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Resumo: Este trabalho objetivou avaliar uso das plantas Azadirachta indica e
Melia azedarach como antivirais contra o Lentivirus caprino (LVC) em colostro, por
meio da observacdo dos efeitos citopaticos virais. Para tanto, coletou-se colostro de oito
cabras, este foi infectado com a cepa padrdo do LVC. Em seguida, foi subdividido em
aliquotas, e estas tratadas com os extratos de A. indica e de M. azedarach, como um tempo
de acdo de 30, 60, 90 minutos. Ap6s, foi realizado o cocultivo das células sométicas do
colostro em células da membrana nictitante ovina (MNQO). Depois do cocultivo, pode-se
concluir que houve uma reducdo gradativa dos efeitos citopaticos virais de acordo com

os periodos de agdo de 30, 60 e 90 minutos, respectivamente.
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INTRODUCAO

A lentivirose caprina (LVC) ¢ uma enfermidade de cardter incuravel e
infectocontagioso, que causa grandes perdas econdmicas a caprinocultura (AZEVEDO et
al., 2017). A transmissao lactogénica deste virus, via colostro e leite, ocorre através do
trato gastrointestinal pela ingestdo do colostro infectado, tanto pelo virus livre como pelo
pro-virus presente no interior de monoécitos/macréfagos (HERRMANN-HOESING et al.,
2007).

Dentre as técnicas utilizadas no bloqueio do virus pela via lactogénica, a mais
utilizada ¢ a termizagdo. No entanto, este método ¢ considerado dispendioso, pois
necessita de equipamentos ¢ mao-de-obra treinada para sua execucdo. Portanto, se faz
necessario, a busca de alternativas com carater pratico e barato ao produtor rural, que
sejam eficientes no bloqueio destas enfermidades (ANDRADE, 2008).

Vaérios estudos foram realizados com uso de extrato de plantas medicinais no
tratamento de doencas respiratorias, entéricas, e no controle de endo e ectoparasitas
(SIMONI, 2009). Dentre estas plantas, temos as espécies Azadirachta indica (Nim) e
Melia azedarach (Cinamomo), que j& demonstraram inUmeras aplicacdes, como por
exemplo: inseticida, bactericida e atividade antiviral, tanto na medicina humana quanto
na veterinaria (ALCHE et al., 2002; FACCIN-GALHARDI et al., 2012). Além disso, ja
foram realizados estudos in vitro, que evidenciaram a atividade antiviral destas plantas
contra o lentivirus caprino. Neste estudo, Araujo (2008), observou que os extratos de
fitocompostos, provindo das folhas de Azadirachta indica (Nim) e Melia azedarach
(Cinamomo), quando testados em culturas de células fibrobléasticas de caprinos,
apresentaram acao antiviral comprovada contra o LVC. Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o uso das plantas Azadirachta indica e Melia azedarach como
antivirais contra o LVC presente no colostro, por meio da avaliagao dos efeitos citdpaticos

virais.
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MATERIAL E METODOS
O experimento (protocolo CEUA/EMBRAPA: 002/2018) foi realizado na
Embrapa Caprinos e Ovinos. Coletou-se aproximadamente 100 mL de colostro de oito
cabras recém-paridas, e em seguida, as amostras foram combinadas em um pool. Este
material foi infectado com 450uL da cepa padrdo de LVC (CAEV-Cork), com titulo
inicial de 10*8 TCIDso/mL, durante 60 min, & 37°C sob agitacdo. Em seguida, o pool
infectado foi subdividido em 24 aliquotas de 15 mL cada.

Os extratos etandlicos provindos das folhas de Azadirachta indica (Nim) e Melia
azedarach (Cinamomo), nas fracBes organicas; bruta, acetato de etila e metanol, foram
adicionados nas amostras de colostro, na concentracdo de 150ug, durante 30 min, 60 min
e 90 min, individualmente. Também foram utilizados os tratamentos controle do colostro
(sem adicdo dos extratos). Ap06s os periodos de acdo, as amostras foram centrifugadas a
3.000 g durante 15 min., a 4°C. A obtencdo das células somaticas do colostro (CSC)
seguiu metodologia descrita por Karanikolaou et al. (2005), as citadas celulas foram
destinadas ao cocultivo com membrana nictitante ovina (MNO).

Para o cocultivo, seis placas de 24 pocos foram preparadas 72 horas antes, com
adicdo de células da MNO. Ap0ds a confluéncia de cerca de 80% das células de MNO, as
CSC foram distribuidas nas placas, na quantidade de 50uL em quatro repeti¢cGes. Os
pocos foram acrescidos de 500 pL de meio essencial minimo (MEM), adicionado de 2%
de anfotericina B, 3% de penicilina e estreptomicina, 1% de gentamicina e 5% de soro
fetal bovino (SFB). Institui-se por placa, oito pocos controle, sendo a metade com células
de MNO, controle negativo (C°), e a segunda metade, o controle positivo (C*) com células
de MNO infectadas com cepa padrdo de LVC. As placas foram armazenadas em ambiente
a 5% de CO», a 37 °C. Foram realizadas trocas de meio a cada sete dias e tripsinizagdo
celular a cada 21 dias. Apos o periodo de cultivo, os pogos foram corados com cristal

violeta (0,1%) para visualizagdo dos efeitos citopaticos virais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de avaliagdao dos efeitos citopaticos (ECPs) virais estdo dispostos na
tabela 1. Apds 63 dias de cocultivo foi observada uma reducdo gradativa dos ECPs
conforme o tempo, com ambas as plantas. Nos tratamentos com 30 minutos de acao dos
extratos A. indica e M. azedarach, em todas as fracOes organicas, apresentou grande
destruicdo da monocamada celular e presenga moderada de sincicios. Estes ECPs se
mantiveram constantes nos tratamentos com 60 minutos de acao das fraces organicas de
A. indica. No entanto, os mesmos apresentaram leve redu¢do nos tratados com extratos
de M. azedarach, com o mesmo tempo de acdo. As células tratadas com as trés fracdes
organicas de ambas as plantas, durante 90 minutos, apresentaram reducdo acentuada dos
ECPs.

O tratamento com fracao organica bruta de A. indica, com periodo de agdo de 90
minutos, apresentou menor numero de ECPs, e foi observado formagao de sincicio. No
entanto, na fragdo bruta provinda de M. azedarach, ndo apresentou ECPs caracteristicos
parao LV caprino (Fig.1-B, H). A fracdo de acetato de etila, em ambas as plantas, também
com tempo de acdo de 90 minutos, ndo apresentou ECPs caracteristicos para o virus
(Fig.1- C, I). No tratamento com A. indica, com a fragdo organica provinda do metanol,
durante 0 mesmo periodo de acdo, o tratamento proporcionou reducdo dos ECPs, e estes
ndo foram visualizados. Entretanto, houve formacéo de sincicios nas células de MNO no
tratamento de 90 minutos usando a fragdo metanolica de M. azedarach (Fig.1- D, J).

Este estudo corrobora com dados de Araujo (2008) que observou a acao antiviral
dos extratos etanolicos provindos de A. indica e M. azedarach contra o lentivirus caprino,
onde a fracdo de acetato de etila obteve resultados semelhantes ao deste estudo. Além do
mais, Parida et al. (2002), observaram resultados significativos ao testarem extratos
aquosos obtido das folhas a A. indica, sobre o virus do dengue tipo 2. Estes, suprimiram
a replicagdo do virus tanto em sistemas in vitro como in vivo. Além disso, 0s
polissacarideos obtidos a partir das folhas de A. indica, atuaram contra o poliovirus (PV-
1) ao inibir a intensidade da replicacéo viral em culturas celulares (FACCIN-GALHARDI
etal., 2012).
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Em relacéo a atividade antiviral de M. azedarach, Castilla et al. (1998), extrairam
a Meliacine, um peptideo isolado a partir de folhas de M. azedarach. Este peptideo inibiu
a multiplicacdo do virus Junin em células renais de macaco verde (VERO) tratadas com
0 composto antes da infeccdo (pré-tratamento), ou imediatamente apds a adsorcdo do
virus. Além disso, Alché et al. (2002) constataram que extratos provindos do cinamomo
exercem uma acao antiviral tanto na sintese de DNA viral quanto na maturacdo e saida

do herpes virus tipo 1, também células de linhagem VERO.

TABELAS E IMAGENS

Tabela 1. Niveis dos efeitos citopaticos nas células de MNO apds cocultivo com
células somaticas de colostro tratadas nas fracdes organicas: bruta, acetato de
etila e metanol

Efeitos citopaticos virais

Destruicao celular Presenca de sincicio
Tempo
(min.) C- Bruto A Etila Metanol C+c. C+ C- Bruto A.Etila Metanol C+c. C+
A. indica 30 - 4t +++ +++ - + +++ +++ TR
60 S = o +H++ A A - +++ +++
90 - + - - + ++ - ++ - - i AR
M. 30 - +H++ A A - +++ +++ +++
azedarach
60 - ++ +++ +++ +++ - 44+ +4 +4 +H+
90 - - - + ++ ++ - - - ++ ++ ++

C-: controle negativo; C*: controle positivo, C+c.: controle positivo colostro, sem extratos. -: sem
efeito citopatico; +: efeito muito leve; ++: efeito leve; +++: efeito moderado; ++++: efeito intenso.
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Figura 1. Cocultivo com células de MNO e células somaticas do colostro. A e G: controle negativo da
cultura com células de MNO (aumento 100x). B, C e D: tratamento com extrato de A. indica, durante
90 minutos, com as fragOes bruta, acetato de etila e metanol, respectivamente (aumento 100x/200x). H,
1, J: tratamento com extrato de M. azedarach, durante 90 minutos, com as frac8es bruta, acetato de etila
e metanol, respectivamente (aumento 100x/200x). E e K: tratamento controle (sem adi¢do dos extratos)
com as células de colostro (aumento 200x). F e L: controle positivo da cultura (aumento 100x);

CONCLUSAO

Os extratos etandlicos de A. indica e de M. azedarach, nas fracBes bruta, acetato
de etila e metanol, apresentam reducdo gradativa dos ECP para lentivirus caprino,
conforme os tempos de agéo de 30, 60 e 90 minutos. Além disso, no periodo de 90 minutos
acao, a fracdo organica de acetado de etila, de ambas as plantas, ndo apresentou formacéo
de ECP nas células da MNO cocultivadas com células sométicas do colostro infectado

com o virus.
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