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AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE COMPOSTOS TRITERPÊNICOS 

CONTRA O VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO 

 

 
RESUMO 

 
 
 

O Vírus Sincicial Respiratório (VSR) é um vírus de RNA envelopado de bicamada lipídica 

que se origina da célula hospedeira e pertence à família Paramyxoviridae. O VSR causa 

infecção aguda do trato respiratório e é a principal causa de internações e morte entre 

crianças menores de 5 anos em todo o mundo. Atualmente, não existe nenhuma vacina 

licenciada disponível no mercado. Desta forma, existe uma necessidade para o 

desenvolvimento de agentes terapêuticos antivirais eficazes e seguros. Os compostos 

triterpênicos, entre eles, o ácido betulínico, o ácido ursólico e a betulina apresentam uma 

variedade de atividades biológicas e farmacológicas, incluindo atividade antiviral. Neste 

estudo, testamos compostos derivados do ácido betulínico, do ácido ursólico e da betulina 

quanto à sua citotoxicidade e quanto à sua atividade antiviral. Os compostos LAFIS131 e 

LAFIS134 apresentaram importante atividade antiviral in vitro protegendo as células da 

morte causada pelo VSR. Estes compostos apresentaram um índice de seletividade de 

2.09 e 25.5, respectivamente, indicando que o LAFIS134 seria o composto mais promissor, 

porque além de apresentar atividade antiviral, não apresenta citotoxicidade, tornando-o 

mais seletivo às células infectadas com o VSR. 

 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: Atividade antiviral; compostos triterpênicos, vírus sincicial respiratório. 
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EVALUATION OF ANTIVIRAL ACTIVITY OF TRITERPENOID COMPOUNDS AGAINST 

RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS 

 

 
ABSTRACT 

 
 
 

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is an enveloped RNA virus of the lipid bilayer that 

originates from the host cell and belongs to the Paramyxoviridae family. RSV causes acute 

respiratory tract infection and is the leading cause of hospitalization and death among 

children under 5 years worldwide. Currently there is no licensed vaccine available on the 

market. Thus, a need exists for the development of antiviral therapeutics. The triterpenoid 

compounds, including, betulinic acid, ursolic acid and betulin have a variety of 

pharmacological and biological activities, including antiviral activity. In this study, we tested 

compounds derived from betulinic acid, ursolic acid and betulin as its cytotoxicity and 

antiviral activity. The LAFIS131 and LAFIS134 compounds had significant antiviral activity 

in vitro protecting cells from death caused by RSV. These compounds showed an index of 

selectivity of 2:09 and 25.5, respectively, indicating that the LAFIS134 would be the most 

promising compound because besides having antiviral activity, non-cytotoxic, making it 

more selective for cells infected with RSV. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Key words: Antiviral agents; triterpenes, respiratory syncytial virus. 



9 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 
 

 
CC50: Concentração citotóxica de 50% 
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1 Referencial Teórico 

 
 

 
INTRODUÇÃO 

 
 
 
 

O Vírus Respiratório Sincicial (VSR) é conhecido como a causa mais comum de 

infecção aguda do trato respiratório e é a principal causa de internações e morte entre 

crianças menores de 5 anos em todo o mundo (Hall et al., 2013; Cho et al., 2013; Munywoki 

et al., 2013; Bezerra et al., 2011; Nair et al., 2010). Estima-se que o VSR causou 

aproximadamente de 66 a 199 mil mortes de crianças no mundo no ano de 2005 (Nair et 

al., 2010) e apesar da gravidade da ameaça à saúde global e a carga econômica 

representada pela infecção pelo VSR, não há agentes antivirais eficazes específicos para 

tratar o VSR (Shin et al., 2013). 

Bebês, crianças imunocomprometidas, ou com distúrbios respiratórios subjacentes 

têm um risco significativamente maior de desenvolver infecções graves pelo VSR. Infecções 

pelo VSR podem ser complicadas por pneumonia viral oportunista e desconforto 

respiratório. Idosos e imunocomprometidos também são suscetíveis a complicações de 

infecções por VSR, destacando assim a importância da intervenção médica na forma de 

terapias profiláticas e antivirais (Byrd; Prince,1997). 

A bronquiolite aguda causada por VSR é a doença mais prevalente em crianças nos 

dois primeiros anos de vida, com grande impacto em hospitalizações e altos custos para o 

sistema de saúde (Glezen; Taber et al., 1986; Selwyn, 1990). As crianças com maior risco 

de doença grave são os lactentes prematuros, os recém-nascidos com displasia 

broncopulmonar e os lactentes com cardiopatia congênita. Alguns autores estimam que a 

taxa de mortalidade em lactentes prematuros hospitalizados com VSR chega a 5% (Fulginiti 

et al.,1969). Durante os primeiros 18 meses de idade, 87% das crianças desenvolvem 

anticorpos específicos para o VSR, o que demonstra alta taxa de contaminação até os 3 

anos de idade, praticamente todas as crianças foram infectadas (Dudas and Karron, 1998). 

Nos Estados Unidos a infecção por VSR resulta em mais de 120.000 hospitalizações 

infantis e até 500 mortes (Empeyet al., 2010). Comparando com a gripe, o VSR causa 9 

vezes mais mortes em crianças menores de 1 ano de idade (Vieira et al., 2001). No Brasil, 

embora não haja vigilância epidemiologia oficial para VSR, estudos em 
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diversas regiões do país e dados de hospitalização por bronquiolite indicam que a 

prevalência da doença no Brasil assemelha aos relatos de outros países (Chang and 

Braciale, 2002). A infecção primária pelo VSR não confere uma resposta imune protetora 

eficiente e prolongada (Tregoning and Schwarze, 2010) e reinfecções com as mesmas 

cepas virais podem ser comuns (González et al., 2012; Mackman et al., 2015). Com 

infecções repetidas, principalmente no adulto, a severidade dos sintomas clínicos do VSR 

diminui no decorrer do tempo e a infecção torna-se assintomática. Até o presente momento 

não foi desenvolvida uma vacina eficiente contra o vírus, que possa prevenir esta infecção. 

Um ensaio clínico da década de 60, com uma vacina contra VSR utilizando vírus inativado 

com formalina obteve resultado extremamente negativo, ao invés de proteger as crianças, 

a vacina exacerbou a doença levando-as à morte (Fulginiti et al., 1969). 

Embora existam alguns tratamentos profiláticos disponíveis, como o anticorpo 

monoclonal Palivizumab (MedImmune), que confere proteção substancial contra a doença 

grave causada pelo VSR, porém de acesso limitado devido ao seu elevado custo. O 

Palivizumab é um anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra a glicoproteína de 

fusão (proteína F) de superficie do VSR. Sua ação ocorre através da neutralização e 

inibição da fusão do VSR, fornecendo imunidade passiva. O Palivizumab foi licenciado 

inicalmente nos Estados Unidos em 1998 e na Europa em 1999 com extensão do seu 

licenciamento em 2003. No Estados Unidos, a profilaxia nos grupos de alto risco reduziu as 

taxas de hospitalização em até 78% nos últimos anos. Entretanto, o uso de profilaxia com 

o Palivizumab em grupos não selecionados resulta em aumento significativo nos custos, 

pouca redução de gastos com menor taxa de hospitalização e nenhuma redução nas taxas 

de mortalidade (Sociedade Brasileira de Pediatria, 2011). 

Atualmente, o único tratamento antiviral disponível no mercado é a ribavirina, um 

análogo de nucleosídeo, aprovada para infecção grave causada pelo VSR, porém ela não 

é recomendada devido a diversos fatores, tais como a sua alta taxa de toxicidade e a 

dificuldade em sua administração (American Academy of Pediatrics Subcommittee, 2006). 

A ribavirina é administrada geralmente como um aerossol de partículas pequenas em 

pacientes imunocomprometidos com infecção do trato respiratório inferior causada por 

VSR. Esta droga também tem sido utilizada de forma oral e intravenosa, em pacientes 

imunocomprometidos (Chu; Englund, 2013, p. 236). Notavelmente, a ribavirina tem 

demonstrado eficácia limitada em ensaios clínicos em crianças com bronquiolite causadas 

por VSR (Guerguerian et al., 1999; Law et al., 1997; Moler et al., 1996). 
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Atualmente, não existe nenhuma vacina licenciada disponível no mercado, desta 

forma, existe uma necessidade urgente para o desenvolvimento de vacinas e agentes 

terapêuticos eficazes e seguros. 

 
 
 

1.1 O Vírus Sincicial Respiratório 

 
 
 

O VSR foi identificado em 1956 e pertencente à família Paramyxoviridae. O vírus é 

envelopado de bicamada lipídica que se origina da célula hospedeira. Dentro do envelope 

encontra-se o nucleocapsídeo que envolve o genoma viral de uma simples fita de RNA com 

polaridade negativa. O genoma do VSR codifica 11 proteínas, duas proteínas presentes na 

superfície do virion a G e a F desempenham uma importante função no estágio inicial do 

ciclo infeccioso viral devido a sua ligação com glicosaminoglicanos permitindo que o vírus 

entre através de fusão nas células do trato respiratório do hospedeiro. A proteína G pode 

ligar-se na heparina e foi descrito que o receptor da proteína F é a nucleolina (Tayyari et 

al., 2011). 

O VSR é heterogêneo principalmente devido a alterações na proteína G, 

caracterizando dois subtipos circulantes sazonalmente, subtipo A e B.Outros membros 

desse gênero são: VSR bovino (VSRB), O VSR ovino (VSRO) e o vírus da pneumonia de 

camundongos (VPM). O virion do VSR consiste num núcleocapsídeo envolto num envelope 

lipídico proveniente da membrana plasmática da célula hospedeira (Figura 1). Os virions 

produzidos em cultura de células consistem em partículas esféricas de 100- 350nm de 

diâmetro com longos filamentos de 60-200 nm de diâmetro e até 10 m de comprimento 

(Kopelman and Miyoshi, 1999). 

Durante a infecção por VSR ocorre a formação de uma ribonucleoproteína (RNP) no 

núcleo da célula infectada. Esta ribonucleoproteína é formada por uma interação do RNA 

genômico viral, com a proteína do nucleocápsido (N), a fosfoproteína (P) e a proteína 

grande (L). Para a transcrição eficiente do genona do vírus através do complexo da 

polimerase é necessário a associação entre as proteínas N, P e L, (Collins et al., 1996; 

Grosfeld et al., 1995) e uma proteína adicional do vírus, M2-1 (Fearnsand Collins, 1999; 

HardyandWertz, 1998; Hardy et al., 1999; Mason et al., 2003). Um envelope lipídico 

derivado a partir da célula hospedeira na qual as glicoproteínas do vírus estão incorporadas 

rodeia a RNP. A proteína N é presente em ambos os filamentos do vírus e 
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nos corpos de inclusão, enquanto que a proteína NS2 é detectada somente dentro dos 

corpos de inclusão (Weber etal., 1995). 

O VSR tem a capacidade de formar sincícios, que são caracterizados como sendo 

células multinucleadas e grandes. Isso ocorre devido à fusão do envelope viral com a 

membrana e as proteinas virais permanecem nela integradas. Um dos resultados é a 

promoção da fusão entre as membranas celulares das células circunvizinhas promovida 

pela proteína F. Além disso, receptores virais localizados na membrana, podem também se 

adsorver a receptores de células vizinhas. A formação do sincício é extremamente benéfica 

para o vírus, representando um mecanismo de escape do sistema imune, pois facilita a 

passagem do vírus de uma célula para outra sem que ocorra a saída para o meio 

extracelular (Selwyn et al.,1990). 

A B 

 

 
 

Figura 1 – Vírus Sincicial Respiratório. A) Micrografia eletrônica do vírus brotando na 

membrana de uma célula infectada. B) Esquema demonstrando as proteínas do VSR, suas 

funções e localizações no virion (Collins et al., 2013 p. 7). 
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1.2 Compostos Antivirais em Investigação para Tratamento do VSR 

 
 

 
O VSR, isolado pela primeira vez em 1955, permaneceu com sua caracterização 

bioquímica e molecular rudimentar durante muitos anos devido ao seu crescimento 

relativamente ineficiente em cultura de células, associada à instabilidade física. A 

caracterização detalhada começou em 1981 com a clonagem molecular e sequenciamento 

do RNA do VSR. As ferramentas moleculares resultantes têm aumentado muito a nossa 

compreensão do VSR e revolucionou a investigação para o tratamento e prevenção. Por 

exemplo, o candidato vacina viva atenuada do VSR projetados por genética reversa estão 

atualmente em estudos. Vacinas vetoriais e expressas de forma recombinante vacinas de 

antígenos virais também estão em desenvolvimento (Collins et al., 2013 p.13). 

A doença causada pelo VSR é complexa e variável. No seu histórico, o VSR é 

destacado pela falha na vacina na década de 60, que agravou a doença ainda mais em 

crianças vacinadas levando-as à morte. Candidatos à vacina viva podem ser livres desta 

complicação, no entanto, o desenvolvimento de vacinas ou outras subunidades à base de 

proteínas para utilização pediátrica é dificultada pela possibilidade de aumento da doença 

e pelo desafio de demonstrar de forma confiável a sua ausência em estudos pré-clínicos 

(Collins et al., 2013 p. 12). 

O controle de infecção é a única estratégia atual para prevenir a doença causada por 

VSR. Ao longo da última década, o avanço mais significativo na prevenção do VSR tem 

sido o desenvolvimento de anticorpos profiláticos. Um anticorpo monoclonal humanizado 

dirigido contra a proteína de fusão (F) palivizumab (Synagis,MedImmune, Inc., 

Gaithersburg, MD) usado clinicamente para imunoprofilaxia passiva em recém- nascidos de 

alto risco e crianças, foi produzido usando antígeno recombinante expresso. O anticorpo é 

dado rotineiramente em uma base mensal para recém-nascidos prematuros e crianças com 

menos de 24 meses de idade com problemas subjacentes, incluindo a prematuridade, a 

doença pulmonar crônica, ou doença cardíaca para evitar a doença causada por VSR e 

evitar a hospitalização. Outros anticorpos monoclonais ou policlonais ou fragmentos de 

anticorpos contra a proteína F foram desenvolvidos e testados alguns já em populações de 

doentes. Novos agentes antivirais promissores em desenvolvimento por várias empresas 

farmacêuticas e de biotecnologia que incluem pequenas moléculas inibidoras de fusão, 

inibidores da ligação, inibidores da síntese de RNA e pequenas partículas de RNA de 

interferência (siRNA) (Chu and Englund, 2013 p. 236). 
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Vários medicamentos antivirais potenciais estão sob investigação clínica (Cianci et 

al., 2004; Pryde et al, 2013;. Yu et al., 2004, 2007). Um exemplo é um nucleosídeo  inibidor 

da RNA-polimerase de AL-8176 (Wang et al., 2015) e um inibidor de fusão GS- 5806 

(Mackman et al., 2015). No entanto, nenhum destes medicamentos ainda foi aprovado por 

agências governamentais como terapias ou estão disponíveis para a comunidade de 

pesquisa como ferramentas para estudar o ciclo de vida do vírus ou interações entre 

hospedeiro/vírus (Noah et al., 2010). 

 

1.3 Compostos Triterpênicos 

 
O ácido betulínico, um triterpeno pentacíclico isolado a partir da árvore Jujuba 

(Zizyphus jujuba Mill), tem sido conhecida para uma ampla gama de propriedades 

biológicas e farmacêuticas, tais como antibacteriana, anti-malária, antiinflamatória, anti- 

helmíntico, atividades anti-nociceptiva e anticancerígena (Yogeeswari and Sriram, 2005; 

Rastogi et al., 2015). Outros autores como Li et al., (2007) e Shin et al., (2013) já testaram 

a inibição do VSR por vários compostos naturais, entre eles, o ácido betulínico. 

Em outro estudo, investigou-se a atividade antiviral do ácido betulínico contra a 

influenza do vírus A/PR/8 em células A549 (células epiteliais de adenocarcinoma de pulmão 

humano) e em camundongos C57BL/6. Nesse estudo, o ácido betulínico apresentou a 

atividade antiviral contra a influenza em uma concentração de 50 M, sem citotoxicidade 

significativa em células A549 infectadas com o vírus influenza  A/PR/8 (Hong et al., 2015). 

Além disso, o ácido betulínico atenuou significativamente a patologia pulmonar que 

inclui o aumento da necrose, os números de células inflamatórias e o edema pulmonar 

induzido pela infecção do vírus influenza A/PR/8 em comparação com camundongos 

tratados com oseltamivir (Hong et al., 2015). 

Schefflera heptaphylla (L.) Frodin é um ingrediente principal de uma formulação à base 

de plantas de chá amplamente utilizado para o tratamento da constipação comum  no sul 

da China. Um estudo que avaliou o extratoda planta S. Heptaphylla utilizando método de 

redução do efeito citopático, mostrou que o mesmo possui atividade antiviral potente contra 

VSR. O fracionamento e isolamento deste extrato levou a obtenção de dois triterpenóides 

puros altamente ativos como o ácido 3α-hydroxylup-20(29)-ene-23,28- dióico e ácido 3-epi-

betulínico 3-O-sulfato (Li et al., 2007). 



20 
 

 

2 Hipótese 

 
É comprovado pela literatura científica que o ácido betulínico possui uma ampla gama 

de propriedades biológicas e farmacêuticas, tais como antibacteriana, anti-malária, 

antiinflamatória, anti-helmíntico, atividades anti-nociceptiva, anticancerígena e 

especialmente antiviral. Baseado nestes fatos nossa hipótese é que o ácido betulínico e 

outros derivados triterpênicos podem apresentar atividade antiviral contra o VSR em células 

A549. 

 

 
3 Objetivos 

 
3.1 Objetivos Gerais 

 Testar a atividade antiviral contra VSR dos compostos triterpênicos ácido betulínico, 

do ácido ursólico e da betulina e seus derivados obtidos a partir de modificações 

estruturais. 

 
3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a citotoxicidade dos compostos. 

 Verificar a concentração citotóxica de 50% (CC50) dos compostos. 

 Testar a atividade antiviral dos compostos contra o VSR. 

 Verificar a concentração inibitória viral de 50% (IC50) dos compostos. 

 Verificar o índice de seletividade (IS) dos compostos. 

 
 

4 Justificativa 

 
Infecções por VSR são a maior causa de bronquiolite em crianças menores de um 

ano de vida podendo levar estas crianças à morte e atualmente não existe nenhum 

tratamento disponível, somente profilático para crianças de alto risco. Baseado no acima 

exposto constitui fato inegável a necessidade do desenvolvimento de novas terapias para 

a infecção pelo VSR e o estudo do potencial antiviral dos compostos triterpênicos e seus 

derivados pode trazer informações valiosas rumo ao um novo tratamento para esta 

infecção. 
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5 Manuscrito (ARTIGO) 

 
 

EVALUATION OF ANTIVIRAL ACTIVITY OF TRITERPENOID COMPOUNDS AGAINST 

RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS 

 

 
ABSTRACT 

 
 

 
Respiratory Syncytial Virus (RSV) is an enveloped RNA virus of the lipid bilayer that 

originates from the host cell and belongs to the Paramyxoviridae family. RSV causes acute 

respiratory tract infection and is the leading cause of hospitalization and death among 

children under 5 years worldwide. Currently there is no licensed vaccine available on the 

market, thus, a need exists for the development of effective vaccines and antiviral 

therapeutics and safe. The triterpenoid compounds, including, betulinic acid, ursolic acid 

and betulin have a variety of pharmacological and biological activities, including antiviral 

activity. In this study, we tested compounds derived from betulinic acid, ursolic acid and 

betulin as its cytotoxicity and antiviral activity. The LAFIS131 and LAFIS134 compounds had 

significant antiviral activity in vitro protecting cells from death caused by RSV. These 

compounds showed an index of selectivity of 2.09 and 25.5, respectively, indicating that the 

LAFIS134 would be the most promising compound because besides having antiviral activity, 

non-cytotoxic, making it more selective for cells infected with RSV. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Key words: Antiviral activity; triterpenoid compounds, respiratory syncytial virus. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

O Vírus Sincicial Respiratório (VSR) é conhecido como a causa mais comum de 

infecção aguda do trato respiratório e é a principal causa de internações e morte entre 

crianças menores de 5 anos em todo o mundo (Hall et al., 2013; Cho et al., 2013; Munywoki 

et al., 2013; Bezerra et al., 2011; Nair et al., 2010). Bronquiolite aguda causada por VSR é 

a doença mais prevalente em crianças nos dois primeiros anos de vida, com grande impacto 

em hospitalizações e altos custos para o sistema de saúde (Glezen et al.,1986; Selwyn, 

1990). As crianças com maior risco de doença grave são os lactentes prematuros, os 

recém-nascidos com displasia broncopulmonar e os lactentes com cardiopatia congênita. 

Alguns autores estimam que a taxa de mortalidade em lactentes prematuros hospitalizados 

com VSR chega a 5%. Até o presente momento não foi desenvolvida uma vacina eficiente 

contra o vírus, que possa prevenir esta infecção. Um ensaio clínico da década de 60, com 

uma vacina contra VSR utilizando vírus inativado com formalina obteve resultado 

extremamente negativo, ao invés de proteger as crianças, a vacina exacerbou a doença 

levando-as à morte (Fulginiti, Eller et al. 1969). 

A infecção pelo VSR é uma grande preocupação em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento porque ainda não há uma vacina eficaz disponível (Chang, 2011; 

Rudraraju et al., 2013; Graham, 2011; Jorquera et al., 2013; Shaw et al., 2013; Wang et al., 

2011a,b; Zeitlin et al., 2013). Atualmente, o único tratamento antiviral disponível no mercado 

é a ribavirina, um análogo de nucleosídeo, aprovada para infecção grave causada pelo 

VSR, porém ela não é recomendada devido a diversos fatores, tais como a sua alta taxa de 

toxicidade e a dificuldade em sua administração (American Academy of Pediatrics 

Subcommittee, 2006). É utilizado clinicamente para imunoprofilaxia passiva em recém-

nascidos de alto risco e crianças um anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra a 

proteína de fusão (F) palivizumab (Synagis, MedImmune, Inc., Gaithersburg, MD)(Collins et 

al., 2013). Porém este tratamento tem acesso limitado devido ao seu elevado custo 

(Sociedade Brasileira de Pediatria, 2011).Desta forma, o desenvolvimento de novos 

tratamentos para o VSR se faz prioridade. 

Vários medicamentos antivirais potenciais estão sob investigação clínica (Cianci et 

al, 2004; Pryde et al., 2013;. Yu et al, 2004, 2007). Um exemplo é um nucleosídeo inibidor 

da RNA-polimerase de AL-8176 Miyoshi (Wang et al., 2015) e um inibidor de fusão GS- 

5806 (Mackman et al., 2015). No entanto, nenhum destes medicamentos ainda foi aprovado 

por agências governamentais como terapias (Noah et al., 2010). 
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O ácido betulínico, um triterpeno pentacíclico isolado a partir da árvore Jujuba 

(Zizyphus jujuba Mill), tem sido conhecida para uma ampla gama de propriedades 

biológicas e farmacêuticas, tais como antibacteriana, anti-malária, antiinflamatória, anti- 

helmíntico, atividades anti-nociceptiva e anticancerígena e antiviral (Yogeeswari and 

Sriram, 2005;Rastogi et al., 2015;Li et al., 2007; Shin et al., 2013). O presente artigo tem o 

objetivo de avaliar o potencial antiviral de compostos triterpênicos ácido betulínico, do ácido 

ursólico e da betulina e seus derivados do contra o VSR. 

 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

 
Obtenção de Compostos 

 
 

O ácido betulínico (LAFIS12) e seus derivados (LAFIS 121, LAFIS1213, LAFIS1215, 

LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220), os derivados do ácido ursólico (LAFIS111, 

LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119) e a betulina (LAFIS130) e 

seus derivados (LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134, LAFIS137) foram obtidos no 

Laboratório de Fitoquímica e Síntese Orgânica da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, sobre supervisão da professora doutora Simone Cristina 

Baggio Gnoatto. Os triterpenos precursores, ácido betulínico e ácido ursólico foram obtidos 

através de extração de material vegetal descrito por Silva et al., (2013). A betulina foi obtida 

através de compra da Sigma Aldrich. A partir dos triterpenos ácido betulínico, ácido ursólico 

e betulina foram obtidos derivados semi-sintéticos por modificações nas posições do 

carbono 3 e 28, que resultaram em derivados esterificados. Estas reações foram realizadas 

de acordo com Silva et al., (2013). As estruturas químicas dos compostos testados nesta 

pesquisa estão demonstradas abaixo nas Figuras 2, 3 e 4 que foram extraídas de Silva et 

al., (2013). 
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Figura 2: Estrutura química do ácido betulínico (LAFIS12) e seus derivados (LAFIS121, 
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LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220). 
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Figura 3: Estrutura química do ácido ursólico (LAFIS111) e dos seus derivados (LAFIS1113, 

LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119). 
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Figura 4: Estrutura química da Betulina (LAFIS130) e dos seus derivados (LAFIS131, LAFIS 132, 

LAFIS133, LAFIS134, LAFIS137). 
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Linhagens Celulares 

 
Foram usadas linhagens celulares A549 (linhagem celular de carcinoma de pulmão) 

e Vero (linhagem celular epitelial de rim de macaco verde africano) (ATCC). As células 

foram mantidas em DMEM (Cultilab) 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) em estufa de 

cultura celular a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2. As células foram tripsinizadas utilizando 

Tripsina+EDTA (Cultilab) e a manipulação das mesmas ocorreu sempre em ambientes 

estéreis. 

 

 
Vírus e Titulação Viral 

 

O VSR subtipo cepa A2 que foi utilizado neste estudo foi gentilmente doado pelo 

Prof. Fernando Polack, Buenos Aires, AR. A linhagem celular utilizada para cultivo e 

titulação do VSR foi a Vero. A titulação viral foi realizada utilizando anticorpo monoclonal 

Anti-Respiratory Syncytial Virus (VSR) (Milipore). 

O vírus foi titulado utilizando o método de titulação por placa de lise utilizando 

anticorpo especifico para proteína F para revelação das placas. Em seguida as placas foram 

contadas utilizando microscópio invertido e foi feito o cálculo do número de unidades 

formadoras de placa por mL (PFU/mL). 

 

 
Citotoxicidade dos Compostos 

 
 

Os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS1216, 

LAFIS1219, LAFIS1220, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119, 

LAFIS130, LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134 e LAFIS137 foram pesados em 

balança analítica e diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma) em uma concentração de 

estoque final de 200mM. Foram plaqueadas 5x103 células A549 por poço em placa de 96 

poços de fundo reto com meio de cultura DMEM enriquecido com 2% de soro bovino fetal 

(SBF). Após 24 horas em cultura foram adicionados os compostos na placa nas 

concentrações de 12,5μM, 25μM, 50μM, 100μM e 200μM para testar a citotoxicidade dos 

mesmos. Após 96 horas em cultura, foi utilizado o método de MTT (brometo de 3-[4,5- 

dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) (Sigma) para verificar a viabilidade celular. Para 

realização do método de MTT foi retirado 100μL de meio de cultura de cada poço e 

adicionado 40μL de MTT (5mg/mL). Após 4 horas em estufa de cultura de células, todo o 
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conteúdo dos poços foi aspirado deixando as células intactas ao fundo, foram adicionados 

120μLde DMSO em cada poço e homogeneizado. Foi realizada a leitura da placa em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 a 650nm. Foi utilizado como controle  o 

DMSO diluído com DMEM sem soro 1:10 e foi feita uma curva de dose de DMSO nos 

volumes 1L, 2,5L, 5L, 10L, e 20L por poço. 

 
 

Avaliação da Concentração Citotóxica dos Compostos (CC50) 

 
 

Os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, 

LAFIS1216,LAFIS1219, LAFIS1220, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116, 

LAFIS1119, LAFIS130, LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134 e LAFIS137 foram 

avaliados com relação à sua concentração citotóxica (CC50) que reduziu o número de 

células viáveis em 50%. 

Todos os compostos nas diferentes concentrações de 12,5μM, 25μM, 50μM, 100μM 

e 200μM foram comparados com o controle DMSO na concentração mais alta (20L)para 

o cálculo da porcentagem da viabilidade celular. Com o valor da viabilidade celular obtida 

com o tratamento dos compostos nas diferentes concentrações, utilizamos o programa 

Microsoft Excel 2007 para elaborar o gráfico de dispersão dose-resposta e verificar a 

equação da reta formada mediante um R2 próximo a um. A equação da reta de cada 

composto foi transferida para o programa WolframAlpha onde foi calculada o valor de CC50 

para cada composto (WOLFRAM RESEARCH COMPANY, 2016). 

 
 

Dose-resposta da morte celular causada por VSR 

 
 

As células A549 foram plaqueadas em placas de cultura de 96 poços de fundo reto 

(TPP) na concentração de 5x103 células por poço em meio DMEM com 2% de SBF com 

volume final de 200μL por poço. Após 24horas em cultura, as células foram infectadas com 

diferentes concentrações de VSR (104, 105 e 106 PFU/mL) por 2 horas em meio DMEM sem 

SBF. Em seguida o meio de cultura foi trocado para meio DMEM contendo 2% SBF. Após 

96 horas em cultura, foi utilizado o método MTT para verificar a viabilidade celular. 
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Atividade Antiviral 

 

 
As células A549 foram plaqueadas em placa de 96 poços de fundo reto com 5x103 

células por poço, com meio de cultura DMEM com 2% de SBF em um volume final de 200μL 

por poço. Após 24 horas em cultura, as células foram infectadas com 104PFU de VSR de 

cepa A2 em meio DMEM sem soro. Após 2 horas foram adicionados os compostos 

LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111, LAFIS1113, 

LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 nas concentrações de12,5μM, 25μM, 50μM, 

100μM e 200μM. Este tempo de 2h é o tempo necessário para o vírus infectar as células 

(Ohol, 2015). Foram utilizados como controles as células não infectadas com o vírus e as 

células infectadas com o vírus sem os tratamentos. Após 96 horas em cultura, foi utilizado 

o método MTT para verificar a viabilidade celular. 

 
Avaliação da Concentração Inibitória dos Compostos (IC50) 

 
 

Os compostos LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111, 

LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 foram avaliados com relação à 

sua concentração inibitória de 50% (IC50) do efeito viral. 

A concentração antiviral eficaz de 50% (IC50) é expressa como a concentração que 

atinge 50% de proteção às células infectadas tratadas no que se refere à morte  provocada 

pela indução do vírus. Para o cálculo de percentual de proteção de cada concentração foi 

utilizada a fórmula [(A-B)/C-B)]x100, onde A são as células tratadas com os compostos, B 

são as células infectadas com o vírus e C são as células não tratadas e não infectadas 

(BETANCUR-GALVIS, 2002). Foi elaborado um gráfico de dispersão de dose-resposta com 

concentrações de 12,5μM, 25μM, 50μM, 100μM e 200μM dos compostos e o percentual de 

proteção antiviral sobre as células obtido para cada concentração utilizando o programa 

Microsoft Excel 2007. A equação da reta do gráfico gerado obtida de cada composto, com 

um R2 próximo a um, foi transferida para o programa WolframAlpha onde foi calculada o 

valor de IC50 para cada composto (WOLFRAM RESEARCH COMPANY, 2016). 
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Avaliação do Índice de Seletividade (IS) 

 
 

O índice de seletividade (IS) de cada composto é a relação entre a CC50 do composto 

e a IC50. Este valor é utilizado para estimar a segurança de medicamentos, e quanto maior 

o valor deste (acima de um), maior a diferença entre a concentração de antiviral que inibe 

em 50% a morte das células causada pela infecção do vírus (IC50) e a concentração 

citotóxica (CC50) do composto (Coen; Richman, 2007). O IS foi calculado através da razão 

entre o CC50 e o IC50 (CC50/IC50). 

 
 

Avaliação da Inibição da Formação do Sincício através da Titulação do Vírus 

 
 

As células Vero foram plaqueadas em placa de 24 poços com concentração de 

1,5x105 cel/mL e volume final de 500L de meio DMEM com 10% de SBF. Após 24 horas 

em cultura, foi realizada a infecção com 104 PFU de VSR de cepa A2 em meio DMEM sem 

soro em um volume final de 200L. Após 2 horas de incubação com o vírus, o volume de 

meio DMEM foi removido e foi adicionado o composto LAFIS131 na concentração de 2M. 

Foi utilizado como controle o vírus com o DMSO. As células permaneceram em cultura por 

6 dias. A titulação do vírus foi realizada no 6º dia utilizando o método por placa de lise com 

anticorpo especifico para proteína F para revelação da placa. Em seguida, as placas foram 

visualizadas utilizando microscópio invertido. 

 
 

Análise Estatística 

 
 

Foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos dados. Para 

comparação de medianas dos dados não-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskall-

Wallis com pós-teste de Dunns. Os dados foram analisados usando o programa GraphPad 

Prism versão 5. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

O teste de citotoxicidade dos compostos foi realizado para a escolha da dose que 

não causasse morte as células. As doses escolhidas para realização do teste de 

citotoxicidade foram 12,5μM, 25μM, 50μM, 100μM e 200μM. As células A549 foram 

plaqueadas e após 24 horas de incubação foram adicionados os compostos e realizado 

teste de MTT para avaliar a viabilidade celular. Como os compostos foram diluídos em 

DMSO, foi utilizado como controle o DMSO diluído com DMEM sem soro 1:10 e foi feita 

uma curva de dose de DMSO nos volumes 1L, 2,5L, 5L, 10L, e 20L por poço e o 

DMSO demonstrou não causar nenhuma citotoxicidade às células em nenhuma das doses 

administradas quando comparadas com o grupo controle, sem a adição dos compostos e 

sem infecção (Figura 5). 

Os resultados da citotoxicidade do ácido betulínico e dos seus derivados mostraram 

que alguns compostos não apresentam citotoxicidade significativa em nenhuma das doses 

testadas, como o LAFIS1213, LAFIS1215 e LAFIS1219 (Figura 5). Na dose de 200M os 

LAFIS12, LAFIS121 e LAFIS1216 apresentaram citotoxicidade significativa conforme 

demonstrado na Figura 5. Já o composto LAFIS1220 mostrou citotoxicidade significativa na 

dose de 50M, conforme demonstrado na mesma Figura. 

Em um estudo de Li et al., (2007) foi avaliada a citotoxicidade utilizando o método do 

MTT em diferentes concentrações do extrato isolado de Schefflera heptaphylla (L.) 

contendo triterpenóides do tipo lupano entre eles o ácido betulínico e o ácido dióico e ambos 

apresentaram-se ligeiramente tóxicos para células HEp-2 na concentração de 100g/mL. 

Já, em outro estudo de Silva et al., (2013) testou um composto derivado do ácido 

betulínico em células HEK293T e no teste de citotoxicidade o composto não apresentou 

nenhuma citotoxicidade contra células HEK293T na concentração testada de 100M. Estes 

dados são semelhantes aos nossos obtidos com os compostos LAFIS12, LAFIS1216 e 

LAFIS1219. 



34 
 

LAFIS 1215 

LAFIS 1219 

D
O

 5
7
0
/6

5
0

 
D

O
 5

7
0

/6
5

0
 

 
 
 
 

1.5 

 

DMSO 

1.0 

 
0.8 

 

 
 

1.0 

 
 

0.5 

0.6 

 
0.4 

 
0.2 

 
 

0.0 

 
 
 
 

 
1.0 

 
0.8 

 
 
 
 

DMSO (L) 

 
0.0 

 
 
 
 
 
 

1.5 

 
 

 
 

DMSO 
(L) 

 
 

 
LAFIS12 (M) 

 

0.6 

 
0.4 

 
0.2 

 
0.0 

1.0 

 

 
0.5 

 

 
0.0 

 
  

 

DMSO 
(L) 

LAFIS121 (M) DMSO 
(L) 

 

LAFIS1213 (M) 

 
1.5 1.5 

 
1.0 1.0 

 
 

0.5 0.5 

 
 

0.0 0.0 

 
  

DMSO 
(L) 

LAFIS1215 (M) DMSO 
(L) 

 

LAFIS1216 (M) 

 

1.5 1.5 

 
 

1.0 1.0 

 

 
0.5 0.5 

 

 
0.0 0.0 

 
 

  

DMSO 
(L) 

 

LAFIS1219 (M) DMSO 
(L) 

LAFIS1220 (M) 

Figura 5: citotoxicidade do ácido betulínico (LAFIS12) e dos seus derivados (LAFIS121, LAFIS1213, 

LAFIS 12 

 

 

 

   

LAFIS 1213 

LAFIS 1216 

 

LAFIS 1220 

   ** 

D
O

 5
7

0
/6

5
0

 
D

O
 5

7
0
/6

5
0

 
D

O
 5

7
0
/6

5
0
 

D
O

 5
7

0
/6

5
0

 

D
O

 5
7
0
/6

5
0

 
D

O
 5

7
0
/6

5
0

 



35 
 

LAFIS1215, LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220) em células A549. A curva de concentração adicionada de 

cada composto foi de 12,5M, 25M, 5M, 100M e 200M. Os compostos foram comparados com o DMSO 

no volume adicionado de 20L. * p<0.05 diferença estatisticamente significativa em relação ao controle 
DMSO. **p<0.005 diferença estatisticamente significativa em relação ao controle DMSO (Kruskal- Wallis). 
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O mesmo teste de citotoxicidade foi realizado para os derivados do ácido ursólico 

nas concentrações 12,5M, 25M, 50M, 100M e 200M e foram comparados com o 

grupo controle DMSO adicionado no volume de 20L. Os resultados do teste de 

citotoxicidade mostraram que o LAFIS111 e o LAFIS1113 não apresentaram citotoxicidade 

significativa em nenhuma das concentrações usadas quando comparadas com o grupo 

controle (DMSO), conforme demonstrando na Figura 6. Entretanto, os compostos 

LAFIS1115 e LAFIS1119 mostraram ser citotóxicos na concentração de 25M em índices 

significativos quando comparados com o grupo controle, além disso, o LAFIS1115 também 

mostrou citotoxicidade na concentração de 12,5M (Figura 6). Já o LAFIS1116 mostrou não 

ser citotóxico em nenhuma das concentrações administradas e inclusive apresentou índice 

significativo de proliferação celular na dose de 50M quando comparado com o grupo 

controle (Figura 6). 

Os dados mostram que para alguns compostos (LAFIS111 e LAFIS1113) quanto 

maior a concentração, mais tóxico as células se tornam. O mesmo não ocorreu para os 

LAFIS1115 e LAFIS1119, apresentando-se menos tóxicos à medida que aumenta a 

concentração dos compostos. 

No estudo de Silva et al., (2013) onde foi testado um composto derivado do ácido 

ursólico em células HEK293T, no teste de citotoxicidade o composto não apresentou 

nenhuma citotoxicidade contra células HEK293T na concentração testada de 100M. Estes 

dados foram semelhantes aos nossos somente no composto LAFIS1116. 



37 
 

 

* 

 

 
1.5 

 
 

1.0 

 
1.0 

 
0.8 

 
0.6 

 

0.4 
0.5 

0.2 
 

0.0 0.0 

 
 

  
 

 

DMSO 
(L) 

LAFIS111 (M) DMSO 
(L) 

LAFIS1113 (M) 

 
 

1.5 LAFIS 1116 
1.5 

 

 
1.0 

 

1.0 

 
 

0.5 0.5 

 
 

0.0 0.0 

 
 

  
 

DMSO 
(L) 

LAFIS1115 (M) DMSO 
(L) 

LAFIS1116 (M) 

 

1.5 

 

 

1.0 

 

 

0.5 

 

 

0.0 

 
 

  

DMSO 
(L) 

LAFIS1119 (M) 

Figura 6: citotoxicidade do ácido ursólico e dos seus derivados (LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115, 

LAFIS1116, LAFIS1119) em células A549. A curva de concentração adicionada de cada composto foi de 

12,5M, 25M, 50M, 100M e 200M. Os compostos foram comparados com o DMSO no volume adicionado 

de 20L. *p<0.05 diferença estatisticamente significativa em relação ao controle DMSO (Kruskal- Wallis).. 
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A Betulina e os seus derivados também passaram pelo teste de citotoxicidade nas 

mesmas concentrações (12.5M, 25M, 50M, 100M e 200M). Os compostos LAFIS130, 

LAFIS137 apresentaram citotoxicidade significativa nas concentrações de 200M, 

enquanto que as demais concentrações não demonstraram ser citotóxicas às células em 

índices significativos quando comparados com o grupo controle (DMSO), conforme 

demonstrado na Figura 7. Os compostos LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133 e LAFIS134 

mostraram não causar citotoxicidade em nenhuma das concentrações utilizadas em índices 

significativos quando comparadas com o grupo controle. Embora o LAFIS132 tenha 

demonstrado redução na densidade óptica em relação ao DMSO nas concentrações de 

100M e 200M, porém está redução não foi estatisticamente significativa (Figura 7). 

Um estudo de revisão proposto por Kró et al., (2015) mostrou que a betulina é um 

potente agente anticâncer e possui especificidade sobre as células cancerosas com baixa 

citotoxicidade para as células normais. 
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composto foi de 12.5M, 25M, 50M, 100M e 200M. Os compostos foram comparados com o 

DMSO no volume adicionado de 20L. * p<0.05 diferença significativa em relação ao controle 

DMSO, **p<0.005 diferença estatisticamente significativa em relação ao controle DMSO (Kruskal- 

Wallis). 
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Todos os compostos foram avaliados com relação à sua concentração citotóxica 

(CC50) que reduziu o número de células em 50% com relação a sua densidade óptica, 

conforme apresentado abaixo na Tabela 1: 

 
Tabela 1: Valores de CC50 dos compostos: 

 

Compostos 

Derivados do 

Ácido 

Betulínico 

 

CC50 

M 

Compostos 

Derivados do 

Ácido Ursólico 

 

CC50 

M 

Compostos 

Derivados da 

Betulina 

 

CC50 

M 

LAFIS12 133.0 LAFIS111 35,9 LAFIS130 273.9 

LAFIS121 16.2 LAFIS1113 16,5 LAFIS131 415,6 

LAFIS1213 53.5 LAFIS1115 393.4 LAFIS132 80.6 

LAFIS1215 72,6 LAFIS1116 384,1 LAFIS133 2494.8 

LAFIS1216 369.6 LAFIS1119 8.4 LAFIS134 1174,6 

LAFIS1219 1437.9  LAFIS137 57.4 

LAFIS1220 12.7   

 
A concentração citotóxica 50% (CC50) é definida como a concentração que reduz a 

densidade óptica das células não infectadas tratadas para 50% que em relação às células 

não infectadas não tratadas. Conforme demonstrado na tabela acima, a CC50 do ácido 

betulínico e dos seus derivados apresentaram-se de um modo geral menores que em 

comparação aos compostos derivados da betulina. Os compostos derivados do ácido 

ursólico apresentaram CC50 intermediária que em comparação aos demais grupos. Os 

compostos menos tóxicos foram os derivados da betulina. 
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*** 

*** 

 

Para a análise da atividade antiviral inicialmente foi realizada uma curva dose- 

resposta com diferentes concentrações virais (104, 105 e 106 PFU/mL) para definir a melhor 

concentração de vírus que mata as células. A avaliação da viabilidade das células foi 

realizada após 96 horas de incubação pelo método MTT. Conforme demonstrado na Figura 

5, todas as concentrações de VSR utilizadas mostraram ter matado significativamente as 

células quando comparadas com o grupo controle sem vírus e sem tratamento. Para os 

demais experimentos apresentados neste artigo, adotamos a concentração de 104 PFU/mL. 
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Foi então avaliada a atividade antiviral dos compostos LAFIS12, LAFIS121, 

LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e 

LAFIS134 utilizando as concentrações 12.5M, 25M, 50M, 100M e 200M. As células 

A549 foram plaqueadas e após 24 horas de incubação foram infectadas com o VSR na 

concentração de 104 PFU/mL por poço. Após 2 horas de incubação, foram adicionados os 

tratamentos. As células ficaram em incubação por 96 horas e foi adicionado o MTT para 

avaliar a viabilidade celular. O grupo sem tratamento e sem infecção foi comparado com o 

grupo com infecção pelo VSR, mostrando que houve morte das células causada pela 

infecção na concentração de 104 PFU/mL. Os tratamentos com os compostos foram 

comparados com o grupo com a infecção pelo VSR sem tratamento, chamado de grupo 

VSR. 

Como resultado, os tratamentos com o ácido betulínico (LAFIS12) e seus derivados 

(LAFIS121, LAFIS1213 e LAFIS1215) mostraram não apresentar atividade antiviral, pois 

ficou evidenciado pela baixa densidade óptica apresentada na leitura em espectrofotômetro 

quando comparados com o grupo VSR conforme demonstrado na Figura 9. 

Em um estudo proposto por Yaolan et al., (2007) o extrato isolado de Schefflera 

heptaphylla (L.) contendo triterpenóides do tipo lupano entre eles o ácido betulínico e o 

ácido dióico diferentemente do nosso estudo, mostraram espectro antiviral amplo contra 

VSR. Entretanto, o estudo realizado por Shin et al (2013) demonstrou que o acido betulínico 

não possui atividade antiviral contra o VSR significativa. 

Hong et al., (2015) demonstrou o ácido betulínico atividade antiviral contra a influenza 

A / PR / 8/34com cerca de 98% na concentração de 50M e atividade antiviral de cerca de 

30% na concentração de 10M. Em estudo de Kanamoto et al., (2001) foi demonstrado que 

o ácido betulínico tem potente atividade inibidora contra o HIV-1. A atividade antiviral foi 

detectada pelo método do MTT e o derivado do ácido betulínico YK- FH312 inibiu a indução 

do vírus em células MT-4. A concentração efetiva de 50% (EC50) do composto apresentou-

se baixa, sendo de 0.011g/ml, a concentração citotóxica (CC50) foi de 14.03 g/ml e o 

índice de seletividade do composto foi de 1.275. 

Comparando os nossos resultados com outros descritos na literatura, podemos 

observar que em alguns casos o ácido betulínico poderá ter atividade antiviral e em outros 

casos, dependendo do vírus, da concentração do composto e das linhagens celulares, 

poderá não ocorrer atividade antiviral. 
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Figura 9: Atividade antiviral do ácido betulínico e seus derivados. Infecção das células A549 com o 
vírus 104PFU/mL por poço e tratamentos com o ácido betulínico (LAFIS12) e seus 
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controle com a infecção pelo VSR (Kruskal-Wallis). 
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Os compostos derivados do ácido ursólico LAFIS111, LAFIS1113 e LAFIS1116 

também foram testados em células A549 para avaliação da atividade antiviral nas 

concentrações de 12,5M, 25M, 50M, 100M e 200M. Os tratamentos com estes 

compostos também não apresentaram atividade antiviral quando comparados com o grupo 

controle com a infecção pelo VSR e isso foi observado através da baixa viabilidade celular 

apresentada mesmo após os tratamentos, conforme demonstrado na Figura 10. 

Comparando os nossos resultados, um estudo proposto por de Shin et al., (2013) 

testou em células A549 o ácido carnósico e neste estudo, o ácido carnósico apresentou 

atividade antiviral contra o VSR e sua CC50foi de 130,8g/mL. Entretanto, neste estudo 

também foram extraídos o ácido ursólico, do mesmo modo que o nosso estudo, o composto 

não apresentou atividade antiviral significativa contra o VSR, somente o ácido carnósico 

apresentou atividade antiviral. 

Em contrapartida, em estudo proposto por de Silva et al., (2013) que testou 

compostos derivados do ácido ursólico em células HEK293T, mostrou que os mesmos 

apresentam atividade anti-malária contra o P. falciparum 3D7. 
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Figura 10: Atividade antiviral do ácido ursólico e seus derivados. Infecção das células A549 com o 
vírus 104PFU/mL por poço e tratamentos com os compostos derivados do ácido ursólico LAFIS111, 

LAFIS1113 e LAFIS1116. A curva de concentração adicionada do composto foi de 12,5M, 25M, 

50M, 100M e 200M. Os compostos foram comparados com os o grupo controle com a infecção 
pelo VSR (Kruskal-Wallis) 
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Foi também avaliada a atividade antiviral dos compostos derivados da Betulina 

(LAFIS31, LAFIS132 e LAFIS134) em células A549 nas mesmas concentrações que os 

compostos anteriores. Os tratamentos com os compostos LAFIS131 e LAFIS134 

protegeram as células da morte causada pelo vírus, demonstrando atividade antiviral 

(Figura 11). Deste modo, os compostos LAFIS131 e LAFIS134 mostraram ser eficazes 

como possíveis agentes antivirais, pois inibiram as células da replicação do VSR. O 

LAFIS131, sobretudo, mostrou aumentar a proliferação celular, uma vez que apresentou 

uma densidade óptica maior que a do grupo controle de células sem a infecção pelo vírus 

e sem o tratamento nas concentrações de 12,5M, 25M, 50M. 

Entretanto, o composto LAFIS132 não apresentou atividade antiviral, que ficou 

evidenciado pela morte das células com a infecção do vírus mesmo após o tratamento 

(Figura 11). 

Não há dados na literatura que mostrem a atividade antiviral da betulina contra o 

VSR. Neste trabalho encontramos compostos derivados da betulina que comprovaram ter 

atividade antiviral frente ao VSR. 

Um estudo de Conforme Kró et al., (2015), mostrou que a betulina exibe um largo 

espectro de propriedades biológicas e farmacológicas e mostrou ser um potente agente 

anticâncer com especificidade sobre as células cancerosas. 
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Figura 11: Atividade antiviral dos derivados da betulina. Infecção das células A549 com o vírus 

104PFU/mL por poço e tratamentos com os compostos derivados da betulina LAFIS131,  LAFIS132 

e LAFIS134. A curva de concentração adicionada de cada composto foi de12,5M, 25M, 50M, 
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VSR. *p<0,05 diferença estatisticamente significativa em relação ao VSR. **p<0,005 diferença 

significativa em relação ao VSR (Kruskal-Wallis). 
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Conforme o resultado da atividade antiviral do LAFIS131 derivado da betulina ter se 

apresentado promissor, realizamos um experimento de análise da inibição da formação  do 

sincício do VSR em células Vero. Para realizar este experimento as células Vero foram 

plaqueadas e após 24 horas em cultura, foi realizada a infecção com 104PFU de VSR. Após 

2 horas de incubação com o vírus foi adicionado o composto LAFIS131 na concentração 

de 2M. Foi utilizado como controle o vírus com o DMSO. As células permaneceram em 

cultura por 6 dias. A titulação do vírus foi realizada no 6º dia e foi observada uma evidente 

diminuição na formação dos sincícios no poço com o tratamento devido à marcação das 

células com o anticorpo no poço controle (DMSO) e a diminuição dos sincícios no poço com 

o tratamento, conforme demonstrado nas Figuras 12 e 13 abaixo. Este dado corrobora com 

o teste de atividade antiviral através do MTT onde o LAFIS131 demonstra ação protetora 

contra o VSR. 

 

Figura 12: células VERO infectadas com VSR e tratadas com DMSO. 

 
Figura 13: células VERO infectadas com o VSR e tratadas com LAFIS131. 
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Diferentemente do nosso estudo e em comparação com os nossos resultados, um 

estudo de Kanamoto et al., (2001) testou o efeito da formação do sincício com o composto 

YK-FH312 derivado do acido betulínico em células MOLT-4 na formação dos sincícios do 

HIV-1 e observou que o efeito não foi inibido quando comparado com outros compostos 

não derivados do ácido betulínico. 

O nosso achado é importante para a comprovação da atividade antiviral do composto 

derivado da betulina (LAFIS131) e poderá ser utilizado futuramente para testar os demais 

compostos que apresentarem atividade antiviral comprovada em ensaio através do MTT. 

Na sequência os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, 

LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 foram avaliados 

com relação à sua concentração inibitória que reduziu em 50% a indução do vírus (IC50), 

relacionada com a atividade antiviral do composto. A IC50 é expressa como sendo a 

concentração que alcança 50% de proteção às células infectadas pelo vírus. 

Os resultados apresentados na Tabela 2mostram que somente um composto 

derivado do ácido betulínico (LAFIS1213) e dois compostos derivados da betulina 

(LAFIS131 e LAFIS134) apresentaram IC50 positiva. Os demais compostos possuem um 

IC50 negativo, ou seja, não possuem nenhuma atividade antiviral. 

 

 
Tabela 2: Valores de IC50 dos compostos: 

 

Compostos 

Derivados do 

Ácido Betulínico 

IC50 

M 

Compostos 

Derivados do 

Ácido Ursólico 

IC50 

M 

Compostos 

Derivados da 

Betulina 

IC50 

M 

 
LAFIS12 

Abaixo da 
menor 
dose 

testada 

 
LAFIS111 

Abaixo da 
menor dose 

testada 

 
LAFIS131 

 
197.95 

 
LAFIS121 

Abaixo da 
menor 
dose 

testada 

 
LAFIS1113 

Abaixo da 
menor dose 

testada 

 
LAFIS132 

Abaixo da 
menor dose 

testada 

 

LAFIS1213 
 

6.9 
 

LAFIS1116 
Abaixo da 

menor dose 
testada 

 

LAFIS134 
 

46.0 

 
LAFIS1215 

Abaixo da 
menor 
dose 

testada 

  

 
Deste modo, a partir da CC50 e da IC50 obtidas foi calculado o índice de  seletividade 

de cada composto, conforme demonstrado abaixo na Tabela 3. 
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Os resultados apresentam um índice de seletividade mais alto para o composto 

derivado da betulina (LAFIS134) quando comparado com os outros LAFIS131 e LAFIS1213 

(derivado da betulina e do ácido betulínico, respectivamente), sugerindo que o composto 

LAFIS134 seria o composto mais promissor, porque além de apresentar atividade antiviral, 

não apresenta citotoxicidade, desta forma, é mais seletivo às células infectadas com o VSR. 

Tabela 3: Avaliação do Índice de Seletividade (IS) CC50/ IC50 

 
COMPOSTOS Índice de Seletividade 

LAFIS 1213 7.7 

LAFIS 131 2.09 

LAFIS 134 25.5 

 
 
 
 

6 Considerações Finais 

 
 

 
Neste estudo, os compostos triterpenos precursores o ácido betulínico, o ácido 

ursólico e a betulina foram avaliados quanto à sua citotoxicidade e,  posteriormente, alguns 

compostos foram avaliados quanto à sua atividade antiviral. Após as análises de 

citotoxicidade e atividade antiviral, encontramos 2 compostos derivados da betulina, o 

LAFIS131 e o LAFIS134 com atividade antiviral comprovada. Estes compostos conferiram 

atividade protetora às células, diminuindo a morte celular causada pela infecção do VSR, 

aumentando a sua viabilidade e a sobrevivência das células. Podemos sugerir que a 

mudança na estrutura química desses compostos pode conferir maior atividade antiviral, 

porém o mecanismo de ação da atividade antiviral desses compostos não está ainda 

esclarecido e novos estudos deverão ser realizados para compreender melhor o 

mecanismo pelo qual esses compostos agem contra o VSR. 

Embora o VSR tenha sido identificado há décadas, atualmente não há nenhuma 

vacina aprovada para o uso. Novas terapias potenciais estão sob investigação e avaliação, 

mas o fato é que nenhuma dessas terapias estão aprovadas pelas agências regulatórias 

devido a questão econômica e a complexidade dos testes clínicos, por isso a busca por 

novas terapias antivirais eficazes se faz necessária. 
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