associados a proteinas virais, fato que confere protecdo do material genético viral
contra nucleases citoplasmaticas que reconhecem esse tipo de estrutura (COHEN,
2001; KAPIKIAN, HOSHINO, CHANOK, 2001; JAYARAM, ESTES, PRASAD, 2004;
PEREZ-VARGAS et al., 2006; ESPINOLA et al., 2008).

Figura 3: Desenho esquematico da particula de rotavirus localizando suas proteinas e material
genético (figura modificada de Nature Reviews / microbiology).
Fonte: http://www.nature.com/nrmicro/journal/v5/n7/abs/nrmicro1692.html



1.1.3 Patogenia

Os episodios de diarréia causados por rotavirus variam de quadros leves,
com fezes liquidas com duracgdo limitada, a quadros agudos, com febre, nauseas,
voémito, perda de apetite, dor abdominal e desidratacéo grave (PAREZ, 2008), com
vbmito apds 2 — 3 dias de infecg¢do, e diarréia entre 0 4° e 5° dias (ANDERSON,
WEBER, 2004). A infeccao inicia-se pela ingestdo de particulas virais viaveis,
seguido de penetracdo nas células do epitélio do intestino delgado, enterdcitos
maduros, fato que desencadeia a diarréia caracteristica do quadro clinico. A porta de
entrada do virus é a mucosa intestinal e € também o local onde se desenvolve a
patologia (OFFIT, 1998; LUNDGREN, SVENSSON, 2001; MUTWIRI et al., 2002).

Ligagcdes entre RV e células hospedeiras ocorrem por meio de multiplos
processos. Os RV &cido sialico (AS) - dependentes utilizam residuos de AS da
superficie das células hospedeiras para iniciar o processo de internalizacéo,
penetrando no interior da célula através da superficie apical. Os residuos de AS
podem estar ligados a glicolipideos ou glicoproteinas de superficie de membrana
dos enterécitos. Linhagens AS - independentes podem penetrar na célula através
das superficies apical ou basolaterais, fator que facilita a infec¢do viral. A maioria
dos RV que causam infecgdo em animais e humanos é AS - independente
(BOSHUIZEN et al., 2005).

Hipoteses foram propostas para como os RV entram nas células, como sendo
por penetracgéo direta, por fusdo com o citoplasma, ou através de endocitose Ca*"—
dependente, com o virus endocitado pela célula quando a concentragdo de Ca™
citoplasmatico é reduzida (ESTES, 2001; LUNDGREN, SVENSSON, 2001).

A diarréia decorrente da infecgdo por RV tem origem multifatorial, e todos os
mecanismos que a induzem n&o sdo completamente conhecidos. Estudos mostram
a ocorréncia de alteragbes como: que a destruicdo dos enterécitos maduros, a
atrofia das vilosidades intestinais, com a redugéo da absor¢édo de agua e nutrientes,
a hipertrofia de células intestinais secretoras, e a estimulagédo do sistema nervoso
entérico pela enterotoxina viral NSP4 que também induz a secrecéo de ions cloro
promovendo a perda osmaética de agua, séo fatores que atuam no desenvolvimento

do quadro clinico.



Durante a montagem de novas particulas virais, as alteragbes na
concentracdo de calcio citoplasmatico, redugdo de sintese protéica celular e
comprometimento do transporte de sédio na membrana citoplasmatica também
podem causar necrose do epitélio do intestino delgado, ocasionando ma absorgao
de agua e nutrientes, caracteristica da diarréia (ANDERSON, WEBER, 2004).

Apo6s a replicagao citoplasmatica do rotavirus em enterécitos maduros, a lise
celular permite a liberagcdo das novas particulas virais, podendo infectar outros
enterocitos ou ser excretadas pelas fezes (ANDERSON, WEBER, 2004,
BOSHUIZEN et al., 2005; PEREZ-VARGAS et al., 2006).

Além do mecanismo de lise celular, as paticulas virais podem ser liberadas
por meio de transporte vesicula, partindo do reticulo endoplasmatico para o
complexo de Golgi, e deste até a membrana plasmatica apical. A proteina nao-
estrutural NSP4 imobiliza o trafego de vesiculas celulares do reticulo endoplasmatico
(R.E) para o complexo de Golgi (C.G), modulando a atividade celular em funcao da
replicacédo viral (FIGURA 4). As proteinas estruturais VP4 e VP7 podem ser
detectadas em filamentos ordenados e VP4 estd associado a microtubulos
facilitando a liberacdo das novas particulas virais para a luz intestinal (ESTES,
2001).

Geralmente a infec¢ao por rotavirus em criangas esta restrita aos enterécitos
do epitélio do intestino delgado, nas vilosidades intestinais. Contudo modelos em
animais, demonstrou-se que infecgbes por rotavirus podem nao ser limitadas ao
trato gastrointestinal; evidéncias recentes sugerem dois casos de Obitos de criancas
por viremia, a sorologia dos dois casos foi positiva para rotavirus, e amostras do
RNA viral foi encontrado em regides extra-intestinais. Ha hip6teses de que particulas
virais e/ou antigenos estdo migrando para o sistema circulatério, porém, ndo esta
determinada a relacdo entre viremia com diarréia causada por rotavirus (PEREZ-
VARGAS et al., 2006).

Considerando o local da infecgéo, ha grande interesse no desenvolvimento de
vacinas orais que estimulem o sistema linfatico de mucosa intestinal, porta de
entrada do rotavirus (DUNCAN et al. 1996).
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Figura 4: Esquema modificado da replicag&o do rotavirus. (1) adsorc¢éo, (2) penetracéo, (3)
transcrigdo, (4) transdugao (sintese protéica), (5) formagéo do core com a fita
simples de RNA negativa; (6) montagem da camada intermediaria do capsideo; (7)
sintese do RNA dupla fita; (8) sintese de proteina viral; (9) montagem do core
(segunda); (10) formacé&o da dupla camada protéica (segunda); (11) penetra no R.E,
ficando temporariamente com a tripla camada protéica (capsideo viral), além de um
envelope temporario, (12) que é removido, gerando a particula viral madura — (?)
mecanismo ainda n&o conhecido.
Fonte: ARIAS (2004).

1.1.4 Imunologia

Os fatores imunolégicos que atuam na protegcéo contra reinfecgbes por RV
nao estdo bem esclarecidos, no entanto, sabe-se da importancia dos linfécitos T e B
neste processo. Casos severos da doenca ocorrem geralmente em infeccao
primaria, sugerindo que ha resposta adaptativa contra RV desenvolvendo-se
gradualmente. Além das proteinas externas VP4 e VP7 determinarem a sorotipagem
viral, elas induzem anticorpos neutralizantes. A proteina estrutural VP6, presente no
capsideo intermediario, tem papel importante no desenvolvimento de imunidade
heterotipica, caracteristica altamente conservada entre rotavirus do sorogrupo A
(PEREZ-VARGAS et al., 2006).
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Anticorpos maternos anti-rotavirus especificos (IgG e IgA) s&o naturalmente
adquiridos durante a gestacéo e/ou lactagao, conferindo protegao contra rotavirose
em criangas e animais neonatos (JOHANSSON et al., 2008).

A involugdo do quadro de gastroenterite causada por rotavirus depende de
uma eficiente resposta imunolégica do hospedeiro. Em um paciente
imunocompetente, antigenos do rotavirus sdo transportados para as Placas de
Peyer (sistema imune de mucosa intestinal) onde sé&o processados pelas células B e
macréfagos ou células dendriticas, ativando a resposta imune de mucosa, e sao
apresentados ao linfécito T auxiliar (helper). Uma série de ativagbes resultam em
estimulagéo de células B e proliferagao de linfocito T citotoxico rotavirus—especificos.
Estudos sugerem que imunoglobulinas IgA sdo os principais anticorpos produzidos
pelo hospedeiro durante a infeccdo por rotavirus, porém, frequentemente nao é
detectavel nas fezes durante a primeira semana de infeccdo (LUNDGREN,
SVENSSON, 2001; ANDERSON, WEBER, 2004; DESSELBERGER, GRAY, 2005).

Embora saiba-se que a infecgédo por rotavirus confira imunidade para toda a
vida do individuo, ha casos de reinfeccéo. Isso ocorre pelo amplo espectro de
grupos, subgrupos e sorotipos de rotavirus. Neonatos infectados n&o estédo
protegidos contra a re—infecgéo até os trés anos de vida, porém apresentam quadro
clinico menos severo em relagao a infecgéo primaria (ANDERSON, 2004; ZOMER,
2008). Estudos em ratos mostram que anticorpos sado cruciais para a protegao contra
re-infeccdo de RV, enquanto células T CD8+ conferem a protecdo em infecgbes
primarias (FROMANTIN et al., 1998; PEREZ-VARGAS et al., 2006).

1.1.5 Vacina

As primeiras vacinas contra rotavirus foram desenvolvidas na década de 80,
eram de origem bovina e simia, mas nao ofereciam protecdo contra os sorotipos
epidemiologicos mais importantes (VRANJAC, 2006).

Em 1998, nos Estados Unidos foi langada a langada a primeira vacina de
segunda geracgdo contra rotavirus — Rotashield®, composta de virus atenuados, a
vacina era tetravalente, com um arranjo simio e humano. Foi desenvolvida a partir
de cultura infectada com rotavirus simio, genotipo G3, juntamente com linhagens de
rotavirus humano G1, G2 e G4 (PLOTKIN, 1999; JACOBSON et al, 2001,
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BONHOEFFER, HEATH, 2006). A administragcdo da vacina era via oral aplicada em
trés doses, com 2, 4 e 6 meses de idade. Em 1999, a licenga desta vacina foi
cancelada pelo surgimento de casos de intussuscepc¢ao intestinal (invaginacéo de
uma porgéo do intestino para dentro de outra, resultando em reduc¢ao do suprimento
sanglineo ao segmento intestinal envolvido que pode levar a um sangramento
significativo, perfuragdo e infecgdo) em algumas criangas vacinadas (uma a cada
32.000) (MIDTHUN, KAPIKIAN, 1996; CLARK; OFFIT, 1998; GLASS et al., 2005;
BINES, 2006).

No ano de 2001, a Alianca Global de Vacinas e Imunizacao (Global Alliance
for Vaccines and Immunization) ofereceu incentivo as instituicdes de pesquisa ao
desenvolvimento e inclusdo de vacinas contra o rotavirus para criangcas de paises
em desenvolvimento. A iniciativa foi apoiada pelos grupos: World Health
Organization — WHO, Institute of Medicine, e Children’s Vaccine Initiative. Algumas
consideracdes foram feitas para a pesquisa e desenvolvimento da vacina, como o
conhecimento do impacto na saude publica em casos de surto por rotavirus, a
estabilidade da vacina, e a compreensao de que vacinas efetivas podem levar de 5 a
10 anos para seu desenvolvimento (GLASS, et al., 2005).

De maneira geral, vacinas orais sédo preferenciais por serem menos invasivas,
porém, a producdo de vacinas orais contra rotavirus encontra dificuldades em
preservar a integridade do antigeno durante o percurso gastrointestinal devido a
sensibilidade dos antigenos a baixos valores de pH, comuns no estdmago, onde o
acido gastrico encontra-se em pH 3,0; proteinas imunogénicas perdem esse
potencial com pH 3,5. Foi proposto que estas particulas virais deveriam ser
encapsuladas em polimeros orgéanicos resistentes a baixos valores de pH e se
desintegrariam quando em contato com pHs basicos, como encontrado na porgéo
inicial do intestino delgado, local de interesse para induzir resposta imune local
contra rotavirus (DUNCAN et al., 1996; MUTWIRI, 2002).

Atualmente existem duas vacinas licenciadas contra RV que estdo sendo
utilizadas em alguns paises. A vacina oral, pentavalente de virus atenuado humano
— bovino (WC3) recombinante (G1, G2, G3, G4 e P1A[8]) desenvolvida pela Merck
(Rotateq®), e a vacina monovalente de RV humano atenuado (G1P1A[8]),
desenvolvido em 2000 na Finlandia por “Avant Immunotherapeutics”, e licenciado
por GSK (Glaxo Smith Kline), Rotarix®, Belgium. No Brasil, a Rotarix® foi incluida no

calendario nacional de imunizagcbes do sistema unico de saude (SUS), a partir de
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marc¢o de 2006 por apresentar alta imunogenicidade, eficacia e seguranca (SESSP,
2006; DOMINGUES, et al., 2008; GOES, et al., 2008).

1.1.6 Diagnéstico

As técnicas de rotina para diagnésticos de rotavirus sao ELISA (Imunoensaio
enzimatico), microscopia eletrénica (M.E), microscopia de imunofluorescéncia,
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), formando quatro agregados de
migracdo caracteristicos, e RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase utilizando
transcriptase reversa). Em caso de suspeita de rotavirose estas técnicas séo
sensiveis mesmo com baixas concentragdes de particulas virais nas fezes (JEREZ
et al., 2002; BARMAN et al., 2006). Como pode ser observado na FIGURA 5, a
eletroforese dos diferentes segmentos de RNA que compdem o genoma dos
rotavirus permite, por meio da analise do perfil de migracéo eletroforético, pela
técnica de PAGE, a identificagcdo dos mesmos em grupos. Uma outra metodologia
para detectar rotavirus em fezes é por Pathfinder™, pelo sistema de detecgéo direta
de antigeno (Kallestad Diagnostics, Austin, TX, USA) (BERICIARTU, BOK, GOMEZ,
2002). Aglutinagao de microesferas de latex sensibilizadas com anticorpos antigeno-
especifico, como o kit de diagndstico em fezes para rotavirose muito utilizado no
Brasil desenvolvido em 1985 pela Fundagao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil)
(PERET et al., 1995; GOES et al., 2008).

GOES (2008) realizaram testes de aglutinacdo em latex para avaliar sua
sensibilidade e especificidade contra rotavirus do grupo A utilizando anticorpos para
VPG, correspondendo a resultado satisfatério em 98,5% das amostras.

Acredita-se que devido aos problemas encontrados na replicagéo viral em
cultura celular, o diagnostico e caracterizagao do rotavirus deva ser feito diretamente
a partir de amostras fecais, as quais devem ser adequadamente processadas para a
confiabilidade do resultado (BABIUK et al., 1977).

Para detectar poucas particulas de rotavirus, a técnica de RT-PCR em tempo
real estd sendo avaliada. Esta técnica se mostra sensivel e especifica, detectando
até 1000 particulas virais em 100 mL de agua. (GUTIERREZ — AGUIRRE et al.,
2008; JOTHIKUMAR et al., 2009).



14

A B o D E F G
Humano F H Suino  Bovino Qvine  Murino | Humano Suine  Bovino Ave Suino Ave Ave
{1—__—~— == l=l=l2 =
iz — _ = = — 7 =ilo = —ll=| "1
cp— = = _ =1 = o
T AR AN B == ) B = =
- . B —
: {s — s = = = =2l = S=Z2[2] =
;—— = = - = = — = === =
Ml g — = : e, = = = = — | — ] =
w—- — | _ — ol = =T = | =
IV{ = . - .
11 — I | I — —
Figura 5: Perfil eletroforético do genoma de rotavirus (RNA dupla fita). (I) segmentos VP1,
VP2, VP3 e VP4; (II) NSP1 e VP6; (lll) VP7, NSP2 e NSP3; (IV) NSP4, NSP5 e
NSP6.

Fonte: MASCARENHAS, 2006.

1.1.7 Cultivo

O cultivo in vitro de rotavirus € realizado principalmente pela infeccédo da
linhagem celular MA4u (célula de rim de macaco), em meio de cultivo celular
suplementado com tripsina cristalina pancreatica, que potencializa a infecgéo
(DELMAS et al., 2004).

Em 1980 foi observado que para a linhagem Wa de rotavirus humano replicar
eficientemente em cultivo celular, eram necessarias 11 passagens do virus em
leitbes recém-nascidos até a adaptacéo in vitro. Com a adaptacado foi possivel o
aumento do titulo viral apenas com o cultivo celular in vitro (KUTSUZAWA et al.,
1982).

Para a efetiva replicagéo viral em cultivo in vitro é necessaria a presenca de
tripsina, para ativar as particulas virais. Trabalhos relatam diferentes concentracées
de tripsina para ativacdo e manutencéo da atividade viral de RV simio SA-11,
durante o periodo de incubagao, considerando-se o numero de passagens seriadas
de rotavirus e a citotoxidade produzida pela tripsina as células. As concentra¢des

variam de 10 pg/ml no meio a 30 pg/ml para ativagédo em rotavirus suinos (RAMOS
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et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2004). BABIUK et al. (1977), relata que a
infecciosidade de rotavirus simio pode ser aumentada com a adigdo de 10 pg/ml de
tripsina 1:250 e que isolados de poucas passagens em cultura celular tendem a
apresentar baixa infectividade.

Devido ao dificil cultivo, encontra-se resisténcia em produzir reagentes a
sorotipos especificos contra RV, assim, o genoma viral tem sido muito estudado.
Com técnicas de biologia molecular e disponibilidade de dados da sequéncia de
varios sorotipos de rotavirus, foram desenvolvidos ensaios moleculares da reacgao
em cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa (RT - PCR) e
oligonucleotideos iniciadores especificos. Estas técnicas de genotipagem tém
fornecido importantes informacdes sobre a epidemiologia molecular do rotavirus
(LINHARES, 2000; VRANJAC, 2004).

1.1.8 Rotavirus e drogas antivirais

Até 1975, pensou-se nao ser possivel desenvolver drogas antivirais contra
virus animais com preservagdao da ceélula hospedeira. No entanto, com a
identificacdo de proteinas virais necessarias para a sua replicacao, foi possivel
desenvolver drogas antivirais que agissem seletivamente nestas. A resisténcia a
drogas antivirais tem sido importante fonte de conhecimento sobre a interagéo
desses compostos e virus, potencializando pesquisas em vacinas e drogas antivirais
(CRUMPACKER, 2001).

Séao relativamente poucos os estudos sobre antirrotavirais, alguns destes
mostraram que compostos sintéticos como ribavirina (nucleosideo sintético, D-ribose
acoplada a 1,24 triazol carboxamida), 3-deazaguanina e isoprinosina, inibem a
replicacdo do rotavirus, sendo que ribavirina e 3-deazaguanina parecem atuar
inibindo a sintese protéica viral. O composto 9-S-2,3-diidroxipropil adenina inibe a
replicacéo do rotavirus in vitro, tem baixa toxicidade celular, porém o mecanismo de
acdo nédo estd bem conhecido. O Clioquinol pode reduzir a infecgdo em
camundongos se administrada em frequentes intervalos de tempo e atua removendo
as proteinas do capsideo externo (ESTES, 2001).

Foi observado que compostos polifendlicos, como o cha preto, apresentam

acéo inibitéria contra rotavirus bovino e humano. Contudo, estes compostos néo
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foram estudados como fitoterapicos para humanos com infec¢cado por rotavirus.
Enquanto que extratos de ritidomas (cascas) de Artocarpus integrifolia (jaqueira),
sementes de Myristica fragrans (noz-moscada), e ritidomas e folhas de Spongias
lutea (cajazeiro) inibiram a replicacdo do rotavirus humano em cultivo celular de
MA04, € sdo usadas por conhecimento popular para combater a diarréia (CLARK,
OFFIT, 2004; GOLCALVES et al., 2005).

A lactoferrina (LF) mostra atividade in vitro antirrotavirus simio (SA-11),
impedindo a adsorgcédo de grande parte das particulas virais na célula hospedeira, e
interferindo na formacgéo de antigenos das particulas virais que chegaram ao interior
citoplasmatico. Assim LF atua como barreira na adsorgao e replicagéo viral (VAN
DER STRATE et al., 2001). SUPERTI e equipe (2001) demonstraram em seus
estudos que residuos de &cido sialico (AS) da membrana celular sdo quase
totalmente removidos por lactoferrina bLf (lactoferrina bovina), apresentando
significativa inibicdo da replicagao de rotavirus simio SA-11.

Observou - se que a mucina, proteina presente no leite, na concentracao de
0,1ug/mL, é capaz de inibir a replicagao do rotavirus in vitro, atuando de maneira
terapéutica, reduzindo a fase diarréica da infeccdo e profilatica em quadro de
gastroenterite animal (PETERSON, YOLKEN, NEWBURG, 1998).

E intensa a pesquisa com analogos de nucleosideos que apresentem
resposta terapéutica contra o RV, uma vez que néao ha opg¢éao disponivel no mercado
farmacéutico. As pesquisas com esses analogos mostraram que sua concentragédo
deve ser significativamente maior em relagdo ao controle, AZT para a mesma
eficiéncia com fins terapéuticos (ANGELIS et al., 2007; MANTA et al., 2007).

Andlogos de nucleosideos recentemente sintetizados como a 1-3-deoxi-3-
fluoro- 5-S-acetil-5-tio-B-D-xilofuranose sao candidatos ao desenvolvimento de uma
potencial droga antiviral contra rotavirus humanos (TSOUKALA et al., 2007), assim
como o nucleosideo fluoro-cetopiranose que parece inibir a adsor¢ao entre virus e
célula hospedeira por neutralizar a particula viral (MANTA et al., 2007).

Um peptideo sintético correspondendo a proteina viral VP4 de RV bovino foi
estudado para definir a origem da resposta imune contra RV. O pré-tratamento de
células MA+os com peptideo inibiu a adsorgéo do virus e a formacgéo de placas de
efeito citopatico. In vivo, a administracdo intragastrica de VP4 ofereceu protecéo
contra o RV, pois o sitio de clivagem de VP4 pela tripsina é altamente conservado
(IJAZ et al.,1996).
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1.2 Polissacarideos e Atividade Antiviral

Polissacarideos provenientes de bactérias, algas, vegetais de grande porte e
fungos sao conhecidos por possuir atividade antiviral (virus DNA e RNA), antitumoral
e anticoagulante (TALYSHINSKI, SOUPRUN, HULEINEL, 2002; TALARICO et al.,
2004; LEE et al., 2006; ZHENG et al., 2006).

A maioria dos polissacarideos que apresentam atividade antiviral sao
altamente sulfatados, esta propriedade deve-se ao fato de serem moléculas
anidnicas, capazes de reagir com particulas positivamente carregadas, como as
particulas virais (GONZALEZ & CARRASCO, 1987).

A atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados parece depender da
localizagdo de seus grupos de cargas negativas e do grau de sulfatagdo bloqueando
as cargas positivas presentes na superficie do virus (DAMONTE et al., 1996; ONO et
al., 2003).

Polissacarideos sulfatados sintetizados pela cianobactéria Aphanothece
halophytica apresentaram efetiva funcao profilatica e terapéutica contra pneumonia
causada pelo virus influenza (ZHENG et al, 2006), da mesma forma que
polissacarideos sulfatados extraidos de Grateloupia indica apresentaram atividade
antiviral contra HSV tipo 1 e 2 (CHATTOPADHYAY et al., 2007).

Polissacarideos sulfatados como xilogalactanas, galactanas, carregenanas,
glucanas (dextranas sulfatadas), mananas e galactomananas sintetizadas a partir de
varias espécies de seres vivos estdo sendo intensivamente estudados desde a
década de 80 por apresentarem atividade antiviral in vitro em alguns virus, como
herpes simplex (HSV tipo | e Il), citomegalovirus humano (CMV), sindrome da
imunodeficiéncia humana tipo 1 e 2 (HIV-1 e 2), virus syncytial respiratério (RSV)
(CARLUCCI et al., 1997; COOPER, 2004; ONO 2004; CHATTOPADHYAY et al.,
2007) e virus da leucemia murina (murine leukemia virus- MuLV) (NAKASHIMA et
al., 1987; TALYSHINSKI, SOUPRUN, HULEINEL, 2002). Sendo que carragenanas
e xilomananas sulfatada nao apresentaram atividade no teste antitrombina, sendo
este fator importante quando a propriedade anticoagulante torna-se indesejavel
(CARLUCCI et al., 1997; KOLENDER et al., 1997).
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1.3 Galactomananas

Entre os polissacarideos encontrados na natureza estdo as galactomananas,
fibras soluveis extraidas principalmente do endosperma de sementes de
leguminosas e sao a segunda principal fonte de reserva energética do embrido
(MERCE et al., 2001; ONO, 2004; VENDRUSCOLO, 2005).

Estas moléculas estdo sendo muito estudadas no Brasil devido ao fato da
extragdo de galactomananas ser realizada principalmente a partir de sementes, uma
fonte renovavel, abundante e sem necessidade de desmatamento, com o
rendimento ultrapassando 30% em relacdo a massa seca (ONO, 2004).

Galactomananas de sementes de leguminosas sao polissacarideos
ramificados compostos por uma cadeia principal formada por residuos de D-
manopiranose, ligados entre si por ligagbes O—glicosidicas (1—4), podendo esses
residuos serem substituidos por unico residuo de D—galactopiranose ligadas a
cadeia principal por ligagbes O-glicosidicas a(1—6) (FIGURA 6), sendo que a
proporcao Manose:Galactose (Man:Gal) varia nas diferentes espécies. Séao
moléculas de alto peso molecular, hidrofilicas e insoluveis em solventes organicos.
Por sua capacidade em formar gel quando associada a outros polissacarideos,
podem controlar a atividade da agua, estabilizar solugbes e dispersdes aquosas, e
por seu alto poder espessante, as galactomananas sdo muito utilizadas na industria
cosmética, farmacéutica, alimenticia, petrolifera, como agente floculante em
tratamento de agua e efluentes, e na terapia de diabetes mellitus (FERNANDES,
NAKASHIMA, SERRA, 2004; ONO, 2004; VENDRUSCOLO, 2005; JESUS et al.,
2007).

Existem galactomananas de trés espécies de sementes produzidas em escala
industrial, a goma guar (Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub), goma locusta (C.
siliqua) e goma tara (Caesalpinia spinosa L.) que sé&o responsaveis pela terceira
maior producdo industrial mundial de polissacarideos, perdendo apenas para
celulose e amido (MERCE et al., 2001; MATUDA, NETTO, 2005).

A goma guar, extraida do endosperma de sementes de Cyamoposis
tetragonolobus L. é uma leguminosa muito usada como espessante de alimentos na
india e Paquistdo. Na forma hidrolisada apresenta as seguintes fungdes fisiologicas:

reducao da incidéncia de diarréia, equilibrio da microbiota intestinal, melhoramento
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do transito intestinal, aumento da absor¢cdo de minerais, melhora da resposta
glicémica, melhora de atrofia de vilosidades do ileo terminal, efeito de redugao de
colesterol e lipideos (YOON, CHU, JUNEJA, 2008).

Além de propriedades antivirais contra HSV tipo | e I, HIV tipo | e Il, e CMV,
galactomananas naturalmente ou sinteticamente sulfatadas tém propriedades
anticoagulantes e ndo sédo absorvidas pelo organismo humano, por isso podem ser
estudadas sob a perspectiva de uso em diferentes tratamentos terapéuticos. Por ter
essa propriedade testes podem ser feitos para mensurar sua atividade
anticoagulante (MERCE et al., 2001; ZHENG et al., 2006). Referéncias sobre

producao microbiana

Figura 6: Estrutura geral de galactomananas.
Fonte: VENDRUSCOLO (2005).

1.3.1. Leucaena leucocephala (Leucena) e Mimosa scabrella

(Bracatinga)

Leucaena leucocephala (Lam) de Wit, cuja classificacdo é apresentada na
TABELA 1, € uma planta leguminosa arbustiva conhecida popularmente por
Leucena e sindnimo botanico de Leucaena glauca (Willd) Benth (FIGURA 7). E um
vegetal originario da América central que pode atingir até 2 metros de altura. Suas
folhas séo bipinadas 15 a 25 cm de comprimento, com 4 a 10 pares de pinas, cada
uma com de 5 a 20 pares de foliolos. Suas flores sdo brancas, agrupadas em
capitulo globular, seus frutos séo finos e achatados (12 a 18 cm de comprimento)

contendo de 15 a 25 sementes elipticas de cor marrom-brilhante que apresentam
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dorméncia mecénica devido a rigidez do tegumento, e apresenta raizes profundas
(LIMA, 1983; ONO, 2004).

A leucena é cultivada como planta forrageira, que cresce em solos de baixa
fertilidade, tem rapida dispersao e apresenta valor nutritivo protéico semelhante ao
da alfafa (Medicago sativa). E considerada excelente fonte de B-caroteno, sendo
bem aceito por ruminantes, auxiliando o ganho de massa corporal e producdo de
leite. Na América Central, Indonésia, e Tailandia,, suas folhas e sementes sao
utilizadas na alimentacdo humana. Nas sementes também encontra-se a toxina
mimosina (aminoacido nao-protéico analogo da tirosina) promovendo disturbios
metabdlicos como salivacao, inibicdo do apetite, alopécia (perda de pélos), retardo
de crescimento, reducéo da fertilidade e casos de morte em nao-ruminantes. Estes
efeitos toxicos aparecem quando a ingestdo das sementes de leucena excede 50%

da alimentacao por mais de 6 meses (LIMA, 1983).

TABELA 1 - CLASSIFICAGAO SISTEMATICA DE ENGLER DA LEUCENA

Engler
Divisao Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Subclasse Archichlamydeae
Ordem Rosales
Familia Leguminosae
Subfamilia Mimosoideae
Género Leucaena
Espécie L. Ieucocephala
(Lam) de Wit

Fonte: ONO (2004).
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Figura 7: Fotografia mostrando folhas, foliolos e flores da leucena.
Fonte: http://coralx.ufsm.br/herbarioflorestal (Gltimo acesso em janeiro de 2009).

Mimosa scabrella Bentham € conhecida popularmente por bracatinga,
abracatinga, bracatinho, paracaatinga, bracatinga - vermelha, bracatinga — branca,
bracatinga — argentina, maracatinga, anizeiro e mandengo. Apresenta as seguintes
nomenclaturas botanicas: Mimosa scabrella G. Bentham, Mimosa bracaatinga
Hoehne, Mimosa sordida Bentham, Mimosa bracaatinga Hoehne var. aspericarpa
Hoehne, Mimosa scabrella Bentham var. aspericarpa (Hoehne) Burkart (TABELA 2).
O nome popular “bracatinga” tem origem indigena significando “arvore ou mata de
muitas plumas brancas” (FIGURA 8) (ANGELI, 2003; ONO, 2004; VENDRUSCOLO,
2005).

A bracatinga é uma arvore perenefélia, variedade argentina, mas n&o oriunda
deste pais, atinge entre 5 e 15 m de altura, apresenta folhas de coloragao clara. Tem
fenologia reprodutiva propria, florescendo entre setembro (Parana) e janeiro (Santa
Catarina). E uma espécie florestal do tipo pioneira, podendo ser plantada pela
primeira vez em areas nunca até entdo utilizadas para seu cultivo. Tem crescimento
rapido, porém o tempo de vida é curto, entre 10 e 20 anos. Suas folhas sao de
textura aspera devido a presenga de tricomas curtos e estrelados, de onde vem a
denominagéo “scabrella”. Apresentam frutos do tipo vagem com textura aspera e
apresentando rugosidades por assim chamado fruto aspericarpo, carregando em seu

interior de 3 a 4 sementes. As sementes tém formato oval, sdo achatadas, rigidas,
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marrom-escuras e brilhantes de 5-6 mm, apresentando com cotilédones
esverdeados (BURKART, 1979; VENDRUSCOLO, 2005; ONO, 2004; MACHADO et
al., 2006). Os frutos apresentam queda espontdnea, ou podem ser colhidos
diretamente da arvore, eles sao secos ao sol facilitando a sua abertura manual para
extracdo das sementes (ANGELI, 2003). Na regiao sul, a maturagdo dos frutos
ocorre entre novembro e margo. A quantidade de sementes colhidas por arvore varia
entre 300 g e 2 kg, sendo que ha em média 58 mil a 80 mil sementes em 1 kg (ONO,
2004).

A bracatinga € muito comum na regido metropolitana de Curitiba, em regides
com altitude superior a 90 m, onde ocupa em torno de 20 hectares por propriedade
(VENDRUSCOLO, 2005). O plantio e desenvolvimento é facilitado por ser uma
planta pouco exigente quanto as condi¢des nutricionais do solo (FERREIRA, TAUK —
TORNISIELO, CHAVES 2002; MACHADO et al. 2006).

A bracatinga € a principal e mais antiga fonte de lenha do sul do Pais. Da
semente da bracatinga, sao extraidos agucares trigalactosil-pinitol e galactomanana
(ANGELI, 2003).

TABELA 2 - CLASSIFICAGAO SISTEMATICA DE ENGLER DA BRACATINGA

Engler
Divisao Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Subclasse Archichlamydeae
Ordem Rosales
Familia Leguminosae
Subfamilia Mimosoideae
Género Mimosa
Espécie M. scabrella
Bentham

Fonte: ONO (2004).



Figura 8:

Fotografia do arbusto da bracatinga. Fonte: http://www.rarexoticseeds.com
(ultimo acesso em janeiro de 2009).
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2. Objetivos

2.1 Gerais

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial antiviral
de polissacarideos nativos e sinteticamente sulfatados de sementes das
leguminosas Leucaena leucocephala e Mimosa scabrella contra o rotavirus simio

(SA-11) em cultivo in vitro.
2.2 Especificos

- Avaliar a citotoxicidade de polissacarideos nativos e sinteticamente
sulfatados de sementes das leguminosas Leucaena leucocephala e Mimosa
scabrella sobre células MA4o4 utilizando o método do MTT;

- Produzir e titular o virus-trabalho rotavirus simio SA-11 em células MA1o4
para os experimentos de avaliagao da atividade antiviral,

- Avaliar o potencial antiviral desses polissacarideos sobre rotavirus simio
(SA-11) utilizando as metodologias de Reed & Muench e de MTT;
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3. Material e Métodos

3.1 Cultivo Celular

Para o cultivo in vitro de RV, foi utilizada a linhagem celular MA ¢4, oriunda de
células de rim de macaco. O meio de cultivo utilizado foi o DMEM-CULTILAB,
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 10% de caldo triptose fosfato (TPB)
e antimicrobianos (penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100 ug/mL e anfotericina B
1,25 ug/mL). As células utilizadas foram cedidas pelo Laboratério de Diagnéstico
Marcos Enrietti — Secretaria da Agricultura e do Abastecimento do Parana - SEAB -

PR e estavam na passagem 27.

3.2 Multiplicagao Viral

Este trabalho foi desenvolvido a partir de uma amostra isolada de RV simio
SA-11, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Carlos M. Nozawa do Departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL-PR).

A amostra de RV simio SA-11, agente etiolégico de gastroenterite em
primatas (LIPSON et al., 2007), foi inicialmente passada para a linhagem celular
MA104 em garrafas de poliestireno de 25 cm?, readaptando as particulas virais ao
cultivo celular em 10 passagens consecutivas.

O procedimento para infecgdo do rotavirus requer ativagdo do virus, onde a
suspensao viral suplementada com tripsina [10ug/mL] foi levada ao banho—maria por
30 minutos a 37°C; a adsorgéo, na qual as particulas virais ativadas entram em
contato com a monocamada celular foi realizada por 90 minutos a 37°C em estufa
com 5% CO,. Ap6s a adsorgdo a suspensdo viral permaneceu em contato com a
monocamada celular e foi adicionado o meio de manutencdo antimicrobianos e
tripsina [5ug/mL] auxiliando na manutencéo da infec¢do viral durante o periodo de
incubacéo (FIGURA 9).
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Com 72 horas de incubagéo, a suspensao foi congelada e descongelada por
trés vezes, centrifugada com 5000 rpm (centrifuga Cientec modelo CT-6000, com
rotor de angulo fixo para 8 tubos de 50mL) a 4°C por 20 minutos, e o sobrenadante
aliquotado em flaconetes, armazenados a — 80°C, em nitrogénio liquido, e usadas

para a infeccdo de uma nova monocamada.

Amostra isolada de RV (500 uL)

Banho-maria (37C, 30
minutos)

Ativagao com tripsina PA
(10 pg/mL)

Estufa de CO, (37C, 90 min utos)

Adsorc¢ao viral: Adigdo da suspensao viral ativada a
monocamada celular

Estufa de CO, (37C) 72 horas

Incubagao: Suplementagdo com meio DMEM de manutengao com
Tripsina PA [5ug/mL]

Figura 9: Fluxograma esquemético de multiplicacdo de RV em linhagem celular MA 4.

3.3 Titulagao do rotavirus simio (SA-11)

A titulacao do RV simio SA — 11 foi realizada em microplacas de 96 pocos
(FIGURA 10), contendo aproximadamente 125.000 células MA1p4 por pogo. Apés a
incubagéo de 48 horas em ambiente com 5% CO; a 37°C, a monocamada celular foi

infectada com suspensao viral diluida em série, sendo o fator de diluicdo de 10
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vezes, preservando uma coluna para controle negativo. Neste método, o titulo viral
foi determinado através da contagem de pocos positivos (independentemente da
intensidade do ECP) e pogos negativos pela observacdo em microscépio Optico

invertido, utilizando o céalculo de Reed & Muench (1938).

3.4 Determinagao da citotoxicidade das galactomananas nativas e

sulfatadas de leucena e bracatinga em células MA 4

A citotoxicidade dos polissacarideos, gentilmente cedidos pela Profa. Maria
Rita Sierakowski — Departamento de Quimica — UFPR, em células MAqy foi
determinada por meio da quantificacdo de células viaveis pelo brometo de 3-(4'5'-
dimetil-tiazol-2-il)-2,4-difeniltetrazdlio (MTT). O MTT é o sal de tetrazdlio que, apds a
clivagem por desidrogenases mitocondriais torna-se insoluvel em agua pela
formacao de cristais de formazan, e soluvel em solventes organicos como o DMSO
conferindo coloragdo roxa. Esta andlise é baseada na quantificagdo de células
viaveis pelos valores obtidos em absorbancia, sendo um método de avaliagéo
colorimétrica rapida (MATSUZAKI, 2006). A intensidade da coloragédo foi lida em
espectrofotbmetro de microplacas de ELISA (A = 540 e 630nm) (DENIZOT,
LANG,1986; NEYTS, 1995). Os polissacarideos nativos e sulfatados foram
solubilizados (overnight) em agua destilada estéril na concentragdo de 5mg/mL. Com
a amostra solubilizada, a solu¢do-mae foi filtrada em membrana 0,22 ym de poro
(Millipore™) em ambiente estéril a fim de reduzir a possibilidade de contaminacgéo da
amostra. A amostra filtrada foi diluida em série em meio de manutencdo. As
galactomananas sulfatadas de leucena e de bracatinga possuem grau de
derivatizacdo ou sulfatacdo (DS) de 0,50 (14,3% de sulfato) e 0,62 (15,3% de
sulfato), respectivamente.

As células MAqys foram cultivadas nas microplacas de 96 pogos em
meio DMEM de cultivo, 125.000 células por pog¢o. Apds a monocamada celular estar
completa nos pogos da microplaca, aproximadamente 24 horas ap6s incubacgao, o
meio de cultivo celular foi retirado, e os polissacarideos foram adicionados em
diferentes concentragbes (50uL/pogo, 2500-9,8 pg/mL, n = 8 pocgos). As placas
foram incubadas em estufa de CO, 5% a 37°C por 90 minutos. Em seguida foram

adicionados 150uL de meio de manutencéo, totalizando volume de 200 uL/ pogo. As
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microplacas foram incubadas em estufa de CO, 5% a 37°C por 72 horas, e
visualizadas em microscopio invertido (aumento de 100 x) a cada 24 horas.

Para determinar se houve diferenca significativa entre niumero de células
MA04 em relagcdo ao controle sem polissacarideos, aplicou-se o teste t de Student,
com nivel de significancia de 0,05 (BOLTON, DEKKER, 1990).

3.5 Teste da atividade antiviral das galactomananas nativas e

sulfatadas de leucena e bracatinga contra rotavirus SA-11 in vitro

A avaliagao do potencial antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas de
Leucena e Bracatinga, gentilmente cedidos pela Profa. Maria Rita Sierakowski —
Departamento de Quimica — UFPR, foi determinada por meio da reducao de efeito
citopatico in vitro (DAMONTE et al., 1996), por meio da observagéo e quantificacao
do ECP por pocgo através do teste do MTT, comparando os valores de absorbancia
dos pogos contendo polissacarideos em relacdo aos pogos controle sem
polissacarideo, protocolo utilizado no experimento de citotoxicidade (DISTEFANO et
al. 1995; TAKAHASHI et al. 2000; BEDOYA et al., 2001; NING et al., 2007).

Para determinar a atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados e nativos
foram preparadas microplacas de 96 pogos contendo 100.000 células MA1o4 por
mililitro, cultivadas em meio DMEM de cultivo, e incubadas em estufa de CO, 5%,
37T por aproximadamente 24 horas. Os polissacaride os nativos e sulfatados foram
diluidos em série em meio de manutencgéo, adicionando em seguida, a suspenséo
viral 10xTCID50% (10 vezes mais concentrada que a dose infectiva de 50% em
cultivo celular) ativada com tripsina (10 pg/mL) por 30 minutos em banho — maria a
37C. Em seguida, 50 uL do conteudo viral com polissacarideos nativos e sulfatados
foram inoculados nos pogos das microplacas, e incubados nas condi¢gbes de CO»
5% a 37T por 90 minutos, fase em que ocorre a adsorgao do virus nas células
hospedeiras. Apdés a adsorcado viral, foram adicionados 150uL do meio de
manutencgao totalizando 200uL por pogo, incubados durante 72 horas em estufa de
CO;, 5% a 37T. Com 72 horas de incubacao, foi possivel visualizar a presenca ou
auséncia de ECP nos pocos das microplacas. Entdo, todo o conteudo foi retirado,
sendo adicionados 50uL de MTT por pogo, incubados em estufa de CO, 5% a 37T

por 3 horas. Apds remocgao do MTT, foi adicionado DMSO em todos os pogos, para,
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logo em seguida leitura em espectrofotdbmetro de leitor de microplacas de ELISA (A =
540 e 630nm).

Nos pocgos de controle positivo, foi adicionada apenas suspensdo viral
ativada e meio de manutencao. No controle negativo foi adicionado meio de cultura.
Os experimentos antivirais de polissacarideos nativos e sulfatados de leucena e

bracatinga foram realizados em triplicata.



30
4. Resultados e Discussao

4.1 Determinacgao do titulo do rotavirus simio SA-11

Utilizando a metodologia de titulagcdo em placas de 96 pogos, com contagem
do numero de pogos que apresentavam efeito citopatico (método da diluicao final),
foi determinado titulo viral de 10°, indicando que nesta diluicio, a amostra viral é
capaz de infectar metade dos pocgos de teste.

A fim de aumentar o titulo viral, foram realizadas 10 passagens sucessivas do
virus em cultivo celular. A titulacdo da suspenséo viral do virus repicado 10 vezes foi
realizada em microplaca de 96 pocos com o resultado de 10°°, portanto, as
passagens consecutivas em cultivo celular nao aumentaram o titulo do RV SA — 11.

Alguns pesquisadores citam dificuldades no cultivo de RV in vitro. Em 1980,
rotavirus da linhagem Wa tipo 2 foi adaptado em linhagem celular MA 1p4 ap6s 11
passagens consecutivas em leitbes recém-nascidos, assim, aumentando seu
potencial infectivo (KUTSUZAWA et al. 1982)

RODRIGUEZ et al. 2004, para aumentar o titulo de RV simio SA - 11 no
cultivo in vitro realizaram testes com diferentes tratamentos com tripsina cristalina
pancreatica, resultando na utilizacdo do meio de manutencéo suplementado com 5
Mg/mL de tripsina cristalina pancreatica, com a ndo remog¢do do in6culo apés
adsorc¢ao viral.

Experimentos sobre a concentragéo ideal de particulas virais precisarao ser
posteriormente realizados para tentar aumentar d titulo do RV SA — 11 in vitro,

otimizando o cultivo para futuros experimentos in vivo.

4.2 Determinagao da citotoxicidade das galactomananas nativas e

sulfatadas de leucena e bracatinga em células MA 4y,

Polissacarideos de origem bioldgica (bactérias, algas, fungos e vegetais de
grande porte) sao produtos de baixa toxicidade em mamiferos, motivo pelo qual
estdo sendo cada vez mais pesquisados quanto as suas propriedades terapéuticas
antiviral, antitumoral e anticoagulantes (TALYSHINSKY, SOUPRUN, HULEIHEL,
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2002). Para todas as avaliagcbes de atividades biologicas, recomenda-se o estudo
paralelo da toxicidade das mesmas.

A analise de citotoxicidade avalia se o polissacarideo por si € capaz de
provocar alteragdes (efeito toxico) na monocamada celular. A viabilidade das células
MAo4 frente as galactomananas foi avaliada pelo método do MTT por meio da
determinacdo da concentragdo citotdxica 50%, que seria definida como a
concentracdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% quando
comparado ao controle sem o polissacarideo.

Além do teste do MTT utilizado, a monocamada celular foi visualizada em
microscépio invertido para observar possiveis alteragcbes morfoldgicas,
complementando o resultado final de citotoxicidade.

Os polissacarideos foram adicionados junto a monocamada celular da
linhagem MA+os homogénea e completa em microplaca de 96 pogos (FIGURA 10)
nas concentragdes 9,8 — 2500 pg/mL (TABELAS 3,4,5¢€6, e GRAFICOS 1,2, 3 e
4) e diluidos em meio de manutencgdo, gerando a faixa de concentragdes final de
625-2,45 ng/mL. Essa faixa de concentracdes foi escolhida para que pudessem ser
avaliadas pelo menos 10 concentragbes diferentes de polissacarideos. Como os
polissacarideos sulfatados de bracatinga e de leuceuna apresentam massas
moleculares de 620x10° e 574x10° g/mol, formando solugdes viscosas que dificultam
a filtracdo esterilizante através de filtros de membranas de 0,22 um acima de
determinadas concentragdes. Os polissacarideos foram mantidos em contato com a
monocamada celular por 90 minutos (tempo necessario para adsorc¢ao viral) e ap6s
este periodo, 150 yL de meio de manutencéao foi adicionado aos pogos e incubado

por 72 horas.
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Figura 10: Fotografia de uma microplaca de 96 pogos contendo DMSO em reagdo com cristais
de formazam formando coloragdo roxa, lida em escala de absorbancia no teste de
citotoxicidade dos polissacaideos.
Fonte: O autor.
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Os resultados foram obtidos em valores de absorbancia em espectrofotdmetro
de microplacas de ELISA (A = 540 e 630nm) de cada poco e convertidos a
porcentagem de células viaveis. Para determinar a citotoxicidade dos
polissacarideos testados a partir dos dados de absorbancia foi utilizado o teste
estatistico t de Student. Este analisa a diferenca estatisticamente significativa entre a
média de absorbancia dos pogos controle positivo, sem polissacarideos (100% de
células viaveis), e as amostras com polissacarideos.

As células também foram observadas em microscoépio invertido a cada 24
horas, até 72 horas de incubacgéo, ndo havendo diferengca morfolégica entre o
controle negativo (FIGURA 11) e os pogos com a galactomanana nativa de leucena
(FIGURA 12), galactomanada nativa e sulfadada de bracatinga (FIGURA 13 e 14)
abaixo de 156,2 ug/mL. A galactomanana sulfatada de leucena (FIGURA 14)
apresentou pequena alteragdo com observacédo de células mais alongadas que no
controle negativo (FIGURA 11), resultado confirmado posteriormente com o teste
do MTT.

Na TABELA 3, estdo demonstrados os resultados do experimento com a
galactomanana nativa de leucena, o qual indica, por meio do teste f, que o
polissacarideo nas concentragbes entre 2,45 - 625 pg/mL ndo apresentou
toxicidade em MAo4. Os dados mostram que houve aumento no numero células em
algumas concentragdes na presenca do polissacarideo (de 7,1 a 12,5% mais células
em relacdo ao controle positivo — sem o polissacarideo) nas concentracdes entre
78 - 625ug/mL (TABELA 3; GRAFICO 1). Esses dados sugerem reacdo estimulatéria
do polissacarideo em MA4, que devera ser melhor estudada para um parecer
definitivo, pois na literatura, até o momento, ndo ha informagbes sobre a relagéo
entre polissacarideos e estudos de viabilidade celular frente a linhagem celular
MA 104, ressaltando-se a necessidade de mais estudos sobre a proposta de resposta
estimulatéria do crescimento celular em exposicdo a galactomanana nativa de

leucena.

A analise da citotoxicidade da galactomanana sulfatada de leucena (TABELA
4; GRAFICO 2) sugere que este polissacarideo deva ser utilizado no cultivo in vitro
de MAp4 em concentragdes inferiores a 78 ug/mL. Nas concentrag¢des de 625, 312 e
156 ug/mL apresentaram respectivamente 77,3% (CC773), 75,6% (CCzs6) € 35,3%
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(CCss3) menos células em relagédo ao controle positivo, determinando assim, que
estas trés concentracdes sdo citotoxicas (CC50 de aproximadamente 255 ug/mL).

Por sua vez, com a galactomanana nativa de Mimosa scabrella (TABELA 5;
GRAFICO 3) nenhuma das concentragdes testadas apresentou citotoxicidade, assim
como alteragdes morfolégicas nas células MA+oa.

O ultimo polissacarideo testado foi a galactomanana sulfatada de Mimosa
scabrella, o qual apresentou efeito citotoxico na concentracédo de 625 pg/mL,
reduzindo em 24,0% o numero de células viaveis (CC.40) (TABELA 6; GRAFICO 4),
portanto, com CC50> 625 ug/mL.

Estes resultados sugerem que a galactomanana sulfatada de bracatinga é a
menos citotdxica para as células MA+o4 Nnas condi¢cdes analisadas.

Os polissacarideos sulfatados, kappaliota/nu carragenana e xilomananas
extraidas de algas marinhas ndo apresentaram efeito citotdxico nas concentra¢des
abaixo de 1000 pg/mL em linhagem de células Vero (TALARICO, et al., 2004;
MANDAL et al., 2008). Com xilogalactanas, DAMONTE et al., (1996) apresentaram o
mesmo resultado para citotoxicidade em células vero, assim como GONZALEZ,
ALARCON, CARRASCO, (1987) com iota-carragenana em linhagem celular HeLa.

Como ¢ relatada baixa citotoxicidade in vitro para polissacarideos de algas
que apresentam grau de sulfatacdo (DS) superior ao das amostras testadas, e
considerando-se que as amostras de galactomanana sulfatada de leucena e de
bracatinga, apresentam respectivamente DS de 0,50 e 0,62, sugere-se que residuos
de reagentes utilizados na reagdo de sulfatacdo (como a piridina e a formamida)

possam estar interferindo na viabilidade celular.
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TABELA 3: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DA GALACTOMANANA
NATIVA DE LEUCENA EM CELULAS MA o4 PELO METODO DO MTT

CN®| CP® | 625,0° | 312,5° | 156,3° | 78,1° | 39,0° | 19,5° | 9,8° | 49° | 25°
Média de
celulas 100 | 1112 | 114,0 | 1081 | 110,2 | 1058 | 1000 | 184 | 1028 | 187
viavels
(%)
Variancia 0,4413 | 0,6472 | 0,3954 | 0,5746 | 0,5754 | 0,6057 | 0,2509 | 0,8821 | 0,9057 | 0,3917
Teste F 1.4665 | 1,1159 | 1,3021 | 1,3039 | 1,3725 | 2,8345 | 1,9988 | 2,0523 | 1,1267
Teste T 3,0137 | 4,2923 | 2,2573 | 2,8352 | 1,5818 | 0,0051 | 0,4243 | 0,6572 | 0,4361
Diferenga
Em
relagdo 111 | 125 7.1 9,4 ENS | ENS | ENS | ENS | ENS
Ao CP
(%)

Controle negativo = pogo sem células; "Controle positivo = pogo com células e sem polissacarideos;
°Concentragdo em pg/mL (2,45 - 625 ug/mL ou 0,225-125 ug/pogo); Ftabelado = 3,79 (7 graus de
liberdade de numerador e 7 graus de liberdade de denominador); Ttabelado para varidncias iguais =
2,14 (o = 0,05, bilateral, 14 graus de liberdade); ENS = diferenca estatisticamente nio significativa.
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TABELA 4: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DA GALACTOMANANA
SULFATADA DE LEUCENA EM CELULAS MA;o; PELO METODO DO

MTT

CN| cP® | 6250° | 312,5° | 156,3° | 78,1° | 39,0° | 19,5° | 9,8° | 49° | 25°
Média de
celulas 1003 | 227 | 244 | 649 | 786 | 811 | 854 | 799 | 851 | 842
viavels
(%)
Variancia 15,476 | 15,476 | 3,560 | 1,736 | 1,916 | 4309 | 2540 | 2292 | 4.654 | 5558
Teste F 10,728 | 43469 | 8.9167 | 8,0755 | 3,5916 | 6,0931 | 6.7500 | 3,3253 | 2,7846
Teste T 53331 | 49171 | 24113 | 1.4374 | 12193 | 0.9938 | 1,4010 | 0,9581 | 0,9899
Diferenga
Em
relagdo 773 | 756 | 353 | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENs
Ao CP
(%)

Controle negativo = pogo sem células; "Controle positivo = pogo com células e sem polissacarideos;
°Concentragdo em pg/mL (2,45 - 625ug/mL ou 0,225 - 125 ug/pogo); Ftabelado = 3,79 (7 graus de
liberdade de numerador e 7 graus de liberdade de denominador); Ttabelado para varidncias iguais =
2,14 (o = 0,05, bilateral, 14 graus de liberdade); ENS = diferenca estatisticamente n&o significativa.
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Grafico 2: Porcentagem de células MA,y, viaveis em presenga da galactomanana sulfatada de

Leucaena leucocephala em experimento durante e poés-adsor¢do com periodo de
incubagéo de 72 horas
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TABELA 5: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DA GALACTOMANANA
NATIVA DE BRACATINGA EM CELULAS MA404 PELO METODO DO MTT

CN®| CP® | 625,0° | 312,5° | 156,3° | 78,1° | 39,0° | 19,5° | 9,8° | 49° | 25°
Média de
celulas 100,0 | 96,4 | 1011 | 1001 | 991 | 96,9 | 975 | 971 | 100,7 | 1012
viavels
(%)
Variancia 0,3582 | 0,8618 | 0,7124 | 0,6405 | 0,9097 | 0,5447 | 0,3176 | 0,6300 | 0,8336 | 0,9165
Teste F 2,4062 | 1,9891 | 1,7883 | 2,5379 | 1,5208 | 1,1278 | 1,7589 | 2,3274 | 2,5589
Teste T 0,9232 | 0,3008 | 0,0270 | 0,2284 | 0,9273 | 0,8863 | 0,8712 | 0,1771 | 0,3002
Diferenga
Em
relagdo ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS
Ao CP
(%)

Controle negativo = pogo sem células; "Controle positivo = pogo com células e sem polissacarideos;
°Concentragdo em upg/mL (625-2,45 pg/mL ou 0,225-125 pg/pogo); Ftabelado = 3,79 (7 graus de
liberdade de numerador e 7 graus de liberdade de denominador); Ttabelado para varidncias iguais =
2,14 (o = 0,05, bilateral, 14 graus de liberdade); ENS = diferenca estatisticamente nao significativa.
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Grafico 3: Porcentagem de células MA44 viaveis em presenca da galactomanana nativa de

Mimosa scabrella em experimento durante e pds-adsorgdo com periodo de incubagéo
de 72 horas.
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TABELA 6: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DA GALACTOMANANA
SULFATADA DE BRACATINGA EM CELULAS MA1o4 PELO METODO

DO MTT
CN*| CP® | 6250° | 312,5° | 781° | 39,0° | 19,5° | 9.8 | 49° | 25°
Média de
celulas 1000 | 76,0 | 861 | 1061 | 826 | 848 | 907 | 886 | 868
viavels
(%)
Varincia 45885 | 06023 | 12402 | 8.9179 | 3.2084 | 0,5747 | 1,0503 | 1,2757 | 2.6206
Teste F 7.6189 | 3,6999 | 1,9435 | 1,3911 | 7.9841 | 4.3689 | 3,5967 | 17509
Teste T 20711 | 1,6252 | 0,4751 | 1,7425 | 1,8880 | 1,134 | 1,3175 | 1,3810
Diferenga
Em
relagdo 240 | ENS | ENS | ENS | ENS | ENs | ENS | ENS
Ao CP
(%)

Controle negativo = pogo sem células; "Controle positivo = pogo com células e sem polissacarideos;
°Concentragdo em pg/mL (2,45 — 625 ug/mL ou 0,225-125 ug/pogo); 156,3'= amostra contaminada;
Ftabelado = 3,79 (7 graus de liberdade de numerador e 7 graus de liberdade de denominador);
Ttabelado para variéncias iguais = 2,14 (o. = 0,05, bilateral, 14 graus de liberdade); ENS = diferenca
estatisticamente nao significativa.
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Grafico 4: Porcentagem de células MA o, viaveis em presenca da galactomanana sulfatada de

Mimosa scabrella em experimento durante e pds-adsor¢gdo com periodo de incubagéo
de 72 horas.
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Figura 12:
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Fotomicrografia da monocamada celular de MA;q4, controle negativo, no teste de
citotoxicidade das galactomananas nativas de leucena e bracatinga, 72 horas de
incubagédo. Aumento de 100X

Fonte: O autor

Fotomicrografia da monocamada celular de MA4y no teste de citotoxicidade da
galactomanana nativa de leucena [156,3 pg/mL], 72 horas de incubagdo. Aumento
de 100X

Fonte: O autor
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Fotomicrografia da monocamada celular de MA,y no teste de citotoxicidade de
galactomanana sulfatada de leucena [156,3 pg/mL], 72 horas de incubagéo.

Aumento de 100X
Fonte: O autor

Fotomicrografia da monocamada celular de MA;y4 no teste de citotoxicidade de
galactomanana de bracatinga nativa [156,3 ug/mL], 72 horas de incubagdo. Aumento

de 100X
Fonte: O autor
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Figura 15: Fotomicrografia da monocamada celular de MA,y4 no teste de toxicidade de
galactomanana de bracatinga sulfatada em concentrag¢éo de [156,3 pg/mL],72 horas
de incubag&o. Aumento de 100X
Fonte: O autor

4.3 Teste de atividade antiviral in vitro das galactomananas
nativas e sulfatadas de Leucena e Bracatinga contra o rotavirus
simio SA - 11

A avaliagéo da atividade antiviral das galactomananas nativas e sulfatadas de
leucena e bracatinga contra RV SA — 11 foi realizada pelo ensaio de diluicao final de
Reed & Miench (1938) em células MA4os representados na forma de CI50
(concentracao inibitéria de 50%, concentragcdo na qual metade das unidades-teste
deixariam de apresentar efeito citopatico — ECP induzido pelo rotavirus simio SA-11)
utilizando a concentragéo viral de 10xTCI50 (dose infecciosa 50% em cultura de
tecidos, 10 vezes a diluicéo viral onde metade das unidades-teste apresentam ECP,
portanto uma diluicdo onde 100% das unidades-teste estdo infectadas).

As galactomananas sulfatadas foram testadas nas maiores concentragbes
ndo citotbxicas em microplacas de 96 pogos, com a adicdo do polissacarideo
durante e apds adsor¢ao em suspensao viral. Nao houve diferenca significativa entre
efeito citopatico nas células do controle positivo (suspensdo viral sem

polissacarideo) e células com virus e polissacarideos, tendo como base a morfologia
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da monocamada do controle negativo (sem suspensédo viral e sem polissacarideo).
Portanto o efeito citopatico foi semelhante ao do controle infectado. As analises

foram realizadas em microscopio invertido (aumento de 100x) (figuras 16, 17, 18 e
19).

Figura 16: Fotomicrografia da monocamada celular de MA4q4, ndo infectada e sem polissacarideo
— controle negativo, 72 h de incubacdo. Aumento de 100X.
Fonte: O autor.

Figura 17: Fotomicrografia da monocamada celular de MA;y, infectada com RV SA - 11,

10xTCID50, auséncia de polissacarideo, controle positivo, 72h de incubagao.
Aumento de 100X.

Fonte: O autor.
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Figura 18: Fotomicrografia da monocamada celular de MAyy infectada com RV SA-11,
10xTCID50 com galactomanana sulfatada de leucena em concentragdo de [156,3
pg/mL], 72 h de incubagéo. Aumento de 100X.

Fonte: O autor.

Figura 19: Fotomicrografia da monocamada celular de MA;y infectada com RV SA-11,
10xTCID50, com galactomanana sulfatada de bracatinga em concentragao de [156,3
pg/mL], 72 h de incubag&o. Aumento de 100X.

Fonte: O autor.

Uma vez que nao houve inibicao perceptivel do ECP do RV SA - 11 na
presenca dos polissacarideos sulfatados de leucena (figura 18) e bracatinga (figura
19), a maior concentragdo nao citotoxica, de 156,3 pg/mL, posteriormente, a

atividade antiviral desses polimeros foi a avaliada pela redugédo do titulo viral em
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garrafas de cultivo infectadas com a suspensao viral (10x TCID50) (ONO et al.,
2003; GONGCALVES, 2005). Os titulos virais das amostras foram comparados com o

titulo viral do controle positivo (figura 20) e controle negativo (figura 21).

Figura 20: Fotomicrografia da monocamada celular de MAyy infectada com RV SA-11,
10xTCID50, auséncia de polissacarideo - controle positivo, 72h de incubagéo.
Aumento de 100X.
Fonte: O autor.

Figura 21: Fotomicrografia da monocamada celular de MAq4, n&o infectada e sem
polissacarideo — controle negativo, 72 h de incubag&o. Aumento de 100X.
Fonte: O autor.



Figura 22:

Figura 23:
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Fotomicrografia da monocamada celular de MA,, infectada com RV SA-11,
10xTCID50, com galactomanana nativa de leucena em concentragdo de [156,3
pg/mL], 72 h de incubagdo. Aumento de 100X.

Fonte: O autor

Fotomicrografia da monocamada celular de MA;y infectada com RV SA-11,
10xTCID50, com galactomanana sulfatada de leucena em concentragdo de [156,3
pg/mL], 72 h de incubagdo. Aumento de 100X.

Fonte: O autor.
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Figura 24: Fotomicrografia da monocamada celular de MA; infectada com RV SA-11,
10xTCID50, com galactomanana sulfatada de bracatinga em concentragao de [156,3
pg/mL], 72 h de incubag&o. Aumento de 100X.

Fonte: O autor.

Figura 25: Fotomicrografia da monocamada celular de MAyy infectada com RV SA-11,
10xTCID50, com galactomanana sulfatada de bracatinga em concentragéo de [156,3
pg/mL], 72 h de incubag&o. Aumento de 100X.

Fonte: O autor.

Quando a monocamada estava tomada por ECP, tendo como referéncia o
controle positivo (FIGURA 20), 72 horas apds a infecgdo, as garrafas contendo
apenas virus ou virus e polissacarideos (FIGURAS 20 a 25) foram congeladas e
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descongeladas por 3 vezes, o conteudo foi centrifugado separando os fragmentos
celulares da suspenséo viral. A suspensao resultante da centrifugacgéo foi coletada e
titulada em microplacas de 96 pocos.

O resultado da titulacdo foi o mesmo entre as amostras contendo os
polissacarideos nativos ou sulfatados, e controle positivo, de 10>°, nao
apresentando efeito citopatico nas amostras de controle negativo.

Com o resultado obtido no experimento acima descrito, ndo foi possivel
observar atividade antirrotaviral a partir dos polissacarideos nativos e sulfatados.
Assim, o ultimo experimento antirrotaviral que realizamos foi em microplacas de 96
pocos com monocamada completa e homogénea de MAiys onde diluimos as
galactomananas nativas e sulfatadas de leucena e bracatinga (0,6 - 156,3 pg/mL ou
0,03 - 7,8 ug/poco, n = 8 pogos), entrando em contato com pocgos infectados com
suspensao viral de RV SA -11, 10xTCID50.

Neste teste a leitura das microplacas de 96 pocos foi realizada através do
leitor de ELISA (A = 540 e 630nm). O resultado foi obtido em absorbéncia e apds
isso, convertidos em porcentagem de células viaveis, tendo como referéncia
controles sem polissacarideos e sem suspensdo viral (controle negativo),
determinando 100% de células viaveis.

As anadlises estatisticas foram realizadas de acordo com as seguintes
equacoes:

- Variancia ponderada (se o valor de F for igual ou menor ao do tabelado)

Sp?= [(n1-1)S4? + (nx-1) S,7)/(n1+n,-2);

- t calculado
(Média 2-Média 1)/Raiz quadrada de Sp*(1/n,+1/n,);

- Intervalo de confianga entre médias (IC)

(Média 2- Média 1) + [t tab x desvio padrao ponderado x raiz quadrada de
(1/n4+1/ny)];

- Desvio padrao ponderado

Sp= raiz quadrada de Sp*;

- Se o valor de F foi maior que o tabelado, precisa recalcular os graus de
liberdade da amostra e portanto o t tabelado sera diferente:

Graus de liberdade da amostra= {(m+0,)*/[;%/(ny+1)]+ [0,7/(ny+1)]}-2

Onde ®,=S¥nie m=S,%/n,
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Esta analise demostrou que as galactomananas nativa e sulfatada de leucena
nao apresentam acgao antiviral contra RV SA-11 in vitro. Nao tendo sido encontrada
diferenca significativa entre a porcentagem de células viaveis no controle positivo e
nas amostras com o polissacarideo nas diferentes concentracbes avaliadas
(TABELA 7, GRAFICO 5 e TABELA 8, GRAFICO 6). Este resultado corrobora com
os dados obtidos no ensaio de avaliagao do titulo viral (FIGURAS 22 e 23), os quais
nao houve alteracao do titulo viral no controle positivo (FIGIRAS 20) apenas com a
suspensao viral e ap6s adigao dos polissacarideos.

A galactomanana nativa de bracatinga, de acordo com o experimento com
MTT (TABELA 9, GRAFICO 7), ndo apresentou atividade antiviral contra RV SA - 11
in vitro, assim como no teste de titulagéo viral ndo houve diferenga entre o titulo viral
do controle positivo em relacdo a monocamada celular contendo BN (FIGURA 24).
Com a galactomanana sulfatada de bracatinga, no teste de titulagéo viral (FIGURA
25), observou - se que o titulo do RV SA-11 foi o mesmo do controle positivo
(FIGURA 20). No entanto, com a analise do MTT diferengas significativas quanto a
porcentagem de células viaveis foram encontradas nas amostras com BS e controle
positivo. Esses resultados demonstram que a fracdo polissacaridica inibiu a
citotoxicidade do RV SA — 11 em linhagem celular MA1o4 (TABELA 10, GRAFICO 8).
Os dados da TABELA 10 indicam que abaixo de 156,3 ug/mL, ha entre 6,1-13,5%
mais células viaveis na presencga do polissacarideo sulfatado da bracatinga quando
comparado ao controle positivo (monocamada infectada apenas com suspenséo
viral). A concentracéo inibitéria de 50% do efeito citotoxico (CI50) da galactomanana
sulfatada da btacatinga € superior a 156,3 ug/mL, a maior concentracao testada.

Este ultimo experimento foi desenvolvido com o intuito de detectar pequenas,
porém significativas alteragbes na quantidade de células viaveis entre amostras e
controle positivo, que n&o seriam perceptiveis em simples observagao visual

determinando o titulo viral.



TABELA 7: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL /N VITRO DA
GALACTOMANANA NATIVA DE LEUCENA SOBRE CELULAS MA1q4
PELO METODO DO MTT — EXPERIMENTO DURANTE E APOS
ADSORCAOQ (VALORES EM PORCENTAGEM DE CELULAS VIAVEIS
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CN® | cP® | 156,2° | 78,1° | 39,0° | 195° | 9,8° | 49° | 25 | 1,2°
Média de
células | 1550 | 109 | 120 | 119 8,2 12,1 9,3 10,2 8,2 17,9
viaveis
(%)
Variancia | 3,9081 | 6,1805 | 1,2785 | 1,7135 | 0,763 | 1,4857 | 1,1614 | 2,2496 | 1,1092 | 1,1986
Teste F 4834 | 3,606 | 8100 | 4159 | 5321 | 2,747 | 5571 | 3,112
Teste T 0,2185 | 0,1972 | 0,5010 | 0,2214 | 0,2880 | 0,1276 | 0,5084 | 1,2790
Diferencga
Em
relagio ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS
ao CP
(%)

2Controle negativo = pogo com células, sem virus e sem polissacarideo; "Controle positivo = poco
com células, com virus e sem polissacarideos; “Concentragdo em ug/mL ( 1,2 - 156,3 ug/mL ou 0,06 -
7,8 ug/pogo); Ftabelado = 1,89 (47 graus de liberdade de numerador e 23 graus de liberdade de
denominador); Ttabelado para variéncias iguais = 1,99 (a = 0,05, bilateral, 48 + 24 — 2= 70 graus de

liberdade).

Gréfico 5:

Atividade Antiviral de Leucena Nativa - Durante e pés-
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Porcentagem de células MA4y4 viaveis avaliando a atividade antiviral da
galactomanana nativa de Leucaena leucocephala [1,2 - 156,3 ug/mL] adicionadas durante e apo6s
adsorgao viral.
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TABELA 8: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL IN VITRO DA
GALACTOMANANA SULFATADA DE LEUCENA SOBRE CELULAS
MA+os PELO METODO DO MTT — EXPERIMENTO DURANTE E APOS
ADSORCAOQ (VALORES EM PORCENTAGEM DE CELULAS VIAVEIS

CN° CP® | 156,2° | 78,1° | 39,0° | 19,5° 9,8° 4,9° 2,5° 1,2°¢

Média de
células
viaveis

(%)

100,0 17,2 20,1 19,8 19,0 19,2 17,9 18,5 19,2 20,4

Variancia | 1,3448 | 1,0162 | 0,8304 | 0,7715 | 0,9138 | 0,9257 | 0,8937 | 0,8464 | 0,7535 | 0,6187

Teste F 1,223 | 1,317 | 1,111 | 1,097 | 1,136 | 1,200 | 1,348 | 1,642

Teste T 1,182 | 1,070 | 0,716 | 0,779 | 0,289 | 0,501 | 0,817 | 1,348

Diferencga
Em
relagao ENS ENS ENS ENS ENS ENS ENS ENS
ao CP
(%)

2Controle negativo = pogo com células, sem virus e sem polissacarideo; "Controle positivo = poco
com células, com virus e sem polissacarideos ‘“Concentragdo em pg/mL (1,2 - 156,3 ug/mL ou 0,06 -
7,8 ug/pogo); Ftabelado = 1,89 (47 graus de liberdade de numerador e 23 graus de liberdade de
denominador); Ttabelado para variancias iguais = 1,99 (o = 0,05, bilateral, 48 + 24 — 2= 70 graus de
liberdade).

Atividade Antiviral de Leucena Sulfatada - Durante e
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CP 156,25 78,1 39 19,5 9,8 4,9 2,45 1,2
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Grafico 6: Porcentagem de células MAq, viaveis avaliando a atividade antiviral da

galactomanana sulfatada de Leucaena leucocephala [1,2 - 156,3 pg/mL]
adicionadas durante e apés adsorgéo viral.




TABELA 9: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL /N VITRO DA
GALACTOMANANA NATIVA BRACATINGA SOBRE CELULAS MA 14
PELO METODO DO MTT — EXPERIMENTO DURANTE E APOS
ADSORCAO (VALORES EM PORCENTAGEM DE CELULAS VIAVEIS
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CN® | cP® | 156,2° | 78,1° | 39,0° | 195° | 9,8° | 49° | 25 | 1,2°
Média de
células | 455 | g2 124 | 116 | 127 | 126 | 126 | 136 | 119 | 110
viaveis
(%)
Variancia | 3,0116 | 1,5366 | 2,2789 | 1,6929 | 1,9741 | 2,0606 | 1,9949 | 2,0926 | 1,7845 | 1,6422
Teste F 1483 | 1,101 | 1284 | 1,341 | 1208 | 1,361 | 1,161 | 1,068
Teste T 09601 | 0,7759 | 1,086 | 1,053 | 1,041 | 1,348 | 0,862 | 0,576
Diferencga
Em
relagio ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS | ENS
ao CP
(%)

2Controle negativo = pogo com células, sem virus e sem polissacarideo; "Controle positivo = poco
com células, com virus e sem polissacarideos; “Concentragdo em ug/mL (1,2 - 156,3 ug/mL ou 0,06 -
7,8ug/pocgo); Ftabelado = 1,89 (47 graus de liberdade de numerador e 23 graus de liberdade de
denominador); Ttabelado para variancias iguais = 1,99 (o = 0,05, bilateral, 48 + 24 — 2= 70 graus de

liberdade).

Grafico 7:
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Atividade Antiviral de Bracatinga Nativa - Durante e
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Porcentagem de células MA,y, viaveis em presenca da galactomanana nativa de
Mimosa scabrella [1,2 - 156,3 ug/mL] em experimento durante e pds-adsor¢céo
com periodo de incubagéo de 72 horas.




TABELA 10: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL IN VITRO DA
GALACTOMANANA SULFATADA DE BRACATINGA SOBRE
CELULAS MA1o4 PELO METODO DO MTT — EXPERIMENTO
DURANTE E APOS ADSORCAO (VALORES EM PORCENTAGEM DE
CELULAS VIAVEIS
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CN® | CP® | 156,2°| 78,1° | 39,0° | 19,5° | 9,8° | 49° | 25° | 1,2°
Média de
celulas | 4056 | 135 | 188 | 206 | 215 | 220 | 213 | 243 | 249 | 252
viavels
(%)
Variancia | 0,4728 | 0,4659 | 0,6204 | 0,4400 | 0,3908 | 0,3414 | 0,4790 | 0,3951 | 0,3803 | 0,2972
Teste F 1331 | 1,058 | 1,192 | 1,364 | 1,028 | 1,179 | 1,225 | 1,567
Teste T 2,938 | 4128 | 4,802 | 5185 | 4546 | 6,479 | 6,898 | 7,282
Diferenga
Em
relagio +61 | +82 | +92 | +98 | +9,0 | +125 | +132 | +135
ao CP
(%)

@Controle negativo = pogo com células, sem virus e sem polissacarideo; °Controle positivo = poco
com células, com virus e sem polissacarideos “Concentragdo em pg/mL (1,2 - 156,3 ug/mL ou 0,06 -

7,8-ug/pogo); Ftabelado = 1,89 (47 graus de liberdade de numerador e 23 graus de liberdade de

denominador); Ttabelado para variancias iguais = 1,99 (o = 0,05, bilateral, 48 + 24 — 2= 70 graus de

liberdade.
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Gréfico 8:

Porcentagem de células MA44 viaveis avaliando a atividade antiviral da
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adicionadas durante e ap6s adsorgéo viral.
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Tém sido relatadas pesquisas sobre atividade antiviral de polissacarideos
sulfatados contra virus HVS-1 e HSV- 2 (CHATTOPADHYAY et al., 2007), HIV-1 e
HIV- 2 (inibindo a atividade da enzima transcriptase reversa) (TALYSHINSKI,
SOUPRUN, HULEINEL, 2002), virus da leucemia murina (MuLV) (NAKASHIMA et
al., 1987), citomegalovirus (CMV) (BABA et al., 1988). BABA et al. (1988), virus da
dengue, febre amarela (ONO et al., 2003) e papilomavirus (BUCK et al., 2006), entre

outros.

De modo geral, a atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados refere-se a
inibicdo da adsorgdao de virus envelopados, competindo com a molécula
glicosaminoglicana heparan sulfato presente na superficie da célula hospedeira
(HEROLD et al., 1994; ZACHAROPOULOS, PHILLIPS, 1997; TALARICO et al.,
2006). No entanto, diferentes drogas antivirais poderiam atuar em outras etapas do
ciclo de replicagdo viral: adsorgcédo, penetragdo, fusédo ou sintese protéica viral
(TALYSHINSKI, SOUPRUN, HULEINEL, 2002).

GONZALEZ & CARRASCO (1987) mostraram que tanto a heparina, quanto a
iota-carragenana, que sao polissacarideos sulfatados, podem ser internalizados
juntamente com o virus, resultando em inibicdo da replicagdo viral, sugerindo que
polissacarideos sulfatados também podem inibir a replicagcdo viral, ndo agindo
somente durante a adsor¢do. lota-carragenana na concentracédo de 10 pg/mL
reduziu o titulo de HSV -1 em 100.000 vezes. Este polissacarideo sulfatado foi
internalizado juntamente com a particula viral, inibindo a sintese protéica viral e
permitindo que o metabolismo celular se mantenha. Este resultado n&o se
reproduziu ao adicionar o polissacarideo 60 minutos apdés a inoculagédo viral
(GONZALEZ, 1987).

A maioria dos polissacarideos com atividade antiviral sdo naturalmente
sulfatados, extraidos de algas marinhas, como Schizymenia pacifica (NAKASHIMA
et al. 1987), Nothogenia fastigiata (DAMONTE et al., 1996), Cryptonemia crenulata
(TALARICO et al., 2005), Porphyridium sp. (TALYSHINSKI, SOUPRUN, HULEINEL,
2002).

Com atividade anti-herpética, xilogalactanas isoladas de Nothogenia fastigiata

inbiram a replicagédo de HSV-1 em 50%, nas concentracdes entre 15,0 - 32,6 pg/mL
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(DAMONTE et al., 1996), e kapal/iota/nu carragenana com 0,5 — 5,6 pg/mL
(TALARICO, et al., 2005). A formagéo de sarcoma, induzida pela infecgéo do virus
do sarcoma murino, assim como a replicagcdo do virus da leucemia murina foram
inibidos por polissacarideos sulfatados extraidos da alga vermelha Porphyridium sp.
(TALYSHINSKI, SOUPRUN, HULEINEL, 2002)

AMOMRUT et al., (1999) extrairam polissacarideos sulfatados a partir do
molusco marinho, Meretrix petechialis, mostrando a reducao de 50% da replicacdo

do HIV -1 com 200 ug/mL do polissacarideo.

Os mesmos polissacarideos sulfatados avaliados no presente trabalho
apresentaram atividade antiviral in vitro e in vivo contra o virus da dengue tipo 1
(DEN-1) e febre amarela selvagem (YFV) (ONO et al., 2003) in vitro (ONO, 2004).
Nesses experimentos, a galactomanana sulfatada de bracatinga (BS) e
galactomanana sulfatada de leucena (LS), reduziram o titulo do virus da dengue tipo
1 e febre amarela selvagem (YFV) em 100 vezes, nas respectivas concentracdes
inibitorias, BS (347 ug/mL e 1055 yg/mL) e LS (37 pg/mL e 386 ug/mL). A atividade
destes polissacarideos in vivo foi analisada em camundongos, com LS apresentando
96,5% de protecéo, e BS 87,8%. Ambos polissacarideos ndo apresentaram efeito
toxico letal em concentragéo inferior a 5 mg/mL. Concluindo que galactomananas

sulfatadas inibiram a atividade in vitro e in vivo dos flavivirus testados.

Galactomananas sulfatadas de Cassia fastuosa inibiram o aparecimento de
efeito citopatico (avaliada por u.f.p) contra o HSV-1 na concentracdo de 71 ug/mL,
observado com 48 horas de incubagao (ONO, 2004).

TISCHER et al. (2006) analisaram a atividade antiviral de carragenanas a
partir da alga vermelha Meristiella gelidium, contra HSV-2, e virus da dengue tipo 2
(DEN-2). O grau de sulfatacao dos polissacarideos testados variou entre 33 e 11%.
A concentracéo inibitéria encontrada para HSV-2 foi entre 0,04 — 0,06 pg/mL, e
DEN-2 entre 0,14 — 1,6 ug/mL.

Os polissacarideos sulfatados produzidos pela cianobactéria Aphanothece
halophytica, inibiram in vitro a adsorgao viral, a proliferacdo de células linféides e
interleucinas | e I, potencializando a imunidade celular (ZHENG et al., 2006).

Embora Zheng et al. (2006) ndo tenham observado atividade antiviral significativa in



54

vitro, a mesma pbde ser observada in vivo, através da ativacdo de células do
sistema imune, reduzindo a infectividade viral. Alguns polissacarideos podem atuar
como imunomoduladores como as glucomananas conhecidas por estimularem
macrofagos, células matadoras naturais, e induzirem IL-2, impediram a morte de
camundongos infectados com o virus Punta Toro (PTV). Esses dados sugerem que
apesar de nao haver agao antiviral direta, estes polissacarideos estariam exercendo
a atividade antiviral através da ativagédo de macréfagos (SIDWELL et al., 1994; ONO
et al.,2003).

Rotavirus s&o virus que nao apresentam envelope em sua estrutura
(KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOK, 2001), portanto a ligacado entre a particula viral e
a membrana da célula hospedeira, até onde se tem conhecimento, ndo se da por
moléculas sulfatadas, fato que ocorre entre virus envelopados e célula hospedeira.
No entanto, o relato de GONZALEZ & CARRASCO (1987) abriram a possibilidade
de internalizagdo do polissacarideo sulfatado para o citoplasma da célula

hospedeira, interferindo na sintese protéica viral, atuando portanto como antiviral.

Atualmente analogos de nucleosideos estdo sendo testados quanto a
atividade antiviral contra rotavirus, como pyranonucleosideo exometileno insaturado
tendo como controle, tratamento com AZT. Os trabalhos relatam que a concentragéo
destes compostos devem ser significativamente altas a fim de obter a mesma
resposta antiviral que o AZT, sendo atualmente a linha de pesquisa antirrotaviral
mais publicada (AGELIS et al., 2007; MANTA et al., 2007; TSOUKALA et al., 2007).

Extratos de plantas (cascas, sementes, folhas e raizes) foram testadas
avaliando suas propriedade antirotaviral. Extratos da raiz de Lomatium dissecturn
(Umbelliferae) inibiu completamente o ECP caracteristico de RV em cultivo celular
(MCCUTCHEON et al., 1995). Polissacarideos anidnicos do extrato aquoso de
Stevia rebaudiana (fam. chrysanthemum), inibiu a replicacao in vitro de RV humano,
provavelmente interferindo da ligacao entre VP7 e receptores de membrana da
célula hospedeira (TAKAHASHI et al., 2001). Teoricamente ions anidnicos, podem
se ligar a VP7 sendo assim, estruturas chave na inibicdo da adsorgéo viral (HEROLD
et al., 1995).
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Extratos de plantas utilizadas popularmente para combater a diarréia
mostraram eficiente atividade antiviral contra RV simio. Cascas de Artocarpus
integrifolia (jaqueira), e folhas de Anacardium occidentale (cajueiro), Psidium guajara
(goiabeira) e Spondias lutea (cajazeiro) inibiram a replicagao in vitro do RV simio SA-
11 em mais de 80% (GONCALVES et al., 2005).

N&o encontramos na literatura a utilizagéo de extratos polissacaridicos de

sementes ou folhas de leguminosas contra rotavirus.

Até o momento ndo ha relatos na literatura de atividade antiviral de
polissacarideos sulfatados contra rotavirus, assim, um futuro estudo de interagéo
das proteinas virais, VP4 e VP7 e essas moléculas podera fornecer dados sobre o
mecanismo de acdo antiviral da galactomanana sultafada da bracatinga, assim
como, marcadores moleculares poderao informar a possibilidade de internalizagéo
do polissacarideo juntamente com particulas virais para o interior da célula

hospedeira.

Novos trabalhos poderéo ser realizados com polissacarideos sulfatados e RV
em experimentos in vivo, avaliando a atividade destas moléculas no sistema imune,
e trato gastrointestinal, uma vez que rotavirus tém enterécitos (células do epitélio

intestinal) como células hospedeiras.
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5. Conclusoes

Com a analise de citotoxicidade foi observado que em células MAy a
galactomanana sulfatada de leucena apresentou toxicidade na concentragcéo
aproximada de 255 ug/mL, reduzindo em 50% a viabilidade celular em cultivo in
vitro. A galactomanana sulfatada de bracatinga apresentou citotoxicidade com a
maior concentragdo testada, 625 ug/mL, reduzindo em ~ 24 % a viabilidade das
células testadas.

Com a avaliacdo da citotoxicidade das galactomananas nativas, os dados
mostraram que ndo ha citotoxicidade em células MAqp, €, além disso, células
expostas a galactomanana nativa de leucena parecem ter sua multiplicagao
estimulada, porém esta resposta devera ser melhor estudada.

Devido ao fato de n&o haver informagbes na literatura sobre a resposta da
linhagem celular MA1os em exposigcdo a galactomananas sulfatadas, existe a
possibilidade de que a linhagem celular estudada seja mais suscetivel aos
polissacarideos sulfatados em relagdo as linhagens relatadas nos demais trabalhos,
como VERO e C6/36.

Os dados do teste de citotoxicidade de leucena nativa mostraram um
aumento no numero de células viaveis na presenca deste polissacarideo em relagéo
ao controle, com este dado, sugere-se que sejam realizados futuramente estudos a
fim de conclusdes definitivas a respeito desta caracteristica ainda ndo avaliada em
nenhum trabalho.

No teste da atividade antiviral de polissacarideos nativos e sulfatados de
leucena e bracatinga, foi observado que a galactomanana sulfatada de leucena e as
galactomananas nativas de leucena e bracatinga nao tiveram resposta de inibigao
da replicagao viral. No entanto, foi observado que a galactomanana sulfatada de
bracatinga reduziu em aproximadamente 10% o efeito citopatico provocado pelo
rotavirus SA-11 em concentragdes superiores a 1,2 ug/mL.

O mecanismo pelo qual o polissacarideo sulfatado apresentou atividade
antiviral, reduzindo o efeito citopatico, é ainda desconhecido, havendo muitos alvos,
como a inibicdo da adsorc¢édo viral, ou a penetragdo do polissacarideo juntamente
com as particulas virais inibindo a replicagao viral, ou a ligagao entre polissacarideo
e superficie celular, ou ainda a possibilidade de interferéncia com o transporte de

calcio, reduzindo a replicagao viral.
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A resposta positiva da galactomanana sulfatada de bracatinga para atividade
antiviral juntamente com seu baixo potencial citotoxico possibilita estudos mais

detalhados dessa atividade, explorando também a pesquisa in vivo.
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