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Resumo 

 

O vírus da imunodeficiência felina (FIV), do gênero Lentivirus, foi descoberto 

em 1986 e, desde então, tem sido um modelo experimental promissor para o vírus 

da imunodeficiência humana (HIV) devido à similaridade estrutural, genômica e 

patogênica entre os vírus, já demonstrada por diversos autores. O FIV torna-se uma 

ferramenta para a avaliação de novos fármacos antirretrovirais. A necessidade de 

encontrar terapias alternativas ao HIV direcionou diversos autores a buscar novas 

moléculas, em diferentes organismos vivos, principalmente em vegetais superiores. 

Diversos estudos demonstram atividades biológicas de espécies do gênero 

Hypericum, como por exemplo, a atividade antidepressiva e a antiviral. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a atividade antirretroviral de extrato proveniente de H. 

connatum frente ao FIV e buscar a substância ativa responsável pela atividade. 

Para tanto, foram avaliados frente ao FIV: o extrato metanólico bruto, obtido das 

partes aéreas de H. connatum, frações obtidas por solventes de polaridade 

crescente e substâncias isoladas, majoritárias na fração de maior atividade antiviral. 

A composição química das frações foi determinada por HPLC e a fração acetato de 

etila foi submetida ao isolamento da substância quercitrina por coluna 

cromatográfica. A avaliação da atividade antiviral foi realizada pela quantificação 

do número de cópias de FIV no sobrenadante de cultivo celular infectado por PCR 

em tempo real (qPCR). O extrato metanólico bruto reduziu em 2431 × a carga viral 

de FIV em comparação ao controle viral. Das frações avaliadas, a fração acetato 

de etila foi a mais eficiente na inibição da replicação viral, tendo reduzido em 7809 

× o número de cópias do vírus. A fração metanol também apresentou atividade 

antiviral (1466 ×). Os compostos majoritários encontrados em ambas frações por 

HPLC foram quercitrina e hiperosídeo, sendo a primeira a mais abundante na 

fração acetato de etila e isolada a partir dessa fração. Quercitrina e hiperosídeo 

foram testados frente ao FIV, e reduziram parcialmente a carga viral, apresentando 

resultado comparável ao fármaco Zidovudina (AZT). 

 

 

Palavras-chaves: Hypericum connatum, FIV, atividade antiviral, quercitrina, 

hiperosídeo 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

The feline immunodeficiency virus (FIV), from the Lentivirus genus, was 

discovered in 1986 and, since then, it has been a promising experimental model for 

the human immunodeficiency virus (HIV) due to the structural, genomic and 

pathogenic similarity between the viruses, already evidenced by many authors. FIV 

becomes a tool to evaluate new antiretrovirals drugs. The necessity of finding new 

therapies against HIV has influenced many researchers to search new molecules in 

different living organisms, mainly in superior plants. Several studies demonstrate 

biologicals activities of species from the Hypericum genus, for instance, 

antidepressant and antiviral activity. The aim of this study was to evaluate the 

antiretroviral activity of the extract from H. connatum against FIV and to search for 

the active substance responsible for the activity. Therefore, it was evaluated against 

FIV: the crude methanolic extract, obtained from the aerial parts of H. connatum, 

fractions of the extract obtained using increasing polarity solvents and major 

compounds isolated in the fraction with the best antiviral acitivity. The chemical 

composition was determined by HPLC and the ethyl acetate fraction was submitted 

to the isolation of the compound quercitrin by chromatographic column. The 

evaluation of the antiviral activity was performed by the quantification of viral 

particles by real time PCR (qPCR). The crude methanolic extract was able to reduce 

in 2431 × the viral load of FIV comparing to viral control. Of the evaluated fractions, 

the ethyl acetate fraction was the most efficient inhibiting the viral replication, 

reducing in 7809 × the number of viral copies. The methanolic fraction also showed 

antiviral activity (1466 ×). The major compounds found in both fractions were 

quercitrin and hyperoside, the former being the most abundant in the ethyl acetate 

and isolated from it. Quercitrin and hyperoside were tested against FIV, partially 

decreasing the viral load, showing comparable results to the zidovudine (AZT) drug. 

 

 

 

Key-words: Hypericum connatum, FIV, antiviral activity, quercitrin, hyperoside 
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1. Introdução 

 

De acordo com dados da UNAIDS (Programa Conjunto das Nações Unidas 

sobre HIV/AIDS), aproximadamente 37,9 milhões de pessoas no mundo estão 

vivendo com o vírus da imunodeficiência humana (HIV). É um vírus conhecido por 

sua patogenicidade e pela capacidade em levar o paciente a ser propenso a 

diversas outras doenças devido à deficiência do sistema imune. Atualmente, ainda 

não há vacina para o HIV. A natureza da infecção do vírus, pela sua habilidade em 

invadir o sistema imune, e a sua propensão para gerar variantes, constituem as 

maiores dificuldades no desenvolvimento de uma vacina contra o HIV. Os 

medicamentos já existentes não eliminam por completo o vírus do organismo e 

precisam ser administrados durante toda vida, além de apresentarem uma série de 

efeitos colaterais prejudiciais ao paciente.  

 

A necessidade da descoberta de tratamentos alternativos tem levado 

pesquisadores à busca por novas moléculas, cada vez mais constante, em 

diferentes organismos vivos, principalmente nos vegetais superiores. Plantas de 

caráter medicinal ainda foram pouco exploradas quanto a sua capacidade em 

fornecer compostos que possuam atividade antiviral. Hypericum connatum 

demonstrou possuir efeito inibitório frente ao vírus da imunodeficiência felina (FIV) 

(SCHMITT; RAVAZZOLO; VON POSER, 2001) tornando-se um importante objeto 

de estudo. 

 

FIV apresenta similaridades relativas à estrutura molecular, propriedades de 

replicação viral e à patogenicidade do HIV, e devido a isso foi utilizado neste estudo 

como modelo experimental para o HIV. Este trabalho propõe a avaliação da 

atividade antiviral de Hypericum connatum através da quantificação de carga viral 

por PCR em tempo real, complementando estudos anteriores do grupo de 

pesquisa. Para tanto, foram analisados o extrato metanólico bruto e frações obtidas 

em solventes de polaridades crescentes e, a partir disso, compostos isolados das 

frações que demonstraram resultados positivos, em busca da(s) substância(s) 

ativa(s) de Hypericum connatum que apresente(m) atividade inibitória da replicação 

viral de FIV. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade de extratos e substâncias isoladas de Hypericum 

connatum frente ao FIV como modelo experimental para o HIV. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

I. Análise química de Hypericum connatum.  

II. Caracterizar as frações obtidas por HPLC. 

III. Isolamento de substâncias presentes na fração mais ativa. 

IV. Avaliar a toxicidade de extratos, frações e substâncias isoladas nas células 

permissíveis ao vírus.  

V. Quantificar a inibição da replicação viral em células infectadas pelo FIV e 

tratadas com os extratos, frações e substâncias isoladas, através da técnica 

de Transcriptase Reversa seguida de PCR em tempo real (RT-qPCR). 
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3. Revisão da literatura  

 

3.1. Vírus da Imunodeficiência Felina 

 

O vírus da imunodeficiência felina (FIV) pertence à família Retroviridae, e ao gênero 

Lentivirus. Foi isolado e descrito pela primeira vez, em 1986, na Califórnia, de gatos 

domésticos (Felis catus) que exibiam sinais de imunodeficiência e eram 

soronegativos para o vírus da leucemia felina (FeLV) (TANIWAKI; FIGUEIREDO; 

ARAUJO JR, 2013). O FIV é um patógeno de gatos domésticos, também 

encontrado em outras espécies da família Felidae (O’BRIEN et al., 2012) e causa 

uma infecção similar a causada pelo HIV em humanos, podendo induzir a Síndrome 

da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (KENYON; LEVER, 2011). 

 

Atualmente, as variantes de FIV estão agrupadas em sete subtipos (A-F, U-

NZenv), baseados na análise da sequência de nucleotídeos do gene gag e do gene 

env das regiões variáveis 3-5 (BACHMANN et al., 1997; HAYWARD; TAYLOR; 

RODRIGO, 2007; SZILASI et al., 2019). Os subtipos A, B e C são encontrados em 

todos os continentes. A maior parte dos isolados obtidos até hoje são categorizados 

como subtipos A ou B. No Brasil, o subtipo B é o mais frequentemente identificado 

(MARTINS et al., 2018). Desde a descoberta, estudos mostraram que a prevalência 

mundial da infecção por FIV varia de 1% a 44%, determinada através de avaliações 

sorológicas, sendo a mais alta encontrada no Japão (ISHIDA et al., 1989). No 

Brasil, existem poucos estudos relacionados à prevalência de FIV. Nos estados 

analisados, a prevalência está entre 2% e 37,5% (CALDAS et al., 2000; TEIXEIRA 

et al., 2007). Os gatos infectados não exibem sinais clínicos específicos e alguns 

podem se manter assintomáticos por toda a vida (TANIWAKI; FIGUEIREDO; 

ARAUJO JR, 2013). 

 

Os Lentivirus são envelopados, possuem genoma de RNA fita simples e, 

como todos os retrovírus, possuem uma enzima denominada transcriptase reversa 

(RT), a qual gera um DNA a partir do genoma viral – o provírus – e este se integra 

no genoma do hospedeiro (STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013). A ampla
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heterogeneidade molecular do FIV, relatada nos subtipos do vírus identificados ao 

redor do mundo, e a alta capacidade de promover mutações sob pressões 

imunológicas, farmacológicas ou ambientais são características inerentes aos 

lentivírus (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010). 

 

FIV e HIV são os dois únicos lentivírus que causam perda seletiva de células 

T CD4+, consequentemente levando à síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS) (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008).  

 

3.1.1. Partícula viral e genoma 

 

O FIV é um vírus envelopado, com aproximadamente 100 nm de diâmetro, 

esférico e seu genoma contém duas fitas simples de RNA não complementares. 

Possui um comprimento de aproximadamente 9.400 pares de bases e contém três 

grandes fases de leitura aberta (ORFs) que são características dos retrovírus, 

sendo estas correspondentes aos genes gag, pol e env, além de diversas pequenas 

ORFs contendo genes regulatórios e acessórios. Os retrovírus são capazes de 

integrar seu material genético no genoma do hospedeiro, gerando o DNA proviral, 

o qual ainda possui duas longas repetições terminais (LTR) contendo elementos 

indispensáveis para a iniciação da transcrição viral e replicação. As poliproteínas 

Gag, Pol e Env, são processadas por proteases, dando origem às principais 

proteínas do capsídeo, enzimas virais e glicoproteínas do envelope, 

respectivamente (MILLER et al., 2018; STICKNEY; DUNOWSKA; CAVE, 2013). 

 

A montagem do FIV, como todos os outros lentivírus, ocorre na membrana 

plasmática de células infectadas como o resultado da multimerização da 

poliproteína Gag em vírions, e então são liberados no meio extracelular por 

brotamento. Simultaneamente à produção do vírion, a poliproteína Gag do FIV é 

processada pela protease viral codificada por pol (PR) gerando proteínas 

estruturais do interior das partículas maduras, como a matriz (MA), capsídeo (CA) 

e nucleocapsídeo (NC). 

 



27 
 

A proteína Pol do FIV inclui as enzimas virais: protease (PR), transcriptase 

reversa (RT), responsável por transcrever o RNA genômico em DNA proviral, e a 

integrase (IN), enzima que irá integrar o DNA proviral no genoma da célula 

hospedeira. No entanto, pol também codifica uma proteína adicional, a 

Pirofosfatase desoxiuridina (DU). A DU reduz o dUTP intracelular, prevenindo a 

incorporação errada de dUTP ao invés de dTTP durante o processo de transcrição 

reversa, o que minimiza a acumulação de mutações no DNA proviral. A protease 

de FIV é um homodímero funcional que processa os precursores de Gag e Gag-

Pol em proteínas estruturais e enzimas do vírion maduro (GONZÁLEZ; 

AFFRANCHINO, 2018). 

 

O gene env codifica proteínas glicosiladas de superfície (SU) e 

transmembrana (TM), que envolvem a partícula viral. Exibem uma variação 

considerável na sequência de aminoácidos, com 5 regiões principais variáveis em 

SU (V1-V5) e 3 em TM (V6-V8). As glicoproteínas Env dos retrovírus são 

importantes porque estão envolvidas em interações do receptor com as células, 

portanto determinando o tropismo do vírus. Além disso, exerce atividade de fusão 

da membrana, envolvida na penetração do vírus, e são os primeiros alvos para 

anticorpos e outros efetores de função imune. Por estarem envolvidas no 

reconhecimento do vírus pelo sistema imune do hospedeiro, estão sujeitas à 

seleção positiva, o que resulta na ampla variabilidade na sequência de 

nucleotídeos. (BENDINELLI et al., 1995; ELDER et al., 2008).  

 

FIV e HIV codificam os mesmos três genes principais, descritos acima, além 

dos genes acessórios vif (fator de infectividade viral) e rev (regulador da expressão 

viral). Além destes, HIV-1 codifica quatro proteínas acessórias não encontradas em 

FIV através dos genes: tat, vpr, vpu e nef. No entanto, o FIV codifica um gene 

acessório único: orf-A, que pode ter funções reguladoras e transrreguladoras da 

expressão viral como as descritas para vpr, vpu e nef do HIV (MCDONNEL; 

SPARGER; MURPHY, 2013). A comparação entre os genomas de FIV e HIV está 

representada na figura 1. 
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3.1.2. Ciclo de replicação viral 

 

FIV tem a capacidade de infectar linfócitos, células da linhagem dos 

monócitos/macrófagos e células do sistema nervoso central. O vírus entra na célula 

através da glicoproteína do envelope viral, interagindo com receptor celular CD134 

(no caso do HIV, o receptor primário é o CD4). Ocorre a exposição de um epítopo 

do envelope viral, o qual se ligará com alta afinidade ao co-receptor CXCR4, 

causando uma fusão na membrana celular e subsequentemente, o nucleocapsídeo 

viral será liberado para o interior do citoplasma hospedeiro. Após a entrada e o 

desenrolamento, o RNA fita simples é transcrito em DNA dupla fita pela enzima 

transcriptase reversa (RT). A atividade RNase H da RT catalisa a remoção do RNA. 

A RT de FIV compartilha 63% de identidade dos nucleotídeos e 67% de similaridade 

de aminoácidos com a RT do HIV-1.  

 

O DNA dupla fita gerado é então transportado para o núcleo, onde irá ocorrer 

a integração no genoma do hospedeiro pela enzima viral Integrase (IN). O DNA 

proviral é, então, transcrito em mRNA e transportado para o citoplasma a fim de 

que ocorra a tradução do mRNA em proteínas virais. A proteína Rev irá auxiliar 

através do transporte do mRNA viral, e a proteína Orf A pode contribuir para a 

Figura 1. Organização genômica do DNA proviral de FIV e HIV. Fonte: Lecollinet, Richardson, (2008) 
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liberação viral das células infectadas. O vírion imaturo se desloca até a membrana 

celular, adquire o envelope viral e as glicoproteínas e, então, é liberado da célula 

infectada por brotamento (KENYON; LEVER, 2011; MOHAMMADI; BIENZLE, 

2012). O esquema geral de replicação viral do FIV pode ser visualizado na Figura 

2. 

 

 

Figura 2. Representação da replicação viral de FIV; (1) Ligação do vírus aos receptores celulares; 
(2) Fusão viral com a membrana celular; (3) Transcrição reversa; (4) Translocação ao núcleo e 
integração no genoma do hospedeiro; (5) Transcrição do DNA proviral e exportação nuclear; (6) 
Protease viral e processamento proteico; (7) Montagem do vírion e maturação; (8) Liberação do 
vírion. Fonte: Mohammadi, Bienzle, (2012). 

 

3.1.3. Patogenia FIV 

 

Após a infecção, a replicação viral ocorre em células dendríticas, 

macrófagos, e linfócitos T CD4+. Os linfócitos T CD4+, também conhecidos como 

células T helper (Th) ou auxiliares, desenvolvem um papel central na função imune, 

tanto na resposta humoral, através da produção de anticorpos, quanto na resposta 

celular (TEIXEIRA; JUNIOR; HAGIWARA, 2010). A viremia é geralmente detectada 

na segunda semana após a infecção, com um pico entre 8 e 12 semanas, quando 

o vírus se espalha pelo organismo inteiro e anticorpos específicos contra as 
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proteínas do gene env (SU e TM), e as proteínas do gene gag (CA e MA) podem 

ser identificados (TANIWAKI; FIGUEIREDO; ARAUJO JR, 2013). A fase aguda da 

infecção por FIV dura 4 semanas aproximadamente, e é caracterizada por um 

aumento no número de linfócitos T CD4+ em circulação, assim como de RNA viral 

e DNA proviral. 

 

Durante as primeiras semanas da infecção observa-se sinais clínicos leves 

a moderados, como febre, letargia e linfadenopatia periférica. A partir disso, se 

inicia uma fase assintomática prolongada, na qual os níveis de vírus circulantes 

permanecem estáveis e o provírus integrado estabelece um reservatório de células 

infectadas latentes. Gatos infectados permanecem no estágio assintomático por 

muitos anos, ou até mesmo pela vida inteira, com alguns sinais clínicos.  Após a 

fase assintomática, ocorre um declínio progressivo de linfócitos T CD4+ com 

inversão na taxa CD4+/CD8+ (MILLER et al., 2018). Durante as fases terminais da 

infecção, os animais apresentam a síndrome da imunodeficiência adquirida felina 

(FAIDS), e estão sujeitos a diversas infecções oportunistas, linfomas, transtornos 

neurológicos, síndrome debilitante e morte (MCDONNEL; SPARGER; MURPHY, 

2013). A escala de tempo da progressão da doença ocorre de forma similar à 

infecção por HIV-1 em humanos (KENYON; LEVER, 2011). 

 

A prevalência do FIV varia dependendo do estado de saúde dos gatos em 

estudo, sendo influenciada pelo comportamento do animal. Felinos machos, com 

livre acesso a ambientes externos em áreas de alta densidade populacional, 

constituem o grupo de maior risco por estarem mais expostos a mordidas, que é a 

principal forma de transmissão, em brigas por demarcação territorial (BIEZUS et al., 

2019; TANIWAKI; FIGUEIREDO; ARAUJO JR, 2013). A infecção do FIV também 

pode ocorrer por transmissão pré e pós-natal, pela mucosa através do contato 

sexual, e por transferência de sangue (BIENZLE et al., 2004). 

 

3.2. FIV como modelo para HIV 

 

FIV e HIV possuem diversas características em comum que permitem a 

comparação genômica, estrutural e patogênica entre ambos. Embora FIV e HIV se 

diferenciem em algumas características moleculares, os vírus induzem 
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imunopatologias semelhantes no hospedeiro natural, e portanto FIV representa um 

importante, e ainda subutilizado modelo animal na avaliação completa da resposta 

imune durante a infecção pelo Lentivirus (MILLER et al., 2018).  

 

FIV e HIV compartilham um mesmo receptor utilizado para a entrada nas 

células alvos, o CXCR4, que, para o HIV, funciona como um co-receptor, e o torna 

um importante alvo para novos tratamentos (ELDER et al., 2010). Seus genomas 

codificam os mesmos três genes principais, gag, pol e env, assim como parte dos 

genes acessórios, como rev e vif (MCDONNEL; SPARGER; MURPHY, 2013). O 

alvo dos antirretrovirais são, principalmente, as enzimas codificadas pelo gene pol, 

responsáveis pela replicação viral, sendo elas a transcriptase reversa (RT), a 

protease (PR) e a integrase (IN) (ELDER et al., 2010). 

 

Diversos fármacos aprovados para o tratamento de HIV foram também 

avaliados frente ao FIV. O mais conhecido e utilizado, zidovudina (AZT), inibe a 

atividade da enzima Transcriptase Reversa (RT), e quando avaliado frente ao FIV 

também inibiu a replicação do vírus in vitro e in vivo, aumentando a taxa de 

CD4/CD8 em gatos infectados experimentalmente (HARTMANN; WOODING; 

BERGMANN, 2015).  

 

Uma classe de compostos antivirais chamada biciclams, vem sendo utilizada 

em gatos infectados por FIV e impedem a entrada do HIV ou do FIV na célula. Os 

fármacos aprovados para HIV didanosine (ddI) e adefovir (PMEA) também já 

demonstraram inibir a replicação viral de FIV, agindo sob a RT, tanto in vitro como 

in vivo (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015). Tenofovir foi efetivo contra 

o FIV in vitro e demonstrou menor citotoxicidade em relação a outros fármacos. 

Zidovudina (AZT) e lamivudina (3TC) demonstraram efeito sinérgico em cultivo 

celular frente ao FIV. Para fins terapêuticos, a utilização de interferon ômega 

recombinante de felinos (rFeIFN-ω) resultou numa atenuação dos sintomas. O IFN-

ω também foi descrito como um forte inibidor de infecção por HIV in vitro, embora 

o ensaio in vivo para pacientes humanos ainda não tenha sido avaliado 

(HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015; MILLER et al., 2018). 
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Através de estudos em gatos infectados experimentalmente, é possível 

avaliar a eficácia de um fármaco em modelos pré-expostos, em infecções recentes, 

assim como em infecção crônica. Sob condições naturais, os sinais clínicos 

relacionados à infecção pelo FIV, assim como para o HIV, se desenvolvem após 

um longo período de latência que dura anos (HARTMANN; STENGEL, 2006). FIV 

é o único vírus de não-humanos que causa depleção progressiva das células T 

CD4+, levando a infecções oportunistas e outras manifestações, como 

definhamento e desordens neurológicas (ECKSTRAND; SPARGER; MURPHY, 

2017). 

 

3.3. Terapia antirretroviral 

 

Antivirais são compostos que interferem em uma ou mais etapas do ciclo de 

replicação viral. Após estudos descrevendo a interação entre o vírus e a célula, 

foram identificadas as diversas etapas em que o ciclo viral pode ser interrompido 

(HARTMANN; STENGEL, 2006). De acordo com a UNAIDS, 24,5 milhões de 

pessoas tem acesso à terapia antirretroviral (ART) (UNAIDS, 2019). 

 

Entre os principais objetivos da terapia antirretroviral estão: alcançar e 

manter a supressão da viremia no plasma a um nível menor do que o encontrado 

na detecção dos testes atuais; potencializar a função imune em geral, aumentando 

a quantidade de células T CD4+; reduzir morbidades associadas ao HIV; melhorar 

a qualidade de vida e reduzir o risco de transmissão (PAU; GEORGE, 2014). 

 

O controle da infecção pelo HIV ocorre somente em indivíduos que seguem 

ininterruptamente a terapia, pois a pausa na medicação leva a uma retomada da 

viremia (MUKHTAR et al., 2008). Um tratamento combinado deve consistir de no 

mínimo dois, mas preferencialmente três agentes ativos (PAU; GEORGE, 2014). 

 

O tratamento atual utilizado no Brasil para pessoas que estão iniciando a 

terapia antirretroviral preconiza o uso combinado de tenofovir (TDF - inibidor de 

transcriptase reversa) associado à lamivudina (3TC – inibidor de transcriptase 

reversa) e  dolutegravir (DTG – inibidor de integrase) numa dose de 300 mg/300 
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mg (2 em 1) e 50 mg, respectivamente, uma vez ao dia. O tratamento pode ser 

alterado devido a contraindicações (BRASIL, 2018).  

 

Não existe tratamento específico para gatos portadores de FIV e geralmente 

se dá por conforto paliativo ao animal. O tratamento que pode ser utilizado em gatos 

acometidos por infecções recorrentes é o uso de análogos nucleosídeos como a 

zidovudina (AZT – inibidor de transcriptase reversa), que pode ser utilizado sozinho 

ou em combinação com outros fármacos (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 

2015). 

 

De acordo com a mais recente estimativa da UNAIDS, das 37,9 milhões de 

pessoas vivendo com HIV, apenas 79% foram diagnosticadas e apenas 53% estão 

em terapia efetiva. É estimado que 1% estejam vivendo sem sintomas na ausência 

de terapia, e apenas dois indivíduos foram curados (NDUNG; MCCUNE; DEEKS, 

2019). 

 

Embora os tratamentos atuais sejam, de forma geral, seguros, não são 

benignos. Risco intensificado de doenças cardiovasculares, renais e ósseas tem 

sido associado ao uso dos medicamentos mais comuns. Além dos efeitos adversos, 

o desenvolvimento de resistência e o uso ininterrupto da terapia por toda a vida são 

argumentos para a busca de terapias alternativas (NDUNG; MCCUNE; DEEKS, 

2019). 

 

3.3.1. Fármacos já existentes 

  

3.3.1.1. Inibidores da entrada celular  

 

Homólogos/antagonistas de receptores se ligam ao vírus ou ao receptor 

celular, levando à inibição da adsorção viral à superfície da célula. A maior parte 

destes é altamente seletiva para HIV, e não são utilizados pela medicina veterinária. 

Uma exceção é a classe de compostos antivirais biciclams, a qual vem sendo 

utilizada em gatos infectados por FIV. Biciclams atuam como antagonistas seletivos 

ao receptor CXCR4 e, ao se ligarem ao receptor, previnem a interação com outros 
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ligantes, impedindo a entrada do HIV ou FIV no interior celular (HARTMANN; 

WOODING; BERGMANN, 2015). 

 

3.3.1.2.  Inibidores de transcriptase reversa  

 

Inibidores de transcriptase reversa são divididos em três categorias: 

inibidores de transcriptase reversa nucleosídeo (NRTIs), nucleotídeo (NtRTIs) e 

não-nucleosídeo (NNRTIs). Cada grupo de compostos bloqueia a atividade 

catalítica da RT viral por mecanismos levemente diferentes. Devido a seu papel 

essencial no ciclo de vida viral, a transcriptase reversa vem sendo um alvo bastante 

estudado na terapia antiviral desde a descoberta de que NRTIs são análogos aos 

deoxinucleotídeos (dNT), porém não possuem o grupo 3’ – hidroxila 

(MOHAMMADI; BIENZLE, 2012). 

 

3.3.1.2.1. NRTIs  

 

NRTIs são metabolizados em sua forma ativa tri-fosforilada por quinases e, 

então, competem com dNTs para a incorporação nas fitas de DNA que estão sendo 

sintetizadas pela RT viral. No entanto, por não possuírem o grupo 3’- hidroxila, o 

próximo dNT não consegue formar ligação fosfodiéster, resultando no término da 

elongação do DNA. Zidovudina, mais conhecida como AZT, foi o primeiro agente 

NRTI aprovado para o tratamento de HIV e, desde então, outros sete NRTIs foram 

aprovados (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015). Estes compostos vêm 

sendo avaliados também in vitro e in vivo para a inibição da replicação do FIV. 

Zidovudina preveniu mais de 95% da replicação de FIV em células CrFKs (NORTH; 

NORTH; PEDERSEN, 1989). Também foi avaliada em gatos infectados, e foi 

relativamente bem tolerada; porém, pôde-se observar o surgimento de anemia, 

impedindo de ser utilizada em altas dosagens (MOHAMMADI; BIENZLE, 2012). A 

suscetibilidade de FIV para AZT permitiu que o modelo felino fosse utilizado para 

identificar a primeira mutação resistente a fármaco em lentivírus (REMINGTON et 

al., 1991). A fozivudina, composto precursor da zidovudina, não induziu anemia 

mesmo em alta dosagem, diferentemente do AZT. O fármaco apresentou efeito 

supressor da carga viral na fase aguda da infecção pelo FIV, mas em um período 

superior a quatro semanas foi associado ao desenvolvimento de resistência 
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(FOGLE et al., 2011). Outros fármacos inibidores de RT aprovados para o 

tratamento da infecção por HIV são: abacavir, stavudina, emtricitabine, lamivudine 

e didanosine (HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015). Embora a 

monoterapia utilizada com NRTI tenha demonstrado redução na carga viral, e 

sobrevivência prolongada, o uso de apenas um agente não forneceu uma 

supressão viral contínua (PAU; GEORGE, 2014). 

 

3.3.1.2.2.  NtRTIs  

 

NtRTIs são estruturalmente similares aos NRTIs, porém contêm um grupo 

fosfonato e não requerem fosforilação por enzimas celulares. Portanto, NtRTIs já 

se encontram em sua forma ativa para a incorporação na fita do DNA proviral e seu 

mecanismo é similar ao dos NRTIs. Tenofovir Disoproxil Fumarato (TDF) é a única 

droga NtRTI aprovada para pacientes com HIV (AMMARANOND; 

SANGUANSITTIANAN, 2012; MOHAMMADI; BIENZLE, 2012).  

 

3.3.1.2.3.  NNRTIs 

  

NNRTIs são pequenas moléculas que não são análogas a nucleosídeos 

naturais e se diferenciam estruturalmente de NRTIs e NtTRIs. O sítio de ligação na 

enzima RT é diferente dos outros tipos de inibidores. Este se liga ao domínio perto 

do sítio ativo da enzima e muda sua conformação, o qual vai resultar em uma 

inibição não-competitiva da ação catalítica (MOHAMMADI; BIENZLE, 2012). Há 

três fármacos aprovados para uso clínico, sendo eles, nevirapina, delavirdina e 

efavirenz, inibindo somente HIV (AMMARANOND; SANGUANSITTIANAN, 2012). 

Outros retrovírus, como o FIV, não foram suscetíveis a esta inibição, possivelmente 

devido às diferenças estruturais no sítio de ligação da enzima (MOHAMMADI; 

BIENZLE, 2012). 

 

3.3.1.3.  Inibidores de integrase  

 

Inibidores de integrase agem através da inibição da integração do DNA 

proviral, que é produzido pela transcrição reversa do RNA genômico do vírus. 

Raltegravir é utilizado como composto anti-HIV e mostrou também ser ativo contra 



36 
 

o FIV, in vitro. Porém, o lentivírus felino foi menos suscetível ao fármaco 

(HARTMANN; WOODING; BERGMANN, 2015). 

 

3.3.1.4. Inibidores de protease 

 

Inibidores de protease se ligam especificamente no sítio ativo da protease e, 

portanto, previnem a replicação viral. Tipranavir é um medicamento aprovado em 

2005, e utilizado como composto anti-HIV. O fármaco se mostrou ativo contra o FIV 

in vitro, prevenindo completamente a replicação do vírus. Lopinavir e atazanavir 

são outros compostos anti-HIV; porém, apesar de se mostrarem ativos contra o FIV 

in vitro, não impediram completamente a replicação viral. (HARTMANN; 

WOODING; BERGMANN, 2015). Até o ano de 2019, não houve estudos in vivo de 

inibidores de protease em gatos infectados por FIV. 

 

3.3.2. Desenvolvimento de resistência 

 

A extensa variabilidade genética de FIV e HIV, constitui um mecanismo de 

escape viral que permite sua rápida adaptação ao sistema imunológico e aos 

antirretrovirais (SILVA et al., 2016). As variações das cepas surgem no estágio do 

ciclo de replicação dos vírus e é dada pela natureza errática da transcriptase 

reversa dos lentivírus (LECOLLINET; RICHARDSON, 2008). Apesar da eficácia 

dos regimes antirretrovirais, alguns pacientes podem enfrentar falha de tratamento 

pela resistência do HIV às substâncias. Transmissão de HIV resistente a fármacos 

pode ocorrer, sendo recomendável um teste genotípico de resistência antes do 

início da terapia (PAU; GEORGE, 2014).  

 

Há, aproximadamente, 25.000 pacientes vivendo com HIV nos Estados Unidos 

infectados com cepas resistentes a múltiplos fármacos, incluindo uma estimativa 

de 12.000 pacientes em necessidade vital de novas opções de tratamento devido 

à falha de regimes anteriores (BECCARI et al., 2019). Em um estudo realizado pela 

OMS, em 2012, foram coletados dados de diversas pesquisas realizadas sobre a 

resistência viral a medicamentos anti-HIV. Nos 4.248 pacientes avaliados, o 

tratamento em 573 falhou no período de 12 meses, representando 13,5% do total 

de pacientes. Entre os casos que falharam, 60% foram documentados como 
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resistentes ao HIV originário da infecção inicial e 40% apresentaram resistência a 

vírus de reinfecções. As mutações mais comuns encontradas foram aos NRTI 

(detectadas em 55% dos pacientes avaliados) e aos NNRTI (46%) 

(HOSSEINIPOUR et al., 2013).  

 

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

replicação viral permite o aumento de mutações. A maior limitação ao tratamento 

com NNRTIs é o rápido desenvolvimento de mutantes resistentes. Uma única 

mutação poderá causar um alto nível de resistência, podendo ser cruzada entre 

todos os medicamentos NNRTIs (AMMARANOND; SANGUANSITTIANAN, 2012).  

 

O escape viral a fármacos inibidores de protease é mediado por mutações 

ocorridas pela substituição de aminoácidos, as quais irão resultar em uma 

diminuição da ligação ao inibidor de protease (AMMARANOND; 

SANGUANSITTIANAN, 2012). 

 

O desenvolvimento de resistência pode estar relacionado a diversos fatores. Se 

a produção viral não está suprimida pela ação dos fármacos antivirais, qualquer 

erro ocorrido no genoma do HIV pode resultar numa ampla população de 

quasiespécies, algumas resistentes. Também pode ocorrer através da 

desaminação da citidina (que limita a replicação viral) e resistência a múltiplas 

drogas por recombinação de novo do genoma do vírus. A negligência por parte do 

paciente durante a terapia devido a descontinuidade, pela absorção ou 

metabolismo inadequado do fármaco ou ainda, por interações com outros 

fármacos, contribuem para o desenvolvimento de resistência. A estimativa da 

probabilidade em acumular resistência na terapia antiviral num período de seis anos 

é de 27% (WAHEED; TACHEDJIAN, 2016).  

 

O desenvolvimento de resistência pode ser avaliado por teste fenotípico in vitro, 

medindo a suscetibilidade do antirretroviral em cultivo celular (concentração que 

inibe a replicação de HIV-1 em 50% - IC50) e por teste genotípico, através de 

sequenciamento dos genes da protease, RT e/ou integrase, provenientes de 

produtos de PCR amplificado (CLUTTER et al., 2016). 
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3.4. Uso de plantas medicinais 

 
Plantas medicinais vêm sendo utilizadas desde a origem da civilização 

humana. O primeiro interesse reconhecido no desenvolvimento de agentes 

antivirais ocorreu pela companhia Boots, em 1952, na Inglaterra, onde 288 plantas 

foram analisadas quanto à atividade anti-influenza (MUKHTAR et al., 2008). 

 

Diversos compostos naturais demonstraram possuir ação inibitória em 

transcriptase reversa, protease e integrase. Estes são representados 

principalmente por flavonoides, alcaloides, taninos, cumarinas, terpenoides e 

outros, sendo a maior parte destes os flavonoides, seguidos pelos terpenoides. 

Muitos deles apresentam inibição eficiente em RT, PR e IN ao mesmo tempo 

(JIANG et al., 2010). Metabólitos secundários constituem quase 50% dos novos 

fármacos introduzidos no mercado farmacêutico de 1981 até 2010 e, 

aproximadamente, 75% dos agentes anti-infecciosos são produtos naturais ou 

derivados (ALVES et al., 2014). 

 

O estudo de plantas medicinais é bastante promissor, porém enfrenta alguns 

desafios. A acessibilidade da planta em questão, a coleta, documentação correta, 

e a identificação botânica são alguns deles. Enquanto que uma pequena 

quantidade da planta é suficiente para uma avaliação farmacológica inicial, 

quantidades muitos maiores são necessárias para a caracterização completa da 

atividade farmacológica e de seus constituintes, principalmente em posteriores 

ensaios clínicos e comercialização. Além disso, a composição química da planta 

pode variar em relação à estação do ano, composição do solo, altitude, clima, entre 

outros, e pode haver alterações pelas condições de armazenamento, método de 

extração e isolamento (ATANASOV et al., 2015). 

 

Alguns dos fármacos derivados de plantas aprovados para uso mais 

conhecidos são: a artemisinina, lactona sesquiterpênica isolada de Artemisia annua 

para tratamento da malária; a galantamina, alcaloide isolado de Galanthus 

caucasicus para tratamento da doença de Alzheirmer; o paclitaxel (Taxol), 

diterpeno isolado de Taxus brevifolia para tratamento do câncer (ATANASOV et al., 

2015; KOEHN; CARTER, 2005). 
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3.4.1. Produtos naturais frente ao FIV e HIV 

 

O caráter terapêutico de plantas tem sido atribuído aos extratos das plantas, 

e às substâncias isoladas e caracterizadas através de análises fitoquímicas. 

 

Os extratos aquosos brutos das espécies Parietaria difusa, Urtica dioica e 

Sambucus nigra foram testados frente ao FIV em células CrFKs. Os resultados 

obtidos utilizando o extrato de Urtica dioica e princípios ativos derivados da mesma 

planta foram similares (UNCINI MANGANELLI; ZACCARO; TOMEI, 2005). A 

Lectina N-acetilgalactosamina de Urtica dioica inibiu a formação de sincício em 

células HUT-78 e  células CD4+ Molt/4 infectadas por HIV-1 e HIV-2 (BALZARINI 

et al., 1992). O extrato bruto aquoso de U. dioica, em concentrações não tóxicas, 

apresentou atividade anti-FIV. O extrato bruto aquoso de Sambucus nigra também 

apresentou atividade anti-FIV, diferente de duas lectinas isoladas da mesma planta 

que foram testadas frente ao HIV, indicando que no extrato há diferentes compostos 

que podem levar à inibição de FIV (BALZARINI et al., 1992; UNCINI MANGANELLI; 

ZACCARO; TOMEI, 2005).  

 

O extrato clorofórmico bruto da alga verde Caulerpa taxifolia foi testado por 

sua atividade antiviral. O extrato demonstrou atividade frente ao FIV in vitro, 

reduzindo o sincício induzido pelo vírus em CrFKs, a atividade da transcriptase 

reversa e a expressão da proteína do capsídeo viral P24 (NICOLETTI et al., 1999). 

 

Um alcaloide indólico diprenilado, isolado de Glycosmis montana, exibiu 

atividade anti-HIV e indicou que esses alcaloides podem ser candidatos para 

estudos futuros como agentes anti-HIV (SINGH; BODIWALA, 2010). Taninos 

também demonstraram possuir atividade frente ao HIV. Punicalina, isolada do 

extrato aquoso de Terminalia trifloral, apresentou atividade inibitória na 

transcriptase reversa de HIV-1 (MARTINO et al., 2004).  O acído mussaenosídico 

(2’-O-(4-methoxycinnamoyl), um terpenoide da classe dos iridoides, isolado de 

Avicenna marina, mostrou efeito inibitório na ligação de HIV-1 na membrana celular 

in vitro (BEHBAHANI, 2014). 
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Compostos promissores como agentes anti-HIV são os calanolídeos. 

Calanolídeo A e cumarinas relacionadas isoladas de diversas espécies de 

Calophyllum, representam um subgrupo de não-nucleosídeos inibidores de 

transcriptase reversa (NNRTI) (JIANG et al., 2010). Calanolídeos (A, B e C) são 

dipiranocumarinas que possuem três centros de carbonos quirais. Estudos com 

transcriptases reversas purificadas de bactérias recombinantes revelaram que 

esses calanolídeos são inibidores da RT de HIV-1, inclusive para resistentes a AZT, 

incluindo a cepa A17, conhecida pela resistência a diversos medicamentos 

(HASSAN et al., 2016). Calanolídeo A completou a fase I/II do teste clínico em 

combinação com outros agentes anti-HIV, não apresentando atividade contra HIV-

2, tipo encontrado principalmente na África. O estudo mostrou que o calanolídeo A 

possui um perfil seguro para animais e humanos, pois os efeitos adversos 

observados foram de leves a moderados em intensidade, como tonturas e náuseas 

(HASSAN et al., 2016; JIANG et al., 2010). 

 

Piranocumarinas, como a pseudocordatolídeo C e calanolídeo F, outros 

compostos isolados de Calophyllum, também apresentaram atividade anti-HIV 

(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAV, 2013). Cordatolide A e B apresentam estrutura 

similar aos Calanolides, inibindo a replicação viral de HIV-1. Além destes, 

suksdorfin, um composto derivado de pirocumarina, apresentou efeitos inibitórios à 

replicação viral (KURAPATI et al., 2016). 

 

3.4.2. Flavonoides 

 
Flavonoides compreendem um grande grupo de metabólitos secundários 

amplamente distribuído na natureza, sendo comumente encontrados em vegetais, 

frutas, sementes, temperos, troncos, assim como em vinhos e chás. Esses 

compostos são sintetizados em resposta a condições de estresses abióticos, como 

a radiação ultravioleta, e possuem um importante papel na defesa contra patógenos 

de plantas e insetos (ZAKARYAN et al., 2017). 

 

A primeira evidência de atividade biológica foi reportada por Albert Szent-

Gyorgyii em 1938, mostrando que flavonoides de cascas de frutos cítricos 

preveniam sangramento capilar e sua fragilidade associada ao escorbuto. Nas 
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últimas décadas, houve um aumento pelo interesse nos flavonoides (PEREZ-

VIZCAINO; FRAGA, 2018). Pesquisas envolvendo flavonoides foram 

principalmente baseadas na capacidade antioxidante desses compostos e a 

relevância pressuposta da deterioração de radicais livres de sistemas biológicos e 

sua associação com doenças (PEREZ-VIZCAINO; FRAGA, 2018).  

 

Existem mais de 6000 diferentes estruturas de flavonoides identificados até 

o momento. Estes são divididos em diversas classes como as antocianidinas, 

flavonas, flavonóis, flavanonas, isoflavonoides, etc, como mostra a figura 3. A 

variedade de classes dos flavonoides difere no nível de oxidação e no padrão de 

substituição do anel pireno, e compostos individuais entre as classes se diferem 

pelo padrão de substituição de anéis benzenos (ZAKARYAN et al., 2017). 

 

 

Flavanonois, compostos que apresentam um grupo OH na posição C-3’, 

como a taxifolina, mostraram atividade anti-HIV-1 inibindo protease, RT e a 

interação CD4/gp120, se ligando ao loop V3 da gp120. Flavanonas, que não 

possuem o grupo OH na posição C-3’, como aromadendrina, são mais específicas 

Figura 3. Estrutura básica de flavonoide e suas diferentes classes. Fonte: Raffa et al., (2017) 
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Figura 4. Estrutura da quercitrina. 

e inibem somente a interação CD4/gp120 (JIANG et al., 2010; KURAPATI et al., 

2016). 

 

Flavanóis são uma família de flavonoides cujos principais representantes 

são as catequinas e as epicatequinas. Estão presentes em grandes quantidades 

em plantas de alto consumo como o chá verde, o chá preto, uvas e vinhos, cacau 

e chocolate. Baicalina, uma flavona isolada de Scutellaria baicalensis, inibiu a 

infecção e replicação de HIV-1. Outros flavonoides como a robustaflavona e a 

hinokiflavona também demonstraram atividade contra a transcriptase reversa de 

HIV-1 (KUMAR; PANDEY, 2013). Outro estudo relatou a inibição da entrada de 

HIV-1 nas células e atividade contra a RT pela flavona O-glicosilada baicalina (LI et 

al., 2000). 

 

Já entre os flavonóis, a quercetina foi a que mais atraiu atenção entre a 

comunidade científica devido a sua ampla distribuição no reino vegetal e sua 

variedade de aplicações (PEREZ-VIZCAINO; FRAGA, 2018). Entre as atividades 

já estudadas, quercetina possui efeito antiproliferativo in vitro contra diversas 

células de câncer de próstata (RAFFA et al., 2017), fazendo parte de ensaios 

clínicos para o tratamento de câncer de próstata, de doença pulmonar obstrutiva 

crônica, de diabetes mellitus, obesidade, entre outros (ATANASOV et al., 2015). A 

quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo) (Figura 4), glicosídeo formado a partir da 

quercetina e do açúcar desoxi-ramnose, demonstrou atividade frente à RT de HIV-

1 (YU et al., 2007). Outro derivado de quercetina, o hiperosídeo (Figura 5) também 

demonstrou atividade antiviral in vitro e in vivo frente ao vírus da hepatite B (HBV) 

(WU et al., 2007). 

        

 
                                       



43 
 

     

3.4.3. Atividades biológicas de espécies do gênero Hypericum 

 
O gênero Hypericum, da família Hypericaceae, inclui aproximadamente 500 

espécies de ervas, arbustos e árvores com numerosos efeitos positivos na saúde 

(DRESLER et al., 2018). Apesar do amplo número de espécies do gênero, H. 

perforatum tem sido a espécie mais estudada quanto a seus constituintes químicos 

e suas atividades farmacológicas. 

  

São relatados diversos membros da família Hypericaceae que são utilizados 

na medicina tradicional para tratar, por exemplo, feridas, hepatite, caxumba, 

desordens gastrointestinais e tumores. Muitos compostos desta família já foram 

isolados para o estudo de suas atividades antivirais (FRITZ et al., 2007). O efeito 

terapêutico de plantas Hypericum está relacionado à presença de diversos 

compostos bioativos, incluindo os derivados de floroglucinol (como, por exemplo, 

hiperforina) (BRIDI; MEIRELLES; VON POSER, 2018),  flavonoides (como a rutina, 

hiperosídeo, quercetina, quercitrina), ácidos fenólicos (como o ácido clorogênico), 

taninos, xantonas, naftodiantronas (hipericina e pseudo-hipericina) e constituintes 

do óleo essencial (VELINGKAR; GUPTA; HEGDE, 2017). 

 

A atividade antidepressiva de algumas espécies de Hypericum é bastante 

conhecida e relatada por diversos autores. Estudos in vitro e in vivo apontam a 

hiperforina, como o principal responsável por essa atividade (TIAN et al., 2014). 

 

Extratos metanólicos provenientes de H. mysorense e H. hookerianum 

eliminaram a infecção por HSV-1 in vitro (VIJAYAN et al., 2004). Hipericina e 

pseudo-hipericina são antraquinonas isoladas do gênero Hypericum, e 

Figura 5. Estrutura do hiperosídeo. 
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demonstraram ação antiviral em vírus de RNA e DNA envelopados e não 

envelopados (HUDSON; LOPEZ-BAZZOCCHI; TOWERS, 1991; TANG et al., 

1990).  Quercitrina isolada de H. scruglii também demonstrou ação frente à RT e 

atividade da RNase H de HIV-1 in vitro (SANNA et al., 2018). 

 

3.4.3.1. Hypericum connatum 

 

Hypericum connatum (Figura 6), conhecida popularmente como “orelha-de-

gato”, é uma erva ou subarbusto, que possui ocorrência natural no sul e sudeste do 

Brasil, sul da Bolívia, Paraguai, Argentina e Uruguai (FRITZ, 2006). É utilizado 

tradicionalmente como “tônico” e adstringente e também no tratamento de lesões 

orais, as quais são frequentemente causadas pelo vírus da Herpes. Alguns dos 

princípios ativos são os flavonoides, luteoforol, guaijaverina, hiperosídeo e 

amentoflavona (AKRAM et al., 2018). 

 

O extrato metanólico de H. connatum, assim como frações e substâncias 

isoladas, como o luteoforol, demonstraram ação frente ao vírus do herpes simples 

(HSV-1) (FRITZ et al., 2007). A atividade antiviral do extrato metanólico de 

Hypericum connatum frente ao FIV foi demonstrada por SCHMITT e colaboradores 

(SCHMITT; RAVAZZOLO; VON POSER, 2001). 

 

Figura 6. Hypericum connatum. Fonte: Jiménez, (1980). 
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4. Materiais e métodos 

 

4.1. Material Vegetal 

 

4.1.1. Coleta e preparação do material vegetal de Hypericum connatum 

 

As partes aéreas (ramos e flores) de H. connatum foram coletadas em São 

Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, no mês de novembro de 2017. A planta foi 

identificada por Dr. Sergio Bordignon (UNILASSALE, Brasil) e um comprovante foi 

depositado no herbário ICN da UFRGS (comprovante: Bordignon et al. 3317). Após 

a coleta, o material vegetal foi separado de impurezas, seco em temperatura 

ambiente por sete dias e em ambiente arejado, e triturado em moinho de facas.  

 

Primeiramente, foi obtido um extrato metanólico bruto. Para tanto, foram 

pesados 30 g da planta e imersos em 100 mL de metanol. A cada 24 horas o extrato 

obtido era filtrado para um balão e o solvente evaporado sob pressão reduzida em 

evaporador rotativo (Fisatom model 802), e o solvente do recipiente renovado. 

Assim foi repetido até não haver aumento de massa extraída pelo metanol. Os 

extratos foram reunidos e levados à secura em evaporador rotativo. 

 

O fracionamento bioguiado foi realizado utilizando solventes de polaridade 

crescente, sendo eles: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Foram 

pesados 30 g de H. connatum e imersos em 100 mL do solvente, pelo mesmo 

método extrativo descrito acima.  

 

4.1.2. Caracterização química das frações por HPLC 

 

A análise das frações acetato de etila e metanol (que resultaram ativas no 

fracionamento bioguiado) por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) foi 

realizada seguindo o método descrito em Tatsis et al. (2007) e Ccana-Ccapatinta 

et al. (2014) com algumas modificações. As separações foram executadas 

utilizando um cromatógrafo líquido Shimadzu (Shimadzu Corporation,Kyoto, Japan) 

e os dados cromatográficos processados por LC solution software versão 1.24 SP2. 

Antes da análise, os extratos foram dissolvidos em metanol (grau HPLC) e filtrados 
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em membrana 0,22 µm. As separações foram executadas em uma coluna C 18 

Waters Nova-Pack (4 µm, 3.9 mm x 150 mm) adaptadas a uma coluna de guarda 

C 18 60 A (3.9 mm × 20 mm) (Waters, Milford, MA, USA). As fases móveis 

consistiram de uma mistura de água (A) e uma mistura 8:2 de acetonitrila e metanol 

(B), ambas acidificadas com 0,1% de ácido fórmico. O gradiente de eluição foi 

executado da seguinte forma: gradiente linear de 10% de B a 100% de B por 30 

minutos, seguido por reequilibração por 20 minutos. Todas as separações foram 

realizadas a 25 ºC com uma taxa de fluxo de 1.0 mL/min com detecção executada 

a 220 e 350 nm, em triplicata. Uma alíquota de 10 µL por amostra foi injetada. Os 

compostos foram identificados comparando o tempo de retenção (tR) de picos dos 

padrões e picos das amostras. Em casos de dúvida, amostras foram co-eluídas 

com os compostos padrão a fim de confirmar a identidade das amostras. Curvas 

de calibração foram preparadas utilizando o composto hiperosídeo, cobrindo no 

mínimo cinco pontos de dados na concentração variando de 1 – 250 µg/mL (r 2 = 

0.9989). As soluções foram injetadas em triplicata, em três dias diferentes e cada 

curva foi obtida traçando o pico da área do composto a cada nível versus a 

concentração da amostra. 

 

4.1.3. Isolamento de substâncias 

 

Para o isolamento da substância desejada, uma nova fração acetato de etila 

foi extraída de H. connatum, a fim de obter maior quantidade da mesma. A extração 

foi realizada a partir de 150 g das partes aéreas, eluidas em 500 mL de 

diclorometano, para remoção de substâncias indesejáveis. Posteriormente, foram 

adicionados 500 mL de acetato de etila. O processo foi repetido, renovando-se o 

solvente até o esgotamento. Os extratos provenientes de acetato de etila foram 

reunidos e levados à secura no evaporador rotativo. A fração acetato de etila foi 

submetida a uma cromatografia em coluna de gel de sílica (0.060 - 0.200 mm; 

Merck) como fase estacionária. A fração foi adicionada sobre o topo da coluna e 

em seguida eluida empregando uma mistura de solventes com polaridade 

crescente, iniciando por diclorometano e terminando em uma mistura de acetato de 

etila e metanol (80:20) gerando 50 frações (Fr. 1-50). As frações 21 a 40 foram 

agrupadas (265 mg) e submetidas à purificação cromatográfica por coluna, nas 

mesmas condições descritas acima. As frações obtidas em ambos processos foram 
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monitoradas por cromatografia em camada delgada, sendo a fase móvel uma 

mistura de acetato de etila: metanol: H2O (100: 13,5: 10, V/V/V). A detecção dos 

compostos foi realizada mediante observação sob lâmpada de luz ultravioleta com 

comprimentos de onda de 254 e 365 nm e visualização após reação com agente 

cromogênico anisaldeído-sulfúrico, com posterior aquecimento a 100 °C, utilizando 

padrão para comparação. A identidade do composto isolado foi confirmada por 

análise de HPLC, nas mesmas condições do item 4.1.2, comparando o tempo de 

retenção com uma amostra padrão de quercitrina (Sigma). 

 

4.2. Atividade antiviral 

 

4.2.1. Preparação das soluções para testes 

 

A solubilização do extrato e das frações foi realizada pela adição de DMSO 

em uma concentração máxima de 0,06%, como descrita anteriormente como 

concentração máxima não tóxica, e completada pela adição fracionada de meio de 

cultivo celular DMEM (descrito no item 4.2.2.) sem adição de soro fetal bovino 

(SFB). A concentração-mãe para todas as solubilizações foi 10 mg/mL. As soluções 

foram filtradas em membrana 0,22 μM e conservadas em alíquotas à – 20°C. 

 

Foram pesados 50 mg do extrato metanólico bruto, adicionados 10 µL de 

DMSO e quantidades fracionadas (500 μL) de DMEM sem SFB até atingir 5 mL, 

gerando a concentração final de 10 mg/mL. As frações foram solubilizadas em 300 

μL de DMSO para 50 mg de cada fração e adicionados 5 mL de forma fracionada 

à solução. A solubilização dos compostos isolados foi realizada a partir de 5 mg da 

substância, adicionando 30 μL de DMSO e 500 μL de DMEM sem SFB. 

 

4.2.2. Cultivo celular e vírus 

 

Foram utilizadas células da linhagem CrFK (ATCC/CCL-94 - células 

provenientes de rim felino Felis catus) permissíveis ao vírus, as quais foram 

cultivadas em frascos de cultivo celular de 25 cm2 contendo meio Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM - Sigma Chemical Co. St. Louis, USA), suplementadas com 
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5% SFB, 100 UI/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina, em uma atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2, a 37 °C. Após serem tripsinizadas e contadas, foram 

congeladas em nitrogênio líquido, a fim de obter um estoque de células. 

 

O vírus utilizado neste trabalho (clone infeccioso de FIV Petaluma – 34TF10) 

foi transfectado anteriormente em CrFKs pelo reagente Lipofectamina (HEPP, 

2017). Os estoques do vírus foram preparados a partir da infecção de culturas de 

células CrFK, incubadas com o vírus por 5 dias a 37 ºC, congeladas a – 80 ºC, 

descongeladas e centrifugadas para clarificação. O sobrenadante foi filtrado, 

dividido em alíquotas e congelado a – 80 ºC.  

 

4.2.3. Avaliação da citotoxicidade 

 

Para avaliar a toxicidade dos extratos e das substâncias isoladas frente às 

CrFKs, as células foram tripsinizadas e semeadas em uma placa de cultivo celular 

contendo 96 poços em uma quantidade de 104 células por poço. A placa foi então 

armazenada a 37 ºC por 24 horas. Após o período, o meio de cultivo da placa foi 

retirado e foram adicionados 200 μL de meio DMEM por poço contendo as 

concentrações do material vegetal. Como controle do ensaio foram mantidas 

células apenas com DMEM 5% SFB. A avaliação inicial foi realizada nas 

concentrações de 100; 75; 50 e 25 μg/mL de meio e a placa incubada a 37 ºC por 

72 h. O teste foi realizado em quadruplicata. Passadas 72 h, o sobrenadante foi 

retirado e feita a coloração do tapete celular pelo kit Panótico Rápido (LABORCLIN) 

a fim de visualizar o efeito citotóxico frente às CrFKs, com o auxílio de um 

microscópio ótico. A citotoxicidade foi avaliada quanto à integridade do tapete 

celular e eventuais alterações fenotípicas. As duas maiores concentrações que 

apresentaram pouca ou nenhuma citotoxicidade, foram submetidas a um novo 

teste, realizado em placas de 24 poços a fim de se obter um resultado quantitativo. 

Nas placas de 24 poços, foram adicionadas 4x104 células por orifício. Após 24 

horas a 37 ºC, o meio de cultivo da placa foi retirado e foram adicionados 1 mL de 

meio DMEM por poço contendo as concentrações do material vegetal. Como 

controle do ensaio foram mantidas células apenas com DMEM 5% SFB e o teste 

realizado em quadruplicata.  Após transcorridas as 72 h a 37 ºC, a placa foi 
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tripsinizada, e as células contadas, comparando com a quantidade obtida no 

controle do ensaio.  

 

4.2.4. Avaliação da atividade antiviral 

 

A avaliação da atividade antiviral dos extratos e substâncias isoladas foi 

realizada em placas de cultivo celular de 24 poços, onde em cada orifício foram 

semeadas 4x104 células em meio de cultivo DMEM 5% SFB. Após 24 horas mantida 

a 37 ºC, em 5% CO2, o meio de cultivo do sobrenadante foi descartado e a placa 

lavada com PBS. Então foram adicionados 150 μL do sobrenadante do estoque 

viral + 300 μL de DMEM em cada poço, exceto nos designados para o controle de 

células, onde foram adicionados somente 450 μL de DMEM. A placa foi mantida 

por 2 horas a 37 ºC para a adsorção viral. Após decorrido o tempo, o sobrenadante 

foi descartado e adicionado 1 mL de DMEM contendo os extratos e substâncias 

isoladas com as concentrações definidas para cada ensaio. No controle viral e no 

controle de células foi adicionado 1 mL de DMEM sem a adição do material vegetal. 

As concentrações utilizadas para cada ensaio são provenientes da maior 

concentração que não apresentou toxicidade no teste de citotoxicidade em placas 

de 24 poços. As concentrações foram: para o extrato metanólico bruto – 25; 12,5; 

6,25 e 3,12 μg/mL; para a fração hexano – 75; 50; 25 e 12,5 μg/mL; fração acetato 

de etila – 25 e 12,5 μg/mL; fração diclorometano e fração metanólica – 75 e 50 

μg/mL; quercitrina – 25 μg/mL e hiperosídeo – 50 μg/mL. O teste foi realizado em 

quadruplicata. Para os ensaios com as substâncias isoladas, foi utilizado como 

controle positivo o AZT, em uma concentração de 5 μM, como descrito por BISSET 

et al. (2002). As placas foram mantidas por 4 dias a 37 ºC. Após o período, o 

sobrenadante da placa foi coletado em microtubos mantidos refrigerados para 

posterior quantificação viral. A placa foi corada e avaliada qualitativamente quanto 

à presença de efeito citopático e morte celular, e se houve diminuição do efeito do 

vírus quando adicionado o material vegetal.  

 

4.2.4.1. Extração do RNA total e produção do cDNA (RT) 

 

Após o período de incubação, o sobrenadante da placa foi retirado, e 

realizada a etapa de clarificação. Os tubos foram centrifugados a 8.500 g por 20 
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minutos e, após transferir o sobrenadante para novos tubos, novamente 

centrifugado a 12.500 g por 60 minutos em centrífuga refrigerada. Os pellets obtidos 

pela centrifugação foram submetidos à extração do RNA viral pelo reagente Fastzol 

(Quatro G), utilizando 500 μL do reagente para cada pool de quatro poços. O RNA 

viral foi ressuspendido em 12,5 μL de H2O e armazenado em – 80 ºC. O RNA foi 

transcrito para cDNA pela técnica de RT, na qual em cada reação foram 

adicionados 5 μL do RNA viral obtido na extração, primers de sequências aleatórias 

e os demais reagentes seguindo o protocolo do fabricante (High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits, Applied Biosystems). A RT foi realizada nas seguintes 

condições: um ciclo de 10 minutos a 25 ºC, um ciclo de 2 horas a 37 ºC, e, logo 

após, mais 5 minutos a 80 ºC, seguido pela etapa de resfriamento. 

 

4.2.4.2. Quantificação por PCR em tempo real (qPCR) 

 

Após a obtenção do cDNA, o mesmo foi quantificado pela técnica de PCR em 

tempo real (qPCR), sendo o SYBR™ Green a plataforma utilizada para a detecção. 

Para isto, foram feitas reações contendo 1 μL do produto da RT, juntamente com 1 

μL de uma solução a 10 μM de cada primer senso (5’- GAA AGA ATT CGG GAA 

ACT GGA A-3’) e antisenso (5’- TGG AGG TGC AGA TGG CAT TA-3’) específicos 

para o gene gag, projetados com o software Primer Express, versão 3.0 (Applied 

Biosystems) e 1 μL de H2O. O restante da reação de qPCR foi realizada de acordo 

com o protocolo (Power SYBR™ Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) para 

reações de 20 μL. Todas as reações foram realizadas em duplicatas. Para a 

quantificação, foi utilizada uma curva padrão representando o número de cópias de 

pFIV. O pFIV, já quantificado anteriormente, foi diluído até se obter uma 

concentração de 106 cópias/μL, a partir de cálculo realizado através do site da 

Thermo Fisher (THERMO FISHER, 2017) e, a partir disso, foram obtidas diluições 

de base 10 e acrescentados 2 μL na reação de qPCR. Para o experimento, foram 

utilizadas as diluições de 10¹ a 106 cópias/μL. No controle negativo da reação, 

foram acrescentados 2 μL de H2O. A PCR em tempo real foi realizada nas seguintes 

condições: 10 minutos a 95 ºC, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC e 1 

minuto a 60 ºC, finalizando pela curva de melting: 15 segundos a 95 ºC, 1 minuto a 

60 ºC e 15 segundos a 95 ºC. 
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5. Resultados 

 

Após a obtenção do extrato metanólico bruto, o mesmo foi avaliado quanto 

a sua atividade antiviral. O fracionamento bioguiado, como será descrito em 

detalhes a seguir, indicou as frações acetato de etila e metanólica como as mais 

promissoras quanto à atividade antiviral, determinada após a quantificação de 

partículas virais no sobrenadante do cultivo celular infectado, por PCR em tempo 

real (qPCR). Análises cromatográficas mostraram a quercitrina como composto 

majoritário das frações e, por isso, foi isolada e avaliada quanto a sua capacidade 

de inibir a replicação viral in vitro. Hiperosídeo, um dos compostos presentes nas 

frações, também foi avaliado frente ao FIV, utilizando uma amostra da substância 

disponível no Laboratório de Farmacognosia da Faculdade de Farmácia – UFRGS. 

 

5.1. Análise química 

 

5.1.1. Análise cromatográfica das frações  

 

A observação do comportamento cromatográfico da fração acetato de etila 

indica um acúmulo de compostos fenólicos. Por CCD, foi possível observar a 

presença de compostos com características semelhantes a flavonoides, 

principalmente pelo aparecimento de coloração amarelo-esverdeada, após 

revelação com o agente cromogênico anisaldeído-sulfúrico. As frações acetato de 

etila (FA) e metanol (FM) foram submetidas a análises por HPLC, a fim de 

quantificar o conteúdo de flavonoides e obter o perfil cromatográfico de cada fração. 

Os compostos quercitrina e hiperosídeo foram majoritários em ambas frações, 

como mostram a tabela 1 e a figura 7. Na FA, a quercitrina foi o composto 

majoritário, abrangendo 11,22% do conteúdo da fração. Na FM, quercitrina também 

foi o composto mais abundante, porém em uma quantidade menor, 2,45% do 

conteúdo da fração, enquanto que o hiperosídeo representou 1,51%. Esses 

resultados indicam que a quercitrina é mais solúvel no acetato de etila do que o 

hiperosídeo, que foi mais abundante na fração metanol. Também foi caracterizada, 

por comparação com amostras autênticas, a presença dos compostos 

isoquercitrina, quercetina e ácido clorogênico em ambas frações. Por ser o 
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composto mais abundante em ambas as frações, quercitrina foi submetida ao 

isolamento da fração acetato de etila para posterior avaliação da atividade antiviral.  

Tabela 1. Conteúdo dos compostos avaliados nas frações acetato de etila e metanol 

 a - mg do composto / 100 mg do extrato seco;  
Nd - não detectado; + - presença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HPLC tR (min) Conteúdo (%)a 

 FA FM 

Ácido clorogênico 4.83 + + 

Rutina 12.23 nd nd 

Hiperosídeo 12.35 0.96 ± 0.02 1.51 ± 0.10 

Isoquercitrina 12.54 1.00 ± 0.05 0.60 ± 0.05 

Guajaverina 13.13 nd nd 

Quercitrina 13.53 11.22 ± 0.86 2.45 ± 0.16 

Quercetina 16.20 1.17 ± 0.10 0.26 ± 0.02 

Luteolina 16.80 nd nd 

Figura 7. Perfis cromatográficos representativos dos principais compostos 
avaliados na fração acetato de etila (A) e fração metanol (B). 1 – hiperosídeo; 2 – 
isoquercitrina; 3 – quercitrina; 4 – quercetina. 
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Figura 8. Cromatogramas do composto isolado e dos compostos padrão. 1 - 
hiperosídeo; 2 - isoquercitrina; 3 - quercitrina; 4 - quercetina. 

5.1.2. Isolamento de compostos 

 

 Da fração acetato de etila obtida de Hypericum connatum, 1,3 g foram 

submetidos à coluna cromatográfica a fim de isolar o composto quercitrina, que 

demonstrou ser o composto majoritário da fração. Ao total, foram obtidas 50 frações 

utilizando misturas de solventes de polaridade crescente, sendo eles: 

diclorometano, acetato de etila e metanol. A separação dos compostos foi realizada 

até a mistura de acetato de etila: metanol estar 80: 20. Por CCD, as amostras foram 

sendo monitoradas quanto a presença de quercitrina, comparando ao padrão. Das 

50 frações, foram agrupadas a fração 21 até a fração 40 (265 mg). Uma nova coluna 

cromatográfica foi realizada a fim de purificar a substância. Foram obtidas 20 

frações, que foram analisadas por CCD, comparando ao padrão de quercitrina. As 

frações 6-9 apresentaram, de forma aparente, a maior pureza. Por análise de 

HPLC, foi confirmado a presença de apenas quercitrina, como demonstrado na 

figura 8, utilizando padrões de diferentes flavonoides. A fração 7 (7 mg) foi a que 

se mostrou mais pura, sendo então, submetida aos ensaios de atividade antiviral. 
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5.2. Análise biológica 

 

5.2.1. Ensaios de citotoxicidade 

 

 Transcorridas 72 horas da inoculação das amostras em estudo, a 

citotoxicidade frente às CRFKs foi avaliada pela visualização de alteração na 

morfologia e morte celular, e ainda pela contagem de células.  

 

5.2.1.1. Coloração 

 

Um ensaio piloto de citotoxicidade foi realizado utilizando 4 concentrações 

(100; 75; 50 e 25 µg/mL) de cada amostra em uma placa de 96 poços. Visualmente 

a menor concentração, 25 µg/mL, do extrato metanólico bruto (EMB) apresentava 

certa toxicidade para as CrFKs, então as concentrações 25 e 12,5 µg/mL foram 

submetidas ao novo ensaio para determinar a concentração máxima tolerada 

(CMT). Nos ensaios utilizando as frações, as concentrações que apresentaram 

pouca, ou nenhuma toxicidade foram: 50 e 75 µg/mL para a fração hexano (FH) 75 

e 50 µg/mL para a fração diclorometano (FD), 25 e 12,5 µg/mL para a fração acetato 

de etila (FA) e 75 e 50 µg/mL para fração metanólica (FM). E no caso das 

substâncias isoladas, as concentrações foram 50 e 25 µg/mL para quercitrina e 

para o hiperosídeo, respectivamente. A coloração de todas as placas foi realizada 

pelo kit panótipo e a figura 9 representa os níveis de toxicidade dos materiais 

vegetais frente às CrFKs. As concentrações que apresentaram pouca, ou nenhuma 

toxicidade foram submetidas a novos ensaios para determinar a CMT. 
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5.2.1.2. Contagem de células  

 

Um novo teste com os materiais vegetais foi realizado utilizando placas de 

24 poços, a fim de avaliar quantitativamente a toxicidade e determinar a CMT a ser 

utilizada na avaliação da atividade antiviral. A quantidade de células obtida para 

cada extrato, fração e substância isolada estão na tabela 2. Deste modo, a 

concentração 25 µg/mL de EMB foi submetida aos ensaios de avaliação da 

atividade antiviral. Da mesma forma, as CMTs obtidas para as frações foram: 25 

µg/mL para a FA e 75 µg/mL para FH, FD e FM e para as substâncias isoladas 

foram: 25 µg/mL para quercitrina e 50 µg/mL para hiperosídeo. 

 

 

 

A B 

C 

Figura 9. Fotos representativas da citotoxicidade das substâncias frente às CrFKs.                        
A – Controle; B – Citotoxicidade intermediária; C – Citotóxico. 
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Tabela 2. Citotoxicidade das amostras vegetais. EMB = extrato metanólico bruto; FH = fração 
hexano; FD = fração diclorometano; FA = fração acetato de etila; FM = fração metanol. 

Material vegetal Concentração 
Quantidade de 

células 

Quantidade de 
células do 
controle da 

placa 

EMB 25 µg/mL 1×106 1,1×106 

EMB 12,5 µg/mL 1×106 1,1×106 

FH 50 µg/mL 8×105 9,8×105 

FH 75 µg/mL 9,2×105 9,8×105 

FD 50 µg/mL 9×105 8,7×105 

FD 75 µg/mL 8,4×105 8,7×105 

FA 12,5 µg/mL 8,5×105 8,7×105 

FA 25 µg/mL 8,9×105 8,7×105 

FM 50 µg/mL 9,6×105 9,5×105 

FM 75 µg/mL 9,3×105 9,5×105 

Quercitrina 25 µg/mL 5,5×105 5,3×105 

Quercitrina 50 µg/mL 3,8×105 5,3×105 

Hiperosídeo 25 µg/mL 5,8×105 5×105 

Hiperosídeo 50 µg/mL 5,1×105 5×105 

 

 

5.2.2. RT-qPCR a partir do sobrenadante 

 

A finalidade do ensaio é avaliar a inibição da replicação viral e para isso, 

quantificar a liberação de partículas virais no sobrenadante do cultivo celular 

infectado. Transcorridos os 4 dias de incubação com os extratos, frações e 

substâncias à 37 ºC, o sobrenadante foi coletado e clarificado. Após a extração do 

RNA viral, o mesmo foi submetido à transcrição reversa (RT) para gerar o cDNA. A 

fim de quantificar o número de partículas virais em cada amostra, estas foram 

submetidas à PCR em tempo real (qPCR), e comparadas ao controle viral obtido 

em cada ensaio (células infectadas e não tratadas). Para a quantificação, foi 

utilizada uma curva padrão equivalente ao número de cópias de pFIV, 

representando diluições de 106 a 10¹ cópias/µL. A curva padrão obtida está 

representada na figura 10.  
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      Figura 10. Curva padrão da PCR em tempo real. Valor de R² = 0,991; Slope = -3,574. 

 

Além da quantificação de partículas virais do sobrenadante, também foi 

avaliada a presença de efeito citopático (CPE) causado pelo FIV e a possível 

redução do mesmo devido à adição do material vegetal. A figura 11 traz a 

comparação entre o tapete celular do controle de células e o tapete celular após a 

inoculação do vírus. 
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Figura 11. Efeito citopático causado pelo vírus nas CrFKs. A/B – Controle de células (aumento 100 × 
/400 ×). C/D – CrFKs inoculadas com FIV (aumento 100 × /400 ×). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  

5.2.2.1. Extrato metanólico bruto 

 

O extrato metanólico bruto foi submetido à avaliação da atividade antiviral 

nas concentrações de 25; 12,5; 6,25 e 3,12 µg/mL. As quantidades médias de 

partículas virais, o Ct e a redução do número das partículas em relação ao controle 

viral estão na tabela 3. Na concentração de 25 µg/mL houve uma redução de 2431 

× em relação ao controle viral. À medida que a concentração do extrato diminuía, a 

quantidade do número de cópias de FIV aumentava. Na concentração de 3,12 

µg/mL pôde-se observar uma redução de 3 × em relação ao controle viral. A 

avaliação qualitativa da inibição da replicação viral foi realizada através da 

visualização de CPE da placa corada, caracterizado por formação de sincício e 

morte celular. Pôde ser visualizado o aparecimento de células multinucleadas em 

todas concentrações do extrato, porém houve uma aparente diminuição de CPE. 

Este resultado demonstra que EMB foi capaz de reduzir a replicação viral, sendo 

um potencial agente frente ao FIV. Deste modo, suas frações correspondentes 

foram avaliadas em novos ensaios antivirais. 

A B 

D C 
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Tabela 3. PCR em tempo real do extrato metanólico bruto. 

Concentração 
Quantidade de 

partículas virais 
(média) 

Ct 
(média) 

Redução em 
comparação ao 
controle viral 

25 µg/mL 22 34 2431 × 

12,5 µg/mL 77 32 695 × 

6,23 µg/mL 2914 27 18 × 

3,12 µg/mL 15911 24 3 × 

Controle viral 53495 22 - 

Controle células 54 33 - 

 

 

5.2.2.2. Frações 

 

A fração hexano foi submetida à avaliação da atividade antiviral nas 

concentrações de 75; 50; 25 e 12,5 µg/mL. As quantidades médias de partículas 

virais, o Ct e a redução do número das partículas em relação ao controle viral estão 

na tabela 4. De forma geral, o tratamento com a fração não demonstrou atividade 

inibitória da replicação viral. A maior redução ocorreu na concentração de 12,5 

µg/mL, sendo ela de 1,3 ×. Não houve redução aparente do efeito citopático do 

vírus nas células tratadas pelo extrato. Devido a isto, FH não foi submetida a novos 

ensaios antivirais. 
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    Tabela 4. PCR em tempo real da fração hexano 

 

    

As frações diclorometano (FD) e metanol (FM) foram avaliadas em um 

mesmo ensaio antiviral. As quantidades médias de partículas virais, o Ct e a 

redução do número das partículas em relação ao controle viral estão na tabela 5. 

FD, avaliada nas concentrações de 50 e 75 µg/mL, foi capaz de reduzir em 12 × a 

carga viral em relação ao controle na concentração de 50 µg/mL. Em concentração 

maior, de 75 µg/mL, foi observado menor redução. Ao final do experimento, as 

células foram contabilizadas e, na concentração de 75 µg/mL, foram contadas 

13,8×105 células, enquanto que no controle viral foram contadas 16,5×105 células. 

Na concentração de 50 µg/mL foram contabilizadas 14,8×105 células. FM foi 

avaliada nas concentrações de 50 e 75 µg/mL. Em sua maior concentração, de 75 

µg/mL, pôde-se constatar uma diminuição de 1466 × em relação ao controle viral, 

sendo detectadas apenas 4 partículas. Na menor concentração, 50 µg/mL, houve 

detecção de 7 partículas virais, o que representou uma redução de 838 × em 

relação ao controle viral. A fração metanol, apesar da inibição viral, também 

apresentou toxicidade frente às CrFKs no experimento em questão. Na 

concentração de 75 µg/mL foram contabilizadas 10,4×105 células ao final do 

experimento. Na concentração de 50 µg/mL foram contabilizadas 12,6×105 células, 

devendo ser considerado a citotoxicidade em relação ao controle de células, que 

apresentou 20,4×105 células, e ao controle viral, que apresentou 16,5×105 células 

ao final do experimento.  

 

 

 

Concentração 
Quantidade de 

partículas virais 
(média) 

Ct 
(média) 

Redução em 
comparação ao 

controle 

75 µg/mL 15037 24 - 

50 µg/mL 1305 28 1,1 × 

25 µg/mL 19507 24 - 

12,5 µg/mL 1167 28 1,3 × 

Controle viral 1497 28 - 

Controle células - - - 
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Tabela 5. PCR em tempo real das frações diclorometano (FD) e metanol (FM). 

  

 

A fração acetato de etila (FA) foi avaliada nas concentrações de 25 e 12,5 

µg/mL. No mesmo ensaio, o extrato metanólico bruto também foi incluído, nas 

concentrações de 25 e 12,5 µg/mL, como um controle positivo da reação, pois 

anteriormente demonstrou atividade inibitória. Os resultados estão na tabela 6. Em 

sua maior concentração, de 25 µg/mL, FA foi capaz de reduzir em 7809 × a carga 

viral em relação ao controle, sendo detectadas apenas 6 partículas virais. Na 

concentração de 12,5 µg/mL constatou-se uma redução de 414 × na quantidade de 

partículas virais. Este resultado foi maior do que o encontrado pelo tratamento com 

EM que, neste experimento, reduziu em 318 × a carga viral. De forma aparente, 

houve redução de CPE causado pelo FIV nas CrFKs, quando comparado ao 

controle. Ao final do experimento, FA não apresentou citotoxicidade em relação aos 

controles, como foi verificado na FM. 

 

Tabela 6. PCR em tempo real da fração acetato de etila (FA) 

 

Concentração 
Quantidade de 

partículas virais 
(média) 

Ct 

(média) 

Redução em 
comparação ao 

controle 

FD – 75 µg/mL 1911 25 3 × 

FD – 50 µg/mL 487 28 12 × 

FM – 75 µg/mL 4 36 1466 × 

FM – 50 µg/mL 7 35 838 × 

Controle viral 5866 24 - 

Controle células - - - 

Concentração 
Quantidade de 

partículas virais 
(média) 

Ct 

(média) 

Redução em 
comparação ao 

controle 

FA – 12,5 µg/mL 113 30 414 × 

FA – 25 µg/mL 6 35 7809 × 

EMB – 12,5 µg/mL 147 29 318 × 

EMB – 25 µg/mL 206 29 227 × 

Controle viral 46852 21 - 

Controle células - - - 
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5.2.2.3. Substâncias isoladas 

 

 As substâncias isoladas, quercitrina e hiperosídeo, foram avaliadas nas 

concentrações de 25 e 50 µg/mL, respectivamente. Neste ensaio, foram utilizados 

como controle positivo o AZT, que já demonstrou possuir atividade frente ao FIV 

em CrFKs, e FA, que anteriormente apresentou atividade inibitória da replicação 

viral. O tratamento com AZT foi realizado na concentração de 5 µM, concentração 

não tóxica de acordo com o estudo feito por BISSET et al. (2002), e a concentração 

de 25 µg/mL para FA. A maior redução da replicação viral foi verificada no 

tratamento com a quercitrina, que reduziu em 9 × a quantidade de partículas virais 

no sobrenadante. Hiperosídeo reduziu em 6 × e o AZT em 4 ×. Visualmente, AZT 

apresentou toxicidade frente às CrFKs. Não foi possível notar uma redução de CPE 

em nenhum dos tratamentos. 

 

Tabela 7. PCR em tempo real das substâncias isoladas – quercitrina e hiperosídeo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentração 
Quantidade de 

partículas virais 
(média) 

Ct 

(média) 

Redução em 
comparação ao 

controle 

Hiperosídeo – 50 µg/mL 356 28 6 × 

Quercitrina – 25 µg/mL 213 28 9 × 

AZT – 5 µM 491 27 4 × 

FA – 25 µg/mL 248 28 8 × 

Controle viral 1997 25 - 

Controle células - - - 
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6. Discussão 

 

A atividade antiviral de diversos extratos vegetais já foi demonstrada em 

estudos in vitro  (UNCINI MANGANELLI; ZACCARO; TOMEI, 2005) (NICOLETTI et 

al., 1999) (VIJAYAN et al., 2004) (FRITZ et al., 2007). Frações do extrato 

metanólico de Hypericum perforatum demonstraram ação antiviral frente ao 

citomegalovírus (HCMV) in vitro (AXARLIS et al., 1998), assim como frente ao HIV-

1 (BIRT et al., 2009). A maior parte dos estudos com Hypericum atribui sua 

atividade antiviral à hipericina e pseudo-hipericina, visto que estas substâncias se 

mostraram ativas frente a vírus de RNA e DNA, envelopados e não envelopados 

(HUDSON; LOPEZ-BAZZOCCHI; TOWERS, 1991; TANG et al., 1990). Entretanto, 

esse grupo de compostos não está presente nas espécies de Hypericum nativas 

do Brasil. Assim, a atividade antiviral determinada para H. connatum pode ser 

atribuída a outros compostos, como flavonoides e taninos (SCHMITT; 

RAVAZZOLO; VON POSER, 2001).  

 

Espécies do gênero Hypericum são caracterizadas pela ocorrência de 

compostos fenólicos, incluindo substâncias apolares (floroglucinóis, xantonas, 

benzopiranos), bem como substâncias polares (flavonoides, taninos, ácidos 

fenólicos) (BERNARDI, 2007; DALL’AGNOL et al., 2003; NÖR et al., 2004). 

Observa-se, no gênero Hypericum, um acúmulo de flavonoides, principalmente dos 

derivados de quercetina, podendo estar associados as suas atividades biológicas. 

Os mais comuns detectados são rutina, hiperosídeo, isoquercitrina, quercitrina e 

quercetina. As flores foram identificadas como um dos principais locais de acúmulo 

destes compostos (AYAN; ÇIRAK; YANAR, 2006; BERNARDI et al., 2008). 

 

Este trabalho apresenta um fracionamento bioguiado de Hypericum connatum 

a partir dos ensaios antivirais com o extrato metanólico bruto, ou seja, diferentes 

frações foram testadas e selecionadas a partir dos resultados obtidos em 

bioensaios. O método escolhido para a determinação da inibição da replicação viral 

de FIV foi a PCR em tempo real (qPCR), uma ferramenta quantitativa que é 

eficientemente utilizada para pesquisa e diagnóstico, pois fornece o número 

absoluto de cópias para um alvo específico, através do uso de uma curva padrão 



64 
 

com quantidades conhecidas do vírus (Figura 10). É uma técnica de alta 

sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (NAVARRO et al., 2015).  

 

Diversos trabalhos utilizando CrFKs como alvo de estudo para antirretrovirais 

frente ao FIV já foram publicados (BALZARINI et al., 1992; NICOLETTI et al., 1999; 

UNCINI MANGANELLI; ZACCARO; TOMEI, 2005). A ação de FIV frente às CRFKs, 

na infecção viral, mostrou formação de grandes sincícios, com núcleos 

aglomerados no centro do citoplasma, além da característica morte celular (Figura 

11). Também foi observada uma pequena formação de sincício no controle de 

células sem vírus, como já descrita a possibilidade por Tozzini et al (1992). 

 

Como citado anteriormente, o extrato metanólico de H. connatum já 

demonstrou possuir atividade frente ao FIV em células CrFK (SCHMITT; 

RAVAZZOLO; VON POSER, 2001). O propósito deste trabalho, então, foi solidificar 

os resultados obtidos utilizando qPCR, a fim de obter o número absoluto de cópias 

de FIV para cada ensaio e compará-los ao controle viral. Para tanto, o extrato 

metanólico bruto foi obtido e avaliado em quatro concentrações (diluições seriadas), 

de 25 a 3 µg/mL, quanto à sua atividade viral. Em sua maior concentração EMB foi 

capaz de reduzir em 2431 × a carga viral. Em menores concentrações houve um 

declínio da inibição de replicação viral, como era esperado (efeito dose). 

 

A partir do resultado anterior, se sucedeu o fracionamento bioguiado. Quatro 

frações de H. connatum foram obtidas utilizando solventes de polaridade crescente. 

Teoricamente, essas frações apresentam o conteúdo do extrato metanólico bruto. 

A primeira fração, a mais apolar, obtida com hexano, é estudada por sua 

abundância de floroglucinois, compostos polifenólicos e lipofílicos que possuem 

atividade biológica bastante elucidada e estão presentes no gênero Hypericum 

(BRIDI; MEIRELLES; VON POSER, 2018). No entanto, frente ao FIV, esta não 

demonstrou atividade antiviral. Além disto, foi encontrado resultados atípicos entre 

as concentrações, já que o Ct obtido para o controle viral foi menor do que o obtido 

para duas concentrações. Essa divergência pode ser causada por alguma 

imprecisão na solubilização, na extração do RNA, ou ainda FH pode favorecer a 

replicação do vírus. A fração diclorometano, na concentração de 50 µg/mL reduziu 

em 12 × a carga viral, indicando que pode conter algum composto, em pequena 



65 
 

quantidade, ou com fraca atividade inibitória frente ao vírus. A inibição foi maior na 

concentração de 50 µg/mL ao invés na de 75 µg/mL, possivelmente ocorrida porque 

a concentração de 75 µg/mL apresentou maior toxicidade às células ao final do 

experimento, o que pode afetar a inibição viral.  

 

A fração acetato de etila, de H. connatum, foi descrita por Fratianni e 

colaboradores anteriormente como altamente ativa frente a bactérias gram-

positivas e negativas, possivelmente pela presença de ácido cafeico no extrato 

(FRATIANNI et al., 2013). Em outro estudo, a fração acetato de etila de H. 

perforatum, composta por hiperosídeo, quercitrina, isoquercitrina e hipericina, inibiu 

o vírus da bronquite infecciosa (IBV) (CHEN et al., 2019). Frente ao FIV, na 

concentração de 25 µg/mL, FA foi capaz de reduzir em 7809 × a carga viral em 

relação ao controle, e foram detectadas apenas 6 cópias do vírus. Este resultado 

mostra FA como a fração mais promissora para evidenciar a substância ativa da 

planta contra o vírus. A fração metanol também foi ativa frente ao FIV, reduzindo 

em 1466 × o número de cópias do vírus e sendo detectadas somente 4 partículas 

virais. Apesar do número de partículas detectadas ser menor do que a encontrada 

pelo tratamento por FA, a carga viral total detectada no controle de FIV também foi 

menor, o que explica a diferença no valor de redução. Neste ensaio porém, de 

forma inesperada, FM apresentou toxicidade às células ao final do experimento em 

relação aos controles, o que pode ter afetado na inibição viral.  

 

Por CCD, foi possível visualizar um acúmulo de compostos fenólicos e com 

características semelhantes a flavonoides, através do aparecimento de coloração 

amarelo-esverdeada. Sendo as frações acetato de etila e metanol as mais 

promissoras frente ao FIV, ambas foram submetidas a análise por HPLC. Os perfis 

cromatográficos obtidos das frações indicam a presença dos seguintes flavonoides: 

hiperosídeo, quercitrina, isoquercitrina e quercetina. Além destes, a presença de 

ácido clorogênico pôde ser detectada, porém, pela falta de um padrão, não foi 

quantificado. Quercitrina e hiperosídeo foram os compostos majoritários de ambas 

frações, sendo que a quercitrina representou mais de 11% do conteúdo da fração 

acetato de etila, o que indica uma maior solubilidade de quercitrina por um solvente 

mais apolar que o metanol, no caso o acetato de etila, ao contrário do hiperosídeo. 
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A análise química das frações metanol e acetato de etila corrobora outros 

trabalhos de H. connatum (BARROS et al., 2013; DALL’AGNOL et al., 2003; 

SANTOS et al., 2016), porém Barros e colaboradores, encontraram apenas traços 

de quercitrina, em um estudo utilizando apenas as flores da planta, e Dall’agnol et 

al. não detectaram a presença de hiperosídeo na fração metanol, ambas sendo os 

compostos majoritários encontrados em FM e FA neste trabalho. A divergência de 

resultados pode ser devido a diferenças nos parâmetros da técnica utilizada, à 

baixa concentração do composto, à região da planta estudada e às mudanças 

edafoclimáticas, alterando o perfil fitoquímico da planta. Hiperosídeo é 

frequentemente isolado de espécies de Hypericum. Em um estudo realizado por 

Crockett e colaboradores, foi analisado o extrato metanólico de diversas espécies 

de Hypericum e obtiveram a presença de hiperosídeo na grande maioria, sendo o 

flavonoide mais repetidamente encontrado (CROCKETT; SCHANEBERG; KHAN, 

2005).  

 

Visto que houve uma maior inibição da replicação viral em FA do que em FM, 

a abundância de quercitrina na fração acetato de etila indica a possibilidade desta 

substância ser a responsável pela atividade antiviral da fração, uma vez que esta 

está mais presente em FA do que em FM. Em outros estudos, foi verificada a ação 

de quercitrina frente a funções da RT e à integrase de HIV-1 (ONO et al., 1990; 

SANNA et al., 2018; YU et al., 2007). Hiperosídeo não demonstrou atividade frente 

ao HIV-1 (SHAHAT et al., 1998). 

 

A partir da fração acetato de etila foi isolada a quercitrina por coluna 

cromatográfica e sua identidade confirmada por HPLC, em comparação com uma 

amostra autêntica. A seguir, um ensaio antiviral foi realizado utilizando a quercitrina, 

uma amostra de hiperosídeo disponível no laboratório, o fármaco AZT como agente 

positivo da reação e a fração acetato de etila, também considerada como controle 

positivo. A maior inibição viral foi atribuída à quercitrina, que reduziu em 9 × a carga 

viral. A fração acetato de etila não repetiu os resultados obtidos anteriormente, o 

que pode ser devido às condições de armazenamento e manipulação da amostra 

ao longo do tempo. AZT era esperado que reduzisse a carga viral efetivamente da 

mesma forma como foi demonstrado por Bisset e colaboradores na mesma 

concentração de 5 µM em CrFKs (BISSET et al., 2002). Porém, foi observado uma 
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redução de 4 × em relação ao controle viral e apresentou toxicidade às células. 

Sendo assim, o teste com as substâncias isoladas será repetido utilizando novas 

solubilizações das amostras. 

 

Os resultados obtidos servem como base para uma análise mais aprofundada 

do efeito antiviral que as partes aéreas de H. connatum demonstraram possuir. 

Testes mais específicos podem ser realizados para determinar em qual fase do 

ciclo de replicação viral do FIV a fração acetato de etila está atuando e qual a 

substância, ou substâncias, responsável pela atividade. Ensaios que quantifiquem 

a carga de DNA proviral e o RNA intracelular, comparando ao RNA do 

sobrenadante, podem ajudar a elucidar como a substância está agindo.  

 

Em suma, H. connatum demonstrou uma interessante atividade antirretroviral, 

assim como sua fração acetato de etila, sendo um potencial objeto de estudo para 

novas pesquisas associadas à inibição de FIV e HIV, assim como futuras terapias 

alternativas para o tratamento dos vírus. 
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