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Resumo

GRESSLER, Renata Pierobom. Avaliacéo in vitro da atividade antiviral, virucida
e imunomoduladora de extratos alcodlicos de Echinacea angustifolia contra
virus de interesse veterinario 2022. 54f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pds-Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A Echinacea angustifolia € uma planta herbacea, perene, pertencente a familia
Asteraceae, que vem sendo utilizada ao longo dos séculos pelos povos nativos
americanos como “anti-infecciosa”, em diversas enfermidades de origem viral e
bacteriana. Doencas infectocontagiosas de etiologia viral estdo entre as mais
importantes dentre aquelas que afetam seres humanos e animais, representando um
risco a saude publica. Além disso, na area veterinaria, as doencas virais séo
responsaveis por grandes perdas econémicas em animais de producdo. Nessa
perspectiva, pode-se ressaltar a ocorréncia de transtornos respiratérios e reprodutivos
em bovinos e a gastroenterite em cées jovens. Nesse sentido, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antiviral e virucida in vitro de extratos alcodlicos de E.
angustifolia a 0,25% e 0,5% frente BoHV-1, BVDV e CCoV. Para isso, foi realizado
inicialmente um ensaio de citotoxicidade e, posteriormente, avaliacdo das atividades
antiviral e virucida utilizando o método de diluicdo limitante. Além disso, a fim de
verificar a expressao relativa de mRNA em células MDBK tratadas com E. angustifolia,
foi realizada a avaliagéo das citocinas IFNa e IFNB por PCR em tempo real. A E.
angustifolia a 0,5% apresentou atividade antiviral contra o BoHV-1, BVDV e CCoV
apos 1, 3, 6 e 24 horas de tratamento (p<0,05). A E. angustifolia a 0,25% apresentou
atividade antiviral contra o BoHV-1 ap6és 1 hora de incubacao (p<0,05), mas ndo contra
o BVDV (p>0,05). Adicionalmente, o fitoterapico nessa mesma concentragéo e tempo
resultou em um incremento na expressao relativa de mRNA de IFNa em células MDBK
(p<0,05). A E. angustifolia a 0,5% néo apresentou atividade virucida contra o0 BoHV-
1. Os resultados demonstraram que o fitoterdpico E. angustifolia a 0,25 e 0,5%
apresentaram atividade antiviral contra BoHV-1, BVDV e CCoV. Estudos adicionais in
vitro sdo necessarios para elucidar o exato mecanismo de acdo associado a atividade
antiviral observada com este fitoterapico.

Palavras-chave: natural; fitoterapia; BoHV-1; BVDV; CCoV



Abstract

GRESSLER, Renata Pierobom. In vitro evaluation of the antiviral activity of the
herbal medicine Echinacea angustifolia. 2022. 54f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Echinacea angustifolia is an herbaceous, perennial plant belonging to the Asteraceae
family that has been used for centuries by Native Americans as an "anti-infective" in
various viral and bacterial diseases. Infectious-contagious diseases of viral etiology
are among the most important diseases that affect humans and animals, representing
mainly a public health hazard. Particularly, viral diseases are associated with important
diseases in several animal species causing huge economic impact to the industry. In
this sense, this study aimed to evaluate the in vitro antiviral and virucidal activity of
alcoholic extracts 20% of the phytotherapy E. angustifolia at 0.25% and 0 .5% against
BoHV-1, BVDV and CCoV. For this, a cytotoxicity assay was initially performed and,
later, evaluation of the antiviral and virucidal activities. Furthermore, in order to verify
the relative expression of mMRNA in MDBK cells treated with E. angustifolia, the
quantitative PCR technique was performed for the cytokines IFNa and IFNB. E.
angustifolia at 0.5% showed antiviral activity against BoHV-1, BVDV and CCoV after
1, 3, 6 and 24 hours of treatment (p<0.05). In addition, E. angustifolia at 0.25% showed
antiviral activity against BoHV-1 after 1 hour of incubation (p<0.05), but not against
BVDV (p>0.05). The compound at same concentration and time resulted in an
increased relative expression of IFNa mRNA in MDBK cells (p<0.05). E. angustifolia
at 0.5% did not show virucidal activity against BoHV-1. Overall, the results showed that
the herbal medicine E. angustifolia at 0.25 and 0.5% showed in vitro antiviral activity
against BoHV-1, BVDV and CCoV. Further studies in vitro and in animal models are
needed in order to elucidate its exact mechanism of action.

Keywords: natural; phytotherapy; BoHV-1; BVDV; CCoV
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1 Introducéo

A utilizacao de fitoterapicos para fins medicinais € uma pratica milenar. Plantas
e seus derivados (materiais botanicos) séo preparados e utilizados de diversas
formas, incluindo capsulas (forma farmacéutica sélida em que o principio ativo e os
excipientes estdo contidos em um invélucro solivel duro ou mole), tinturas
(preparacdo liquida resultante da agdo de liquido extrator adequado sobre uma
determinada droga de origem animal ou vegetal). Infusdes (maceracbes onde droga
animal ou vegetal convenientemente fragmentada ou ndo, em contato com a liquido
extrator). (ABRANCHES et al.; 2015, FHB 11)

A Echinacea spp. um género de planta herbacea perene, pertencente a familia
Asteraceae, constituido por nove espécies descritas. A tradi¢cdo historica e popular do
uso medicinal da Echinacea spp. esta relacionada as trés espécies mais relevantes,
originarias da América do Norte. Destas espécies, a Echinacea angustifolia , a
Echinacea pallida e a Echinacea purpurea destacam-se pela sua longa e tradicional
histéria de utilizacdo em medicina (BARNES et al, 2005). Os constituintes do género
Echinacea tém sido identificados, apesar da variabilidade nas suas concentracdes,
que depende de diversos fatores tais como: espécie, a localizacdo geografica, as
condi¢cdes de cultura, realizada e os métodos de extracdo (PERRY et al.,, 2001,
AIELLO et al., 2015).

Doencas infectocontagiosas de etiologia viral estdo entre as mais importantes
dentre aquelas que afetam seres humanos e animais, representando um risco a saude
publica. Além disso, na area veterinaria as doencas virais Sao responsaveis por
grandes perdas econdémicas em animais de producdo (KAZIYAMA et al., 2012). A
producado de farmacos com acédo antiviral com capacidade de impedir uma infeccéo é
fundamental. Porém, a obtencdo de novos medicamentos antivirais depende do
Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) para o desenvolvimento de novos medicamentos

com essa acdo. Dessa forma, torna-se importante a realizagéo de estudos com base
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em substancias naturais e sintéticas com a finalidade de definir e caracterizar novos

compostos que tenham a acado no ciclo replicativo viral (SILVA, 2020).

O desenvolvimento de fitoterdpicos antivirais de uso veterindrio permitird
realizar a integracdo dos conhecimentos tradicionais para a geracdo de novas
alternativas terapéuticas. Nesse sentido, 0 objetivo deste estudo foi verificar a
atividade antiviral e virucida de extratos de E. angustifolia frente aos alphaherpesvirus
bovino tipo 1 (BoHV-1), virus da diarreia viral bovina (BVDV) e coronavirus canino
(CCoV).



2 Revisao de Literatura

2.1 Historia da fitoterapia

O termo fitoterapia tem origem grega: ‘phytos”, que significa “vegetal”’, e
‘therapeia’, que remete a “tratamento”. A utilizacdo de plantas na promocao da saude
remonta a antiguidade e se confunde com a histéria do proprio homem. Desde o
periodo neolitico, ha evidéncias do uso de ervas arométicas eram usadas em culinaria
e medicina e que ervas e flores eram enterradas com os mortos (BERWICK, 1996).
As indica¢Bes de uso dos fitoterapicos abrangem desde o combate ao cancer até acéo
a microrganismos patogénicos que podem acometer os diversos sistemas organicos
de seres humanos e animais (CARVALHO, 2012).

Na China, é descrito o uso de fitoterapicos desde 3000 a.C. Ja na Idade Média,
Varios cientistas iniciaram os estudos e pesquisas sobre os efeitos terapéuticos dos
extratos vegetais. No mundo contemporaneo, a utilizacdo das plantas para o
tratamento de doencas tem um carater historico social familiar, uma vez que o
conhecimento acerca desse assunto, inicialmente, foi transmitido entre as diferentes
geracbes (YWATA et al.,, 2006). O descobrimento das propriedades curativas das
plantas foi, no inicio, meramente intuitivo através da observa¢édo dos animais quando
doentes que buscavam nas plantas a cura para as suas afecces (OLIVEIRA & SILVA,
1994).

O tratamento com extratos de plantas medicinais geralmente apresenta
excelente relacdo custo/beneficio, e acdo biolégica eficaz com baixissimos niveis de
toxicidade e efeitos colaterais, fatores que proporcionaram o reconhecimento da
fitoterapia pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (BRASIL, 2009).

O Brasil tem de 15 a 20% de toda a biodiversidade mundial, com mais de 50
mil espécies da flora brasileira identificadas. No mercado mundial mais de 70% dos

medicamentos estao ligados direta ou indiretamente a produtos naturais, o que revela
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um enorme potencial de pesquisa sobre novos agentes terapéuticos preventivos para
‘manutencao da saude (FIOCRUZ, 2022).

Desde a década de 1970 as recomendacBes da Organizacdo Mundial da
Saude acentuaram-se em relacdo a adocao de préaticas alternativas de cuidado a
saude das populacfes mundiais, com o objetivo de incentivar a criacdo de politicas
publicas no pais, bem como um incremento nos estudos cientificos relativos ao tema
(SENA et al. 2007).

Atualmente, com base em diversos beneficios demonstrados, a fabricacao de
fitoterapicos pela indastria farmacéutica cresce significativamente, representando
25% do faturamento no ano de 2020 no Brasil (HARAGUCHI et al., 2020).

2.2 Regulamentacao da utilizacdo de fitoterdpicos no Brasil

O registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil possui normas especificas
desde o0 ano de 1967. Considerando as modificacdes implementadas pela Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e Politica de Praticas Integrativas e
Complementares, essas normativas vém sendo ajustadas e/ou adaptadas com base
no desenvolvimento cientifico e tecnologico ao longo dos anos e foram recentemente
publicadas (BRASIL, 2006). Na atualidade, portanto, seu uso pode ser realizado por
meio de praticas populares e/ou providas pelo Estado, sendo esse responsavel pelo
direito & saude, incluindo o acesso a tratamentos e medicamentos seguros a
populacao (BRASIL, 2006; GONCALVES, 2009).

Conforme descrito na Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n° 13 de 14 de
Marco de 2013 (ANVISA, 2013):

Plantas medicinais sdo aquelas
capazes de aliviar ou curar
enfermidades e tém tradicdo de uso
como remédio em uma populacdo ou
comunidade.

Ja os fitoterdpicos sdo produtos obtidos exclusivamente de matéria-prima
vegetal. Ndo sdo considerados medicamentos fitoterapicos aqueles que incluem em
sua composicdo substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as

associagOes dessas com extratos vegetais (ANVISA, 2013).
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2.3 O mercado dos fitoterapicos no Brasil

No Sistema Unico de Sautde, vem sendo utilizadas diferentes estratégias para
aincorporacao das Terapias Complementares no cuidado a saude. A Politica Nacional
das Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) aprovada pela Portaria
971/20064 no ambito do SUS. Onde as terapias complementares inclusas nesta
politica sdo Acupuntura, Fitoterapia, Homeopatia e Termalismo Social/Crenoterapia.
Na maioria das vezes elas se tornam tédo eficazes quanto a terapia convencional,
porém o uso incorreto, também podem trazer inUmeros efeitos colaterais danosos ao
organismo. Sendo de extremas importancia a presenca de um profissional
conhecimento sobre elas para a correta indicacao a populacdo

Neste contexto, através de seus principios e diretrizes norteadores o SUS,
abraca a fitoterapia como recurso terapéutico integrativo e complementar a saude e
dispde de politicas publicas e normatizacdes especificas que buscam institucionalizar
esta prética. As politicas iniciadas em 2006 (Politica Nacional de Préticas Integrativas
e Complementares — PNPIC e Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
— PNPMF) contemplam diretrizes, acdes e responsabilidades das trés esferas de
governo para oferta de servicos e produtos. Estas vao além das dimensdes do setor
saude, sao intersetoriais e englobam toda a cadeia produtiva de plantas medicinais e
produtos fitoterapicos.

Apesar dos seus beneficios, a fitoterapia ndo apresenta aplicacdo igualitaria
em todo o Brasil, e, além de possuir barreiras culturais e cientificas, ainda € pouco
explorada pelos profissionais de salde, possuindo poucos recursos humanos
capacitados, investimento insuficiente e espacgos institucionais limitados para o
desenvolvimento desse tipo de préatica (ESTEVES et al., 2020).

Contudo, a alteragdo deste cenario vem sendo estimulada a partir do marco
regulatorio dos fitoterapicos (ANVISA, 2000), que ratificou os enormes potenciais
beneficios trazidos pelos fitoterapicos, e foi possivel perceber que as industrias
farmacéuticas foram, e continuam sendo beneficiadas pelos conhecimentos populares
sobre o uso medicinal das plantas. Aproximadamente 50% dos medicamentos
aprovados pelo FDA, sao direta ou indiretamente derivados de produtos naturais
(FERREIRA & PINTO, 2010). O Ministério da Saude Brasileiro recomendou e indicou
diversas plantas medicinais aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



17

(ANVISA), cujo uso estd consagrado na cultura da medicina popular brasileira
(FERREIRA & PINTO, 2010). Ao mesmo tempo, o crescimento do mercado de
fitoterapicos tem gerado certa preocupagdo entre os cientistas, em funcdo do uso
indiscriminado, baseado na crenca da auséncia de efeitos colaterais. Contudo, é
importante ressaltar que a utilizacdo inadequada dos fitoterapicos, como a
automedicacdo, pode trazer uma série de efeitos colaterais. Entre 0s principais
problemas estdo as reacdes alérgicas, os efeitos toxicos em varios 6rgdos e até
mesmo o desenvolvimento de certos tipos de cancer. Aliado a isso, ha, ainda, a falta
de regulamentacao e controle de qualidade adequado para a comercializacéo, visto
gue muitos utilizam plantas presentes nos proprios quintais ou as coletadas em
terrenos baldios ou florestas (MILLER, 1998).

2.4 A utilizacao de fitoterapicos na medicina

O aumento do uso de plantas medicinais e de produtos fitoterapicos expansao
no Brasil e no mundo. O que tem impulsionado as empresas de medicamentos a
investir em pesquisa de novos farmacos, como por exemplo, a pilocarpina do
jaborandi (Pilocarpus spp.), o a-bisabolol da candeia (Eremanthus erythropappus) e o
alfahumuleno da erva-baleeira (Cordia verbenaceae (DC), que gerou o primeiro fito
medicamento brasileiro (Acheflan®, um anti-inflamatério), com comprovacfes de
eficacia e seguranca, sdo demonstracdes de que ha uma preocupac¢ado governamental
e de que este mercado deve se profissionalizar nos préximos anos (BRASIL, 2015;
BRASIL, 2016).Pode-se citar, também, a espinheira santa (Maytenusilicifolia), com
acado analgésica, cicatrizante, diurética, laxativa, antibacteriana frente a bactérias
gram-positivas, e antifingica. E usada principalmente em problemas gastricos e
combate a Helicobacter pylori. O mulungu (Erythrina Verna) como sedativo (utilizado
contra inflamagfes orais) hipotensivo, devido a acdo sedativa, e bacteriostatica,
provavelmente vinculada a presenca de fendis e taninos encontrada através da
prospeccao fitoquimica de suas folhas (LICCIARDI & UNDERWOOD, 2011).

As propriedades imunomoduladoras dos fitoterapicos podem fornecer uma
contribuicdo importante para a industria de vacinas, especialmente na identificacéo de
novas formulacdes e em relacdo ao uso de tais preparacdes como adjuvantes para as

vacinas profilaticas e terapéuticas. Nesse sentido, a utilizacdo de extratos de plantas
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medicinais como fonte de substancias antivirais pode ser uma das alternativas para o
controle e tratamento de infec¢des virais, uma vez que podem ser uma alternativa de
baixo custo e de alta qualidade, na pesquisa de fitoterdpicos desde que sejam
produzidos segundo as boas préticas de fabricacdo e controle (ANTONIO & TESSER,
2014).

Entretanto, sabe-se que o0s extratos produzidos a partir de plantas sao
matérias-primas vegetais variaveis, uma vez que sua composi¢do pode variar em
funcéo da composicdo do solo, clima, fatores ambientais, sazonalidade, formas de
cultivo, além da possivel sensibilidade a luz e ao calor. Em funcao disso, é necessaria
a padronizacdo dos extratos, inclusive porque seréo utilizados como matérias-primas

na producdo de medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2012).

2.5 Echinacea angustifolia

O género Echinacea pertence a familia das Asteraceae ou Compositae, um
grupo de plantas pradenses, silvestres e perenes, nativas da Ameérica do Norte, cujas
principais caracteristicas s8o as raizes aprumadas, cilindricas, estriadas
longitudinalmente, que desprendem odor aroméatico e sabor adocicado, provocando
um discreto adormecimento na lingua (GRUENWALD et al., 2000).

Figura 1 Echinacea angustifolia (Fonte: FineArt, Philip Preston, 2016)


https://fineartamerica.com/profiles/philip-preston

19

O uso medicinal das espécies do género Echinacea iniciou-se com 0s nativos
americanos, que as utilizavam para tratar problemas de saude que iam desde infecbes
respiratorias a mordeduras de cobras. Durante o século XIX, a Echinacea foi utilizada
como purificador de sangue e no tratamento para as tonturas. No inicio do século XX,
foi utilizada como remédio para a constipacdo e gripe, € como um agente anti-
infeccioso até o advento dos antibiéticos modernos (MAPA, 2008). Os extratos de E.
angustifolia foram tradicionalmente utilizados na cicatrizacdo de feridas. Este efeito é
atribuido a sua fragcdo de polissacarideo (equinacina B) que induz a produ¢édo de um
acido hialurénico que estimula a cicatrizacdo de feridas, pois leva a inibicdo da
hialuronidase e promove o crescimento de fibroblastos (NEWALL et al.,1996).

As preparacdes de Echinacea, principalmente em trés espécies
comercialmente importantes (Echinacea purplrea, Echinacea angustifolia e
Echinacea pallida), tem sido utilizada para prevenir e aliviar os sintomas de infeccdes
bacterianas e virais. Algumas dessas preparacdes sao conhecidas por suas atividades
antioxidante e anti-inflamatoria, além de potencial atividade imunomoduladora
(DASGUPTA, 2019).

Atualmente, o interesse medicinal na E. angustifolia fundamenta-se nos seus
efeitos imunomoduladores. Possui efeito antiproliferativo nas células tumorais
promovendo um aumento na capacidade de tolerancia a danos causados por
compostos toxicos (como quimioterapicos) (DOBRANGE et al., 2019). Os efeitos
imunomoduladores da planta, tém resultam indiretamente em atividades antifingica,
antibacteriana, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigena (HUDSON,
2012). A combinacédo de todas essas acfes benéficas justifica 0 uso de preparacdes
dessa espécie no tratamento e profilaxia de infecbes do trato respiratério superior, no
tratamento e prevencado de infec6es do trato urinario, bem como no tratamento de

infeccbes vaginais recorrentes (BRASIL, 2003).

Para que seja possivel comprovar a eficacia dos extratos, é necessaria e
obrigatéria a devida validag&o cientifica, levando a uma utilizacdo correta e racional
das plantas medicinais ou de seus compostos ativos. Os testes in vitro permitem uma
avaliacdo da existéncia de propriedades dos extratos vegetais e constituem uma etapa
preliminar para a caracterizacdo de novos compostos ativos presentes nos vegetais
(COSTA et al., 2002).
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2.6 Preparacdes de E. angustifolia e seus constituintes

A composic¢ao fitoquimica das preparacdes da Echinacea pode variar devido a
diferengas na parte da planta utilizada. Esta variabilidade também pode ser atribuida
ao método utilizado para extrair o material na preparacao, até mesmo a localizacao
geografica e época do ano em que a planta é colhida. Apesar da variabilidade entre
as preparacbes da E. angustifolia, apenas recentemente houve tentativas de
padronizar e caracterizar o material utilizado em estudos clinicos (ANTONIO &
TESSER, 2014).

Dentre os varios constituintes da E. angustifolia, destacam-se mais de 20
alquilamidas derivadas do &cido cafeico (equinacésido, acido chicérico, acido
caftarico, acido clorogénico e isoclorogénico, cinarina, entre outros). Também
poliacetilenos e compostos volateis, incluindo terpenos, flavonoides (como quercetina
e canferol) e alcaldides (tussilagina e isotussilagina) (BARNES et al., 2005).

Apesar da complexidade de compostos que fazem parte das espécies do
género Echinacea e de uma grande maioria contribuir para a atividade biolégica da
planta, os compostos aos quais € atribuida maior importancia e considerados o0s
principais responsaveis pela atividade biolégica da planta sdo as alquilamidas e
poliacetilenos (compostos lipofilicos), polissacaridos (FERREIRA et al.,, 2015),
derivados do &cido cafeico e glicoproteinas (compostos hidrofilicos) (MISTRIKOVA &
VAVERKOVA, 2006; ARDJOMANDWOELKART & BAUER, 2016).

2.7 Fitoterapicos e a Medicina Veterinaria

O mercado veterinario brasileiro € composto por diversos tipos de produtos que
variam desde medicamentos até raclOes, suplementos alimentares e, mais
recentemente, os fitoterapicos. Principalmente na &rea de producdo, ha uma
crescente exigéncia do consumidor em adquirir produtos cada vez mais saudaveis,
produzidos dentro dos padrbes da agroecologia, seguros e livres de residuos
(BRANDAO, 2006). Muitos fatores contribuem para o aumento da utilizagio deste

recurso, tais como: o alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil acesso da
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populacdo a assisténcia médica como também a tendéncia ao uso de produtos de
origem natural (BERNARDES, SILVA & MOLEIRO, 2011).

O uso das plantas medicinais na terapéutica veterinaria surge como uma
alternativa de tratamento viavel, segura, de facil obtencéo e baixo custo. A utilizagédo
dos fitoterapicos em medicina veterinaria vem retomando, gradativamente, o0 espaco
ocupado em tempos remotos. Alguns fatores que poderiam, pelo menos em parte,
justificar esta tendéncia seriam os elevados custos dos produtos comerciais e 0s
efeitos indesejaveis/colaterais que alguns produtos ja existentes podem causar.
Porém, é necessario ter a consciéncia de que os fitoterapicos sdo medicamentos,
necessitando, portanto, de critérios rigorosos para a sua comercializacao e utilizacao
(MARINHO et al., 2007). O ressurgir desse recurso terapéutico nos dias de hoje,
apresenta-se como uma alternativa mais acessivel e segura, menos agressiva ao
paciente e viavel para os animais. No entanto, ao contrario do que ocorre na medicina
humana, estudos cientificos envolvendo produtos fitoterapicos para a prevencéo e

controle de doencas ainda sédo escassos na area veterinaria (VIEIRA et al., 1999).

2.8 Alphaherpesvirus bovino, virus da diarreia viral bovina e coronavirus canino

Uma parcela importante de enfermidades infectocontagiosas que acometem o0s
animais possui etiologia viral e, em grande parte, podem representar um risco para a
saude publica (SILVA, 2010).

Os alphaherpesvirus bovino tipos 1 e 5 (BoHV-1 e BoHV-5) sédo classificados
na familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. Assim
como outros membros dessa familia, estabelecem infeccbes latentes nos neurdnios
dos ganglios nervosos regionais do hospedeiro. O BoHV-1 é o agente etioldgico da
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), balanopostite pustular infecciosa (IPB) e
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), enquanto o BoHV-5 tem sido associado a
casos de meningoencefalite ndo supurativa em bovinos (ANZILIERO et al., 2015).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é responsavel por prejuizos econémicos
relevantes para a bovinocultura de corte e leite em nivel mundial. Trata-se um virus
com genoma RNA, da familia Flaviridae e género Pestivirus (BAKER, 1995). O BVDV
possui distribuicdo mundial e esta associado com uma grande variedade de

manifestagbes clinicas, que incluem doenca respiratoria, gastroentérica, doenca
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hemorragica, imunossupressao e disturbios reprodutivos, entre outras. Em geral, a
infeccdo de animais adultos resulta em uma infeccdo sistémica que pode estar
associada a doenca respiratéria e gastrointestinais agudas, efeitos
imunossupressores e falha reprodutiva em bovinos. Além disso, o BVDV pode causar
infeccdo transplacentéaria resultando em morte fetal, abortamento ou nascimento de
animais persistentemente infectados (SU et al., 2021).

O coronavirus canino (CCoV) é classificado na familia Coronaviridae. que
possui duas subfamilias denominadas Letovirinae e Orthocoronavirinae, sendo que a
subfamilia Orthocoronavirinae é subdividida em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus. As espécies de coronavirus
que acometem o0s cdes pertencem ao género Alphacoronavirus 1. CCoV € um
coronavirus que acomete os cdes, sendo uma das causas mais comuns de
gastroenterite em caes jovens, ocasionando diarreia branda e autolimitante, de carater
altamente contagioso (GREENE; DECARO, 2015).
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ABSTRACT

Echinacea angustifolia is a perennial plant that has been traditionally used to treat various
microbial diseases. This study evaluated the in vitro antiviral properties of an ethanolic extract
of E. angustifolia against bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1). BoHV-1 infection is associated
with respiratory, reproductive and neurological disease in cattle, resulting in major economic
losses. When cells were treated with E. angustifolia extract at a non-cytotoxic concentration at
different times (3, 6 or 24 hours) before BoHV-1 inoculation, no viral detection was possible
after 72h, while in untreated cells the virus reached a titer of 10°>°TCIDso /25l (median).
Incubating the extract with BoHV-1 24 hours before cell inoculation did not result in loss of
viral infectivity. Cells infected with 10° TCIDso of BoHV-1 and not treated with E. angustifolia
showed an average of 45.8% viability after 48 hours of infection, while 91.1% remained viable
when treated 6 hours after or 84.1% 24 hours after infection, demonstrating a significant
reduction in the cytopathic effect. In addition, E. angustifolia significantly reduced the relative
MRNA expression of the antiviral cytokines IFNa and IFN in the treated cells, suggesting that
the antiviral activity is not due to immunomodulation. The obtained data indicated that the
ethanolic extract of E. angustifolia may directly interfere with virus attachment, entry, and/or
egress from infected cells. Taken together, the presented data emphasized the promising
antiviral activity of E. angustifolia against BoHV-1.

Key words: antimicrobial; bohv-1; medicinal plants; phytotherapy.

RESUMO

Echinacea angustifolia € uma planta perene que vem sendo utilizada para tratar diversas
enfermidades de origem microbiana. Neste estudo foram avaliadas propriedades antivirais, in
vitro, de um extrato etandélico de E. angustifolia frente ao alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-

1). BoHV-1 causa enfermidades que afetam principalmente o trato respiratorio e genital de
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bovinos, e que resultam em grandes perdas econdmicas. Quando células foram tratadas com o
extrato de E. angustifolia em concentracdo nédo citotoxica em diferentes tempos (3, 6, ou 24h)
antes da inoculacdo do BoHV-1, ndo foi possivel detectar o virus por até 72 horas apds,
enquanto que nas células ndo tratadas o virus alcangou o titulo de 10>°TCIDso/25ul (média). A
incubagdo do extrato com BoHV-1 24 horas antes da inoculagdo celular ndo resultou em
inativacdo da infectividade viral. Células infectadas com 10° TCIDso de BoHV-1 ndo tratadas
com E. angustifolia apresentaram em média 45,8% de viabilidade ap6s 48 horas da infecgo,
enquanto que 91,1% permaneceram viaveis quando tratadas ap6s 6 horas ou 84,1% ap6s 24
horas da infeccdo, demonstrando uma significativa reducdo no desenvolvimento de efeito
citopatico. Além disso, E. angustifolia reduziu significativamente a expressdo relativa de
mRNA das citocinas antivirais IFNa e IFNf nas células tratadas, sugerindo que a atividade
antiviral ndo ocorre devido a imunomodulacdo. E. angustifolia reduziu significativamente a
expressdo relativa de mRNA das citocinas antivirais I[FNa e IFNP nas células tratadas,
indicando que a atividade antiviral ndo ocorre devido a imunomodulacdo. Os dados obtidos
indicam que o extrato etandlico da E. angustifolia pode interferir com a adsor¢édo, penetracao
e/ou o egresso viral das células infectadas. Tomados em conjunto, os dados apresentados
enfatizam uma promissora atividade antiviral da E. angustifolia contra o0 BoHV-1.

Palavras-chave: antimicrobiano; BOHV-1; plantas medicinais; fitoterapia.

INTRODUCTION

Echinacea spp. is a genus of perennial herbaceous plant, belonging to the Asteraceae family,
consisting of nine species already described (FLAGEL et al., 2008). Echinacea spp.
preparations have been extensively used as an alternative for preventing and/or treating
common cold, coughs, bronchitis and other upper respiratory infections and urinary tract

infections in humans (OGAL et al. 2021), as well as for treating wounds and bacterial infections
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(BURLOU-NAGY et al., 2022). The use of Echinacea spp. for medicinal purposes has a long-
standing tradition. This tradition is primarily associated with three species: Echinacea
purpurea, Echinacea pallida, and Echinacea angustifolia (BARNES et al., 2005). Additionally,
some Echinacea preparations are known to exert antioxidant and anti-inflammatory activity
espousing to its potential immunomodulatory activities (DOBRANGE et al., 2019).

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) is a member of the Herpesviridae family,
Alphaherpesvirinae subfamily, Varicellovirus genus. It is a significant etiological agent
associated mainly with reproductive and respiratory diseases in cattle (MUYLKENS et al.,
2007). The World Organization for Animal Health (OIE) has classified BoHV-1 in category B
for infectious diseases due to its high worldwide prevalence and significant impact on beef and
dairy cattle farming (MUYLKENS et al., 2007). Besides, it is important to note that evaluating
compounds with antiviral activity that are promising against BoHV-1 could provide valuable
insights into their antiviral and/or therapeutic potential against human herpes simplex virus
(HSV-1 and HSV-2) due to significant similarities in genomic organization and viral replication
characteristics.

Some studies investigating the antiviral activity of Echinacea spp against various viral agents
have shown promising results. CHEMINAT et al. (1988) detected activity of E. pallida,
atributted to a cichoric acid and echinacoside, as well as caffeic acid, against the replication of
vesicular stomatitis virus, a virus that affects several species and which, in pigs and ruminants,
is clinically confused with foot-and-mouth disease.

BINNS et al. (2002) examined extracts from a variety of different species and plant parts from
Echinacea spp for antiviral activity against HSV-1. Assays were designed to test virucidal
activity or viral growth inhibition, and they also incorporated exposure to light in case
photosensitizers were involved. The hexane root extract of E. purpurea and the ethanol

inflorescence extract of E. sanguinea showed more substantial antiviral activity.
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According to HUDSON et al. (2005) aqueous extracts of E. purpurea contain a relatively potent
activity against HSV and influenza virus, but not against rhinovirus. In contrast, E. angustifolia
gave no water-soluble antiviral activity, but the ethanolic fractions contained significant activity
against all three viruses. This activity was correlated with the presence of alkamides. In this
study, E. pallida gave no antiviral activity in any of the fractions. Another study evaluated an
extract of E. purpurea against the influenza virus H5N1, H7N7 and swine-origin H1N1, and
demonstrated interference with the virus's entry into host cells by blocking its cellular receptor
binding activity (PLESCHKA et al., 2009). Furthermore, a controlled clinical study showed
that Echinacea can reduce the use of antibiotics in children with respiratory disease (OGAL et
al., 2021).

More recently, a mixture of Hypericum perforatum and E. purpurea or E. angustifoliaina 1:1
ratio was found to have significant antiviral and virucidal effects against SARS-CoV-2, in a
study conducted by BAJRAI et al. (2022). It also described the discovery that small molecules
of E. angustifolia interact with the RNA polymerase of the Japanese encephalitis virus, making
it a promising natural compound inhibiting viral RNA polymerase to be considered in future
antiviral drug development studies (YADAYV et al., 2022).

At present, there is no specific drug licensed for the treatment of BoHV-1 infections. Although
Echinacea spp. is commonly used medicinally in humans, there are no records of investigations
into the use of E. angustifolia against BoHV-1. This study evaluated the antiviral and virucidal,
prophylactic, and therapeutic capacity of an ethanolic extract of E. angustifolia against BoHV-

1 in vitro.
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MATERIALS AND METHODS

Echinacea angustifolia extract

A tincture of E. angustifolia obtained from the whole plant was used, in the form of a 20%
ethanolic extract. The extract was produced in accordance with the standards of the Brazilian
Pharmacopoeia (ANVISA, 2022).

Cells and virus

The MDBK (Mardin-Darby bovine kidney) cell line and the BoHV-1 Los Angeles (LA) strain,
from the biorrepository of the Laboratério de Virologia e Imunologia da Universidade Federal
de Pelotas (UFPEL), were used for all the tests. The cells were grown in EMEM (Sigma-
Aldrich, USA) supplemented with fetal bovine serum, 200 1.U./mL of streptomycin and
penicillin (Sigma-Aldrich, USA) and 2.5 pg/mL of amphotericin B (Fungizone, Cristalia®,
Brazil), at 37 °C and 5% CO.. The virus was multiplied in cell culture, quantified, and stored
at -80 °C until use in the experiments. The viral titer was expressed as the infective dose for
50% of the cell culture (TCIDso). All assays were always conducted in triplicate in three
independent experiments.

Cytotoxicity assay

The extract's cytotoxicity was evaluated using the neutral red (NR) assay, following the
methodology previously described (FERNANDES et al., 2013). NR is a vital dye that
incorporates into the vacuoles of viable cells and can be detected spectrophotometrically. Serial
dilutions of the E. angustifolia extract were added to the MDBK cells and kept for 72 hours,
after the NR assay was carried out. The percentage of cell viability was determined using the
equation: AT/AC X 100, in which AT is the absorbance of the treated cells and AC the

absorbance of the control (untreated cells).
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Virucidal activity assay

The direct inactivation capacity was investigated by incubating the BoHV-1 suspension
(105°TCIDso/mL titer) with 0.5% E. angustifolia extract for 24 hours at 37 °C, after which its
residual infectivity was titrated using the limiting dilution method, as described by KARBER
(1931). Viral inoculum treated with EMEM without extract was used as a control.

Antiviral assays

Prophylactic activity assay

In order to assess the ability of the E. angustifolia extract to prevent or reduce viral replication
in treated cells (antiviral activity), confluent MDBK cell cultures had the supernatant medium
removed and 0.5% E. angustifolia extract added, which was kept in contact with the cells for
1, 3, 6 or 24 hours. After these different periods, the cell supernatant was removed and BoHV-
1 was inoculated and titrated on these cells. The titer was read after 72 hours of incubation.
Activity therapeutic assay

To determine the existence of post-infection activity and to detect a significant reduction in
replication, MDBK cells were infected with 10° TCIDso of BoHV-1 and after 6 or 24 hours
were treated with 0.5% E. angustifolia extract. After 48 hours of infection, the percentage of
cell protection was determined by NR assay, as described.

Expression of mRNA for interferon alpha (IFNe«) and beta (IFNg) by gPCR

Expression of mRNA for interferon alpha (IFNa) and beta (IFNB) was assessed by qPCR after
105 MDBK cells had been exposed to 0.5% E. angustifolia for 3, 6 and 24 hours. After
treatment, the cells were collected with TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, USA) and stored at -80
°C until RNA extraction, according to the manufacturer’s recommendations. Only samples with
a purity ratio (OD260/280) of between 1.8 and 2, determined using a spectrophotometer
(NanoDrop Lite, Thermo Fisher Scientific Inc., USA), were used. The cDNA was synthesized

using the iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO RAD). The synthesized cDNA was standardized
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at 500ng for a final reaction volume of 20pL. The samples were stored at -20 °C until gPCR
was performed.

In a final volume of 10 uL, 5 pL of GoTag® gqPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA),
0.25 pM of forward primer, 0.25 puM of reverse primer, 2.4 pL of DNAse and RNAse free
water, 0.1 uL of CxR Reference Dye and 2 pL of sample (1 ng of cDNA) were added. The
primers sequences to genes IFNa and IFN were described by WANG et al. (2021) The gPCR
was carried out in a StepOnePlus™ Real-Time PCR System thermal cycler (Applied
Biosystems™). The following conditions were used for the detection and quantification of
MRNA for IFNa and IFN: 95 °C for 30 seconds, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 seconds,
62 °C for 30 seconds and finally 72 °C for 3 minutes. The beta-actin (ACTB) and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) genes (LEUTENEGGER et al., 2000)
were used as endogenous controls under the following reaction conditions: denaturation at 95
°C for 2 minutes, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 seconds and 60 °C for 1 minute. For
the melting curve, it was 95 °C for 15 seconds, 55 °C for 1 minute and 95 °C for 15 seconds.
The expression of each target in each sample in relation to the expression in the reference cONA
was calculated using the 2-AA CT method (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), standardized in
relation to the geometric mean CT of the two reference genes for each sample.

Statistical analysis

To evaluate the gPCR results, Dunnett’s post-test was applied to make multiple comparisons
between the treatments and the control. The endogenous controls also underwent analysis of
variance; however, the post-test used in this case was Tukey’s, for multiple comparisons of the
all-against-all type. Student’s t-test was used for all statistical analyses of antiviral activity. All
statistical analyses were carried out using GraphPad Prism software version 7. p-values of less

than 0.05 (p<0.05) were considered significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

Although, Echinacea spp. has 9 described species (FLAGEL et al., 2008), preparations of E.
purpurea are the most widely studied and used (BARRET et al., 2003), and there is little
information on E. angustifolia. The ethanolic extract of E. angustifolia in the present study
showed low cytotoxicity, being non-cytotoxic from dilutions < 1% after three days of
incubation on MDBK cells. However, in order to ensure a wide safety margin, the tests to assess
virucidal, antiviral and therapeutic activities were carried out with 0.5% E. angustifolia.

The E. angustifolia extract showed a significant anti-BoHV-1 effect. To determine the mode of
antiviral action, experiments were conducted at different stages of the viral replication cycle.
Initially, cells were treated with 0.5% E. angustifolia for 3, 6 or 24 hours prior to infection, to
check for protective activity. BoHV-1 could not be detected 72 hours after the viral suspension
had been added to the cell culture. Even when the cells were treated only for 1 hour before viral
inoculation, there was almost no virus (10%° TCIDso/25ul), being in untreated cells BoHV-1
reached a titer of 10>°TCIDso/25ul (average). Interestingly, when the Echinacea extract was
added at the same time as the viral inoculation (time 0), no antiviral effect was detected, a fact
confirmed in experiments carried out at three independent time points.

To assess whether the observed effect could be due to virucidal action, the 0.5% E. angustifolia
extract was incubated for until 24 hours with a BoHV-1 suspension, prior to infection and
titration in cell culture. Unlike SCHNEIDER et al. (2010) studies which identified anti HSV-1
and HSV-2 virucidal activity of hydroalcoholic extracts from another Echinacea specie (E.
pallida), in the present study no reduction in viral titer was detected. This result indicated that
the antiviral activity of E. angustifolia is not due to inactivation of the virion.
Immunomodulatory effects have been described for various species of Echinacea spp.
(DOBRANGE et al., 2019; BURLOU-NAGY et al., 2022). In this sense, hypothesizing that the

antiviral effect of E. angustifolia observed in the present study occurred due to the
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immunomodulatory action on MDBK cells, the relative expressions of type | IFNs (IFNo and
IFNpB) were evaluated. IFN | are the main cytokines involved in the antiviral response and are
produced and secreted by various cell types. Once produced, these cytokines induce the
expression of various genes that result in the synthesis of proteins that prevent viral replication
(GOODBOURN et al., 2000). Extracts from a wide variety of plants exhibit antiviral activity
and IFN-1 induction (LIN et al., 2014). In this study, E. angustifolia showed anti-inflammatory
action, since treatment of MDBK cells for 6 and 24 hours resulted in a significant decrease in
the relative expression of IFNo and IFNB mRNA (Figure 1), compared to untreated cells
(p<0.05). Thus, the decrease in the relative expression of IFNa or IFN mRNA indicates that
the antiviral activity exerted by E. angustifolia observed in this study is not due to the
production of these cytokines. Generally, type I IFNs are produced via the activation of pattern
recognition receptors (PRRs) in the membrane and cytosol. Negative regulators of type | IFN
production target PRRs, intermediate PRR signaling molecules, and interfere with regulatory
transcription factors (ARIMOTO et al., 2018). Causes for the hindrance in the relative
expression of IFN | have not been investigated.

Due to the significant antiviral activity observed, the study was expanded to evaluate
therapeutic activity in vitro. When the E. angustifolia extract was added to cells that had been
infected with 10® TCIDsoof BoHV-1 for 6 or 24 hours, a significant reduction in the
development of a cytopathic effect was observed (p<0.05). Untreated infected cells showed
45.8% (average) viability, while 91.1% (average) remained viable when treated 6 hours after
infection, or 84.1% (average) 24 hours after infection (Figure 2). Readings were taken 48 hours
after viral infection. Both treatments were significant, with no significant difference between
them. Taking all the data together, the viral blockade when the extract is added prior to
infection, the inability to block BoHV-1 when the extract is added concomitantly with the virus,

the absence of virucidal activity and the extract’s ability to prevent the production of progeny
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up to 24 hours after infection, indicated that the E. angustifolia extract probably prevented the
adsorption or penetration of the virus, or even viral egress.

When the results of the present study were compared with other studies evaluating antiviral
effects, it was observed that many were conducted with the HSV-1, one of the most prevalent
among humans, and belonging to the same family as BoHV-1. Aqueous and ethanolic extracts
of E. purpurea show antiviral activity against HSV-1 and 2 strains that are acyclovir-resistant
and acyclovir-susceptible (THOMPSON, 1998). BINNS et al. (2002) observed antiviral activity
of alcoholic extracts of various Echinacea species (E. laevigata, E. purpurea, E. pallida, E.
angustifolia, E. paradoxa, E. tennesseensis, E. atrorubens and E. sanguinea) against HSV-1
when exposed to ultraviolet light. The activity observed varied according to the Echinacea
species and the phytochemical fractions of the extracts. Antiviral activity against rhinoviruses,
HSV-1 and influenza viruses has also been described using 55 and 70% alcoholic extracts of E.
purpurea, E. pallida and E. angustifolia (HUDSON et al., 2005; 2012). The avian strains
(H7N7) and (H5N1), influenza viruses A (HLN1) and (H3N2) and the pandemic swine-origin
influenza (HIN1) in direct contact with the standard preparation of the E. purpurea
demonstrated substantial inhibition. Experiments revealed that it is due prevent a virus from
entering treated cells (PLESCHKA et al., 2009).

The important components to which activity from E. angustifolia can be attributed include high
molecular-weight polysaccharides, polyacetylenes, highly unsaturated alkamides, and caffeic
acid derivatives (MISTRIKOVA & VAVERKOVA, 2006). In ethanolic extract from
Echinacea spp., at least 20 alkamides are present, mainly isobutylamides of straight-chain fatty
acids with olefinic and/or acetylenic bonds, for example isomeric dodeca-2E,4E,8Z,10E/Z-
tetraenoic acid isobutylamide (SLOLEY et al., 2001), present in the roots and aerial parts of E.

angustifolia and E. purpurea, but mainly absent from E. pallida. Among the natural products
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isolated from E. angustifolia are a series of diacetylenic amides, which have been shown to be
active against larvae (KRAUS & BAE, 2003).

The major flavonoid found in the leaves and stems of E. angustifolia has been identified as
patuletin-3-rutinoside (LIN et al., 2002). In addition, the following flavonoids have been
reported, and occur as both the aglycones and as conjugates with various sugars: luteolin,
kaempferol, quercetin, quercetagetin, apigenin, isorhamnetin. Quercetin has been estimated at
0.48% for E. purpurea and 0.38% of the leaves for E. angustifolia (BAUER, 1998).

Varying mixtures of caffeic acid derivatives are present in being the major component (0.5—
1.0%) of the roots of E. angustifolia (BARNES et al., 2005). The caffeic acid derivatives (i.e.,
polyphenolic compounds) present in echinacea include cichoric acid, caftaric acid,
echinacoside, chlorogenic acid, and cynarin. Echinacoside being prominent in E. angustifolia.
Chlorogenic acid generally exist as the minor compounds, and cynarin can only be found in the
roots of E. angustifolia. Cynarin was reported inhibit replication of Ebola virus (CORONA et
al., 2022). Of all the caffeic acid derivatives, cichoric acid, a major active ingredient in E.
purpurea has been one of the most widely studied (CASTRO et al., 2010), Cichoric acid have
activity against vesicular stomatitis virus e HIV (MISTRIKOVA & VAVERKOVA , 2006) but
Is present in smaller amounts in E. angustifolia (BAUER, 1998).

The tested extract was not chemically characterized, and we considered this as the major limit
of the research worthy to be underlined; nevertheless, the choice of a marketed product
produced according to an official pharmacopoeia allowed us to consider the tested sample
suitable to be used in in vivo trials and replicate or to go into further detail in in vitro tests.
Since ethanolic extracts contain multiple classes of phytochemicals, it is difficult to suggest
which isolated compounds may be responsible for the antiviral action observed in this study.
Although, it has been suggested that the alkamides present in the ethanolic are responsible for

the antiviral effect (HUDSON et al., 2005; 2012), it is generally thought that no single
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constituent or group of constituents is responsible for the activities of echinacea. Rather, several
groups of constituents (the alkamides, caffeic acid derivatives, polysaccharides and alkenes
(such as polyenes)) appear to contribute to activity (BARNES et al.,2005). Furthermore, it is
probably that the antiviral activity observed is due to synergistic and additive effects exerted by
the various phytochemicals present in the extract. Plant extracts are generally more potent

antiviral inhibitors than pure compounds (DALBY-BROW et al., 2005).

CONCLUSION

The study showed that Echinacea angustifolia extract had a significant antiviral and therapeutic
effect against bovine alphaherpesvirus 1. This effect is likely due to the inhibition of virus
attachment, entry, and/or egress from infected cells. The antiviral activity is not associated with
an increase in the expression of the antiviral cytokines IFNo and IFNp. These findings provide
strong evidence for further research into the potential of Echinacea angustifolia as an anti-

BoHV-1 treatment for bovines.
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Figure. 1 - Relative expression of interferon alpha (IFN a) and beta () messenger RNA after
treatment of MDBK cells with 0.5% E. angustifolia extract for 3, 6 or 24 hours. CC - control

cells, untreated cells. * P <0.05.
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Figure. 2 - MDBK cells were infected with 10® TCID50 of bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and
after 6 or 24 hours were treated with 0.5% E. angustifolia extract. Protection of cells infection
was determined by neutral red (NR) dye assay after 48 hours. The experiments were performed
at three independent time points in triplicates, and the results are expressed as percentual mean.
Treatment with E. angustifolia was compared with control cells, not infected cells (CC) and
cells infected with BoHV-1 and not treated (BoHV-1); comparison of the groups (a, b)

(P<0.05).
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Figura 2 Titulo do BoHV-1 apés diferentes tempos de incubacéo da E. angustifolia a 0,5% em células
MDBK. Barras com (*) foram estatisticamente diferentes do controle (BoHV-1 em células n&o tratadas)

(p<0,05).
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Figura 3 Titulo do BVDV ap6s diferentes tempos de incubacéo da E. angustifolia a 0,5% em células
MDBK. Barras com * foram estatisticamente diferentes do controle (BVDB em células ndo tratadas)

(p<0,05).
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Figura 4 Titulo do CCoV apoés diferentes tempos de incubagéo da E. angustifolia a 0,5% em células

MDBK. Barras com (*) foram estatisticamente diferentes do controle (CCoV em células néo tratadas)

(p<0,05).
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Figura 5 Titulo do BoHV-1 e BVDV apds 1 hora de incubacao da E. angustifolia a 0,25% em células

MDBK. Barras com (*) foram estatisticamente diferentes do controle (BoHV-1 ou BVDV em células nédo

tratadas) (p<0,05).
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Figura 6 Titulo do BoHV-1 apds diferentes tempos de incubacao da E .angustifolia a 0,5%. Barras com

(*) foram estatisticamente diferentes do controle (BoHV-1 em células nao tratadas) (p<0,05).
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Figura 7 Expressao relativa de mRNA de IFNa com 1 hora de estimulo de E. angustifolia 0,25% e

0,5% em MDBK. Barras com (*) foram estatisticamente diferentes do controle negativo (CC) (p<0,05).
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Figura 8 Expressao relativa de mRNA de IFNB com 1 hora de estimulo de E. angustifélia 0,25% e

0,5% em MDBK. Barras com (*) foram estatisticamente diferentes do controle negativo (CC) (p<0,05).



Tabela 1 Sequéncia de primers utilizados.
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Gene Sequéncia (5°- 3°) Referéncia
F-TGTCCACCTTCCAGCAGATG Bandeira
ACTE R - CTAGAAGCATTTGCGGTGGA (2015)
F- GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA Leutenegger et
GAPDH R - CCCTCCACGATGCCAAAGT al. (2000)
F - GTGAGGAAATACTTCCACAGACTCACT
fFNe R - TGAGGAAGAGAAGGCTCTCATGA Wang et al.
IFN F- CCTGTGCCTGATTTCATCATGA (2021)

R- GCAAGCTGTAGCTCCTGGAAAG




4 Consideracdes Finais

O Brasil possui uma grande biodiversidade, com cerca de 55.000 espécies
vegetais catalogadas, representando a maior diversidade genética vegetal do mundo.
Mesmo assim, apenas 8% das plantas foram estudadas quanto a presenca de
compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais. Além disso, o pais possui um grande potencial para consumo de
fitoterapicos, visto que o setor farmacéutico apresenta um crescimento constante no
faturamento com estes produtos. Nesse sentido, 0 aumento de pesquisas cientificas
buscando elucidar o mecanismo de a¢éo destes fitoterapicos se faz necessaria, sendo
um amplo mercado a ser explorado e com boas perspectivas. Os resultados
apresentados neste estudo mostram um potencial promissor do fitoterapico estudado
com uma acao antiviral in vitro significativa contra virus de interesse veterinario. O
trabalho representa um passo inicial para estudos posteriores em modelos
experimentais in vivo, buscando elucidar o mecanismo molecular exato de agao deste
composto. Muitas pesquisas ja foram feitas com as diferentes espécies de Echinacea,
porém estudos cientificos com E. angustifolia ainda € um campo extenso a ser

explorado.
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