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RESUMO 

BIO, L. V. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-DENGUE 2 (CEPA 46) IN VITRO 
DE COMPOSTOS DERIVADOS DE PLANTAS, FUNGO E BACTÉRIA. 2016. 
62f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - Biomedicina, Centro 
Universitário São Camilo, São Paulo, 2016. 

Dengue é uma das mais importantes doenças virais transmitidas por mosquitos 
no mundo, causando cerca de 100 milhões de infecções sintomáticas por ano 
em mais de 125 países e áreas endêmicas. De janeiro até agosto de 2016, mais 
de 1.42 milhões de casos prováveis de dengue foram registrados no Brasil, o 
que teve o maior número de vírus da dengue anual infecções (DENV) notificados 
nas Américas. Até agora, não existe um fármaco específico disponível 
comercialmente para o tratamento de infecções por dengue. Dada a importância 
dos recursos naturais para o desenvolvimento de novas drogas antivirais, este 
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anti-dengue de nove compostos 
derivados de produtos naturais. As amostras testadas foram: EEPV, extrato 
etanólico de própolis verde; EEPVM, extrato etanólico de própolis vermelha; EPS 
L. plantarum, exopolissacarídeo produzido por bactérias Lactobacillus 
plantarum; EPS Agaricus, exopolissacarídeo produzido pelo fungo Agaricus 
brasiliensis; MI, um glucomanano micelial [(1,3) -beta-D-gluco- (1,2) -beta-D-
manano] obtida a partir do fungo Agaricus brasiliensis; MI-S, o derivado 
quimicamente sulfatada de MI; SIIb, uma β-glicana purificada da parede do fungo 
Agaricus brasiliensis; Escina, uma mistura natural de saponinas triterpenos 
isolados de sementes de castanha da índia (Aesculus hippocastanum L). A 
citotoxicidade das amostras foi avaliada em células BHK-21 pelo ensaio de MTT. 
A atividade potencial anti-DENV-2 (cepa 46) foi avaliada por ensaio de redução 
de placas de lise em duas estratégias de tratamento diferentes. O tratamento 
simultâneo, em que as amostras foram adicionadas ao mesmo tempo da 
infecção pelo vírus; e o tratamento de pós-infecção, em que as amostras foram 
adicionadas 1 hora após a infecção pelo vírus. Os resultados foram expressos 
em termos de concentração 50% citotóxica (CC50) e 50% as concentrações 
eficazes (EC50), a fim de calcular o índice de seletividade (SI = CC50 / EC50) das 
amostras testad que apresentassem atividade antiviral. As quatro amostras que 
obtiveram atividade anti-DENV-2 tiveram o EC50 obtido, no tratamento 
simultâneo para MI, MI-S, EEPVM e escina foram 41630, 278.45,  1890 ng/mL e 
0.73 uM, respectivamente, resultando nos valores de SI: 23, 150, 8 e 23, 
respectivamente. E no tratamento pós-infecção, apenas a escina e MI-S 
apresentou atividade com valores de SI de 7 e 71, respectivamente. Em 
conclusão, MI-S foi a amostra mais eficaz em ambos os tratamentos dentre todas 
amostras testadas. Devido às suas características químicas, este polissacarídeo 
sulfatado provavelmente atua inibindo os passos iniciais da replicação viral 
(adsorção e penetração), como já foi descrito para o Herpes Simplex vírus tipo 1 
e 2. Além disso, este composto foi caracterizado quimicamente e pode ser 
produzido em biotecnologicamente média escala (biorreator de 5 litros), que 
mostra o seu potencial para o desenvolvimento farmacêutico. 

Palavras-chave: Compostos fenólicos. Dengue. Escina. Glicomananna de 

Agaricus Brasiliensis. Produtos biológicos. Própolis vermelha. Técnicas in vitro. 



 
 

ABSTRACT 

BIO, L. V. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-DENGUE 2 (CEPA 46) IN VITRO 
DE COMPOSTOS DERIVADOS DE PLANTAS, FUNGO E BACTÉRIA. 2016. 
62f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) - Biomedicina, Centro 
Universitário São Camilo, São Paulo, 2016. 

Dengue is one of the most important viral disease transmitted by mosquito-borne 
in the world, causing approximately 100 million symptomatic infections per year 
in more than 125 countries and endemic areas.  From January until August 2016, 
more than 1.42 milions cases of dengue were recorded in Brazil, which has had 
the highest number of annual dengue virus (DENV) infections reported in the 
Americas. So far, there is no commercially available specific drug to treat dengue 
infections. Given the importance of natural resources in the development of new 
antiviral drugs, this work aimed to evaluate the anti-dengue activity of three 
compounds and an extract derived from natural products. The samples tested 
were: EEGP, a ethanolic extract of green propolis;EERP, a ethanolic extract of 
red propolis; EPS L. plantarum, an exopolyssacharide produced by Lactobacillus 
plantarum bacteria; EPS Agaricus, an exopolyssacharide produced by Agaricus 
brasiliensis fungus;  MI, a mycelial glucomannan [(1,3)-beta-D-gluco-(1,2)-beta-
D-mannan] obtained from the fungus Agaricus brasiliensis (syn A. subrufescens); 
MI-S, the chemically sulfated derivative of MI; SIIb, a purified β-glucana of the 
wall of Agaricus brasiliensis fungus; and Escin, a natural mixture of triterpene 
saponins isolated from seeds of horse chestnut (Aesculus hippocastanum L).The 
cytotoxicity of the samples was assessed on BHK-21 cells by the MTT assay. 
The potential anti-DENV-2 (strain 46) activity was evaluated by viral plaque 
reduction assay in two different treatment strategies. The simultaneous 
treatment, in which samples were added at the same time of virus infection; and 
the post-infection treatment, in which samples were added 1 hour after virus 
infection. Results were expressed as 50 % cytotoxic concentrations (CC50) and 
50 % effective concentrations (EC50), in order to calculate the selectivity index 
(SI=CC50/EC50) of each tested sample. The obtained EC50 (simultaneous 
treatment) for MI, MI-S, EERP and Escin were 41630, 278.45, 1890 ng/mL  0.73 
µM respectively, resulting in the respectives SI values:  23, 150, 8, and 23. In the 
post-infection treatment, only Escin and MI-S displayed activity with SI values of 
7 and 71, respectively. In conclusion, MI-S was the most effective tested sample 
in both treatments. Due to its chemical characteristics, this sulfated 
polysaccharide probably acts inhibiting the initial steps of viral replication 
(adsorption and penetration), as already described for Herpes Simplex Virus 
types 1 and 2. Furthermore, this compound has been chemically characterized 
and can be produced biotechnologically in medium scale (5 liters bioreactor) 
which shows its potential for pharmaceutical development. 

Keywords: in vitro anti-dengue activity. Natural compounds. Agaricus brasiliensis 
glucomannans. Sulfated Agaricus brasiliensis glucomann. Escin. Ethanolic 
extract of red propolis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A dengue é uma das mais importantes doenças virais transmitidas por 

mosquitos, a qual atinge cerca de 2,5 bilhões de pessoas em mais de 100 países 

e áreas endêmicas. Anualmente, são estimados 500 mil casos de dengue 

hemorrágica e 22 mil mortes, ocorrendo principalmente em crianças (WHO, 

2013). Um estudo realizou um levantamento epidemiológico global no período 

de 1960 a 2012 e estimaram que pode ocorrer cerca de 390 milhões de infecções 

por dengue por ano, incluindo assintomáticos, estes chegando a 75% dos casos 

(BHATT et al., 2013). Nas Américas, a incidência de dengue tem crescido 

continuamente desde a introdução do vetor, o mosquito Aedes aegypti na 

década de 1970 (KIKUTI et al., 2015).  

Flavivírions são partículas esféricas de aproximadamente 50 nm de 

diâmetro. Cada vírion contém uma única cópia do genoma RNA polaridade 

positiva cercado por várias cópias da proteína do núcleo viral para formar o 

nucleocapsídeo viral. O nucleocapsídeo é protegido por uma bicamada lipídica 

com 180 cópias da proteína de envelope viral (E) disposta como uma rede bem 

ordenada na superfície do vírion. A glicoproteína, E, funciona na entrada viral 

mediando as interações do vírion com fatores de entrada e receptores, e 

sofrendo mudanças conformacionais. Estas alterações, catalisam a fusão de 

membranas virais e celulares após a exposição ao pH ácido no endossoma. Em 

vírions imaturos, a glicoproteína E forma trímeros em que cada monômero E é 

protegido por uma cópia da proteína de pré-membrana, prM (CAROCCI et al., 

2015; PERERA; KUHN, 2008). 

Cada trímero de heterodímeros E-prM forma um "pico" na superfície do 

vírion. Esta associação de E com prM impede a fusão prematura de vírons 

imaturos com membranas celulares no ambiente ácido do Golgi. A proteína prM 

é processada para pr e M pela furina e pr é liberada pelo vírion uma vez no pH 

neutro do espaço extracelular (Figura 1) (CAROCCI et al., 2015; CHAMBERS et 

al., 1990; RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). 

 

 

 



12 
 

Figura 1 - Esquematização da estrutura da partícula viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado (HEINZ, F. X.; STIASNY, K, 2012). 

 

 

Figura 2 - Esquematização da replicação do vírus da dengue. 

 

Fonte: Adaptado (RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). 
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O RNA viral dirige a síntese de uma poliproteína precursora. Que é 

processada co- e pós-traducionalmente por proteases da célula hospedeira 

(signalases/cisteína proteinases e furina) e uma protease codificada pelo próprio 

vírus (serina proteinase) para gerar as proteínas estruturais C (proteína de 

capsídeo), prM (precursora da proteína M) e E (proteína de envelope) e as 

proteínas não estruturais (NS) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5 

(CAROCCI et al., 2015). O correto processamento dessas proteínas é essencial 

para a replicação viral (Figura 2) e montagem do vírion infeccioso, que é 

composto pelas proteínas estruturais C, M e E e por uma única molécula de RNA 

infeccioso (CHAMBERS et al., 1990; RICE-EVANS et al., 1996; RODENHUIS-

ZYBERT et al., 2010) 

 Existe um risco de progressão da doença para a forma severa a qual 

ocorre particularmente na infecção cruzada de diferentes sorotipos de vírus da 

dengue (sorotipos 1, 2, 3 e 4). Sobre tais condições, a presença dos sintomas 

como sangramento, plaquetopenia, pressão arterial baixa e extravasamento 

plasmático, pode ser fatal (CARABALI et al., 2015).  

Estudos têm focado no desenvolvimento de fármacos que atuem nas 

diferentes etapas do ciclo viral, em funções do hospedeiro essenciais para 

replicação do vírus ou ainda na patologia associada à infecção causada pelo 

vírus da dengue (DENV), como hemorragia e o extravasamento plasmático. 

Porém, até o momento ainda não há fármacos disponíveis para prevenir ou tratar 

infecções causadas pelo vírus da dengue, que permanecem na lista de doenças 

tropicais negligenciadas, e o único tratamento disponível para os pacientes é a 

terapia de suporte (BÄCK; LUNDKVIST, 2013; CAROCCI et al., 2015; GUZMAN 

et al., 2010; LAUGHLIN et al., 2012; NOISAKRAN et al., 2010; UTZINGER et al., 

2012). Sendo assim, a pesquisa de agentes que possam ser desenvolvidos para 

o tratamento e/ou prevenção da dengue é primordial. 

A utilização de produtos de origem natural com fins medicinais é uma das 

mais antigas formas de prática medicinal da humanidade (VEIGA JR et al., 

2005). Dados mostram que as fontes naturais continuam sendo a principal base 

no desenvolvimento de fármacos para o tratamento de várias doenças. Por 

exemplo, considerando os fármacos anti-infecciosos, que incluem 

antibacterianos, antifúngicos, antivirais e antiparasitários, aprovados pelo Food 

and Drug Administration (FDA-EUA) no período de janeiro de 1981 a dezembro 
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de 2010, 69 % são derivados ou inspirados em produtos naturais (CRAGG; 

NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2012).  

Testes de eficácia e segurança das substâncias isoladas, frações obtidas 

ou extratos brutos são fundamentais para a transformação de um produto natural 

em medicamento. A eficácia é dada pela comprovação, através de ensaios 

farmacológicos pré-clínicos e clínicos, dos efeitos biológicos preconizados. A 

segurança é determinada pelos ensaios que comprovam a ausência de efeitos 

tóxicos, bem como pela inexistência de contaminantes nocivos à saúde (metais 

pesados, agrotóxicos, microrganismos e seus produtos de degradação) 

(BRASIL, 2011, 2013; KLEIN et al., 2009). 

No Brasil, um país em desenvolvimento detentor de aproximadamente um 

terço da biodiversidade mundial, a produção de medicamentos à base de 

produtos naturais pode não só contribuir para a melhora das condições de saúde 

como também para a valorização da agrobiodiversidade nativa e fortalecimento 

da indústria nacional (KLEIN et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2007). Ainda, a 

descoberta do potencial terapêutico destes produtos certamente terá impacto 

nas políticas de preservação e conservação da biodiversidade nativa. 

Neste contexto, a utilização de produtos de origem natural como fonte de 

novas moléculas é a mais importante estratégia que têm obtido sucesso na 

busca e desenvolvimento de novos medicamentos para tratar as mais diversas 

enfermidades (KADIR et al., 2013; NEWMAN; CRAGG, 2012). Logo, a própolis 

está entre as novas substâncias crescentemente pesquisadas para o uso 

terapêutico e preventivo, em várias moléstias.  

 A própolis é uma substância produzida por abelhas, as quais coletam 

materiais resinosos e balsâmicos de diferentes partes de plantas como, brotos, 

botões florais, folhas e cascas (BANKOVA et al., 2000; PARK et al., 2002), e com 

o processo de mastigação destes materiais, ocorre a adição de enzimas 

salivares e cera (CASTALDO; CAPASSO, 2002; PARK et al., 2002). A própolis 

é utilizada pelas abelhas para proteger a colmeia de insetos e microorganismos 

invasores, reparar frestas e manter o ambiente interno da colmeia asséptico, 

principalmente os locais de postura da rainha (BANKOVA et al., 2000). A própolis 

verde encontrada no sudeste brasileiro é produzida principalmente a partir de 

uma planta nativa da região sudeste a Baccharis dracunculifolia, popularmente 

conhecida como alecrim do campo (PARK et al., 2002). Apresenta importantes 
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funções farmacológicas já demonstradas (ALENCAR et al., 2005) incluindo a 

ação antiviral, tanto para vírus DNA (Poxvirus aviário) quanto para RNA 

(Poliovírus tipo 1 e Paramixovirus tipo 1) (BÚFALO, 2009; NUNES, CRISTINA 

FREITAS, 2011; VILELA et al., 2011).  

Já a própolis de coloração avermelhada, é proveniente da região de 

mangue do Estado de Alagoas, tem como origem botânica a espécie Dalbergia 

ecastophyllum, uma leguminosa conhecida popularmente como rabo-de-bugio, 

a qual possui um odor característico que pode variar de uma amostra para outra 

(ALENCAR et al., 2009; BURDOCK, G., 1998; DAUGSCH et al., 2008; 

MARCUCCI, 1996), ela apresenta ações antioxidante, antimicrobiana 

(MARCUCCI, M. C. et al., 2014) e anti-inflamatória (ABREU, 2008).  O fungo 

Agaricus brasiliensis é nativo no sudeste do Brasil, sendo amplamente utilizado 

como alimento e na medicina tradicional (LAKHANPAL; RANA, 2005), 

especialmente por possuir propriedades imunomodulatória (HETLAND et al., 

2008; JOHNSON et al., 2008; PIRAINO, 2006; SORIMACHI; NAKAMOTO, 2011) 

e antitumoral (FIRENZUOLI et al., 2008; HETLAND et al., 2011; HUANG et al., 

2012). Alguns extratos do fungo Agaricus brasiliensis mostraram ação antiviral 

contra o vírus da encefalite equina (WEE) (SORIMACHI et al., 2001), vírus 

herpes simplex tipo 1 (HSV-1) (BRUGGEMANN et al., 2006; SORIMACHI et al., 

2001), herpesvírus bovino 1 (BoHV-1) (BRUGGEMANN et al., 2006) e Poliovírus 

1 (PV-1) (FACCIN et al., 2007). Entretanto, a falta de determinação da sua 

composição química dificulta a análise destes resultados. 

As enfermidades virais, as quais estão entre as principais ameaças à 

saúde humana e dos animais, podem ser minimizadas ou evitadas com utilização 

de medidas de biosseguridade, bem como com emprego de agentes antivirais. 

Contudo, o uso indiscriminado destas substâncias pode acarretar em problemas 

de toxicidade e resistência, tornando necessária a utilização de doses maiores 

para suprimir a replicação viral (HANDEL et al., 2009; VAN ROMPAY, 2010). 

Deste modo, o sucesso da prevenção e tratamento de muitas infecções virais 

depende do desenvolvimento de novos fármacos, ou mesmo do 

aperfeiçoamento dos já existentes (FREESTONE, 1985).  

Neste contexto o presente projeto tem como meta realizar estudos pré-

clínicos (atividade antidengue in vitro) ainda não disponíveis na literatura de 

amostras derivadas de produtos nativos da biota nacional. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar a atividade antidengue extratos etanólicos da própolis verde e da 

própolis vermelha, dos polissacarídeos e β- glicana do fungo A. subrufescens 

(=A. brasiliensis), derivados do corpo de frutificação e micélio, da Escina 

(saponinas triterpênicas), EPS A. brasiliensis e EPS L. plantarum 

2.2 Objetivos Específicos 
 

a)  Avaliar in vitro a citotoxicidade das amostras pelo método do MTT; 

b) Avaliar in vitro a atividade antidengue (DENV-2, genótipo 

Americano/Asiático) das amostras através do ensaio de placa de lise. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Materiais 
  

Os extratos EEPV e EEPVM a serem testadas foram obtidos previamente 

na Universidade Bandeirante de São Paulo-UNIBAN, Laboratório de Produtos 

Naturais, pela MSc. Cristina Freitas Nunes sob orientação da Profª Drª Maria 

Cristina Marcucci. E amostra do polissacarídeo (1→6)-(1→3)-β-D-glicana (FR), 

(1→3)-beta-D-glico-(1→2)-beta-D-manana (MI) e seu derivado sulfatado foram 

obtidas na Universidade Federal de Santa Catarina, Laboratório de 

Bioprocessos, pela Drª Carla Maísa Camelini, sob a orientação do Prof. Dr. 

Márcio José Rossi. A nomenclatura e forma de obtenção das amostras estão 

compiladas na Tabela 1. 

Tabela 1 - Amostras testadas no estudo 

Amostra Sigla Método de obtenção 
Referência 
(obtenção) 

Referência 
(caracterização) 

Extrato etanólico de 
própolis verde 

EEPV 

Extração com etanol, 
agitação, filtração da 

porção insolúvel, extração 
com etanol, agitação, 

evaporação. 

(NUNES et 
al., 2012) 

(NUNES et al., 
2012) 

Extrato etanólico de 
própolis vermelha 

EEPVM 

Extração com etanol, 
agitação, filtração da 

porção insolúvel, extração 
com etanol, agitação, 

evaporação. 

(MARCUCCI
, MARIA 

CRISTINA et 
al., 2014) 

(MARCUCCI, 
MARIA CRISTINA 

et al., 2014) 

Polissacarídeo do fungo 
A. subrufescens (=A. 

brasiliensis) 
FR 

Extração em água quente, 
precipitação com etanol e 

diálise. 

(CARDOZO, 
F. T. G. S. et 
al., 2013a) 

(CARDOZO, F. T. 
G. S. et al., 2013a) 

Polissacarídeo do fungo 
A. subrufescens (=A. 

brasiliensis) 
MI 

Extração em água quente, 
precipitação com etanol e 

diálise. 

(CAMELINI, 
2010) 

(CARDOZO, F. T. 
G. S. et al., 2013a) 

Polissacarídeo do fungo 
A. subrufescens (=A. 
brasiliensis) sulfatado 

MI-S Sulfatado quimicamente 
(CAMELINI, 

2010) 

(CARDOZO, F. T. 
G. S. et al., 2013a; 

ZHANG et al., 
2003) 

Escina Escina 
Produto liofilizado diluído 

em DMSO 
SIGMA® SIGMA® 

EPS A. brasiliensis 
EPS A. 

brasiliensis 
Separação por membranas 

em biorreator  
SI¹ SI¹ 

EPS L. plantarum 
(PRDF) 

EPS L. 
plantarum 
(PRDF) 

Separação por membranas 
em biorreator  

SI¹ SI¹ 

EPS L. plantarum 
(Gnosia) 

EPS L. 
plantarum 

(Gnosia) 

Separação por membranas 
em biorreator  

SI¹ SI¹ 

β-Glicana purificada ( A. 
brasiliensis) 

SIIb SI¹ SI¹ SI¹ 

SI¹: Sem informação 
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3.2 Métodos 

 

A metodologia a ser empregada no desenvolvimento deste projeto está 

descrita a seguir, de acordo com os objetivos específicos. 

 

3.2.1 Avaliação da citotoxicidade in vitro dos diferentes extratos pelo 

método do MTT  

 

A avaliação da citotoxicidade das amostras foi efetuada através do ensaio 

colorimétrico com o sal de tetrazólio (MTT) (figura 3), conforme Mosmann (1983) 

com modificações descritas por CARDOZO et al. (2011). 

 Foi utilizada linhagem de células BHK-21 (C-13; ATCC CCL-10), mantida 

em frascos estacionários de plástico com superfície aderente de 75 cm³. O meio 

essencial mínimo de Eagle (MEM), com sais de Earle, suplementado com 10% 

de soro fetal bovino inativado e sem antibiótico, foi utilizado para o cultivo celular, 

sendo os frascos mantidos a 37ºC por 2-3 dias para obtenção das monocamadas 

confluentes. Para as suspensões celulares, as células em monocamadas 

confluentes dos frascos foram individualizadas com solução Tripsina-EDTA 

(0,2%), ressuspendidas com MEM na concentração de 8 x 104 células/mL. 

Suspensões de células BHK-21 contendo 8 x 104 células/mL, foram 

distribuídas em placas de 96 cavidades (100 μL/cavidade) e incubadas a 37°C 

em atmosfera de 5% de CO2 por 24h. Em seguida, o meio de cultura foi 

substituído por 200 μL de diferentes concentrações das amostras, preparadas 

em meio em diluições sucessivas (razão 1:2). Controles celulares foram 

realizados pela adição de meio de cultura puro. Após os tratamentos, as placas 

foram incubadas a 37°C por mais 72h. Posteriormente, o meio foi substituído por 

15 μL da solução do MTT (1 mg/mL), e as placas novamente incubadas, por 4h. 

A solução do MTT foi removida e 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) foram 

adicionados. A placa foi agitada e a leitura das absorbâncias realizada em 

espectrofotômetro a 540 nm. As porcentagens de viabilidade foram calculadas 

pela relação dos valores de absorbância de cada amostra com a média dos 

controles celulares, considerada como 100% de viabilidade. Os percentuais de 

viabilidade calculados, referentes às diferentes concentrações das amostras, 

foram inseridos no programa GraphPad Prism (versão 5.01) para o cálculo dos 
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valores de CC50, a concentração de composto que causa redução em 50% da 

viabilidade celular, através da análise de regressão. Os percentuais de 

viabilidade calculados, referentes às diferentes concentrações das amostras, 

foram inseridos num gráfico de concentrações (x) versus porcentagens de 

citotoxicidade (y).  

 

Figura 3 - Esquematização da avaliação da citoxicicidade para obtenção de CC50 

das amostras. 

 
Fonte: Adaptado (MOSMANN, 1983) 

 

3.2.2 Avaliação in vitro da atividade antidengue (DENV-2, genótipo 

Americano/Asiático) das diferentes amostras através do ensaio de 

placa de lise: triagem das amostras em etapas pré e pós-infectivas 

 

A atividade anti-DENV-2 das amostras será avaliada através do ensaio de 

redução da formação de placas de lise (BURLESON et al., 1992), padronizado 

no laboratório de Virologia do IMT da Universidade de São Paulo, conforme 

Amorim et al. (2012) e Cardozo et al. (2011). Nestes ensaios, será utilizado o 

DENV-2, que foi geneticamente caracterizado no referido Laboratório de 

Virologia por Romano et al. (2010).  

Para tanto, as células em monocamadas confluentes dos frascos de 

cultivo foram individualizadas com solução Tripsina-EDTA (0,2%), 

ressuspendidas com MEM na concentração de 8 x 104 células/mL e adicionadas 
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na mesma proporção em placas de 24 cavidades, e infectadas com 30 UFP 

(Unidades Formadoras de Placas) / cavidade. Os tratamentos foram realizados 

através da adição das amostras simultaneamente à infecção viral (pré-

tratamento) ou depois da infecção viral (pós-tratamento). Para o pré-tratamento 

(figura 4), após 24 horas da semeadura das células, a monocamada celular foi 

infectada com uma mistura de vírus-amostra e incubadas por 1 h a 37°C (5% de 

CO2). Em seguida, as células foram lavadas com PBS (pH 7,0) e foi adicionado 

meio com espessante carboximetilcelusose (CMC) a 2%.  Incubadas por 4 dias, 

no pós-tratamento (figura 5), após 24 horas da semeadura das células, a 

monocamada já foi estabelecida e as células podem ser infectadas. A 

monocamada celular foi infectada com o DENV-2 por 1 h a 37°C (5% de CO2). 

Em seguida, as células foram lavadas com PBS (pH7,0) e tratadas com as 

diferentes concentrações das amostras diluídas em CMC a 2%.  Incubadas por 

4 dias.  Após este período, para ambos os tratamentos, as células foram fixadas 

e coradas com uma solução de cristal violeta a 50% (p/v) em etanol a 50%. As 

placas de lise foram então contadas em microscópio estereoscópio, onde é 

possível visualizar as placas de lise formadas na monocamada celular (figura 6). 

Com os dados de porcentagem de inibição, pode-se determinar a CE50 (pré e 

pós-tratamento), concentração do composto que inibe em 50% a replicação viral, 

através da análise de regressão não linear através do programa GraphPad Prism 

(versão 5.01). Das amostras ativas, calculou-se o índice de seletividade 

(IS=CC50/EC50) (COS et al., 2006). Quanto maior o IS, mais promissor é o 

composto testado.  
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Figura 4 - Esquematização dos ensaios utilizando a estratégia do pré-tratamento. 

 

Erro! Fonte de referência não encontrada.  

  

Figura 5 - Esquematização dos ensaios utilizando a estratégia do pós-tratamento.  
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Figura 6 - Exemplo de placas de lise formadas após infecção com 30 PFU/mL -em 
células BHK-21 comparadas com o controle celular não infectado. 

 
Figura 6. Observação dos resultados do ensaio de placa de lise em microscópio 
estereoscópico após coloração. Em A e C, o controle viral (células BHK-21 infectadas 
com DENV-2 (cepa 46) no menor aumento e maior aumento, respectivamente. Os 
círculos vermelhos indicam para placas de lise formada. Em B e D, o controle celular 
(células BHK-21 não infectadas) no menor e maior aumento, respectivamente.  
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4 DESENVOLVIMENTO 

 

4.1 Própolis Verde 

 

A própolis verde encontrada no sudeste brasileiro é produzida 

principalmente a partir de uma planta nativa da região sudeste a Baccharis 

dracunculifolia conhecida popularmente como alecrim-do-Campo, é encontrada 

nas regiões sul e sudeste do Brasil e também no cerrado matogrossense 

(FAGUNDES et al., 2001). É um arbusto dioico, com pico de floração no mês de 

novembro, finalizando nos períodos chuvosos (ESPÍRITO-SANTO et al., 1999). 

A Baccharis dracunculifolia é a principal fonte natural da própolis verde 

(ALENCAR et al., 2005), substância amplamente utilizada em função de suas  

propriedades farmacológicas, como atividade antimicrobiana (MARCUCCI et al., 

2001), anti-inflamatória (MONTPIED et al., 2003), cicatrizante (GHISALBERTI, 

1979), anestésica (BURDOCK, G. A., 1998), antitripanossoma (SILVA CUNHA 

et al., 2004), anticariogênica (DUARTE et al., 2003), antiviral (BURDOCK, G. A., 

1998), anticarcinogênica (ISHIHARA et al., 2009), antioxidante (KUMAZAWA et 

al., 2004) e fitotóxica (ALENCAR et al., 2005). Essas atividades são relacionadas 

principalmente à presença de flavonoides, ácidos aromáticos e éteres presentes 

na resina (BURDOCK, G. A., 1998). 

Búfalo et al. (2009)  realizaram ensaios in vitro com células HEp-2 (célula 

humana de carcinoma epidermoide de laringe) e verificaram a ação antiviral, 

contra o Poliovírus tipo 1, dos extratos etanólicos da B. dracunculifolia e do 

EEPV. NUNES (2011), verificaram a atividade antiviral in vitro e in vivo contra o 

vírus da doença de Newcastle (cepa La Sota) de um EEPV. As atividades 

antivirais foram atribuídas principalmente, à presença de flavonoides, tais como 

a crisina e o canfenol (HULEIHEL; ISANU, 2002; MATSUO et al., 2005) e ésteres 

de ácido cinâmico, como o ferulato de isopentila (MARCUCCI, 1996).  
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Figura 7 - Atividade virucida contra um Paramixovirus aviário, com destruição 
total do vírion 

 
 Figura 7. (a) Partículas virais esféricas medindo entre 125 a 250 nanômetros de 
diâmetro, apresentando um nucleocapsídeo envolto por um delicado envelope com 
cerca de 10 nanômetros. Controle negativo. (b) Partículas virais após incubação com o 
T1. Desorganização do envelope viral, projeções de hemaglutinina no formato de “corda 
desenrolada”. Ácido nucléico em forma de uma massa disforme, com posterior retração. 
Coloração negativa. Fonte: (NUNES, C. F., 2011). 

 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de própolis, produzindo 

aproximadamente 160 toneladas por ano. Apesar disso, o número de patentes 

brasileiras de própolis é baixo. Estima-se que mais de 43% das patentes 

mundiais com própolis brasileiras tenham sido depositadas por instituições 

japonesas (ARANTES, 2014). Este cenário mostra a importância do investimento 

nacional em P&D deste produto, que apresenta um mercado promissor. 

 

4.2 Própolis Vermelha 

 

A própolis de coloração avermelhada, é proveniente da região de mangue 

do Estado de Alagoas, tem como origem botânica a espécie D. ecastophyllum e 

conhecida popularmente como rabo-de-bugio (MARCUCCI, MARIA CRISTINA 

et al., 2014; TRUSHEVA et al., 2006)Verificando-se a semelhança dos perfis 

cromatográficos de amostras de exsudatos desta espécie de planta e da própolis 

vermelha, verificou-se que a D. ecastophyllum origina esse tipo de própolis 

(DAUGSCH et al., 2008; MARCUCCI, MARIA CRISTINA et al., 2014).  

Através do conhecimento tradicional de uso desse produto natural pelo 

povoado nativo, a própolis tem despertado interesse de pesquisadores na 

realização de estudos farmacológicos visando a sua aplicação terapêutica. 
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Trabalhos de TRUSHEVA et al. (2006), Abreu (2008), LUSTOSA et al. (2008), 

ALENCAR et al. (2009) e MARCUCCI et al. (2014) relatam ensaios in vitro que 

confirmam as ações anti-inflamatória, antioxidante e antimicrobiana da própolis 

vermelha.  

Estudos relacionados à caracterização química da própolis vermelha 

brasileira verificaram que esta possui composição diferente da própolis verde e 

de outras própolis conhecidas (LUSTOSA et al., 2008; MARCUCCI, MARIA 

CRISTINA et al., 2014).  Por isso, acredita-se que esses compostos possam 

demonstrar atividades biológicas ainda não descritas em outras amostras de 

própolis previamente testadas. 

 

4.3 Agaricus subrufescens Peck (=Agaricus brasiliensis Wasser) 

 

No Brasil, este fungo basidiomiceto é conhecido popularmente como 

cogumelo-do-sol e amplamente utilizado devido às suas propriedades 

medicinais (LAKHANPAL; RANA, 2005). Este cogumelo foi descoberto na cidade 

de Piedade-SP em 1960, pelo produtor e pesquisador japonês, Takatoshi 

Furumoto. Sua primeira identificação foi como A. blazei Murrill pelo botânico 

belga Heinemann. Com a morte de Furumoto, o cultivo deste cogumelo foi 

abandonado. Em 1990 o interesse pela espécie retornou e ocorreu um intenso 

cultivo e ampla utilização deste fungo na culinária e na medicina tradicional, 

atuando contra o estresse físico e mental, estimulando o sistema imune, 

aumentando a qualidade de vida de diabéticos, reduzindo o colesterol e 

auxiliando no tratamento do câncer (DIAS et al., 2008; FIRENZUOLI et al., 2008).  

Embora alguns usos populares deste fungo tenham sido confirmados, a 

sua atividade antiviral foi pouco pesquisada. Trabalhos anteriores que testaram 

diferentes extratos de Agaricus subrufescens Peck (Agaricus brasiliensis 

Wasser), demonstram in vitro a inibição da multiplicação do vírus da encefalite 

equina (SORIMACHI et al., 2001), do herpesvírus simples tipo 1 

(BRUGGEMANN et al., 2006; SORIMACHI et al., 2001), do herpesvírus bovino 

tipo 1 (BRUGGEMANN et al., 2006; MINARI et al., 2011) e do poliovírus tipo 1 

(FACCIN et al., 2007). Além disso, um estudo realizado em camundongos, que 

receberam uma vacina de DNA recombinante contra o vírus da hepatite B, e 
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também extratos deste cogumelo, detectou um aumento de 3-4 vezes na 

produção de anticorpos específicos contra o vírus (anti-HBc), em relação aos 

controles (CHEN et al., 2004). Nas últimas décadas, vários estudos têm 

mostrado as propriedades citotóxicas e antitumorais dos polissacarídeos de A. 

brasiliensis, que age principalmente no mecanismo imunomodulador, mas 

também por efeitos citotóxicos diretos nas células tumorais (CARDOZO, F. et al., 

2013; ZHANG et al., 2007). 

Polissacarídeos são uma classe estruturalmente diversa de 

macromoléculas para o qual propriedades físico-químicas e biológicas são 

dependentes de uma combinação de fatores, como a composição sacarídica, 

peso molecular e conformação de cadeia (CARDOZO, F. T. G. S. et al., 2013a; 

YANG; ZHANG, 2009). Cardozo et al (2011), avaliou a atividade anti-herpética 

(HSV-1 e HSV-2) de polissacarídeos obtidos dos corpos de frutificação 

(cogumelos) do A. subrufescens (FR) e seus derivados sulfatados (FR-S) em 

ensaios in vitro. Avaliou também a atividade anti-herpética (Herpes Simplex Virus 

tipo 1 - HSV-1 e Herpes Simplex Virus tipo 2 - HSV-2) de polissacarídeos do 

micélio (MI) e do respectivo derivado sulfatado em ensaios in vitro (CARDOZO 

et al., 2011) e in vivo (CARDOZO, F. T. G. S. et al., 2013b). Os resultados 

demonstraram uma atividade anti-HSV-1 e HSV-2 promissora para os derivados 

sulfatados (FR-S, in vitro; MI-S in vitro e in vivo). 

Alguns estudos prévios verificaram a atividade biológica de 

polissacarídeos isolados do corpo de frutificação do A. subrufescens.  Por 

exemplo, foi demonstrada a atividade imunomoduladora in vitro em células THP-

1 dos polissacarídeos 1,6-β-glicana, 1,6-1,4-α-glicana, e manogalactana  

(SMIDERLE et al., 2013; SMIDERLE et al., 2011). Yamanaka et al. (2012) 

isolaram o polissacarídeo 1,6-β-glicana com traços de 1,3-β-glicana e 

demonstraram a atividade imunoestimulante in vitro em esplenócitos murinos e 

células dendríticas derivadas de medula óssea. Kozarski et al. (2014) verificaram 

a atividade imunoestimulatória e o efeito antioxidante in vitro em PBMCs (células 

mononucleares do sangue periférico humano) da 1,6-β-glicana. 
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Figura 8 - Estrutura molecular do MI e MI-S. 

  

Fonte: (CARDOZO, F. T. G. S. et al., 2013a) 

 

4.4 Escina 

 

Escina é uma mistura de saponinas triterpênicas (SIRTORI, 2001; VAN 

DYCK et al., 2010), que são encontradas em dicotiledôneas (VAN DYCK et al., 

2010), como a Aesculus hippocastanum (Hippocastanaceae), popularmente 

conhecida como castanha-da-índia, amplamente distribuída pelo mundo por 

conta da sua adaptabilidade as condições ambientais (SIRTORI, 2001). Essa 

mistura de saponinas é extraída das sementes de A. hippocastanum (SIRTORI, 

2001). Saponinas são glicosídeos do metabolismo secundário vegetal, 

caracterizados pela formação de espuma, tendo propriedades de detergentes e 

surfactantes (VAN DYCK et al., 2010).  

Hoje é utilizada clinicamente como uma droga anti-edema e anti-

exsudação. Foi demonstrado o efeito de melhora na microcirculação, no início 

da inflamação, a escina age bloqueando o efeito na arteríola o que leva a um 

decaimento da permeabilidade endotelial, portanto pode inibir a exsudação. Em 

um estágio avançado de inflamação, a escina pode inibir a reação inflamatória 

mediada pela histamina, prostaglandina e bradicinina. E ainda mais, a escina 

pode interferir na bomba de Sódio/Potássio ATPase. E todos esses efeitos 

ajudam na eliminação do edema (LIU et al., 2008). 

Em um estudo realizado na Universidade Chinesa de Hong Kong, 

pesquisadores utilizaram os ácidos oleicos das saponinas triterpênicas para 
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inibir a replicação do vírus HIV-1, isso se deu provavelmente pela inibição da 

protease do vírus (MENGONI et al., 2002). A atividade antiviral da escina 

também já foi descrita contra o coronavírus Sars-CoV, vírus causador da 

Síndrome respiratória aguda severa (SARS) (BAIBADO; CHEUNG, 2010). 

 

Figura 9 - Estrutura molecular da Escina (constituinte primário das sementes de 
Aesculus hippocastanum). 

 

Fonte: (BAIBADO; CHEUNG, 2010). 

 

4.5 Lactobacillus plantarum 

 

É uma bactéria ácido-láctica gram positiva, não formadora de esporo, 

fermentadora, que cresce anaerobicamente e é tradicionalmente aplicada a 

conservação de uma variedade de produtos de alimentos fermentados (DE 

VRIES et al., 2006).  

Algumas bactérias ácido-lácticas produzem o exopolissacarídeo (EPS), 

que geralmente desempenha o papel principal como um texturizador natural na 

produção industrial de iogurte, queijo, sobremesas a base de leite, etc. O EPS 

produzido por essas bactérias tem recebido uma maior atenção, principalmente 

por causa dos seus benefícios à saúde. Alguns estudos investigam a 

estimulação do sistema imune, antimutagenicidade e atividade antitumoral, a 

partir do consumo diário de produtos fermentados preparados com EPS de 

bactérias ácido-lácticas (HARUTOSHI, 2013; TALLON et al., 2003). O grupo 
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fosfato contido no EPS desempenha um papel importante na ativação dos 

macrófagos e linfócitos (TALLON et al., 2003). Macrófagos são os principais 

operadores da imunidade inata devido a suas funções de sentinela. É a 

população mais abundante de fagócitos no intestino onde entram em contato 

com as bactérias ingeridas, incluindo Lactobacilos. Os macrófagos possuem 

receptores de membrana que reconhecem os micro-organismos, através de 

sinais citoplasmáticos e agem de acordo com a periculosidade dos mesmos 

(MIETTINEN et al., 2012).  
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5 RESULTADOS 

  

Com a obtenção de três curvas concentração vs % viabilidade obtidas em 

dias diferentes, foi possível determinar a média ± desvio padrão da CC50 para os 

9 compostos testados: EEPV (gráfico 1), EEPVM (gráfico 2), FR (gráfico 3), MI 

(gráfico 4), MI-S (gráfico 5), Escina (gráfico 6), EPS Agaricus (gráfico 7), EPS 

Plantarum PRDF (gráfico 8), EPS Plantarum Gnosia (gráfico 9) e SIIb (gráfico 

10). 

 

Gráfico 1 - Citotoxicidade do EEPV em células BHK-21 em três diferentes 

experimentos em três dias distintos. 

 

 

Gráfico 2 - Citotoxicidade do EEPVM em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 3 - Citotoxicidade do FR em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

 

Gráfico 4 - Citotoxicidade do MI em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 5 - Citotoxicidade do MI-S em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

 

Gráfico 6 - Citotoxicidade do MI-S em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 7 - Citotoxicidade da EPS Agaricus em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

 

Gráfico 8 - Citotoxicidade da EPS L. plantarum PRDF em células BHK-21 em três 
diferentes experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 9 - Citotoxicidade da EPS L. plantarum Gnosia em células BHK-21 em três 
diferentes experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

 

Gráfico 10 - Citotoxicidade da SIIb em células BHK-21 em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

Com três curvas de concentração vs % de inibição, foi possível determinar a 

média ± desvio padrão da CE50 dos compostos que tiveram atividade anti-DENV-

2 (cepa 46) no pré e pós-tratamento. Os resultados estão compilados na tabela 

2. 
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Tabela 2: Resultados de citotoxicidade e atividade antidengue de diferentes 
compostos. 

 Citotoxicidade Atividade antidengue 

Composto CC50
a Pré-tratamento Pós-tratamento 

  CE50
b ISc CE50

b ISc 

1. EEPV 69910 ± 24310 SAd - SAd - 

2. EEPVM 15710 ± 900 1890±420 8 SAd - 

3. FR 20980 ± 12344 SAd - SAd - 

4. Escina 16,98 ± 2,08 0,73 ± 0,20 23 2,59 ± 0,48 7 

5. MI 966900 ± 100550 41630 ± 1120 23 SAd - 

6. MI-S 41540 ± 353,55 278,45 ± 137,56 150 585,5 ± 11,59 71 

7. EPS A. brasiliensis 

12,49 ± 3,52 

 
SAd - SAd - 

8. EPS L. plantarum 

(PRDF) 

839850 ± 400430 

 
SAd - SAd - 

9. EPS L. plantarum 

(Gnosia) 

372250 ± 182220 
SAd - SAd - 

10. SIIb 162865 ± 89850 SAd - SAd - 

aCC50: concentração 50% citotóxica; bEC50: Concentração 50% inibitória; cIS: índice de seletividade 
(IS=EC50/CC50); dSA: Sem atividade. Os valores representam a média ± o desvio padrão de três 
experimentos independentes, expressos em µM para Escina e ng/mL para os demais compostos. 

 

As curvas de CE50 (tabela 1), estão representadas nos gráficos 11, 12, 13, 

14 e 15.  
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Gráfico 11 - Atividade anti-DENV-2 do EEPVM no pré-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 12 - Atividade anti-DENV-2 da Escina no pré-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 13 - Atividade anti-DENV-2 do Escina no pós-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

 

 

 

 

Gráfico 14 - Atividade anti-DENV-2 do MI no pré-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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Gráfico 15 - Atividade anti-DENV-2 do MI-S no pré-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 

. 

 

 

  

Gráfico 16 - Atividade anti-DENV2 do MI-S no pós-tratamento em três diferentes 
experimentos em três dias distintos. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

Neste estudo, a atividade antidengue in vitro não foi observada para todas 

as amostras testadas. Dentre as que demonstraram atividade, foi possível notar 

resultados mais satisfatórios utilizando a estratégia de pré-tratamento, onde o 

composto testado fica em contato com o vírus no momento da infecção das 

células durante uma hora. A ausência do efeito antiviral das amostras testadas 

pode se dar devido as concentrações testadas, uma vez que se faz necessário 

realizar um ensaio de citotoxicidade das amostras, para posteriormente efetuar 

os ensaios antivirais. Com isso as concentrações não citotóxicas testadas 

podem não apresentar efetividade contra o vírus estudado, pois a diluição do 

composto que não apresentou citotoxicidade para as células utilizadas neste 

estudo, é muito alta.  

Foi reportado que a própolis possui atividade biológica valiosa, como 

atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória, antioxidante e antitumoral 

(VIUDA‐MARTOS et al., 2008). Essas várias atividades biológicas são atribuídas 

aos vários componentes da própolis, como os flavanoides, ácidos aromáticos, 

ésteres, aldeídos, quetonas, ácidos graxos, terpenas, esteroides, amino ácidos, 

polissacarídeos, hidrocarbonetos, álcoois e hidrobenzeno (PIRAINO, 2006). Os 

flavonoides na própolis são considerados por serem os responsáveis pela 

atividade antiviral (ZANDI et al., 2011, 2012, 2014). 

Neste trabalho, a amostra EEPV não apresentou atividade anti-DENV-2, 

não corroborando com os dados da literatura demonstrados acima. Um recente 

estudo confirma a ação antiviral de extratos etanólicos de própolis verde que 

obtiveram efetividade contra HSV-1, e, acredita-se que o extrato testado aja 

principalmente em etapas de replicação e adsorção viral (MAZIA et al., 2016). 

Já a amostra de EEPVM, apresentou uma pequena atividade anti-DENV-

2 com IS de 8 (Tabela 2) no pré-tratamento, sendo favorável as publicações 

literárias que confirmam a existência de atividade antiviral.  ZANDI et al. (2011), 

testou quatro bioflavonoides, dentre eles três são componentes descritos para 

própolis vermelha (MARCUCCI, MARIA CRISTINA et al., 2014) que são: 

quercetina, naringenina e daidzeína. Uma pesquisa demonstrou que a 
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quercetina foi o principal flavonoide a apresentar uma consistente atividade anti-

DENV-2, acredita-se que o composto afete replicação viral intracelular (ZANDI 

et al., 2011).  

Possivelmente a atividade antiviral da própolis não seja causada por 

apenas um composto químico, mas por um conjunto sinérgico entre seus 

constituintes (NOLKEMPER et al., 2010). 

A atividade observada neste estudo, provavelmente está vinculada aos 

altos níveis de compostos fenólicos e flavonoides presentes na própolis 

vermelha testada (MARCUCCI, M. C. et al., 2014), os quais podem atuar sobre 

o envelope viral (BRUM, 2006; FORMICA; REGELSON, 1995). Há sugestão de 

autores, de que a ação da própolis cause sobre o vírus uma degradação e 

desorganização das glicoproteínas do envelope viral, e proteínas que compõe o 

nucleocapsideo, expondo o material genético (NOLKEMPER et al., 2010) por 

possuírem altas concentrações de compostos flavonóides, como os ácidos 

cinâmico e ácidos cafeicos. 

As propriedades físico-químicas dos extratos de própolis, variam de 

acordo com a sazonalidade, região, vegetação, o período em que os materiais 

utilizados para a produção da própolis (brotos e partes das folhas das plantas) 

são coletados pelas abelhas, além da variabilidade genética das abelhas rainhas 

(PARK et al., 1998; PARK et al., 2002; DOS SANTOS, et al., 2003). Isso pode 

explicar o motivo pelo qual não houve atividade antidengue na amostra de EEPV 

e pouca atividade na amostra de EEPVM diferente do que relataram outros 

autores. 

Segundo Búfalo et al. (2009)  foram realizados ensaios in vitro com células 

HEp-2 (célula humana de carcinoma epidermoide de laringe) e verificou-se a 

ação antiviral, contra o Poliovírus tipo 1, dos extratos etanólicos da B. 

dracunculifolia e da própolis verde. NUNES et al. (2011), verificaram a atividade 

antiviral in vitro e in vivo contra o vírus da doença de Newcastle (cepa La Sota) 

de um extrato etanólico da própolis verde. As atividades antivirais foram 

atribuídas principalmente, à presença de flavonoides, tais como a crisina e o 

canfenol (HULEIHEL; ISANU, 2002; MATSUO et al., 2005) e ésteres de ácido 

cinâmico, como o ferulato de isopentila (MARCUCCI, 1996).  
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Os exopolissacarídeos (EPS) são macromoléculas compostas de 

monossacarídeos e derivados e a sua função e aplicação são principalmente 

dependentes da composição desses monossacarídeos, peso molecular e 

ramificações (DILNA et al., 2015; HARUTOSHI, 2013; RUAS-MADIEDO et al., 

2002). Os EPS são produzidos por plantas, algas, fungos e bactérias (DILNA et 

al., 2015). No caso da bactéria, a camada mais externa do EPS as protegem da 

dissecação, ataque de fagócitos e ajuda a formação de biofilme (DILNA et al., 

2015; HARUTOSHI, 2013; RUAS-MADIEDO et al., 2002). 

Além disso, o EPS dessas bactérias tem benefícios para a saúde como 

antioxidante, antitumor e atividades imunomoduladoras. A atividade 

imunomoduladora consiste em indução da IL-6, IL-1b e produção de TNF-α e 

desse modo, fagocitose (LIU et al., 2011). DILNA et al., (2015) estudou o EPS 

da bactéria Lactobacillus plantarum RJF4 e reportou que essa bactéria produz 

heteropolissacarídeo composto de glicose e manose. E esse EPS mostrou 

propriedades antioxidantes que puderam ser comparadas com a do potente 

antioxidante, ácido ascórbico. E, também, reduziu os níveis de colesterol 

naturais e habilidade de inibir a enzima α-amilase. 

GROBBEN at al., (1997) realizou estudos e relatou que diferentes 

composições de exopolissacarídeos podem ser sintetizados a partir de uma 

mesma espécie de bactéria ácido-láctica, dependendo das condições de 

fermentação utilizadas e técnicas de isolamento e purificação. Os meios de 

cultura e as condições de crescimento da bactéria, influenciam nas ligações 

glicosídicas e, consequentemente, na composição dos heteropolissacarídeos 

(DE VUYST; DEGEEST, 1999). 

Dentre as atividades reportadas e conhecidas para o EPS, não existia 

ainda a propriedade antiviral, e neste estudo confirmamos a não existência dessa 

atividade biológica.  

As propriedades antivirais de extratos completos ou de compostos 

isolados dos cogumelos têm sido amplamente descrito. Eles podem causar 

inibição direta de enzimas virais, síntese de ácidos nucleicos virais e/ou adsorção 

e liberação de vírus da célula hospedeira (CARDOZO, F. et al., 2013; PIRAINO, 

2006). Há a hipótese de que a ação antiviral dos polissacarideos sulfatados 

ocorra pelo fato de que esta molécula possui semelhança estrutural com as 

proteoglicanas heparan-sulfato, estas macromoléculas estão associadas à 



42 
 

superfície celular e matriz extracelular de uma ampla variedade de células de 

tecidos de vertebrados e invertebrados, sendo cofatores essenciais nos 

processos da ligação viral. Com isso o vírus acaba se ligando ao polissacarídeo 

sulfatado inibindo a entrada do vírus na célula (PUJOL et al., 2012). 

Os resultados compilados na tabela 2, claramente mostraram que o MI-S 

(polissacarídeo sulfatado) foi o composto mais promissor que apresentou 

atividade anti-DENV-2 nas duas estratégias de tratamento testadas com índices 

de seletividade de 150 e 71 no pré e pós-tratamento, respectivamente. A 

continuação dos estudos se faz necessária, a fim de investigar o mecanismo da 

atividade detectada. Devido às suas características químicas e a alta efetividade 

no pré-tratamento, suspeita-se que esse polissacarídeo sulfatado aja 

principalmente como um inibidor de entrada. De fato, o MI-S demonstrou 

previamente, inibição da adsorção e penetração dos HSV-1 e HSV-2, como 

também, síntese de proteína viral do HSV-1 (CARDOZO, F. et al., 2013; 

CARDOZO et al., 2011; CARDOZO, F. T. G. S. et al., 2013b). 
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7 CONCLUSÃO 

 

Após a avaliação da atividade antidengue de extratos etanólicos da 

própolis verde e da própolis vermelha, dos polissacarídeos e β- glicana do fungo 

A. subrufescens (=A. brasiliensis), derivados do corpo de frutificação e micélio, 

da Escina (saponinas triterpênicas), EPS A. brasiliensis e EPS L. plantarum, 

conclui-se que o MI-S (polissacarídeo derivado do micélio de A. brasiliensis) foi 

o mais efetivo dentre as amostras testadas, nas duas estratégias de tratamento. 

Devido a sua característica química, esse polissacarídeo sulfatado 

provavelmente age inibindo os estágios iniciais da replicação viral, como 

adsorção e penetração. Além disso, esse composto foi quimicamente 

caracterizado e pode ser produzido biotecnologicamente em média escala 

(biorreator de 5 litros) o que mostra seu potencial no desenvolvimento 

farmacêutico. 
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8 ATIVIDADES REALIZADAS  

 

8.1 Lista das publicações resultantes do trabalho referido: 

8.1.1 Trabalhos apresentados em conferências internacionais: 
 

a) Trabalho apresentado no XXIII Congresso Latinoamericano de 

Microbiologia, Rosário – Argentina, Setembro de 2016: BIO, L. V.; 

NUNES, C. F.; ROMANO, C. M.; SABINO, E. C.; CARDOZO, F. T. G. 

S. In vitro activity of natural products derivatives. Categoria: Pôster 

(Anexo A). 

b) Trabalho apresentado no 23° SIICUSP (Simpósio Internacional de 

Iniciação Científica da USP), São Paulo, Setembro de 2015: BIO, L. 

V.; ROMANO, C. M.; SABINO, E. C.; CARDOZO, F. T. G. S. Atividade 

Antidengue in vitro de Compostos Naturais Derivados de Plantas e 

Fungo. 2015. Categoria: Oral (Anexo D). 

8.1.2 Trabalhos apresentados em conferências nacionais: 
 

a) Trabalho aceito para apresentação no XXVI Congresso Brasileiro 

de Virologia, Florianópolis, Outubro de 2015: BIO, L. V.; ROMANO, 

C. M.; SABINO, E. C.; CARDOZO, F. T. G. S. In vitro Anti-Dengue 

Activity Of Natural Compounds From Plant And Fungus. 2015. 

Categoria: Pôster (Anexo C). 

b) Trabalho apresentado na XVII Jornada Científica, São Paulo, 

Novembro de 2015: BIO, L. V.; CARDOZO, F. T. G. S.; CARVALHO, 

A. V. C.; ROMANO, C. M.; SABINO, E. C. Atividade antidengue in 

vitro de Compostos Naturais Derivados de Planta e Fungo. 2015. 

Categoria: Oral (Anexo B). 
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