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Resumo

Achyrocline satureioides (Lam.) DC., Asteraceae, conhecida como marcela, &€ uma
planta medicinal cujas inflorescéncias sdo amplamente utilizadas na medicina popular
como digestivas, antissépticas, carminativas, antidiarréicas, antiinflamatorias,
analgésicas e hipocolesterolémicas. Neste estudo, foram utilizados trés extratos
nebulizados de marcela, sendo cada extrato composto de 50% do macerado
hidroetandlico das inflorescéncias a 7,5% (p/v) e 50% dos seguintes adjuvantes:
N:=Tween 80° e Aerosil 200® , N>= Tween 80°, Aerosil 200® e Avicel PH 101°, e
Ns= Tween 80®, Aerosil 200® e B-ciclodextrina. A citotoxicidade foi inicialmente
determinada através do exame microscopico das alteragbes morfologicas das células
VERO, quando em contato com diferentes concentragbes dos extratos, e foi
posteriormente confirmada pela determinagdo da viabilidade celular utilizando o
método de exclusdo com o corante Azul de Trypan. A concentragao citotoxica a 50%
(CCso) encontrada foi de 65,5 ug/ml para N1, N2 e N3, sendo que nas concentragdes
abaixo da CCso ndo foi detectada genotoxicidade através do Ensaio do Cometa. A
atividade antiviral foi determinada através da inibigdo do efeito citopatico do virus
herpético tipo 1 (HSV-1): cepas KOS, VR733/ATCC e 29R/resistente ao aciclovir,
e do poliovirus tipo 2. Para cada extrato, foram estimadas as concentragdes efetivas
a 50% (CEso) e calculados os indices de seletividade (IS=CCso/CEso). Os valores de
IS encontrados para as cepas do HSV-1 foram superiores a 8 e o extrato N2
apresentou maior IS (IS~33) para a cepa KOS, enquanto que para o polio-2, 0s
valores de IS dos trés extratos foi de 64. A atividade antiviral foi quantificada através
da redugdo do titulo infeccioso, em um e em quatro ciclos de multiplicagéo viral,
sendo que os resultados confirmaram aqueles obtidos no teste anterior. Apesar de
promissores, 0s estudos da atividade antipoliovirus ndo foram levados adiante, uma
vez que a pronunciada atividade detectada deve-se aos constituintes flavonoidicos
derivados da 3-mefil-quercetina, abundantes em extratos de marcela, cujo
mecanismo de agdo ja estd bem estabelecido na literatura. Estudos sobre o
mecanismo de agdo anti-herpética mostraram que os extratos N+, N2 € N3 ndo séo
virucidas nem afetaram a adsorgao, a penetragdo, a decapsidagao e a montagem dos
virions. Sua agao intracelular ndo inclui também a inibigdo da sintese do DNA viral,
influenciando, portanto, aqueles eventos que ocorrem entre a segunda e a nona hora
do ciclo de multiplicagdo do HSV-1, ou seja, a transcrigdo e a tradugdo do RNAm e
das proteinas virais. Esta dificuldade para precisar em qual etapa especifica do ciclo
de multiplicagdo do HSV-1 agem tais materiais era de se esperar, ja que eles séo
extratos padronizados, com mais de um composto agindo de forma sinérgica e/ou
antagénica, e no substancias isoladas.



Abstract

Achyrocline satureioides (Lam.) DC., Asteraceae, known as marcela, is a medicinal
plant which inflorescences are widely used in folk medicine for their digestive,
antispasmodic, carminative, antidiarrheic, antisseptic, antinflammatory, analgesic, and
hypocholesterolemic properties. In this study three spray-dried extracts of marcela
were used, all of them prepared with 50% of an hydroethanolic extract - 7,5% (w/v) -
and 50% of adjuvants as following: Ns=Tween 80® and Aerosil 200, N2= Tween 80°,
Aerosil 200° and Avicel PH 101®, and Ni= Tween 80%, Aerosil 200® and
B-cyclodextrin. Cytotoxicity was determined by microscopic examination of VERO
cells morphology in the presence of different concentrations of the extracts and
confirmed by counting the cell number byTrypan blue dye exclusion method.
The cytotoxic concentration which cause destruction in 50% of the monolayer cells
(CCso) was 65,5ug/mil for N1, N2 and Na extracts. Genotoxicity was assessed by using
the Comet Assay and it was not detected, in concentrations below the CCso values.
The antiviral activity was evaluated by inhibition of the cytopathic effect (ECP) of
herpes simplex virus (HSV-1), strains KOS, VR733/ATCC and 29R/acyclovir resistant,
and poliovirus type 2. The concentration which inhibited by 50% the viral ECP (ECso)
when compared to the virus control, and the selectivity index (Sl= CCso/CEso) values
were estimated. The Sl values for the different herpesviruses strains were higher
than 8 and the N2 extract presented 1S~33 for KOS strain. For poliovirus the extracts
N1, N2 and N3 showed values of SI~64. The antiviral activity was quantified by using
yield reduction assay and it was expressed as the reduction factor (logso ) of the viral
titer by comparison with untreated controls. Despite the important detected
antipoliovirus activity we discontinued the studies with this virus because the
mechanism of this action is well established in the literature. The studies concerning
the mechanism of antiherpes activity demonstrated that the extracts Ny, N2 and Ns
showed no virucidal effect neither activity on attachment, penetration, uncoating and
virions assembly. The herpes simplex virus type 1 DNA synthesis was not also
inhibited. Therefore, the extracts probably affect the steps occurring between the
second and the nineth hour, it means the transcription and translation of mRNA and
viral proteins. It was difficult to determine the specific stage of virus replication where
the extracts act because even they are standardized they contain a lot of compounds
acting synergistically and/or antagonically at several steps at the same time.
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l.  INTRODUGAO

1. Contextualizagio do desenvolvimento dos antivirais

Em contraste ao desenvolvimento dos antibiéticos, os ensaios utilizados para o
desenvolvimento de compostos antivirais tém encontrado varias dificuldades
(NOWOTNY et al., 1997). Isso se deve principalmente a natureza dos virus, 0s quais
possuem uma estrutura extremamente sim4dples e um sistema enzimatico restrito,
sendo totalmente dependentes dos processos metabolicos celulares para sua
multiplicagdo e sobrevivéncia. Desta forma, agentes que inibem ou causam a morte
dos virus, provavelmente sdo toxicos as células hospedeiras. Em conseqiéncia disso
um ndmero reduzido de farmacos antivirais estdo disponiveis (VANDEN BERGHE &
VLIETINCK, 1991). A terapia anti-herpética disponivel compde-se basicamente de
medicamentos a base de idoxuriding, trifluoridina, ibacitabina, vidarabina, citarabina e
aciclovir (De CLERCQ, 1993), preferencialmente para infecgbes causadas pelos virus
herpéticos dos tipos 1 e 2, e de ganciclovir (FAULDS & HEEL, 1990) e valaciclovir
(SPRUANCE et al., 1996; PATEL, 1997) para infecgbes provocadas pelo
citomegalovirus.

Em geral, existem duas categorias de agentes antivirais: com agdo indireta,
incluindo imunomoduladores como os interferons ou seus indutores e as vacinas, que
estimulam o mecanismo de defesa das células hospedeiras; e com agdo direta, que
sa0 0s agentes virucidas, que matam os virus extracelularmente e os compostos que
agem em etapas especificas do processo de replicagao viral (CHE, 1991).

Um grande avango na virologia ocorreu com o desenvolvimento das vacinas. A
importancia das vacinas antivirais é largamente comprovada, ja que os programas de
vacinagao promoveram a erradicagdo mundial da variola e 0 desaparecimento quase
completo da poliomielite. Entretanto, existe a possibilidade de complicagdes pos-

vacinagao, tendo sido relatados varios casos de doengas devido a reativagao viral.
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Além disso, a administragdo de vacinas em individuos imunocomprometidos e
gestantes deve ser realizada com precaugdo (FLINT et al., 2000).

Considerando 0 acima exposto e também o desenvolvimento de resisténcia
viral a alguns medicamentos existentes atualmente (por exemplo, cepas herpéticas
resistentes ao aciclovir) (ABAD et al., 1997), ha uma forte necessidade de ndo
apenas incrementar a atual quimioterapia antiviral, mas também encontrar novos
compostos efetivos contra infecgdes virais que sejam, a0 mesmo tempo, indcuos ou
com menor toxicidade as células hospedeiras. Ha, também, a necessidade de
encontrar substancias com atividade virucida, uma vez que a maioria dos
desinfetantes e antissépticos nao eliminam todos os virus patogénicos apés o tempo
de exposigao recomendado (CHE, 1991; ADAMS & MERLUZZI, 1993).

Os produtos naturais, incluindo o reino vegetal, constituem uma fonte
inesgotavel de compostos com promissora atividade antiviral, ndo apenas pelo
grande nimero de espécies com propriedades medicinais inexploradas, mas
principalmente pela variedade de metabdlitos sintetizados (HUDSON, 1990; CHE,
1991; ABAD et al., 1997). Uma citagdo interessante de CHU & CUTLER (1992) diz

que "... certos compostos antivirais derivados de produtos naturais possuem
estruturas que ndo seriam prognosticadas nem mesmo pelo mais imaginativo dos
quimicos”.

Dos vegetais podem ser retiradas substancias ativas cuja producdo na forma
sintética seria muito dificil e dispendiosa, ou ainda podem ser extraidos compostos
basicos que, com modificagdes estruturais, tornam-se mais eficazes e menos toxicos,
ou entdo que sejam utilizados como protoétipos para farmacos sintéticos que possuam
atividades farmacologicas semelhantes as originais (HOUGHTON, 1996).

Embora existam relativamente poucos estudos que objetivem o
desenvolvimento de antivirais a partir de plantas, esses tém revelado uma freqiiéncia
inesperada da ocorréncia de atividade antiviral desses produtos. Recentemente, um

estudo publicado pelo National Cancer Institute (NCI, EUA) mostrou que, durante o
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periodo de 1983-1994, dos 93 compostos antiinfecciosos (antibacterianos,
antifingicos, antimalaricos e antivirais) aprovados para uso em humanos, 63% eram
de origem natural. Como conclusdo desse importante trabalho, ficou estabelecido
que, com base nos dados obtidos e também na rica biodiversidade ainda existente
em alguns pontos do planeta, o estudo dos produtos naturais visando a obtencdo de
novos agentes antiinfecciosos deve ser expandido e apoiado financeiramente
(CRAAG, NEWMAN, SNADER, 1997). O grande numero de trabalhos publicados nos
altimos anos por instituigdes de pesquisa do mundo inteiro e 0 aumento do interesse
das industrias farmacéuticas nesta area (ROBBERS, SPEEDIE, TYLER 1996; SHU,
1998, BOURNE et al., 1999; HARVEY, 1999), corroboram a veracidade das
conclus6es publicadas pelo NCI.

A selecdo de espécies vegetais, com base em consideracoes
etnofarmacologicas, tem sido sugerida como estratégia objetivando criar um maior
impacto aos programas de triagem de plantas (FARNSWORTH & KAAS, 1981;
VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991, ROMING et al., 1992; BEUSCHER et al,,
1994; TAYLOR et al, 1998; SIMOES et al., 1993, SINDAMBIWE et al, 1999,
Contudo, as pesquisas nao tém sido extensivas e milhares de plantas ainda precisam
ser investigadas.

Com o intuito de contribuir para a resolugao deste problema e com base em
resultados preliminares que indicaram atividade antiviral para duas plantas medicinais
brasileiras: falsa-melissa- Lippia alba (Miller) N.E. Brown ex.Britt&Wils. (Verbenaceae)

e marceia- Achyrociine safureinides [Lam.) DC. (Asteraceae) {SIMOES, 1982, ABAD
et al., 1997), propusemo-nos inicialmente a realizar uma avaliagdo complementar de
tal atividade com esses dois vegetais. Entretanto, com o aprofundamento dos estudos
vimos que a falsa-melissa n3c apresentava resultados que justificassem essa
continuidads (SIMOES et ai, 19375}, Assim sends, esse abatha tratz somente dos

“ 1 1 .
raciiitannc nntidnae an = e, l
FECUNONGE ONNans COm S iziiaia.
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1.2. Generalidades sobre Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
(Asteraceae)

Achyrocline satureioides & uma planta medicinal denominada popularmente de
marcela ou macela. Suas inflorescéncias sdo amplamente utilizadas na medicina
popular de vérios paises: Uruguai, Paraguai, Argenfina e também no Sul do Brasil
como digestivas, antiespasmodicas, carminativas, eupépticas, antidiarréicas,
antissépticas, antiinflamatorias e hipocolesterolémicas; externamente sdo utilizadas

como antissépticas e antiinflamatdrias (SIMOES et al,, 19832,

1.2.1. Estudos tecnoldgicos

O desenvolvimento de um fitoterapico visa obter formas farmacéuticas que
preservem o potencial quimico e terapéutico do vegetal (BASSANI, 1990). Para que a
eficacia e a seguranga dos produtos fitoterapicos sejam asseguradas é indispensavel
que a qualidade e a estabilidade das matérias-primas respeitem parametros
previamente estabelecidos (PETROVICK et al., 1988). Os estudos multidisciplinares
dos vegetais (fitoquimicos, farmacoldgicos e toxicolégicos) constituem etapas
preliminares indispensaveis ao desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas.
Esses estudos preliminares, geralmente incipientes para as plantas medicinais
brasileiras, representam uma das mais importantes limitagbes para o avango das
pesquisas nesta area.

O desenvolvimento tecnoldgico de exiratos de marcela iniciou-se com a
padronizagdo de solugOes extrativas hidroetandlicas e o estabelecimento de métodos
para o controle da qualidade da matéria-prima e do produto acabado (SONAGLIO,
1987). Esse estudo levou em considerag&o vérios fatores, tais como a relag&o entre a
quantidade de sumidades floridas, a concentragao de etanol no solvente extrator e o
tempo de macerago utilizado. Posteriormente, PETROVICK & KNORST (1991) e De
PAULA et al. (1998) desenvolveram formas farmacéuticas plasticas contendo

solugOes extrativas concentradas de marcela.
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Existem varias maneiras de se obter extratos secos, sendo os mais
conhecidos e utilizados 0s processos de liofilizagdo e nebulizagdo. Os extratos secos
nebulizados tém especial interesse para a produgdo de fitoterapicos por
apresentarem caracteristicas particulares, tais como maior estabilidade, facil
manipulagdo e boa solubilidade, quando comparados com extratos liquidos.

A nebulizagdo & uma técnica de secagem de liquidos por dispers&o, onde o
liquido a ser seco é finamente dividido numa corrente de ar quente, a pressédo
reduzida, com a produgao de um p6 seco (MASTERS, 1976). Na preparagdo desse
tipo de extrato seco é indispensavel a adigdo de adjuvantes a solugdo extrativa, os
quais devem se caracterizar por sua inércia quimica, inocuidade e termoestabilidade
(PUECH, 1991).

TEIXEIRA (1996) desenvolveu trés extratos secos nebulizados, a partir de
solugdes hidroetandlicas a 80% preparadas com as influorescéncias de marcela.
Como adjuvantes foram utilizados o polissorbato 80 (Tween 80®), que foi adicionado
as trés solugdes extrativas e, tambéem, a cada uma delas: didxido de silicio coloidal
(Aerosil 200%), dioxido de silicio coloidal e celulose microcristalina (Avicel PH 101%) e
diéxido de silicio coloidal e B- ciclodextrina, originando, respectivamente, os extratos

secos nebulizados N1, N2 e N3, que serdo utilizados neste trabalho de pesquisa.

1.2.2. Estudos quimicos
A composigdo quimica da marcela foi extensivamente estudada por diversos

pesquisadores, tendo sido descrita a presenga dos seguintes constituintes:

e  Compostos flavonoidicos: isognafalina (HANSEL & OHLENDORF, 1971;
WAGNER & HORHAMMER, 1971); gnafalina (WAGNER & HORHAMMER, 1971),
galangina  (FERRARO, NORBEDO, COUSSIO, 1981); quercetina;
3-O-metilquercetina; 3-O-metilgalangina, luteolina (FERRARO et al., 1981;

SIMOES, 1984}, 7,4-diidroxi-5-O-mefilfiavanona e seu derivado 7-O-glucosideo
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(SIMCES, 1984); 5,7,8-frimetoxiflavona; 3,5,7,8-tetrametoxiflavona;
7-hidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona e alnustina (MESQUITA et al., 1986);
quercetagenina; tamarixetna e seu derivado 7-O-glucosideo; 3,7-
dimetoxiquercetina e seu derivado 7-O-glucosideo (BROUSSALIS et al., 1988);
3,5-diidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona e 3,5-diidroxi-7,8-dimetoxiflavona (LIMA, 1990);

Acidos fenélicos: acidos caféico; clorogénico e isoclorogénico (SIMOES,
1984; BROUSSALIS et al., 1988), assim como dois ésteres da calerianina (3,4-
diidroxalcoolbenzilico-4-glucosideo): um com o acido caféico e outro com o &cido
protocatéquico (FERRARO, NORBEDO, COUSSIO, 1981);

Constituintes do oleo volatil, com predominio do o-pineno (BASSANI, 1990);

Constituintes diversos como derivados da fenilpirona (HIRSCHMANN,

e minerais (PUHLMANN, 1989; BASSANI, 1990);
Polissacarideos (WAGNER et al., 1985; PUHLMANN, 1989).

Conforme 0 método de extragdo ou transformagdo empregados, diferentes

quantidades de compostos quimicos sdo extraidos. A tabela 1 mostra a composigéo

quimica quantitativa dos extratos nebulizados de marcela (N1, N2 e Na).

Tabela 1. Composi¢do quimica quantitativa de extratos nebulizados de Achyrocline

satureiniges.
Luteolina +
Extratos Flavonadides totais Quercetina
. 3-O-metilquercetina
nebulizadose (%,m/m) (%, m/m)
(%, mim)
Ns 574 0,9391 0,7294
N2 5,54 0,9325 0,7417
N3 5,38 0,7454 0,5853

Fonte: TEIXEIRA (1996)
% Para maiores informagdes sobre esses exiratos, ver pagina 20.
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1.2.3. Estudos farmacoldgicos

Algumas atividades farmacologicas podem ser mais ou menos ressaltadas
dependendo do método de extragdo utilizado. O extrato etandlico demonstrou,
principalmente, efeitos antiedematogénico e antiespasmodico, enquanto que o extrato
aquoso apresentou atividade imunomodulatéria. A agdo antiedematogénica foi
- também relatada para os extratos aquosos. A Tabela 2 mostra alguns resultados das
investigagdes farmacologicas realizadas com este vegetal.

MENTZ & SCHENKEL (1989) analisaram as indicagdes populares desta planta
comparando-as com informagdes coletadas por uma industria farmacéutica gatcha e
os resultados mostraram que ambas as informagdes eram concordantes. Os estudos
etnofarmacolégicos tém confirmado a maioria dos usos preconizados na medicina
popular para a marcela.

Os estudos que relacionam as atividades farmacoldgicas com a composi¢éo
quimica da marcela demonstraram que os efeitos nos distarbio gastrintestinais e
edematogénicos podem estar relacionados com a presenga de flavondides. As
atividades antiespasmodica e antiedematogénica foram atribuidas a quercetina,
luteolina e 3-O-metilquercetina (SIMOES, 1984; TEIXEIRA, 1996). A atividade
imunoestimulante foi atribuida aos polissacarideos (PUHLMANN, 1989; SANTOS,
1996), enquanto que quercetina, luteolina, acido caféico, 3-O-metilquercetina e seus
derivados exibiram atividade antiviral (MUSCI, 1984; CASTRILLO & CARRASCO,
1987; De MEYER et al., 1991).
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Tabela2.  Atividades farmacologicas detectadas para Achyrocline satureioides.
Atividade Parte da planta Extrato Referéncias
antimicrobiana inflorescéncias  hidroetandlico LIMA, 1990;
GUTKIND et al., 1981
folhas dioxanico SANTOS, 1996
antiespasmodica  inflorescéncias  aquoso/ LANGELOH &
hidroetanolico SCHENKEL, 1982;
SIMOES et al., 1988
folhas/caules aquoso SIMOES, RECH,
LAPA, 1986b
analgésica inflorescéncias  aquoso TEIXEIRA,1996
etandlico SIMOES, 1984
antiedematogénica inflorescéncias  aquosoletanélico  TEIXEIRA,1996
SIMOES, 1988
hidroetanélico SONAGLIO,1987
SIMOES, 1984
sedativa inflorescéncias  aquosoletandlico  SIMOES, 1984
imunoestimulante  inflorescéncias  aquoso PUHLMANN, 1989
antiviral inflorescéncias  aquoso/ SIMOES, 1992

hidrometandlico
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1.2.4. Estudos toxicologicos

Os estudos de toxicidade aguda dos extratos aquosos, preparados a frio e a
quente, e do extrato etandlico das sumidades floridas foram realizados por SIMOES
(1984) e SONAGLIO (1987), ndo tendo sido encontrada toxicidade, nas condigbes
dos experimentos.

A atividade mutagénica da quercetina isolada da marcela foi relatada
(LIMA, 1990), ndo tendo sido detectada atividade mutagénica para 3,5-diidroxi-6,7,8-
trimetoxiflavona e 3,5-diidroxi-7,8-dimetoxiflavona, também isoladas deste vegetal. A
atividade mutagénica do infuso de inflorescéncias de marcela foi verificada por
VARGAS et al. (1990), que observaram atividade genotoxica direta no teste de Ames,
resultado este atribuido a presenga de quercetina e acido caféico nos extratos. A
toxicidade destes extratos, contudo, néo foi estudada em sistemas eucariéticos.

L3. Considera¢des sobre virus
1.3.1. Os virus
(PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1993; TORTORA, FUNKE, CASE, 1998)

Os virus nd3o sdo considerados entidades celulares, pois ndo possuem
maquinaria bioquimica propria e dependem completamente das células hospedeiras
para produgdo de energia e sintese de macromoléculas. S3o, portanto parasitas
celulares absolutos. Esses microorganismos sdo ubiquos e versateis, sendo capazes
de infectar todos os tipos de células e de bactérias (bacteriofagos) até animais
(protozodrios, insetos e vertebrados) e vegetais.

Essas entidades infecciosas consistem de um genoma DNA ou RNA, nunca
ambos, acondicionado num capsideo protéico, que pode ou ndo ser circundado por
uma membrana de revestimento, o envelope. O material nucléico recoberto por

proteina & denominado nucleocapsideo. O termo virion serve para designar particulas
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virais completas, potencialmente infecciosas, formadas na Ultima fase da replicagdo
viral. O capsideo é composto por um numero definido de unidades morfoldgicas, os
capsémeros. A montagem dos virus é definida pela natureza das ligagdes formadas
entre os capsémeros individuais, 0 que confere a simetria do capsideo, podendo esta
ser helicoidal, icosaédrica ou mista.

Os virus produzem infecgbes em células-alvo definidas, principalmente, pela
especificidade dos receptores na superficie dessas células e dos proprios virus.

1.3.1.1.  Virus herpéticos humanos
(ROIZMAN., 1996; TORTORA et al., 1998; LUPI, SILVA, PEREIRA Jr, 2000)

Os virus herpéticos sdo altamente disseminados na natureza,
Aproximadamente 100 virus da familia Herpesviridae ja foram caracterizados, sendo
que existem oito virus herpéticos humanos (Tabela 3). Aiém disso, o virus herpético B
de macacos pode também infectar o homem causando encefalite mortal.

Tabela3.  Virus herpéticos humanos caracterizados até o presente

Subfamiiia/género Nome oficial
Alphaherpesvirinae

Herpes simplex 1 Herpesvirus humano-1
Herpes simplex 2 Herpesvirus humano-2
Varicella zoster Herpesvirus humano-3
Betaherpesvirinae

Citomegalovirus Herpesvirus humano-5
Roseolovirus Herpesvirus humano-6
~X-X-X-X-X-X-X Herpesvirus humano-7
Gamaherpesvirinae

Epstein- Barr Herpesvirus humano-4

-X-X-X-X-X-XX- Herpesvirus humano-8
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Ao contrario da maioria das outras familias de virus, os virus herpéticos podem
causar infecgbes liticas, latentes e transformadas. A infecgdo latente, com
subsequente doenga recorrente, € uma das caracteristicas dessa familia. Durante o
periodo de recorréncia herpética, os virus sdo inacessiveis ao sistema imune e aos
medicamentos atualmente disponiveis. Em pacientes imunocomprometidos, as

infecgdes latentes sdo freqlientemente reativadas.

1.3.1.1.1. Patogenia
(CLEMENTS, TIMBURY, GRIFFTHS, 1990)

Na infecgéo primaria causada pelos virus herpéticos, o virus penetra no corpo
por invasdo das mucosas ou solugdes de descontinuidade da pele. Muitos individuos
sao infectados ja em idade precoce. O virus sofre, entdo, replicagdo nas células
situadas na base do local de entrada, podendo ou n&o produzir lesdes vesiculares.
Apbs, o virus dissemina-se para células nervosas adjacentes. No neurdnio, o
nucleocapsideo é encaminhado para o nucleo, iniciando a infecgéo latente. Nessa
fase, 0 genoma viral esta reprimido e integrado ao DNA da célula. O virus pode,
entdo, ser ativado por varios estimulos, tais como estresse, febre, trauma, mudangas
hormonais, exposigcdo solar, efc., e depois passar retrogradamente pelo nervo,
causando lesdes caracteristicas em sitios especificos da pele e mucosas.

Os principais sintomas das infecgdes causadas pelos virus herpéticos do tipo 1
(HSV-1) s&o: infecgdes cutaneo-mucosas que sdo as mais comumente causadas por
esse virus (herpes labial), gengivomastites, faringotonsilites, querato-conjuntivites,
encefalites, infecgbes genitais (sendo que 80% dessas Gltimas sdo causadas pelo
HSV-2, mas também podem ser atribuidas ao HSV-1) e infecgbes neonatais.
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1.3.1.1.2. Estrutura dos virus herpéticos
(ROIZMAN, 1996; LUPI et al., 2000)

Os virus herpéticos sao envelopados, com capsideo icosaédrico, possuindo
aproximadamente 150 nm de diametro. Seu genoma é constituido de DNA linear de
dupla fita. Esse genoma viral é dividido em duas partes: L (long) e S (small), cada
qual sustentada por dois grupos de repetigbes invertidas que permitem que as
regides L e S invertam-se entre si para fornecerem quatro diferentes configuragdes ou

isdmeros. Sua morfologia caracteristica € mostrada na Figura 1.

1. Cerne de DNA (fita dupla)

2. Capsideo protéico envolvendo o cerne, com simefria icosaédrica, constituida de 162
capsémeros (150 hexameros e 12 pentameros) - 100nm.

3. Envelope composto por uma membrana externa recoberta de glicoproteinas virais

4. Tegumento, que € 0 espago protéico entre o capsideo e o envelope

Figura 1. Estrutura dos virus herpéticos tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2).
Esquema modificado de TORTORA et al., 1998.
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1.3.1.1.3. Ciclo de multiplicagdo dos virus
herpéticos
(PELCZAR et al., 1993; MADIGADIGAN, MARTINKO, PARKER, 1997)

O ciclo de multiplicagéo dos virus herpéticos consiste nas seguintes etapas
principais:
» Adsorcao- ocorre a ligagdo especifica dos receptores superficiais das células

hospedeiras com as glicoproteinas do envelope virai.

» Penetracao e desnudamento- 0 HSV pode penetrar na célula por fusdo com a

membrana ou por endocitose, permitindo a liberagdo do material genético no

citoplasma celular e iniciando a replicago viral.

» Transcricdo, traducdo e replicacao- a transcri¢do e a sintese protéica ocorrem

em trés fases: imediata (o), precoce (B), e tardia (y). Os produtos imediatos e
precoces sao algumas enzimas que promovem a replicagdo do DNA viral e outras
que iniciam a degradagdo do RNAm celular. O DNA é replicado por um
mecanismo circular para produzir um composto linear. Apos a replicagdo, os
genes tardios sdo transcritos e codificam proteinas estruturais do capsideo e

outras proteinas que formardo o virion.

» Montaaem e liberacao dos virions- as proteinas do capsideo sdo transportadas

para o nucleo, onde sdo reunidas em pro-capsideos vazios ou preenchidos com
DNA. Os nucleocapsideos brotam de por¢des modificadas da membrana nuclear

e sofrem exocitose.

O ciclo de multiplicagao dos virus herpéticos esta esquematizado na Figura 2.
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. Adsorcao AU
. Penetrag@o N
. Desnudamento
. Transcric@o inicial
. Traduc@o das proteinas precoces
. Replicagd@o do DNA viral
. Transcric@o e traducdo das proteinas
tardias estruturais
. Reuni@o das particulas virais no nicleo

NOO R W —

O @

. Brotamento a partir da membrana
modificada do nicleo
10. Liberago dos virions

Figura 2. Esquema do ciclo de multiplicagdo dos virus herpéticos, modificado de
WHITE & FENNER, 1994,
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1.3.1.1.4. Mecanismo de ag¢éo do aciclovir (ACV)
(ELION et al., 1977; SCHAEFFER, 1978)

O mecanismo de agdo deste farmaco sera descrito, pois o aciclovir é o
farmaco de escolha para o tratamento das infecgdes causadas pelo HSV-1 e HSV-2,
e sera utilizado neste trabalho como controle positivo para os testes antivirais.

O ACV difere do nucleosideo guanosina por possuir uma cadeia lateral aciclica
(hidroximetil). Para tornar-se ativo, precisa ser fosforilado, 0 que ocorre somente em
células infectadas por virus herpéticos.

O ACV tem agdo seletiva sobre os virus herpéticos, pois esses induzem a
atividade de uma timidina cinase (TC) nas células que infectam. A TC catalisa a
fosforilagado do ACV em monofosfato e as enzimas celulares completam a fosforilagdo
em trifosfato. A atividade deste medicamento contra os virus herpéticos esta
diretamente relacionada a sua capacidade indutora de TC. Os HSV-1 e 2 sdo o0s
indutores mais ativos de TC e séo faciimente inibidos pelo ACV. O citomegalovirus e
0 virus Epstein-Barr ndo induzem TC e s&o fracamente inibidos pelo ACV in vitro, o
que indica que a inibigdo in vivo s6 podera ocorrer com concentragdes altissimas de
ACV. O virus da Varicela Zoster tem atividade indutora de TC intermediaria.

O trifosfato de ACV inibe a replicagdo viral através da competigdo com o
trifosfato de guanosina pela DNA polimerase viral. Essa enzima incorpora o trifosfato
de ACV a cadeia do DNA em formagao, provocando a interrup¢do do elongamento,
uma vez que o ACV ndo possui a hidroxila em 3', essencial a incorporagdo dos
demais nucleotideos a cadeia do DNA. O ACV é 100X mais seletivo para a DNA
polimerase viral do que para a enzima celular, 0 que explica sua reduzida toxicidade.

O ACV né&o elimina o virus do hospedeiro e deve ser usado nas recidivas.



Introdugdo 16

1.3.1.2.  Virus da poliomielite
(WHITE & FENNER, 1994; TORTORA et al., 1998)

Picornaviridae é uma das maiores familias de virus e inclui alguns dos mais
importantes virus humanos e animais, mas apenas os representantes dos géneros
Enterovirus e Rhinovirus causam doengas em humanos. Os poliovirus pertencem ao
género Enterovirus.

Como 0 nome indica, esses virus sao pequenos (pico), com material genético
do tipo RNA, e possuem uma estrutura de virus nu.

Os capsideos dos enterovirus sdao muito estaveis em condigbes ambientais

adversas e no trato gastrintestinal, o que facilita sua transmissao orofecal.

1.3.1.2.1. Patogenia dos poliovirus
Geralmente, as infecgdes causadas pelos poliovirus sdo assintomaticas, mas
podem variar de sintomas semelhantes aos de uma gripe comum até os da doenga

paralitica (poliomielite).

Ndo existe tratamento antiviral especifico contra os poliovirus, mas a
prevengdo por meio da vacina SABIN (virus atenuados) ou, em casos especiais,
como nos imunodeprimidos, a vacina SALK (virus inativados) é muito eficaz e vem
erradicando a doenga em quase todo 0 mundo. Alias, esse é o objetivo da OMS para
0 ano 2003 (FLINT et al., 2000). Os poliovirus sdo utilizados em pesquisa como

modelo de virus com genoma RNA.

1.3.1.2.2. Estrutura dos poliovirus

Os poliovirus sdo pegquenos, aproximadamente 30 nm de didmetro, e possuem

um filamento de RNA(+) circundado por um capsideo icosaédrico com 12 vértices
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pentaméricos, sendo cada um composto de 5 unidades protéicas protoméricas. Os
capsideos sd0 estaveis ao calor, detergentes e acidos.
O filamento Unico de RNA assemelha-se ao RNAm, possuindo 7.400 bases e

uma cauda poli A. O genoma por si sé € infectante e pode iniciar a replicagéo viral.

1.3.1.23. Ciclo de multiplicagao dos pollovirus
O ciclo de multiplicagdo dos poliovirus consiste nas seguintes etapas
principais:
» Adsorcao- a especificidade da interagdo dos poliovirus com 0s receptores
celulares € o principal determinante do tecido alvo. As proteinas dos vértices do

virion contém uma depressao, que se liga ao receptor.

» Decapsidacao e penetragdo- ap6s a ligagdo com o receptor , o polipeptideo VP4

é liberado e a estrutura do capsideo é enfraquecida. O virus € interiorizado por

endocitose e 0s virions dissociam-se liberando o genoma no citoplasma.

» Tradugdo e replicagdo- 0 RNA(+) liga-se aos ribossomos, sintetizando uma

poliproteina ap6s 10-15 min. de infecgdo, que é clivada por proteases. Uma RNA-
polimerase-RNA-dependente (replicase) gera um filamento de RNA(-), a partir do

qual novos RNAm so formados.

» Montagem e liberacdo dos virus- como 0 genoma viral esta sendo replicado e

transcrito, as proteinas estruturais VP14 sdo clivadas e reunidas em protameros.
Doze pentadmeros unem-se e formam o procapsideo. O genoma ¢é inserido ao
capsideo no citoplasma e os virus sdo liberados por ocasiao da lise celular.

O ciclo de multiplicagao dos poliovirus esta esquematizado na Figura 3.
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1. Adsor¢do e penetragao
2. Decapsidagao

3. Replicagdo do RNA viral
4. Tradugao (poliproteina)
5. Montagem dos virions
6. Liberag&o dos virions

Figura 3. Esquema do ciclo de multiplicagdo do virus da poliomielite, modificado e
adaptado de MAMMETE (1992).
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Il. OBJETIVOS

Avaliar a citotoxicidade, frente a células VERO, dos extratos nebulizados de

marcela (N1, N2 e Na) através de diferentes metodologias.

Avaliar a genotoxicidade provocada em células VERO pelos extratos N1, N2 e N3

utilizando o Ensaio do Cometa.

Avaliar a atividade destes extratos na inibigdo da replicagdo do virus herpético
humano do tipo 1 (HSV-1) e do virus da poliomielite tipo 2 (polio-2), através de
metodologias diversas.

Determinar em qual etapa do ciclo de multiplicagdo do virus HSV-1 ocorre a agdo

anti-herpética.
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lil. MATERIAIS e METODOS

Os materiais descartaveis utilizados, tais como frascos e placas de cultura,
tubos plasticos, ponteiras, etc. sao originarios da NUNC; os sais sdo da SIGMA e os
solventes e reagentes, em geral, da MERCK. Os materiais e reagentes de outras

procedéncias serdo especificados oportunamente.

lil1. Extratos de Achyrocline satureioides

fiL1.1. Preparag¢ao dos extratos nebulizados

Foram utilizados os extratos secos nebulizados padronizados por TEIXEIRA
(1996)"', 0s quais foram obtidos a partir de macerados hidroetanélicos 80% (v/v)

preparados com 7,5% (p/v) de inflorescéncias de marcela. Cada grama de extrato

contém:

Ni: extrato de marcela..........ccoeevevverevennrieiercnenennnns 0,59
polissorbato 80 (Tween 80%)..........c.ooocuvvrveuerrnnnns 0,10g
dioxido de silicio (Aerosil 200%).............cvevrevennn. 0,40g

N2: extrato de marcela.........c..ccooweorivreercnireceeesircee, 0,59
polissorbato 80 (Tween 80%)...........ccveereverererennee. 0,10g
dioxido de silicio (Aerosil 200%)............ccoovrmreeneene. 0,20g
celulose microcristalina (Avicel PH 101®)............. 0,20g

Ns: extrato de marcela..........c.ccccoevvereceveceereccecnrinnee. 0,5¢
polissorbato 80 (Tween 80%).........corvevvrmrcerrennec. 0,109
dioxido de silicio (Aerosil 200®).........ccoovcuveerereee, 0,20g
B-CICIOAEXITING. ..ot 0,20g

A preparagdo desses extratos foi realizada na Faculdade de Farméacia (UFRGS), sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Valquiria Linck Bassani.
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A partir dos extratos nebulizados foram preparadas solugdes-mae de 1mg/ml
em 5% de DMSO, completando o volume com Meio 199 e armazenadas a 4°C para
posterior utilizagdo. Os extratos nebulizados foram conservados ao abrigo da luz e da

umidade.

1.2, Verificagdo cromatografica dos extratos
Com o objetivo de verificar a presenca de flavonoides e confirmar a integridade
quimica dos extratos foi realizada uma avaliag@o cromatografica em camada delgada.
Técnica: utilizou-se uma placa cromatografica de celulose como fase
estacionaria e uma mistura de cloroférmio: acido acético glacial: agua (50:40:5)
como fase movel. As solugdes de referéncia utilizadas foram quercetina (Q),
luteolina (L) e 3-O-metilquercetina (MQ), que sdo os flavondides maijoritarios
presentes nos extratos hidroetanolicos de marcela. O cromatograma foi desenvolvido
até a altura de aproximadamente 10cm, em camara saturada. Apés secagem da

placa, a detec¢do das manchas foi realizada sob luz ultravioleta a 360 nm.

H.1.3. Preparagdo dos adjuvantes

Com o propésito de verificar a influéncia das diferentes combinagbes dos
adjuvantes na citotoxicidade dos extratos nebulizados, foram utilizadas preparagdes
nebulizadas™ contendo somente os adjuvantes nas mesmas proporgdes dos extratos
N1, N2 e Na. As misturas de adjuvantes foram denominadas As (polissorbato 80,
didxido de silicio 1:4); A2 (polissorbato 80, diéxido de silicio e celulose microcristalina

1:2:2) e As ( polissorbato 80, dioxido de silicio e B-ciclodextrina 1:2:2).

* A nebulizagio das misturas dos adjuvantes foi realizada na Faculdade de Farmacia (UFRGS), sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Valquiria Linck Bassani.
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.2. Culturas celulares e virus
H.2.1. Células

As células utilizadas foram as células VERO (ATCC: CCL81), que sdo culturas
continuas de fibroblastos de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops). Estas
células foram escolhidas porque sdo permissivas aos virus utilizados neste estudo,
permitindo sua multiplicagéo e com efeito citopatico bem visivel ao microscopio ético

invertido.

i.2.2. Meio de cultura e outros reagentes

Utilizou-se para o crescimento e manutengdo das células o Meio 199 (Sigma),
adicionado de bicarbonato de sédio e antibibticos/antifingico: penicilina G e sulfato de
estreptomicina/anfotericina B (Gibco-BRL) na concentragdo final de 100U/ml,
100ug/ml e 0,25ug/ml, respectivamente.

Os antibiéticos e antifingicos sao utilizados em culturas celulares para reduzir
a contaminagao por bactérias e leveduras. As concentragdes recomendadas néo
devem ser aumentadas, pois tais produtos podem se tornar citotoxicos.

O pH do meio deve ser de 7,2 a 7,4, 0 que condiciona o uso de uma estufa de
CO2 (atmosfera com 5% de CO.), uma vez que os frascos de cultura e placas de
microtitulagdo ndo s@o herméticos. A concentracdo de CO. é particularmente
importante quando o sistema tampao utilizado for HCOs/CO.. A atmosfera da estufa
deve estar imida a fim de prevenir a evaporagdo e o aumento da osmolaridade do
meio. A utilizagao de meios sintéticos em pb facilita muito a prepara¢é@o dos meios de
cultura, pois é preciso apenas adicionar agua e filtrar em condigOes assépticas, sendo
a qualidade dessa agua um fator extremamente importante. Neste trabalho foi sempre
utilizada agua ultra-pura, obtida a partir de um sistema de purificagdo (Milli-Q®,
Millipore).

Sabe-se que, quando as células séo cultivadas em presenga de um meio de

cultura, elas estdo aptas apenas a sobreviver e ndo a reproduzir-se. A divisdo celular
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é significativamente aumentada quando adiciona-se soro de origem animal extraido
de individuos jovens. O soro é uma mistura extremamente complexa de substancias
liberadas por todos os tipos de célula do doador. Assim, o Meio 199 utilizado nas
culturas celulares foi adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco-BRL) para o
crescimento e 5% para a manutengao das células.

A tripsina é uma enzima que faz parte do grupo das proteases, as quais
catalisam reagOes de quebra das cadeias polipeptidicas em pontos mais ou menos
especificos. A tripsina rompe a cadeia peptidica quando os aminoacidos da porgdo
aminoterminal sao L-lisina ou L-leucina. Essa enzima n&do requer a presenga de
cofatores e € utilizada para liberar as células do suporte da cultura. Porém, a agdo da
tripsina deve ser bloqueada apés o descolamento das células para evitar a citdlise. A
adigdo de meio de cultura contendo SFB as células dissociadas inibe a agdo litica da
tripsina. Nos experimentos, utilizou-se uma solugdo de tripsina em EDTA a 0,05%
(NaCl 0,8%; KCI 0,04%; dextrose 0,1%; NaHCOs 0,058%; tripsina 0,05%; vermelho
de fenol 0,045% e EDTA 0,02%).

i1.2.3. Virus

Os experimentos foram realizados com 0s seguintes virus:
» Virus com genoma DNA:
= Virus herpéticos tipo-1
-HSV-1 cepa KOS (Universidade de Rennes, Franga)
-HSV-1 cepa VR733 (ATCC)
-HSV-1 cepa 29 R (resistente ao aciclovir) (Universidade de Rennes,
Franga)
» Virus com genoma RNA:
= Poliovirus tipo 2 (Instituto Adolfo Lutz, SP)
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.2.3.1  Preparagdo das suspensoes-estoques virais

Técnica: num frasco de cultura, uma suspensao viral ja existente foi inoculada
as células VERO. Apobs adsorgdo virai, durante 1h, a 37°C, em estufa de CO,, o
excesso da suspensdo viral (particulas virais que ndo penetraram nas células) foi
retirado e 0 Meio 199 sem SFB foi adicionado. As células infectadas foram incubadas
até a destruigao do tapete celular. E importante que a incubagdo seja feita durante um
periodo bem preciso, correspondendo a 3 ou 4 ciclos de multiplicagdo viral, pois
quando o tapete celular é destruido e os virions sao liberados, o titulo infeccioso pode
cair rapidamente (1 ciclo de multiplicagdo dos virus herpéticos= 18h; 1 ciclo de
multiplicagdo dos poliovirus= 8h). Para completar o rompimento das células, o
conteudo do frasco foi congelado e descongelado 3X. A suspensdo viral foi
centrifugada, para precipitagdo dos fragmentos celulares, e o sobrenadante foi

aliquotado em tubos estéreis e armazenados a -80°C até utilizagéo.

ll.23.2. Determinagio do titulo infeccioso viral

Estabelecer o titulo infeccioso de uma suspensdo viral significa contar o
numero de particulas virais capazes de infectar células permissivas. O titulo
infeccioso dos virus foi determinado pelo método das diluigbes limites, de acordo com
a metodologia classica de REED & MUENCH (1938).

Técnica: diluigbes seriadas, na razdo de 1:10, foram preparadas a partir de
uma suspensdo viral, cujo titulo deve ser determinado. Essas diluigdes foram
inoculadas ao tapete celular previamente formado em placas de microtitulagdo de 96
cavidades e incubadas, a 37°C, durante 4 ciclos de multiplicagdo (=72h para HSV-1 e
32h para poliovirus). O titulo foi determinado através da avaliagdo microscopica das
células, nas quais as diferentes concentragdes virais causaram ou n3o efeito
citopatico. A concentragdo que produz resposta positiva em 50% ou 100% das
arﬁostras € denominada dose infectante a 50% (Dlso) ou 100% (Dl1oo) ou TCID/ml

(=Tissue Culture Infectious Dose).
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Para aumentar o titulo infeccioso viral &€ necessario realizar uma nova infecgdo
com a suspensdo estoque viral, conforme item anterior e apés deve-se efetuar uma
nova titulagao.

Hi.3. Estudo da citotoxicidade

H.3.1. Avaliagao das alteragoes morfologicas

A citotoxicidade consiste na desorganizagdo do tapete celular e no aspecto
granuloso e arredondado das células com conseqtiente aparecimento de alteragbes
morfologicas (STREISSLE, SCHWOBEL, HEWLETT, 1981).

Técnica: uma suspensdo celular contendo aproximadamente 250.000
células/ml foi preparada e distribuida em placas de microtitulagdo de 96 cavidades
(100 plicavidade). Apbs 24h de incubagdo, a 37°C, em estufa de CO,, formou-se um
tapete celular confluente. A partir das solugées-mae dos extratos Ni, N2 e N3 foram
preparadas diluigdes seriadas na razao de 1.2 (cada dilui¢do foi feita em triplicata) e
adicionadas as cavidades contendo tapete celular. Foram realizados também os
controles celulares (CC), contendo apenas Meio 199. Em seguida, as placas foram
incubadas durante 72h, a 37°C, e a aparéncia dos tapetes celulares foi comparada
com aquela dos CC, ao microcépio invertido (Coleman XDP-1). Um exemplo deste
experimento esta esquematizado na Figura 4.

Esta técnica permite estimar a concentragao citotoxica em 50% das células

(CCso) em relagao aos controles celulares.

ll.3.2. Viabilidade celular

Diferentes técnicas de coloragao (cristal violeta, eosina, vermelho neutro, azul
de Trypan, etc.) sdo usualmente utilizadas para avaliar a citotoxicidade de
substancias. Neste trabalho foi utilizado o teste de exclusdo com o azul de Trypan,
que € um corante que s6 penetra nas células mortas cujas membranas ndo podem
mais exclui-lo. Este fendmeno de permeabilidade da membrana celular permite

estimar indiretamente o grau de integridade da mesma. O percentual de células ndo
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coradas representa o indice de viabilidade celular (WALUM, STENBERG, JENSSEN,
1990).

N1 N2 N3 CC
QAT
*::z: g
00110*01«0*

Escala de citotoxicidade

) 15% Oso% Ozs% O 0%

Figura 4. Disposigdo da placa de microtitulagdo usada para a determinagdo da

citotoxicidade das diferentes concentragdes dos extratos nebulizados de marcela, em
células VERO:

N1 (C1 a Cg): diferentes concentragdes do extrato Ni diluido em Meio 199

Nz (C1 a Cs): diferentes concentragdes do extrato N2 diluido em Meio 199

N3 (C1 a Cs): diferentes concentragdes do extrato Ns diluido em Meio 199

CC: controle celular contendo apenas Meio 199

Ci1aCs: concentragbes das solugbes a testar; diluigdes realizadas numa

progressdo geométrica de razo Y.
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Técnica: uma suspensdo celular contendo aproximadamente 250.000
células/mi foi preparada e distribuida em placas de microtitulagdo de 6 cavidades,
sendo adicionados 3ml desta suspensdo em cada cavidade da placa. Apés incubagéo
de 24h, a 37°C, formou-se um tapete celular uniforme. O Meio 199 foi substituido
pelas diluigbes dos extratos N1, N2 e N3 (cada dilui¢do foi feita em ftriplicata). As
concentragdes utilizadas foram iguais ou inferiores a CCso de cada extrato, a fim de
confirmar a citotoxicidade detectada pelo método anterior. Apds incubagdo de 72h, a
37°C, o tapete celular foi dissociado por tripsinizagdo. A tripsina foi entdo inativada
através da adigdo de Meio 199 contendo SFB e a suspensdo celular foi recolhida e
centrifugada a 350X g durante 15min. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi ressuspenso num volume de Meio 199 sem SFB, suficiente para formar
uma suspensao celular contendo 2.106 células/ml. Sob lamina e laminula foram
adicionados 25ul da suspenséo celular e 25ul do corante azul de Trypan (solugdo a
1% em PBS), esperou-se 5min e foi feita a contagem de 100 células por lamina, no
microscopio invertido, estabelecendo-se os percentuais de células viaveis e ndo

viaveis.

.4, Estudo da genotoxicidade

Os agentes genotdxicos podem ser definidos funcionalmente por possuirem a
habilidade de alterar a replicagdo do DNA e a transmissdo genética. Desta forma, as
medidas de genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutagbes e
aberragbes cromossomicas (COMBES, 1992).

A sensibilidade e a capacidade de medir danos no DNA de células individuais
ttm tornado o Ensaio do Cometa uma importante ferramenta na deteccdo da
genotoxicidade de compostos de interesse.

Neste trabalho, foi adotada a técnica do Cometa/SCGE (Single Cell Gel
Electrophoresis), proposta por SINGH et al. (1988) com algumas modificagdes (TICE
& STAUSS, 1995), cujo esquema pode ser visualizado na Figura 5.
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VS . ~ Desespiralizagdo do DNA em
- Preparagéo das laminas solugdo alcalina e eletroforese
\\
: e solidificar a 4°C mLz\ \\ k.
| —
o ~  Remover alaminula
Pré-cobertura: 1,5% agarose NMP NaOH 10N +200mM EDTA
12 camada: 0,75% agarose NMP Tratamento alcalino por 30min.
2° camada: 501 de 0,70% agarose
LMP + 1014 suspensao celular Eletroforese por 30min.
l 25V, 280-300mA
A
Lise celular uRahEolo
Z\_j Tris 400mM (pH 7,5)
2 Xy Gotejar 300
Solugdo de lise: (3x por 5min)
o NaCl 2,5M .
— | EDTA100mM Coloragéo
Tris 10mM N Brometo de etideo
1% lauril sarcosinato s 7 S 20pg/ml
1% Triton Cobrir com laminula
10% DMSO e
Anilise

Microscopio fluorescéncia

Filtro excitagao 515-560nm
Filtro barreira 530 nm

Tratamento, a 4°C, por, no minimo, 1h -

Figura 5. Esquema dos procedimentos empregados no Ensaio do Cometa,
modificado de SIMAZAKI, 1999.
NMP= Normal Melting Point (= ponto de fusao normal)

LMP= Low Melting Point (= baixo ponto de fusao)
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11.4.1. Preparac@o das suspensoes celulares

Técnica: foram preparadas suspensdes celulares, contendo aproximadamente
2.108 células/mi, que foram distribuidas em placas de microtitulagdo de 6 cavidades
(3ml por cavidade). Apos 24h, a 37°C, formou-se uma monocamada confluente e
foram adicionadas as células diferentes concentragdes dos extratos Ni, N2 e Nj,
inferiores as CCso previamente estabelecidas, durante diferentes periodos de
incubagdo (24, 48 e 72h), de acordo com o esquema da Figura 6. Também foram
preparados controles positivos e negativo. Apbs contato com os extratos, o Meio 199
contendo diferentes concentragées dos extratos foi retirado, as células foram lavadas
3X com PBS e submetidas a tripsinizagdo. Apds, as suspensdes celulares foram
centrifugadas e ressuspensas em Meio 199 sem SFB na quantidade exata para a

obten¢do de suspensdes celulares contendo 2.106 células/mi.

1.4.2. Preparagdo dos controles positivos e negativo

Os controles positivos e negativo, aléem de auxiliarem na verificagdo e
monitoramento das condigbes experimentais, funcionam como padrdes no
estabelecimento da classificagao dos danos no DNA.

Como controle positivo foi utilizado o peréxido do hidrogénio (H202), que €
conhecido por causar danos no DNA através da geragdo de radicais de oxigénio
(ANDERSON et al., 1994). Duas hipoteses sdo sugeridas para explicar o dano
induzido pelo H202. A primeira € a formagao de radicais hidroxila (.OH) através do
processo de catalise por metais de transigao, tipicamente Fe2+ , sendo esta reagéo
denominada reagao de Fenton (DREHER & JUNOD, 1996). A segunda hipétese seria
a habilidade dos radicais (.OH) e outras formas que provocam estresse oxidativo em
causar danos no DNA, através da ativagdo de uma série de eventos metabolicos
celulares, permitindo a atividade de enzimas nucleases, as quais clivam a cadeia de
DNA. Ambos os mecanismos podem ocorrer simultaneamente (HALLIWELL &
ARUOMA, 1991).
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L incubag@o de 24, 48 e 72h,
a37°C, 5% CO

incubagdo de 1h.
adr°C, 5% CO,

incubagdo de 24, 48 e 72h, ﬁ
a37°C, 5% CO: Y

Figura 6. Tratamento das culturas celulares com extratos nebulizados de marcela N,
N2 e N3 e controles positivos e negativo utilizados na realizagdo da Técnica

do Cometa. H202= perdxido de hidrogénio

Os controles positivos (H202) foram preparados nas concentragdes de 200uM
(controle positivo 1) e de 100uM (controle positivo 2) a partir de uma solugdo a 30%
de H20> (Vetec), que foram entdo incubadas com as células, a 37°C, durante 1h.

O controle negativo consiste em células contendo apenas Meio 199.
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H.4.3. Preparagao das soluges
1.4.3.1. Perodxido de hidrogénio (PM=34,01; solugdo a 30%=8,8M)

- preparo da solugao 1 (1.105uM): 22,7l da solugao a 30% q.s.p. 2,0ml meio sem SFB
- preparo da solugdo 2 (1.104uM): 100pl da solugdo 1 g.s.p. 1,0ml meio sem SFB
- preparo da solugdo 200:M: 200l da solug&o 2 q.s.p. 10,0ml de meio sem SFB
- preparo da solugdo 100M: 100p da solugao 2 q.s.p. 10,0mi de meio sem SFB

N.4.3.2. PBS (Phosphate Buffered Saline), livre de Ca2* e Mg2*

10 ml de PBS livre de Ca?*, Mg?* (Dulbecco) q.s.p. 1000 ml de agua Milli-Q; confirmar

o pH 7,4 e armazenar a 4°C.

l.4.3.3. Solugao de lise

2,5M NaCl 146,19
100mM EDTA 37,29
10mM Tris-HCI 1,29
1% lauril sarcosinato de sédio (Fluka) 10,0ml

= adicionar 700ml de agua Milli-Q
= gjustar pH 10,0 com NaOH
= completar com agua Milli-Q até 890 ml

Solucéo final de lise (100 ml): adicionar 1 ml de Triton X-100 e 10 ml de DMSO em 89

ml da solug&o preparada conforme descrito acima, refrigerar por, no minimo, 1h antes

de usar.
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.4.3.4. Tampao alcalino de eletroforese
30ml NaOH 10N, 5ml EDTA 200mM, q.s.p. 1000ml de H.O Milli-Q, ajustar
pH 13,0 com NaOH e refrigerar, no minimo, 1h antes de usar. O volume a utilizar
depende da capacidade da cuba de eletroforese.

111.4.3.5. Tampao de neutralizagao
0,4M de Tris-HCI (48,5 ), q.s.p. 1000ml de agua Milli-Q, ajustar pH 7,5 com HCI

concentrado e armazenar a temperatura ambiente.

l1.4.3.6. Solugdo de brometo de etideo
1ml da solugéo estoque de brometo de etideo (10X concentrada: 200ug/ml), q.s.p.
10ml de agua Milli-Q e armazenar a temperatura ambiente.

Obs.: composto téxico. Manipulagdo cuidadosa com luvas!

Nn.4.4. Preparagdo das laminas

lil.4.4.1. Pré-cobertura

Laminas esmerilhadas foram mergulhadas numa suspenséo de agarose a 1,5
% em PBS livie de Ca?* e Mg?*, com ponto de fusdo normal (Normal Melting
Agarose= NMA, Gibco-BRL). Apés, o lado liso das laminas foi limpo e as mesmas

foram secas a temperatura ambiente.

i.4.4.2. Primeira camada

Foram adicionados as ladminas contendo pré-cobertura 300ul de uma
suspenséo de agarose a 0,75% em PBS livre de Ca?* e Mg?*, com ponto de fusdo
normal (Normal Melting Agarose= NMA, Gibco-BRL). Em seguida, as laminulas
(24x50 mm) foram colocadas sobre as laminas e os conjuntos foram armazenados

numa camara Umida a 4°C.
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.4.4.3. Segundacamada

Num microtubo tipo Eppendorf foram misturados 10ul de uma suspensio
celular (obtida conforme item 111.4.1) com 90ul de uma suspenséo de agarose com
baixo ponto de fusdo (Low Melting Agarose= LMA, Gibco-BRL) a 0,75% em PBS livre
de Ca?* e Mg2+, a 37°C.

As laminulas das laminas, ja com a primeira camada, foram retiradas e a
mistura descrita acima foi gotejada e as mesmas laminulas foram imediatamente
recolocadas. As laminas permaneceram a 4°C, durante 5min, para o endurecimento
da agarose. Apés, as laminulas foram retiradas e as laminas mergulhadas na solugdo
de lise num recipiente adequado. Os passos subseqiientes foram realizados ao
abrigo da luz, pois 0 DNA é susceptivel aos efeitos da luz.

Nota: O ambiente deve ser escuro e a solu¢ao deve estar a 4°C antes do uso.

i.4.5. Lise das células
Depois de devidamente preparadas, as laminas foram mergulhadas numa
solugdo de lise a 4°C e ali permaneceram por, no minimo, 2h. Essa solugdo contém

detergente e altas concentragbes de sais, que promovem a desintegragdo das

membranas celulares.

11.4.6. Tratamento alcalino e eletroforese

Apés a lise, as laminas foram acomodadas numa cuba horizontal de
eletroforese e as células foram tratadas com tampéo alcalino (pH 13,0) durante
30min, a 4°C. Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e desespiralizagao
dos sitios de rompimento da molécula de DNA (ROJAS, LOPEZ, VALVERDE, 1999).

A eletroforese foi realizada em corrente elétrica de 300 mA e 25V, por 30min.
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4.7. Neutraliza¢ao e coloragao

ApoOs a corrida eletroforética, as laminas foram neutralizadas através da sua
lavagem 3X com o tampéo de neutralizagdo, por 5min cada. Em seguida, as laminas
foram coradas com 700u! de uma solugao diluida de brometo de etideo (um agente
intercalante de DNA que emite fluorescéncia quando exposto a radiagdo UV) e
observadas ao microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 40) em aumento de 200x,
a 515-560 nm, com filtro de barreira (590nm).

H.4.8. Analise dos cometas

As células podem ser analisadas por diferentes metodologias, como por
exemplo, através de monitores equipados com analisadores de imagens ou 0 uso de
lentes objetivas milimetradas, as quais podem medir a distancia da cauda até o
nucleo do cometa, ou ainda através da utilizagdo de microscopios com scanner a
laser para medir as diferengas nos danos do DNA de células isoladas (KOBAYASHI
et al., 1995). Um parémetro geralmente usado é o momento da cauda (tail moment),
introduzido por OLIVE, BANATH, DURAND (1990), que € o comprimento da cauda
versus percentual do DNA migrado ou intensidade da cauda. Contudo, € um
consenso entre os investigadores que n3o existe uma maneira apropriada de calcular
o tail moment. No entanto, métodos mais simples também s&o utilizados. Os
resultados obtidos através da analise visual mostraram estreita correlagdo com a
analise de imagens computadorizadas (KOBAYASHI et al., 1995; COLLINS, et al.,
1997). A classificagdo de células lesadas, em varios graus de migragdo do DNA, foi
estabelecida por varios autores e, neste trabalho, foi utilizada aquela preconizada por
KOBAYASHI et al. (1995), com algumas modificagdes (MIYAMAE et al., 1998a).

No microscopio de fluorescéncia foram examinadas 100 células para cada
concentragao dos trés extratos N1, N2 € N3, e os danos foram classificados em fungdo
da forma e do comprimento das caudas dos cometas (Figura 7): tipo 1, sem cauda;

tipo 2, cometas com pequenas caudas (caudas com comprimento < 25% do diametro
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da cabega); tipo 3, cometas com caudas de tamanho médio (caudas com
comprimento entre 25% e 100% do diametro da cabega); tipo 4, cometas com
caudas longas (comprimento da cauda > didmetro da cabega); tipo § cometas mal

definidos (a) ou com cabega pequena (b).

CLASSE 4

Figura 7. Classificagdo dos cometas em fun¢do da forma e do comprimento da
cauda, segundo KOBAYASHI et al. (1995), com algumas modificagdes
(MIYAMAE et al., 1998a).
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Apos a classificagdo das células, cada uma pertencendo a uma das cinco
classes, foi realizado um escore visual (MIYAMAE et al., 1998a), no qual foram
atribuidos valores de 0 a 4 (zero para nicleos intactos e quatro para nicleos com
dano maximo). Desta forma, o escore total para 100 células variou de zero

(totalmente sem danos) a 400 (totalmente danificadas).

ill.4.9. Analise estatistica

Na anélise estatistica foram consideradas duas variaveis: extratos nebulizados
testados: Ni, N2 e N3 e tempos de exposicdo de 24, 48 e 72h, sendo que as
interagGes entre os fatores devem ser levadas em consideragao.

Cada tratamento foi realizado em ftriplicata, isto &, para cada experimento
foram confeccionadas trés laminas e 100 células de cada lamina foram analisadas ao
acaso.

O efeito dos tratamentos das células em relagdo a intensidade e freqliéncia da
formagado de cometas foi analisado utilizando a analise das variancias (ANOVA), com
nivel de significancia de 5%. Apos, foi utilizado o teste de separagdo de médias de
TUKEY. As diferengas estatisticamente significativas ou ndo dos tratamentos com
relagdo aos controles negativos, foram avaliadas através do teste t de Student, com
nivel de significancia de 5%.

A andlise estatistica do ensaio do cometa deve ser realizada levando-se em
consideragao a importancia biolégica dos dados obtidos, identificando-se o tamanho
do efeito que podera ser considerado biologicamente importante e relacionando-o
com o poder estatistico do estudo (LOVELL, THOMAS, DUBOW, 1999).
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HL5. Estudo da atividade antiviral
H.5.1. Inibigao do efeito citopatico viral
I.5.1.1.  Efeito citopatico (ECP) viral

O efeito citopatico viral foi definido por ENDERS, WELLER, ROBBINS (1949)
como sendo todas as lesGes provocadas por um virus nas células onde ele se
multiplica. A maioria dos virus provoca modificagdes celulares especificas e faceis de

observar ao microscopio.

.5.1.1.1. Efeito citopatico do virus herpético do tipo-1

O ECP do virus HSV-1 é caracterizado pelo aparecimento de células

arredondadas, brilhantes, freqlientemente ligadas umas as outras por

prolongamentos citoplasmaticos, formando os chamados focos, que tém um aspecto

caracteristico de "cachos de uva", que se estendem rapidamente sobre o tapete
celular infectado (GIRARD & HIRTH, 1989).

11.5.1.1.2. Efeito citopatico do poliovirus
O efeito citopatico provocado pelo poliovirus se traduz por células
arredondadas ou piriformes, que se destacam do seu suporte, vacuolizam-se e
acabam por se romper ou se encolher na forma de massas cristalinas. As células
infectadas sdo refringentes, com citoplasma vacuolizado e granuloso, repleto de

virions, que estdo sob a forma de inclusdes eosindfilas (GIRARD & HIRTH, 1989).

.5.1.2. Multiplicidade de infecgao (MOI)
Anteriormente a realizagdo dos testes antivirais é imprescindivel a obtengao de
suspensdes-estoque virais devidamente tituladas. O passo seguinte € a determinagao

da concentragdo da suspensao viral a ser usada nos testes.
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A multiplicidade de infecgdo (MOI) é a razédo entre 0 numero de particulas
virais infecciosas e o nimero de células utilizadas. Por exemplo, se 0 MOI=1, existe
uma particula viral para cada célula, isto €, uma relagdo virus-célula hospedeira
bastante alta. No decorrer do trabalho, os valores de MOI estao indicados para cada

experimento.

Exemplo de calculo do TCID1eo/mi:

= se a menor concentragdo que destruiu 100% do tapete celular durante a titulagéo
viral foi de 1x102

» se a quantidade da suspenséo-estoque viral usada durante a titulagio, em cada
cavidade, foi de 25l

= se 0 numero de células/ml for de 250.000.

concentragdo viral volume utilizado na titulagéo
X102, 25l
) G 1000 (1mli)

[ X=4x103 TCDwgml |

Calculo do MOI:
MOI= 4x103 TCID10o/ml
2,5x108 células/ml
MOI= 0,016

Calculo da concentragdo a ser utilizada com o MOI desejado (por exemplo 0,01 e 1):

MOI conc. viral MOI conc. viral
0,016-~—---—--- 1x102 0,016-——--—---—-- 1x102
0,01---———-- X I X

X=6,25x103 X=0,625
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l.5.1.3. Técnica da inibigao do efeito citopatico viral

Técnica: Uma suspensao celular contendo aproximadamente 250.000
células/ml foi preparada e distribuida numa placa de microtitulagdo de 96 cavidades,
sendo adicionados 100ul dessa suspensdo em cada cavidade. Apds incubagédo de
24h, a 37°C, formou-se um tapete celular uniforme. Foram entdo, adicionados
simultaneamente 100ul dos extratos N1, N2 e N3, em diferentes concentragdes (iguais
ou inferiores aos valores de CCso), € 100ul da suspensdo viral (MOI=0,01). Foram
preparados ainda, os controles virais (CV), que confirmam a viruléncia da suspenso
viral, os controles celulares (CC), que atestam a integridade do tapete celular na
auséncia de extratos e virus, e os controles com aciclovir (Cacv), mostrando a inibigao
completa da multiplicagao viral, no caso do HSV-1. Apés incubagdo, a 37°C, durante
4 ciclos de multiplicagdo dos virus, as leituras foram feitas ao microscopio invertido e
o ECP provocado pelos virus foi comparado com os controles. Um exemplo deste

experimento esta esquematizado na Figura 8.

A inibicdo do ECP foi avaliada de acordo com a proposi¢do de SIDWELL

(1986), segundo uma escala que vai de 1 a 4, conforme o grau de destruigdo celular:

ESCALA
ECP=0 células unidas, espalhadas, transparentes e idénticas as dos
controles celulares
ECP=1 pequenos focos de infecgdo virai; a superficie das células mortas é

igual a +25% do tapete celular completo
ECP=2 + 50% do tapete celular encontra-se destruido
ECP=3 + 75% do tapete celular encontra-se destruido

ECP=4 + todas as células do tapete estdo destruidas
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Essa escala pode ser melhor compreendida observando-se as Figuras 9 e 10,
nas quais as celulas VERO, infectadas com HSV-1 e com poliovirus,
respectivamente, exibem o ECP em diferentes intensidades.

A metodologia apresentada permitiu estimar o percentual de inibi¢io do efeito
citopatico em relagdo aos controles virais. A concentragdo que inibiu 50% do ECP foi
denominada de concentragéo efetiva a 50% (CEso).

Com posse dos valores de CCso € CEso, foram calculados os IS (indices de
seletividade), que consistem na relagéo entre CCso € CEso (1S= CCso/CEso). Quanto
maior o valor de IS, mais seguro do ponto de vista toxicologico sera o material
estudado. Segundo a literatura, valores de 1S>4 indicam que o produto avaliado
merece ser melhor investigado em relagdo a atividade antiviral detectada (TSUCHIYA
etal., 1985; SIDWELL, 1986).
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100%

N1 No N3  Cacv CV CC

COROC0000
Q.a-ttnnod

Escala de inibigao do ECP viral

75% 50% 25% O 0%

Figura 8. Disposigdo da placa de microtitulagdo usada para a determinagdo da

inibigdo do efeito citopatico viral das diferentes concentragdes dos extratos

nebulizados de marcela, em células VERO:

N1 (C1 a Cs):
N2 (C1 a Cg):
N3 (C1 a Cg):
Cv:

Cacv:

CC:
Ci1aCs:

diferentes concentragdes do extrato N1 e suspensao viral com MOI definido
diferentes concentragbes do extrato N2 e suspensao viral com MOI definido
diferentes concentragdes do extrato N3 e suspensao viral com MOI definido
controle viral contendo somente suspensao viral

controle de inibicdo do ECP viral contendo diversas concentragdes de aciclovir
(10,0 a 0,078ug/ml) e suspensao viral com MOI definido, no caso do HSV-1
controle celular contendo apenas meio 199

concentragdes das solugdes a testar; diluigdes realizadas numa

progressao geomeétrica de razéo .
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Figura 9. Escala de inibigdo do efeito citopatico (ECP) do HSV-1 em células VERO.
A. tapete celular intacto; B. um foco de infec¢do ou ~ 25% de destruigdo do
tapete celular; C. ~ 50% de destrui¢do do tapete celular, D. ~ 75% de
destruicdo do tapete celular, E. ~ 100% de destruicdo do tapete celular.
Aumento de 250X, microscopio invertido.
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Figura 10. Escala de inibigdo do efeito citopatico (ECP) do poliovirus tipo 2 em
células VERO. A. tapete celular intacto; B. um foco de infecgdo ou ~ 25%
de destruigao do tapete celular; C. ~ 50% de destrui¢do do tapete celular,
D. ~ 75% de destruigdo do tapete celular, E. ~ 100% de destrui¢do do
tapete celular. Aumento de 250X, microscopio invertido.
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li.5.2. Redugéao do titulo infeccioso viral

Esta é uma técnica semiquantitativa e foi utilizada em um e em varios ciclos de
multiplicagé@o viral, de acordo com a metodologia classica de REED & MUENCH
(1938).

H.5.2.1. Técnica A: um ciclo de multiplicagio

Uma suspensdo celular contendo aproximadamente 250.000 células/ml foi
preparada e distribuida numa placa de microtitulagdo de 96 cavidades
(100ul/cavidade). Apés incubagdo de 24h, a 37°C, formou-se um tapete celular
uniforme. Foram inoculados 100 ul da suspensdo estoque viral em cada cavidade a
fim de obter uma MOI préxima de 1. Apos 1h de adsorgéo, a temperatura ambiente,
0s virus em excesso foram eliminados através da lavagem do tapete celular com
tamp&o PBS. Em seguida, foram adicionados a placa os extratos N1, N2 e N3 diluidos
em Meio 199 adicionado de 2% de SFB. Foram realizados, ainda, 0s controles
celulares e o controle positivo com aciclovir (para os experimentos realizados com o
HSV-1), cuja atividade é bem conhecida na terapéutica. As placas foram incubadas, a
37°C, durante 18h para 0 HSV-1 e 8h para o poliovirus (= 1 ciclo de multiplicag&o).
Apbs, as placas foram congeladas e descongeladas 3X. Os contetdos das cavidades
idénticas foram reunidos e centrifugados a 350Xg para eliminar os residuos
celulares. Os titulos infecciosos foram determinados conforme ja descrito. A atividade
antiviral das substancias foi expressa pela redugdo do titulo infeccioso (em logro),
com relagdo aos controles virais. A inibigao de 1logio = 90% de inibigdo, 2logio = 99%
de inibigdo, 3log1o=99,9% de inibigdo, 4l0g10=99,99% de inibicdo e > 5logio = 100%

de inibig&o.

I.5.2.2. Técnica B: vérios ciclos de multiplica¢io

Para realizagdo deste teste, os virus, com baixa multiplicidade de infecgéo

(MOI=0,01) e os extratos Ni, N2 e N3 (em diferentes concentragdes), foram
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adicionados simultaneamente as culturas celulares (esta € uma diferenga em relagdo
a técnica anterior, onde os virus ficavam em contato prévio com as células durante
1h). As placas foram incubadas, a 37°C, durante 72h para 0 HSV-1 e 32h para o
poliovirus (=4 ciclos de multiplicagao viral). A multiplicagdo dos virus foi interrompida
por congelamento das placas e apés foram realizadas as titulagbes, conforme

descrito anteriormente.

NLS.3. Estudo do mecanismo da agao antl-herpética
H.5.3.1. Agdo virucida
Técnica: em microtubos tipo Eppendorf foram misturados 100ul da suspenséo
estoque viral com 100ul dos extratos N1, N2 e N3, em diferentes concentragdes (iguais
ou inferiores aos valores das suas CCso), durante 2h, a 37°C. Apds, os titulos
infecciosos foram determinados, conforme j& descrito, e a redugdo dos mesmos

produzidos pelas diferentes concentragdes dos extratos em estudo foi avaliada com

relagéo aos controles virais.

1.53.2. Agdo sobre os receptores celulares

Para investigar a ag@o dos exiratos nebulizados de marcela N1, N2 € N3 sobre

os receptores celulares, foram usadas duas técnicas:

Técnica A: Uma suspensdo celular contendo aproximadamente 250.000
células/ml foi preparada e distribuida numa placa de microtitulagdo de 96 cavidades
(100wl/cavidade). Apés incubagdo de 24h, a 37°C, formou-se um tapete celular
uniforme. 100 wl de cada concentragdo dos extratos N, N2 e N3 foram adicionados as
culturas e incubadas, a 37°C, durante 3h para o HSV-1 e 1,5h para o poliovirus. Apos
o tempo de incubagdo, os extratos foram retirados e foram adicionados 100ul da

suspensdo viral (MOI= 0,01). As placas foram incubadas durante 4 ciclos de
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multiplicagdo viral, congeladas e descongeladas 3X e as titulagdes foram realizadas
conforme descrito anteriormente. A redugo do titulo infeccioso viral foi determinada e
expressa em logqo, com relagéo aos controles virais.

Técnica B: idéntica a anterior, com exceg¢do do tempo de incubagdo dos

extratos N1, N2 € N3 com as células, que foi de 24h parao HSV-1.

.5.3.3. Agdo anti-herpética intracelular
1.5.3.3.1. Agdo intracelular em fungio do tempo de
adicdo dos extratos N1, N2e Ns

A técnica utilizada € a mesma descrita no item 111.5.2.1., porém variando o
tempo de adigdo de cada substancia (SIMOES, AMOROS, GIRRE, 1999a). Em

seguida, um resumo desta técnica é apresentado:

inoculagao das culturas celulares com as suspensdes-estoque virais (MOI=1),

incubagao a temperatura ambiente durante 1h,

- remog&o do excesso de virus (que nao penetraram nas células) e lavagem das
celulas com tampao PBS,

- adigdo dos extratos N1, N2 e Na: 1; 1,5; 3; 6; 9 e 12h apbs a infecgo viral,

- incubagao por um periodo de 18h (= 1 ciclo de multiplicagdo do virus HSV-1),

- congelamento, descongelamento, centrifugagdo, titulagdo e comparagdo da

redugdo dos titulos infecciosos virais.

1.5.3.3.2. Ac¢éao intracelular por inibicdo da sintese
do DNA do HSV-1

ETAPA 1: Preparagao das culturas celulares infectadas pelo virus HSV-1
Técnica: suspensdes celulares contendo aproximadamente 250.000 células
VERO/mI foram preparadas e distribuidas em placas de 6 cavidades (3ml/cavidade).

Apos 24h, a 37°C, formou-se um tapete celular uniforme. O meio nutritivo foi retirado
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e a suspensédo estoque do HSV-1 foi inoculada em cada cavidade (exceto naquela
que serve de controle celular), a fim de se obter multiplicidade de infecgdo (MOI=1).
Durante 1h de contato, a temperatura ambiente, ocorreu a adsorg@o e penetragdo
viral nas células. Em seguida, foram adicionados as cavidades 3ml dos extratos Ny,
N2 e Nz diluidos em Meio 199 sem SFB, em concentragdes inferiores as CCso, sendo
realizados, ainda, o CV, Cacv € CC. Quando se completou o efeito citopatico
(32h= 2 ciclos de multiplicagéo), as placas foram congeladas a -80°C até sua
utilizagao. O rompimento das membranas celulares foi promovido pelo congelamento
e descongelamento das culturas por 3X e a clarificag&o foi realizada por centrifugagdo
branda. Os sobrenadantes contendo as suspensdes virais, ou fluidos infecciosos,
foram usados na extragdo do DNA do HSV-1, que servira de molde para as reagdes
de PCR.

ETAPA 2: Extragdo do DNA viral a partir dos fluidos infecciosos
O DNA do HSV-1 foi extraido utilizando-se duas técnicas:

Técnica A: extragdo de acidos nucléicos utilizando fenol-cloroférmio através
da metodologia proposta por SAMBROOK, FRITSC, MANIATS (1989).
Aproximadadmente 500l dos fluidos infecciosos foram colocados em tubos tipo
Eppendorff e foi adicionado o mesmo volume de FREON 113 (Triclorofluoretano,
Aldrich). Os conteudos foram agitados durante 30seg e centrifugados a 30.000Xg por
5min, a temperatura ambiente. Apés centrifugag&o, a fase aquosa foi transferida para
um novo tubo, acrescida de dodecil sulfato de soédio a 1% (SDS, Gibco-BRL) e
incubada a 37°C durante 30min. Em seguida, adicionou-se 500ul da mistura dos
solventes fenol:cloroformio:alcool isoamilico, na proporgdo 25:24:1, agitou-se por
30seg e centrifugou-se como descrito acima. Para a precipitagdo dos acidos
nucléicos adicionou-se a fase aquosa acetato de sodio 3M (pH 5,3), na concentragdo

final de 10% e 3 volumes de etanol absoluto a -20°C, sendo as amostras incubadas a
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-20°C durante 2h ou a -80°C durante 30min. Apés precipitagéo, as amostras de DNA
foram centrifugadas a 30.000Xg durante 20min a 4°C e a fase aquosa foi descartada.
Cada amostra foi adicionada de 3 volumes de etanol a 70% mantido a -20°C,
homogeinizada levemente e centrifugada conforme descrito anteriormente. A fase
aquosa foi novamente descartada, o tubo vertido sob papel absorvente e o DNA
precipitado foi seco ao ar. Ao precipitado foram adicionados 50ul de agua Milli-Q

estéril e este foi armazenado a -20°C até sua utilizagao nas reagdes de PCR.

Técnica B: 0 DNA viral dos fluidos infecciosos foi liberado por fervura a 99°C,

por 10min.

ETAPA 3: Reagdo de PCR

Para a detecgdo do DNA do HSV-1 foi utilizado basicamente o protocolo
descrito por AURELIUS et al. (1991). A regido conservada do DNA do virus herpético,
correspondente ao gene da glicoproteina D, foi amplificada utilizando-se o seguinte
par de oligonucleotideos: HSV 1-1 (5'ATC ACG GTA GCC CGG CCG TGT GACA 3)
e HSV-1-2 (5'CAT ACC GGA ACG CAC CAC ACA A 3)*. Num volume final de 50,
a mistura reacional continha 22mM Tris-HCI (pH=8,4), 55mM KCI, 1,65mM MgCl,,
220uM de dGTP, 220uM de dATP, 220uM de dTTP, 220uM de dCTP, 22U Taq DNA
polimerase (PCR SuperMix, Gibco-BRL), 0,2 nmoles do par de oligonucleotideos
HSV-1-1 e HSV-1-2 e 0 DNA molde extraido dos fluidos infecciosos.

Apos, cada tubo recebeu uma camada de 6leo mineral, sendo as reagdes
realizadas num termociclador modelo MiniCycler™, MJ Research.

As condigbes térmicas da reagdo com estes iniciadores foram as seguintes:

desnaturagdo inicial a 95°C por 5min, anelamento a 55°C por 30seg e extensdo a

* Os oligonucleotideos foram gentilmente cedidos pela Dra Marion Burger (LACEN PR) e posteriormente

sintetizados pela Gibco-BRL.
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72°C por 60seg; seguindo-se 33 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30seg,
anelamento a 55°C por 30seg e extensdo a 72°C por 60seg . Foi realizado ainda um
passo final de extensdo, a 72°C por 10min, sendo, entdo, mantidos a 4°C até sua

utilizagao.

ETAPA 4: Deteccao do DNA amplificado

O produto de PCR do HSV-1, um fragmento de DNA de 222 pares de bases
(pb), foi detectado por eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% (SAMBROK
et al., 1989). 5ul de cada produto de amplificagdo foram diluidos em 3ul do tampo
de aplicagdo (solugdo do azul de bromofenol a 0,25% e sacarose a 40% p/v em agua)
e aplicados em géis de agarose a 1% (Gibco-BRL) em tampao Tris-borato-EDTA
(TBE) na concentragao final de Tris-HCI 0,09M; &cido bérico 0,09M e EDTA 0,02M.
A corrida eletroforética foi realizada a 100V, com tampé&o de corrida TBE na mesma
concentragdo acima mencionada. Apds coloragdo com brometo de etideo na
concentragdo de 0,5ug/ml, por aproximadamente 5min, o DNA amplificado foi
visualizado sob luz UV e comparado com um marcador de peso molecular de DNA
que vai de 100 a 1500 pb (100pb ladder, Gibco-BRL).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

IV.1. Verificagdo cromatografica dos extratos

A verificagdo da presenga de flavondides e a confirmagdo da integridade
quimica dos extratos N1, N2 e N3, através de cromatografia em camada delgada
(CCD), foram realizadas segundo técnica descrita por SONAGLIO (1987). O resultado

encontra-se esquematizado na Figura 11.
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Figura 11. Representagéo grafica do perfil cromatografico dos extratos nebulizados
de marcela (N1, N2 e N3). Fase estacionaria: celulose; fase movel;
clorofoérmio: acido acetico: agua (50: 45: 5); detecgdo: luz UV 360nm.
Padroes:

Q= quercetina, L= luteolina, 3MQ= 3-O-metilquercetina.

A CCD apresentou as manchas caracteristicas dos flavondides majoritarios
presentes nos extratos estudados, comparando-se com as manchas dos respectivos

padroes.
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IV.2. Determinagdo da citotoxicidade

O ideal, para qualquer farmaco antiinfeccioso, € que seja efetivo contra um
determinado patégeno e, a0 mesmo tempo, inbcuo as células hospedeiras. Por esse
motivo, anteriormente a avaliag@o da atividade antiviral de um produto qualquer, é
imprescindivel a determinagéo da sua citotoxicidade.

A citotoxicidade foi definida por NARDONE (1977) como sendo o conjunto de
alteragbes da homeostase celular que provoca uma série de modificagbes que
interferem na capacidade das células de se adaptar, sobreviver, reproduzir-se e
realizar suas fungdes especificas. Esta definigdo mostra a extensdo dos eventuais
efeitos citotoxicos que um produto qualquer pode causar a uma célula.

A avaliagdo da citotoxicidade € um problema complexo, pois todas as
substancias interagem, em diferentes niveis, com as células alvo e podem provocar
algum tipo de dano celular temporario ou permanente. A intensidade da lesao celular
depende de varios fatores, tais como a concentragdo do material testado, o tempo de
exposi¢ao, o tipo de célula, a capacidade do produto de penetrar na célula, etc (HU &
HSIUNG, 1989).

A determinagéo da citotoxicidade dos extratos nebulizados N1, N2 e N3 foi
realizada utilizando-se as técnicas de avaliagdo das alteragdes morfologicas celulares
e de determinagdo da viabilidade celular, de acordo com as metodologias descritas
em Materiais e Métodos. Nesses testes, as culturas celulares foram incubadas,

durante 24, 48 e 72h, a 37°C, na presenga de diferentes concentragdes dos extratos.

vV.21. Alteragdes das caracteristicas morfologicas

Apbs o tempo de incubagdo de 72h, o aspecto dos tapetes celulares tratados
com os extratos nebulizados N1, N2 € Na foi comparado aquele dos controles celulares
e pode-se estimar os valores de CCso (concentragdo citotoxica a 50%), que foram de
62,5u9/ml para os trés extratos nebulizados. Embora esses extratos difiram na

composi¢ao e concentragdo dos adjuvantes, eles apresentaram os mesmos valores
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de CCso. Realizou-se, entdo, um experimento idéntico com preparag¢des nebulizadas
sem o extrato de marcela, contendo somente as misturas dos adjuvantes (A1, Az e As)
nas mesmas proporgdes dos extratos N1, N2 e N3. A visualizagdo microscépica dos
tapetes celulares adicionados das misturas de adjuvantes A1, A2 e Az ap6s 72h, ndo
mostrou alteragbes morfoldgicas, com relagdo aos controles celulares, a partir da
concentragdo de 125ug/mi (acima da CCso). Isto significa que a citotoxicidade na
concentragdo de 62,5 ug/ml encontrada para os extratos nebulizados N1, N2 e N3
deve-se exclusivamente a presenga do extrato seco de marcela.

O fato dos valores obtidos de CCso serem idénticos para os trés extratos
nebulizados também indica que os adjuvantes ndo influenciaram nas alteragdes

celulares morfolégicas observaveis ao microscopio invertido.

IV22. Determinagdo da viabilidade celular

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos nebulizados N1, N2 € N3 na
viabilidade celular, foi utilizado o teste de exclusao com o corante Azul de Trypan, que
SO penetra nas células mortas cujas membranas ndo podem exclui-lo. As culturas
celulares foram tratadas com trés concentragdes de cada extrato (iguais e inferiores a
CCso) durante 24, 48 e 72h. Foram analisadas 100 células em cada experimento e 0s
percentuais de células ndo coradas representam a viabilidade celular. Os ensaios
foram realizados em friplicata e a representagdo grafica dos resultados obtidos

encontram-se na Figura 12.
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Figura 12. Avaliagdo da viabilidade celular dos extratos nebulizados de marcela

(A-N1, B-N2 e C-N3). C1, C2 e Cs= concentragdes dos extratos (iguais e
inferiores & CCso: 62,5; 31,2 e 15,6ug/ml, respectivamente). CC=

controle celular.
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Para os trés extratos Ni, N2 e Ns, a viabilidade celular foi dependente da
concentragdo e do tempo de incubagdo. Basicamente, as concentragdes Ci (62,5
ug/ml) e Cz (31,25 ug/ml) mostraram percentuais de viabilidade celular menores do
que a concentragdo Cs (15,62 ug/ml) e o controle celular. Esses ultimos mostraram

valores de viabilidade celular semelhantes (Figura 12).

Comparando os resultados obtidos com as duas metodologias utilizadas para
a determinacdo da citotoxicidade dos extratos Ni, N2 e Ni: avaliagdo das
caracteristicas morfolégicas das culturas (A) e determina¢do da viabilidade celular

(B), verificou-se em 72h de incubagao:

- Extrato N1 Ci= (A) destruigio de 50% do tapete celular, (B) ~21% de células inviaveis
Co=> (A) destruigdo de 25% do tapete celular, (B) ~18% de células inviaveis
Cs=> (A) ndo houve destrui¢do do tapete, (B) ~ 10% de células inviaveis

CC= (A) ndo houve destruigdo do tapete, (B) ~ 10% de células inviaveis

- Extrato N2 Ci= (A) destruigdo de 50% do tapete celular, (B) ~27% de células inviaveis
Co= (A) destruigdo de 25% do tapete celular, (B) ~25% de células inviaveis
Cs= (A) ndo houve destruigdo do tapete, (B) ~ 10% de células inviaveis

CC= (A) nao houve destrui¢do do tapete, (B) ~ 10% de células inviaveis

- Extrato N3 Ci= (A) destruigdo de 50% do tapete celular, (B) ~34% de células inviaveis
Co=> (A) destruigao de 25% do tapete celular, (B) ~24% de células inviaveis
Ca=> (A) ndo houve destruigdo do tapete , (B) ~ 10% de células inviaveis

CC= (A) ndo houve destruigao do tapete, (B) ~ 10% de células inviaveis

De posse destes resultados pode-se concluir que a concentragdo Cs dos
extratos testados € aparentemente desprovida de citotoxicidade, uma vez que 0s

resultados dos testes de viabilidade celular (B) e de alteragdes morfolégicas (A) sdo
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idénticos aos dos controles celulares. Na avaliag&o da viabilidade celular - método (B)
- observou-se praticamente 0s mesmos percentuais de células invidveis para as
concentragbes Ci e Cz; porém, na concentragdo C; as duas metodologias
apresentaram praticamente os mesmos resultados, sendo que na concentragao Cs, 0
método (B) apresentou resultados que indicam menor citotoxicidade, talvez por se
tratar de uma técnica quantitativa, mais precisa, enquanto que o outro método- (A) -

carrega uma certa subjetividade, ja que é uma avaliago visual.

IV.3. Estudo da genotoxicidade através do Ensaio do Cometa

Os flavonéides tém sido intensivamente estudados sob o ponto de vista do seu
potencial genotoxico elou carcinogénico (BROWN, 1980; MAC GREGOR et al.,
1983). Embora a mutagenicidade de alguns flavondides, como a quercetina, seja bem
estabelecida em sistemas procariéticos (NAGAO et al., 1981; ELLIGER, HENIKA,
MAC GREGOR,, 1984), os limitados estudos realizados em sistemas eucarioticos,
tém mostrado resultados conflitantes (RUEFF et al., 1986; POPP & SCHIMMER,
1991). Um exemplo desses resultados contraditérios sdo os trabalhos publicados pela
mesma equipe de pesquisadores. DUTHIE, JOHNSON, DOBSON (1997a) afirmaram
que a quercetina induziu quebras no DNA, de maneira dose-dependente, em células
HepG2 e em linfocitos humanos. No mesmo ano, DUTHIE et al. (1997b) relataram
que a quercetina e outros flavonbides exerceram efeito protetor em linfocitos
humanos previamente expostos ao perdxido de hidrogénio, considerado um indutor
de genotoxicidade.

Para 0 estudo da genotoxicidade de produtos de interesse, tem-se usado
internacionalmente o Ensaio do Cometa. Sua sensibilidade e capacidade de medir
danos no DNA de células individuais tém tornado essa técnica uma importante

ferramenta nesta area. No presente estudo, a avaliagdo da genotoxicidade dos
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extratos nebulizados de marcela (N1, N2> e Nj) foi realizada utilizando esta
metodologia.

Nas ultimas décadas, a pesquisa de novas tecnologias para a verificagdo de
danos no DNA de células eucaridticas tem sido muito incrementada. RYDBERG &
JOHANSON (1978) foram os primeiros a quantificar diretamente o dano no DNA de
celulas individuais. Para melhorar a sensibilidade da detecgao de danos causados no
DNA, OSTLING & JOHANSON (1984) desenvolveram uma técnica de eletroforese
em microgel, na qual as células eram lisadas, misturadas com agarose e submetidas
a eletroforese em condigdes neutras, permitindo a detec¢do de quebras em fitas
duplas do DNA celular.

SINGH et al. (1988) modificaram a técnica de OSTLING & JOHANSON (1984),
utilizando uma eletroforese alcalina (pH~13) capaz de detectar quebras em fitas
simples de DNA e em sitios instaveis em meio basico (=alkali labile) de células
individuais. Essa versdo é a mais comumente citada na literatura, sendo conhecida
como Single Cell Gel Electrophoresis Technique (SCGE) ou Ensaio do Cometa.
OLIVE et al. (1990) desenvolveram um processo de lise celular, também em
condi¢Bes alcalinas, seguido de eletroforese em pH=12,3. Os métodos de SINGH e
de OLIVE e seus respectivos colaboradores sdo idénticos no principio e similares na
pratica, mas o protocolo que utiliza pH=13 mostrou ser mais sensivel (TICE &
STRAUSS, 1995; GREEN et al., 1996) e foi, por isso, adotado neste trabalho.

A técnica descrita por SINGH et al. (1988), com algumas modificagdes (TICE
& STRAUSS, 1995), foi utilizada para a avaliagdo da atividade genotoxica dos
extratos nebulizados de marcela em células VERO. Nessa técnica, as células
suspensas em gel de agarose sao acomodadas em laminas de microscépio, lisadas
por detergentes e altas concentragdes de sais, € 0 DNA liberado € submetido a um
tratamento alcalino para promover o relaxamento da molécula superespiralizada de
DNA, seguido de eletroforese em condigdes alcalinas. Os nucleos intactos das

células que ndo sofreram lesdes ndo migram, enquanto que os fragmentos de DNA
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de nucleos lesados migram para o anodo. Quando a lamina é corada com um corante
que se liga ao DNA, os nucleos aparecem na forma de cometas, com cabega e cauda
fluorescentes. A forma e comprimento da cauda indicam a intensidade do dano ao
DNA nuclear.

O Ensaio do Cometa, por ser um ensaio desenvolvido recentemente, esta
sendo validado gradualmente, uma vez que diversas variaveis ndo sdo ainda
padronizadas. Desta forma, durante a realizagdo dos experimentos, foram
encontradas certas dificuldades, em especial relacionadas com a concentragdo e
tempo de exposi¢do a tripsina. Estudos realizados por SINGH et al. (1991) indicaram
que a tripsina aumenta a fragmentagdo do DNA e que a remogao das células em
cultura através de raspagem (=scraping) resultou em menor indugdo de danos. No
presente trabalho, procurou-se minimizar os danos causados no DNA das células
utilizando uma solugdo de tripsina-EDTA a 0,05%, ao invés de uma solugdo de
tripsina-PBS a 0,1%, como é citado na literatura (SINGH et al., 1991), e por um
periodo de exposi¢ao minimo, nao superior a 5min.

No decorrer deste estudo, duas variaveis foram levadas em consideragao: (a)
extratos nebulizados Ni, N2 e N3 todos nas concentragbes nao citotoxicas
(Ca=15,6g/ml) e (b) diferentes tempos de incubagdo desses extratos com as células
(24, 48 e 72h).

E importante realizar os testes com a concentragdo ndo citotoxica de cada
extrato nebulizado, uma vez que a literatura indica que a concentragdo maxima a ser
testada deve produzir uma viabilidade celular maior do que 75%, a fim de evitar
resultados falso-positivos (ANDERSON, YU, MAC GREGOR, 1998). A morte celular
pode influenciar na estimativa dos danos provocados, porque a migragéo do DNA de
células mortas também é detectada pelo Ensaio do Cometa (células apoptéticas)
(MIYAMAE et al., 1998b). E dificil a distingdo entre células em apoptose e células
danificadas por algum agente quimico ou fisico através dessa técnica, embora certos

pesquisadores afirmem que isto seja possivel (ANDERSON et al., 1998). A
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citotoxicidade dos extratos nebulizados N1, N2 e N3 foi estimada usando-se o teste de
exclusdo do Azul de Trypan, sendo que a concentragdo Cs; dos trés extratos
apresentou percentuais de células viaveis iguais aos dos controles celulares.

Os tempos de incubagéo foram escolhidos em fungdo da permanéncia dos
extratos nebulizados em contato com as células VEROQ infectadas com os virus
herpéticos durante 4 ciclos de multiplicagdo (72h). Na avaliagdo da atividade antiviral
dos extratos Ni, N2 e N3, as culturas sdo monitoradas a 24, 48 e 72h, sendo
interessante a determinag8o da genotoxicidade nesse mesmo periodo de tempo.
Porém, a fase do ciclo celular e os mecanismos celulares de reparo devem ser
levados em consideragao. Qualquer célula eucarittica tem a capacidade de reparar
diferentes tipos de danos causados no DNA, incluindo quebras de dupla e simples
fita; por exemplo, 50% dos danos causados por radiagbes ionizantes sdo reparados
em 15min e o reparo completo ocorre entre 1 a 2h (TICE & STRAUSS,1995). Varios
compostos quimicos, com diferentes mecanismos mutagénicos, provocaram danos
na molécula de DNA imediatamente apés, 21 e 45h apés o tratamento de células de
linfoma de rato (MIYAMAE et al., 1998b). Com relagdo as células VERO, o inicio das
reagdes de reparo nao esta determinado, sendo que, ap6s 24h, provavelmente, os
mecanismos de reparo ja comegaram.

Durante os experimentos, as células ficaram em contato com os diferentes
extratos, em diferentes tempos de incubagdo e cada tratamento foi realizado em
triplicata. Cem células de cada |amina foram analisadas ao acaso e classificadas
visualmente em 5 classes segundo KOBAYASHI et al. (1995), modificado por
(MIYAMAE et al., 1998a). Apobs, utilizou-se um escore no qual foram atribuidos
valores de 0 a 4 para as classes 1, 2, 3, 4 e 5. Desta forma, o escore total para 100
células variou de zero (nicleos intactos) a 400 (nucleos totalmente danificados). A

representacdo grafica dos resultados obtidos encontra-se na Figura 13.
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Escore

Extratos nebulizados

Figura 13. Avaliagado da genotoxicidade dos extratos nebulizados de marcela (N, N2
e Na), utilizando o Ensaio de Cometa. CC= controle celular, H.02= controle

com perdxido de hidrogénio (100uM). Tempos de incubagdo: 24, 48 e 72h.

A influéncia dos extratos nebulizados N1, N2 € Na, nos diferentes tempos de
incubagdo, e as possiveis interagdes dessas variaveis foram analisadas
estatisticamente utilizando-se o teste-t de Student para a comparagdo entre os
tratamentos e os controles celulares (Tabela 3), e o teste de analise de variancias
ANOVA, seguido do teste de TUKEY para a separagdo de médias, num intervalo de
significancia de 0,05, para a comparagao entre os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela3. Andlise estatistica dos resultados obtidos no Ensaioc do Cometa
utilizando-se os extratos nebulizados de marcela N1, N2 € N3, em diferentes tempos
de incubagdo (24, 48 e 72h), através do teste-f de Student para comparagdo entre o0s

controles celulares (CC) e os diferentes tratamentos.

Valores de t
Extratos/tempo 24h 48h 72h
N1 0,072 0,014 0,021
N2 0,104 0,011 0,095
N3 0,058 0,023 0,039
t tabelado fo05 (GL) 3,18 3,18 3,18

GL= graus de liberdade, neste caso GL=3.

® Se { calculado > T tabelado™  calculado €5ta fOra do nivel de significancia, isto &, os valores
comparados sao estatisticamente diferentes, considerando o= 0,05.
o Se f cakculado < I tabelado™ I calculado €St dentro do nivel de significancia, isto &, os

valores comparados sdo estatisticamente semelhantes, considerando o= 0,05.

Observa-se que todos os valores de f caicuiados S80 Menores do que os valores de
t telados; portanto, os resultados obtidos com os extratos N1, N2 € N3, em diferentes
tempos de incubagdo, sdo estatisticamente idénticos aos respectivos controles

celulares.
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Tabela4. Andlise de variancias (ANOVA) dos resultados obtidos no Ensaio do
Cometa utilizando-se os extratos nebulizados de marcela, N1, N2 € N3, em diferentes

tempos de incubagao (24, 48 e 72h).

Causas de
o GL SG QR: F teste a
variagao

Fator A (extratos) 2 540,67 270,33 1,66 0,217
Fator B (tempos) 2 1891,55 945,78 5,82 0,011
Interagdo A x B 4 228,44 57,11 0,351 0,84

Erro 18 2925,33 162,52 -

Total 26 5586,0 - -

GL= graus de liberdade; SQ= soma dos quadrados; QM= quadrado médio; F teste=
SQ/QM;

o= nivel de significancia.

o Fator A: ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os extratos N1, N> e N3,
considerando a=0,05.

e Fator B: houve diferenga estatisticamente significativa entre os tempos de incubagdo de 24, 48
e 72h, considerando a=0,05.

o Interagdo A x B: ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as interagdes dos

fatores A e B, considerando «=0,05.

Observa-se que apenas os tempos de incubagao (fator B) influenciaram os
resultados obtidos no Ensaio do Cometa; assim, somente o fator B foi submetido ao
teste de separagao de médias (TUKEY).

Separagao de médias utilizando o teste de TUKEY:

Fator B 2dh X

48h X
72h X
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O teste de separaga@o de médias indica que os resultados obtidos em 24h sao
estatisticamente diferentes daqueles obtidos em 48 e 72h, que s&o, por sua vez,
actaticticamente semathantes.

A analise dos dados através da andlise das variancias (ANOVA), seguida do
teste de separagdo de médias (TUKEY) indicou que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os extratos N1, N2 e N3, mas essa diferenga
ocorreu para os diferentes tempos de incubagao, ou seja, quanto maior o tempo de
contato com os extratos, maior & a formagdo de cometas. Porém, a diferenga
estatistica entre os tempos de incubacdo também é detectada nos controles
celulares, indicando que a formag@o de cometas ocorreu por morte espontanea das
células com o passar do tempo, e ndo devido a presenca dos extratos nebulizados.
Além disso, a comparagao estatistica entre os tratamentos e os controles celulares,
para cada tempo de incubagao, utilizando o teste-f de Student, indicou que nao foram
encontradas  diferengas estatisticamente  significativas entre os mesmos,
considerando «=0,05. Isto significa que os extratos nebulizados N1, N2 e N3, na
concentragdo utilizada (15,6 ug/ml), ndo induziram a formagdo de cometas em
células VERQ.

Desta forma, pode-se concluir que, em 48 e 72h de incubagdo ndo se
consegue diferenciar os danos provocados no DNA pelos extratos Ni, N2 € N3
daqueles originados de células mortas espontaneamente e que, provavelmente, 0s
mecanismos de reparo do DNA das células ja foram acionados. Isso ndo ocorreu em
24h de incubagdo, parecendo ser esse um tempo adequado para a avaliagdo da
genotoxicidade em cultura de células VERO.

O Ensaio do Cometa & uma importante ferramenta no estudo da
genotoxicidade, mas aproximadamente 85% dos resultados obtidos nessa area foram
positivos, sendo que novas pesquisas s80 necessarias para a investigagdo da
persisténcia e do reparo dos danos observados. A correlagdo dos dados obtidos

com outras técnicas se faz necessaria para confirmar o significado biologico desses
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achados. A esse respeito, HELBIG & SPEIT (1997) e COLLINS et al. (1997),
comentaram que as quebras de fitas simples de DNA observadas na versao alcalina
do Ensaio do Cometa sdo rapidamente reparadas, ndo apresentando lesdes
mutagénicas letais, e que as conseqtiéncias biolégicas desses resultados devem ser

analisadas com precaugao.

V4. Avaliagdo da atividade antiviral
iV4.1. Inibigdo do efeito citopatico virai

O efeito citopatico (ECP) viral € definido como o conjunto de alteragoes
provocadas por um virus nas células onde ele se multiplica. Os virus herpéticos e os
poliovirus modificam as caracteristicas morfologicas das células VERO de maneira
especifica e facilmente distinguiveis ao microscéopio invertido.

A avaliagdo da inibigdo do ECP viral provocada pelos extratos nebulizados de
marcela foi realizada através da técnica descrita em Materiais e Métodos. Preferiu-se
utilizar esta técnica e ndo aquela de redugdo do numero de placas de lise, pois essa
ultima preconiza a adigao de carboximetilcelulose (CMC) no meio de cultura apos a
adsor¢do e penetragdo dos virus no interior das células. A CMC aumenta a
viscosidade do sobrenadante das culturas, o que poderia dificultar a interagéo célula-
extrato. Alguns trabalhos, comparando ambas as técnicas, indicaram que 0s
resultados obtidos no estudo de substancias com atividade antiviral conhecida, foram
contraditorios. Estes relatos indicam ainda que as duas metodologias revelam
aspectos diferentes da infecgdo viral, € deve-se considerar também as condigdes
experimentais que influenciam os resultados, tais como os tipos de células e de virus
utilizados, multiplicidade de infecgdo viral, tempo de incubagao, etc. (SIDWELL, 1986;
HU & HSIUNG, 1989).

Os resultados obtidos na avaliagdo da inibigdo do ECP viral pelos extratos

nebulizados de marcela N1, N2 e N3 encontram-se na Tabela 5 e na Figura 14,
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Tabela 5. Avaliagdo da inibigdo do efeito citopatico (ECP) viral provocada pelos
extratos nebulizados de marcela (N1, N2 e Na), frente aos virus herpéticos (cepas
KOS, VR733 e 29R) e ao poliovirus tipo 2.

CEso, pg/ml, (IS)

Extratos CCso

de (ng/ml) HSV-1, HSV-1, HSV-1, Poliovirus
marcela cepaKOS  cepaVR733 cepa 29R tipo 2
N 62,5 7.8(8,0) 3,9 (16,0) 5,8 (10,7) 0,98 (63,8)
N, 62,5 1,9 (32,9) 3,9 (16,0) 3,9 (16,0) 0,98 (63,8)
N3 62,5 58 (10,7) 58 (10,7) 7.8 (16,0) 0,98 (63,8)

CCso= concenfragdo citotoxica a 50%; CEso= concentragdo efetiva a 50%
IS= indice de seletividade (IS= CCso / CEsp)

EIN1
ON2
ON3

KOS VR733 29R tipo 2
ViRUS

Figura 14. Comparagdo dos indices de seletividade (IS) obtidos para os extratos
nebulizados de marcela (N1, N2 e N3 ) frente aos virus herpéticos (cepas
KOS, VR733 e 29R) e ao poliovirus tipo 2.
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Conhecendo os valores de CCso € CEso pode-se calcular os indices de
seletividade (IS= CCs; / CEso) destes extratos. Quanto maior o IS do extrato, mais
ativo ele sera contra o virus, sendo, ao mesmo tempo, menos toxico as células
hospedeiras.

Os resultados obtidos com os extratos nebulizados Ns, N2 e N3 frente aos virus
herpéticos apresentaram certa homogeneidade, com excegéo do extrato N frente a
cepa KOS, que apresentou um valor de IS mais elevado do que aqueles dos demais
extratos. Isto poderia ser explicado pelas diferentes composigdes dos adjuvantes nos
trés extratos, ja que a concentragdo da solugao hidroetanélica de marcela € a mesma
para os trés extratos.

A influéncia dos adjuvantes na preparagao dos extratos secos nebulizados se
manifesta de forma diversa nas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e
biofarmacéuticas das preparagdes. Os estudos realizados por TEIXEIRA (1996),
visando a padronizagdo dos extratos nebulizados de marcela aqui avaliados,
indicaram que o extrato contendo didxido de silicio coloidal como adjuvante (Ni)
apresentou as melhores caracteristicas de rendimento, umidade residual,
recuperagao de flavonoides e estabilidade fisica frente a umidade, enquanto que o
extrato seco nebulizado contendo esse adjuvante e f3-ciclodextrina (Ns) apresentou
as melhores caracteristicas antiedematogénicas e o extrato contendo celulose
microcristalina (N2) apresentou maior densidade.

O extrato N> é constituido de polissorbato 80, diéxido de silicio coloidal e
celulose microcristalina como adjuvantes de nebulizagdo. Do ponto de vista
farmacotécnico, num estudo realizado com os extratos N1, N2 e N3, cujo objetivo era
indicar qual desses trés extratos melhor influenciaria a preparagéo de uma pomada,
De PAULA et al. (1998) relataram que o extrato N> foi aquele que apresentou melhor
indice de espalhabilidade (imprescindivel para a manutengdo da qualidade de

preparagbes destinadas a aplicagdo na pele) e o melhor indice de o6leo (indica
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indiretamente a probabilidade de quebra do sistema tipo emulsdo), quando
incorporado a uma pomada a base de monoestearato de glicerila.

Tudo indica que a mistura de adjuvantes do extrato nebulizado N
proporcionou uma melhor interagdo desse com as células infectadas, permitindo
observar-se assim uma atividade anti-herpéetica mais pronunciada. Assim sendo, a
convergéncia dos resultados obtidos no recente estudo galénico, acima referenciado,
e aqueles obtidos neste trabalho de detecgéo de atividade anti-herpética mostra que
esforgos futuros devem ser envidados para dar seguimento aos estudos desta

atividade farmacologica com este extrato padronizado.

Os resultados obtidos para o poliovirus-2 foram idénticos para os trés extratos
(IS=60) e sdo mais elevados do que os resultados obtidos para os virus herpéticos

(Figura 14). Esse fato sera discutido no proximo item.

IV.4.2. Redugéo do titulo infeccioso viral

Com o propoésito de confirmar e, sobretudo, quantificar a atividade antiviral
encontrada com a técnica anterior, utilizou-se a metodologia de redugéo do titulo
infeccioso viral com um e com varios ciclos de multiplicagdo viral, sendo que com um
ciclo de multiplicagdo utilizou-se MOI=1, enquanto que com quatro ciclos utilizou-se
MOls de 0,2 e 0,01. Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 15, 16 e 17,
respectivamente.

Como era de se esperar, as redugdes do titulo infeccioso viral provocadas
pelos extratos nebulizados N1, N2 e N3 foram mais significativas com quatro ciclos de
multiplicagdo, pois num periodo maior de exposi¢do as células, ocorre também uma
maior produgdo de particulas virais, sendo mais facil a detecgé@o desta redugao, com

relagdo aos controles virais.
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Os resultados obtidos na avaliagao da inibigao do ECP viral foram confirmados
pela técnica de redugdo do titulo infeccioso viral, sendo que o extrato N2 mostrou-se
novamente mais ativo contra 0 HSV-1, cepa KOS. Nos experimentos realizados com
essa cepa do HSV-1, em varios ciclos de multiplicagéo, a redugao do titulo foi melhor
detectada, ja que o valor obtido na titulagéo da suspensao viral inicial (10° TCID1go/ml)
era mais elevado do que para as demais cepas (103 e 102 TCID1oo/ml para as cepas
VR733 e 29R, respectivamente). Acredita-se ainda que a maior atividade detectada
contra 0 HSV-1 pelo extrato N2 deve-se, conforme mencionado no item anterior, as
caracteristicas farmacotécnicas conferidas pela composi¢ao dos seus adjuvantes.

De forma geral, a redugéo do titulo infeccioso viral pelos trés extratos, em um e
quatro ciclos de multiplicagdo do HSV-1, foi detectada até a concentragdo Cs, e a
partir da concentragdo Cs observa-se que a redugao do titulo infeccioso foi bem

menos acentuada ou ndo mais ocorreu (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15. Redugado do titulo infeccioso viral, expressa em logso, com um ciclo de multiplicagdo
(MOI=1) apresentada pelos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e Na nas concentragdes (pg/ml):
Ci=62,5; Co= 31,2; Cs= 15,6; C4= 7,8; Cs=3,9; Cs= 1,9. Controle ACV= confrole com aciclovir nas
concentragbes (ug/ml): C1=10; C2=5; C5=2,5; C4=1,25; Cs=0,62, Cc=0,31.
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Figura 16. Redugao do titulo infeccioso viral, expressa em logio, com quatro ciclos de multiplicagdo
(MOI=0,2) apresentada pelos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e N3 nas concentragdes
(ng/ml): Ci= 62,5; Co= 31,2; Ca= 15,6; C4= 7,8; Cs=3,9; Cs= 1,9. Controle ACV= controle com
aciclovir nas concentragdes (ug/ml): C1=10; Co=5; C3=2,5; C4=1,25; C5=0,62, Cs=0,31.



Resultados e Discussdo 70

_HSV1, cepa KOS (10*TCID; go/mi)
47——v—?—ﬁ—*—u-——n——
ol SN
1 \* &
) ; . \\o— & *—

Cc1 (o] cs

o2 c::neceanlraw%‘;
[+N1 = N2 _a N3 +Acv|

HSV-1, cepa VR733 (10°TCID4p¢/ml)

25

2 ¥ i

X
¥
|
x

=
g 19— &

o

05 —
0 - - \1_: & & S
c1 c2 c3 c4 cs c6
Concentragoes

—+ N1 —= N2 4 N3 +ACV|

HSV-1, cepa 29R (10' TCID,oo/mi)
15

g 11¢—%&
g b ¥
05 N
0 M & o &—
c1 c2 c3 c4 c5 cB
Concentragdes
|+N1 —@ N2 —4 N3 —3—ACV [
Poliovirus, tipo 2 (10°TCID4ge/mi)
4
g ST
B2 =S
T Sa \Q—
0 . : .
c1 C2 c3 Cc4 c5 Cc6
Concentragdes

—o—N1 —= N2 +N3|

Figura 17. Redugao do titulo infeccioso viral, expressa em logio, com quatro ciclos de multiplicagéo
(MOI=0,01) apresentada pelos extratos nebulizados de marcela N1, N2 € N3 nas concentragbes
{(ugiml): C1= 62,5; Co= 31,2; Ca= 15,6; Cs= 7,8; Cs=3,9; Ce= 1,9. Controle ACV= controle com
aciclovir nas concentragbes (ug/ml): C1=10; C>=5; C3=2,5; C+=1,25; C5=0,62, Cs=0,31.
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A diminuigdo do titulo infeccioso do poliovirus foi observada até com as
menores concentragbes testadas dos extratos (Cs e Cs) e apresentou-se mais
homogénea em relagdo aos trés extratos, embora esta redugdo tenha sido
sensivelmente mais acentuada para o extrato N2 (Figuras 15, 16 e 17).

A pronunciada atividade antipoliovirus observada para os extratos de marcela
deve-se a presenga dos seus constituintes majoritarios, os flavonoides, mais
especificamente as 3-O-metil-flavonas (VAN HOOF et al., 1984; VLIETINCK et al.,
1986; CASTRILLO, VANDEN BERGHE, CARRASCO, 1986; VRIJSEN et al., 1987).
Os primeiros estudos da atividade antiviral destes compostos iniciaram-se com o
isolamento de derivados da 3-metil-quercetina (3MQ) e do 3-metil-canferol de plantas
medicinais chinesas e africanas (ISHITSUDA et al., 1982; VAN HOOF et al., 1984).
VAN HOOF et al. (1984) relataram que, na concentragdo de 0,01ug/ml, a 3MQ
mostrou um efeito inibitério de 90% do ECP do poliovirus e sua CCso, apos 4 dias, foi
de 40ug/ml, ou seja, apresentando um 1S=4000. Estudos correlacionando a estrutura
e a atividade antipoliovirus indicaram que o grupamento metila na posi¢do C-3 é
essencial para a atividade, uma vez que rutina, apigenina e quercetina, possuindo,
respectivamente, um grupamento osidico, uma hidroxila e uma fungao hidrogénio na
posi¢do C-3, ndo exibiram efeito antipoliovirus (VAN HOOF et al., 1984).

O mecanismo de agdo antipoliovirus da 3MQ ja foi descrito e seus andlogos
apresentaram o0 mesmo comportamento. Adicionando-a, 1 a 2h ap6s a infecgao viral,
ocorre uma diminuigao drastica da sintese do RNA e das proteinas virais, por inibigao
seletiva das etapas precoces da replicagdo do poliovirus, diferentes da adsorgao e da
decapsidagdo, provavelmente a translagdo. Além disso, a adigdo de 3MQ as células
infectadas, independente da etapa da multiplicagdo viral, inibiu quase totalmente a
incorporagdo de precursores radioativos ao RNA viral (VLIETINCK et al., 1986;
VRIJSEN et al., 1987). O efeito inibitorio da 3MQ é reversivel, pois as células tratadas
recomegam a sintetizar RNA e proteinas virais quando o composto é removido das
gutturas (CASTRILLO et al., 1986).
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Na presenga de 3MQ, a fita simples do RNA viral de polaridade negativa néo &
transcrita para gerar mais copias de polaridade positiva, pois 0 processo requer a
participagao de proteinas adicionais; acredita-se que essas proteinas sejam o alvo da
3MQ (CASTRILLO & CARRASCO, 1987). Interessante salientar que o bloqueio
(=shut-off) da sintese protéica celular persiste mesmo quando a concentragdo da
3MQ é suficiente para inibir completamente a sintese do RNA e das proteinas virais.
Isto sugere que o fator viral que provoca o bloqueio n&o é, entdo, uma proteina
sintetizada de novo pelo virus (CASTRILLO et al., 1986; VRIJSEN et al., 1987).

Este grupo de substancias, é, portanto, muito 0til para a obtengdo de
informagdes complementares sobre 0 mecanismo molecular de inibi¢go da replicagao
do poliovirus.

Embora os resultados antipoliovirus apresentados pelos extratos nebulizados
de marcela sejam bastante promissores, os estudos dessa atividade ndo foram
levados adiante, uma vez que o0 mecanismo de agdo dos derivados da 3MQ,

presentes nos extratos, esta bem estabelecido, conforme explicado acima.

IV4.3. Elucidagdao do mecanismo da atividade anti-herpética
IV4.3.1. Agédo virucida

O efeito virucida é a inativagdo extracelular de um virus. Um determinado
produto pode inativar um virus ligando-se a ele fora das células, o que impediria sua
fixagdo sobre os receptores e conseqlente penetragdo nas células, ou ainda,
destruindo o genoma e matando o virus.

O estudo da agéo virucida foi realizado conforme técnica descrita em Materiais
e Métodos. Os extratos nebulizados de marcela Ny, N2 e N3 n&o provocaram redugdo
do titulo infeccioso das trés cepas em estudo do HSV-1, em relagdo aos controles

virais, ndo exercendo assim qualquer agao virucida (dados ndo mostrados).
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IV4.3.2. Acéo sobre os receptores celulares

Um virus, para entrar e se multiplicar numa célula hospedeira, precisa
primeiro se fixar aos receptores localizados na superficie extracelular. Se as células
forem pré-incubadas com algum produto antiviral, esse pode recobrir ou degradar os
receptores celulares impedindo a penetragdo do virus no meio intracelular, e uma
diminuigdo do titulo infeccioso viral podera ser detectada, ja que ndo ocorrera
multiplicag&o.

Neste experimento, as células foram incubadas, anteriormente a infecgao viral,
com diferentes concentragdes dos extratos N1, N2 e Ns, durante 3 e 24h, a 37°C.

As redugbes dos titulos infecciosos virais foram baixas (menores do que
1 logto), com relagdo aos controles virais, em ambos o0s tempos de pré-incubagao
(3 e 24h), indicando que os extratos em estudo ndo atuam degradando ou

bloqueando os receptores celulares (dados n&o mostrados).

IV4.3.3. Agdo anti-herpética intracelular
IV.4.3.3.1. Agdo intracelular em fungio do tempo de
adicao dos extratos N1, N2e N3
Quando um produto n&o inativa os virus extracelularmente (agdo virucida) nem
age sobre os receptores celulares impedindo a penetragdo viral nas células,
obviamente ele atua dentro da célula (acdo intracelular). Neste caso, ¢ importante
determinar em qual etapa do ciclo de multiplicag&o viral estara ocorrendo inibig&o.
Para ter certeza de estar avaliando somente a agdo intracelular e de que
outros fendmenos ndo estdo contribuindo para a atividade antiviral, foi necessario

trabalhar em condigdes experimentais de um dnico ciclo de multiplicagdo viral (=18h
para 0 HSV-1).
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Se um determinado produto apresentar atividade antiviral somente quando
adicionado durante as fases precoces do ciclo de multiplicagao viral, isto significa que
ele pode atuar inibindo a sintese do DNA viral, como & o caso do aciclovir (no caso de
alguns virus herpéticos) (ELION et al., 1977; SCHAEFFER et al., 1978); e do AZT (no
caso do HIV) (LANGTRY & CAMPOLI-RICHARDS, 1989). Se um produto for ativo
quando adicionado tardiamente, & porque ele inibe as ultimas etapas do ciclo de
multiplicag&o viral, preferencialmente, a sintese das proteinas estruturais, que formam
o capsideo (HAYASHI, HAYASHI, MORITA, 1992).

Para verificar essas possibilidades, os extratos N1, N2 e N3 foram adicionados
as celulas em varios tempos de incubag&o apos a infecgao viral: 1; 1,5; 3; 6; 9 e 12h.
Apés um ciclo de multiplicagao viral, os titulos infecciosos foram comparados com
aqueles dos controles virais. Para a realizagdo deste experimento foi escolhida a
cepa KOS do HSV-1, pois essa apresentou melhores resultados nos ensaios
anteriores, sendo que a concentragao utilizada para cada um dos trés extratos foi
inferior as respectivas CCso (31,25ug/ml).

Tendo em vista o tempo reduzido do experimento (18h), o efeito citopatico viral
produzido € pouco visivel, mesmo nos controles virais, pois 0s virions neoformados
encontram-se ainda nas células infectadas. Em conseqiéncia disso, a suspenséo
viral referente aos controles virais apresentou uma diminuigao do seu titulo infeccioso
de 104 para 102 TCID1oo/ml, apés a titulagao dos experimentos.

A redugéo do titulo infeccioso viral em fungdo do tempo de adigdo pos-
infecgdo (PI) foi idéntica para os extratos Ni, N2 e N3 e apresentou-se pouco
acentuada com relagéo aos controles virais (redugéo de 0,5 logio em 1 e 12h Pl e
1logio em 1,5; 3; 6 e Sh PI) (Figura 18). Estes resultados traduzem uma perturbag&o
elou inibigdo em mais de uma etapa da replicagéo viral, com excegdo da adsor¢do e
da penetragdo, pois 0s extratos ndo mostraram atividade sobre os receptores

celulares e nem na montagem dos virions, uma vez que a redugdo do titulo
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infeccioso, a partir de12h, foi menos acentuada do que nas demais etapas do ciclo de
multiplicag@o HSV-1.

Conforme mostra a Figura 18, ndo foi possivel estabelecer exatamente em
qual etapa intermediaria do ciclo de multiplicagao viral os extratos nebulizados N1, N,
e N3 exerceram sua agdo antiviral, uma vez que a redugao do titulo infeccioso foi mais
acentuada numa ampla faixa do tempo de adi¢éo (de 1,5 a 9h Pl).

Realizou-se, assim, a avaliagdo da inibigdo da sintese do DNA viral, através
de uma técnica mais especifica, com o objetivo de verificar, mais precisamente, se 0s

extratos em estudo agiriam nesta etapa intracelular da multiplicagéo do HSV-1.

1,5

Redugédo do 4,25
titulo

. . % 1 5 &
infeccioso /. \
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(emlog ) o5 / \
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0 V L] ] L] L
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Figura 18. Avaliagdo da agdo anti-herpética intracelular em fungdo do tempo de
adi¢do dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e N3 (31,25 pug/mi) ™),
com relagdo ao controle viral: HSV-1 / cepa KOS (102TCID1oo/ml). ¢

Pl=tempos pbs-infec¢ao.
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IV.3.3.3.2. Agdo intracelular por inibicdo da sintese
do DNA do HSV-1
Para a quantificagao da inibigdo da sintese do DNA do HSV-1, cepa KOS, pelo

extrato nebulizado de marcela No (escolhido por ser aquele que mostrou melhor
atividade nos testes antivirais) foram realizadas reagbes quantitativas de PCR,
conforme protocolo descrito em Materiais e Métodos. Neste ensaio, as culturas foram
infectadas (MOI=1) e tratadas com o extrato N, numa concentragio ndo citotoxica,
além de terem sido preparados controles virais, celulares e com aciclovir. Foram
utilizados oligonucleotideos especificos para a amplificagdo da regido do DNA,
comum para 0 HSV-1 e HSV-2, correspondente ao gene da glicoproteina D do
envelope (gD), que juntamente com a gB, s&o responsaveis pela adsor¢ao do virus a
membrana celular e posterior penetragdo no citoplasma (LUPI et al., 2000). Optou-se
por ndo extrair 0 DNA das suspensdes virais utilizando fenol-cloroformio (item
111.5.3.3.2) e sim a liberagdo do mesmo por fervura, uma vez que, num teste prévio
obtiveram-se resultados semelhantes utilizando-se as duas técnicas de extragao,
sendo a liberagdo do DNA por aquecimento uma técnica muito mais simples (Figura
19).

1500 = N\

600

200 _/__ s A 222 pb
100 PM (1) (2)

Figura 19. Produtos da reagdo de PCR obtidos com suspensdes do controle viral do HSV-1
(cepa KOS), submetidas a extragdo do DNA com fenol-cloroférmio (1) e
submetidas a fervura para liberagdo do DNA viral (2). Gel de agarose a 1%
corado com solugdo de brometo de etideo a 0,5 ng/mi e visualizado por

exposi¢ao sob luz UV. PM= marcador de peso molecular, pb= pares de bases.
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Conforme pode ser observado na Figura 20, o extrato nebulizado de marcela
testado - N2 -, na concentragdo de 31,25 ug/ml, nas diferentes diluigdes utilizadas (1/
até "/1024), N@0 mostrou ser capaz de inibir a sintese do DNA viral, em comparagdo
com os controles virais. Por sua vez, o aciclovir mostrou sua forte capacidade
inibitéria, na concentragéo de 10ug/ml, a partir da diluigao Ya.

Estes resultados indicam que a agdo anti-herpética intracelular do extrato N2
n&o inclui inibigio da sintese do DNA viral, influenciando, no entanto, aqueles eventos
que ocorrem entre a segunda e a nona hora do ciclo de multiplicagdo do HSV-1, ou
seja, a transcrigdo e a tradugéo das proteinas virais (COLBERE, 1975).

Isso deve ter ocorrido, provavelmente, por se tratar de um extrato vegetal
padronizado e ndo de uma substancia isolada, no qual existe mais de um composto,
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, interagindo de forma sinérgica efou

antagonica, em etapas distintas do ciclo de multiplicag&o viral.



Resultados e Discussdo 78

222 pb
200 PM 1 2 3 4 5678 9 10 1112 13
ERAERLIES AP 1)
Ya Ya s e Yo s
2072
1500
600
300 222 pb
0w PM 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Y N —
128 1os6 1512 111004

Figura 20: Produtos da reagao de PCR obtidos com suspensdes do controle viral (HSV-1,
cepa KOS) - linhas 1, 4, 7, 10, 13, 16, 20, 23, 26 e 29; fratamentos com o
exfrato nebulizado de marcela N2 (31,25ug/ml) - linhas 2, 5, 8, 11, 14, 17, 21,
24, 27 e 30; e tratamento com aciclovir (10ug/ml) — linhas 3, 6, 9, 12, 15, 18,
22,25, 28 e 31; nas diluigbes de 2 até 11024 respectivamente. Linhas 19 e 32,
controles negativos. Geis de agarose a 1% corados com solugdo de brometo de
etideo a 0,5 pg/ml e visualizados por exposi¢do sob luz UV. PM= marcador de

peso molecular.
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V.  DISCUSSAO FINAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os extratos nebulizados de marcela avaliados neste trabalho s&o
padronizados, ricos em compostos flavonoidicos, provavelmente, os responsaveis
pela atividade antiviral detectada. Ha algum tempo, os flavondides vém sendo
estudados com este objetivo e, apesar da similaridade estrutural basica desses
compostos, seu mecanismo € 0 espectro de agdo antiviral dependem do tipo de
flavondide. Desta forma, alguns flavondides possuem agdo virucida (BAKAY et al.,
1968), outros tém ag&o sobre a penetragdo do virus nas células-alvo (BERNARD et
al., 1993), enquanto outros agem intracelularmente em vérias etapas do ciclo de
multiplicag&o viral, ora interferindo nos niveis de AMPc (MUSCI & PRAGAI, 1985), ora
agindo em estagios precoces da replicagdo do RNA de alguns picornavirus, como é o
caso dos derivados das 3-O-metil-flavonas (De MEYER et al., 1991), ou na supress&o
da sintese protéica do HSV-1, como € o caso da ginkgetina (HAYASHI et al., 1992).
Alguns flavondides podem agir, a0 mesmo tempo, em mais de uma etapa do ciclo de
multiplicagéo viral, como por exemplo a quercetina, que possui agdo virucida e
também intracelular contra os virus herpéticos (BAKAY et al., 1968).

Com base nos resultados obtidos no estudo do mecanismo da agdo anti-
herpética dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 € N3 pode-se afirmar que, nas
condigdes experimentais deste trabalho, tais extratos ndo sdo virucidas e ndo
afetaram a adsorg@o, a penetracdo, a decapsidagdo, a montagem dos virions, nem
inibiram a sintese do DNA viral. Portanto, & provavel que eles ajam entdo nas etapas
de transcrigao e tradugdo das proteinas que formarao o capsideo viral. Experimentos
para comprovar tal hipbtese deverdo ser oportunamente realizados.

O presente trabalho servira de base para um projeto maior, que é a
continuagdo dos estudos sobre a agdo anti-herpética da marcela, que deveréo ser
realizados, num segundo momento, in vivo, a exemplo daquele realizado por
AMOROS, FAUCONNIER e GIRRE (1988), que avaliaram o efeito de uma pomada
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preparada com uma mistura de duas saponinas, em coelhos portadores de queratite
ocular herpética provocada artificialmente; e por AMOUROUX, JEAN, LAMAISON
(1998), que avaliaram o efeito de um creme adicionado de um extrato vegetal seco
padronizado em polifenéis totais expressos em catequina, em camundongos pelados
(hairless mice). Os resultados desta segunda etapa de estudos, aliados a estudos
clinicos complementares a serem realizados a exemplo daqueles publicados por
WOLBLING & LEONHARDT (1994) e KOYTCHEV, ALKEN, DUNDARQV (1999),
poderdo servir de fundamento para a produgéo de um fitoterapico genuinamente
brasileiro, preparado a partir de extratos padronizados de marcela incorporados numa
pomada (PETROVICK & KNORST, 1991; De PAULA et al., 1998), cuja atividade anti-
herpética  tenha  sido  comprovada, tanto in vifro  quanto
in vivo. Além disso, suas comprovadas agdes antiinflamatéria topica e antibacteriana
(GUTKIND et al., 1981; SIMOES, 1988; LIMA, 1990) poderdo aliviar os sintomas
secundarios da infecgdo herpética, a saber inflamagdo e infecgdo bacteriana. A
utilizagdo terapéutica deste tipo de preparagdo possui também a vantagem de que
um Gnico produto podera agir em mais de uma etapa do ciclo de multiplicagéo viral,
aumentando assim sua eficacia.

Nesta mesma linha de raciocinio, a titulo ilustrativo, pode-se citar 0 exemplo do
medicamento Lomaherpan®, desenvolvido, produzido e comercializado na Alemanha,
pais bem conhecido por sua tradigdo no uso de fitoterapicos, que é um creme
elaborado & base de extrato seco de Melissa officinalis (melissa-verdadeira). Esse
mesmo produto é também comercializado nos Estados Unidos, sob o nome de
Herpilyn®. A produgéo desses medicamentos anti-herpéticos teve como base estudos
realizados in vitro e in vivo, nas décadas de 60 (COHEN, KUCERA, HERRMANN,
1964; RONALD & KUCERA, 1964, KUCERA, COHEN, HERRMANN, 1965;
HERRMANN & KUCERA, 1967; KUCERA & HERRMANN, 1967) e de 80 (VANDEN
BERGHE, VLIETINCK, VAN HOOF, 1986), e que foram retomados recentemente
(DIMITROVA et al., 1993; WOLBLING & LEONHARDT, 1994; KOYTCHEV, ALKEN,
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DUNDAROV, 1999) com o intuito de melhor fundamentar tal utilizagdo. Esse exemplo
mostra a importancia desse tipo de investigagdo, que fornece subsidios para uma
terapia anti-herpética alternativa aos medicamentos ja existentes no mercado.

O conjunto dos resultados aqui mostrados também exemplifica o tipo de
trabalho que deve ser feito para detectar atividades farmacologicas em exiratos de
plantas brasileiras, que possam servir de subsidio para estudos multidisciplinares
com o objetivo de colaborar com a resolugéo de problemas de satde da populag&o.
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VI. CONCLUSOES

> A avaliagdo da citotoxicidade dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e N3 foi
realizada através da observagdo microscopica das alteragbes morfoidgicas
celulares e da determinagdo da viabilidade celular com Azul de Trypan, o que
permitiu estimar a concentragao citotoxica a 50% (CCso) de 62,5ug/ml para os trés

extratos em estudo.

> A avaliagdo da citotoxicidade das misturas de adjuvantes usadas na preparagao
de cada um dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e N3 foi realizada através
da observagdo microscopica das alteragdes morfologicas celulares, o que permitiu
estimar a concentragao citotoxica a 50% (CCso) de 125ug/mi para as trés misturas
de adjuvantes. Isto significa que a citotoxicidade na concentragéo de 62,5 pg/mi
encontrada para os extratos nebulizados N1, N2 e N3 deve-se exclusivamente a
presenga do extrato seco de marcela.

» A avaliagdo da genotoxicidade dos extratos nebulizados de marcela N, N2 e N3 foi
realizada através do Ensaio do Cometa, ndo tendo sido encontrados, nas
concentragbes ndo citotoxicas utilizadas, danos no DNA celular em 24, 48 e 72h
de exposi¢ao aos extratos.

> A potencial atividade antiviral dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e Ns foi
avaliada, preliminarmente, através da inibi¢do do efeito citopético virai, tendo sido
estimada a concentragdo efetiva a 50% (CEso) e calculado o indice de seletividade
(IS=CCs0/CEso) para cada extrato. Os valores de IS obtidos para o poliovirus
foram idénticos para os trés extratos (IS5~64), podendo ser considerados bastante
elevados, o que indica promissora atividade antiviral e seguranga do ponto de
vista toxicologico. Os valores de IS encontrados para o HSV-1 (cepas KOS,
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VR733 e 29R/resistente ao aciclovir) foram similares para os trés extratos em
estudo, com valores acima de 8 destacando-se, porém, o extrato N», para a cepa
KOS do HSV-1, que apresentou 1S~33.

Os resultados obtidos na avaliagdo da inibigdo do efeito citopatico viral foram
confirmados e quantificados através da redugado do titulo infeccioso, em um e em
quatro ciclos de multiplicaggo viral. O extrato N2, numa concentragao inferior & sua
CCso, mostrou ser o mais ativo reduzindo o titulo infeccioso do HSV-1, cepa KOS,
em aproximadamente 100% (redugo de 5log1o).

Os estudos da atividade antipoliovirus dos extratos nebulizados de marcela Ny, N2
e N3 nao foram aprofundados, uma vez que essa pronunciada atividade deve-se
aos constituintes flavonoidicos derivados da 3-O-metil-quercetina, abundantes em
extratos de marcela, cujo mecanismo de agdo ja foi bem estabelecido e consta na
literatura.

O estudo do mecanismo da agdo dos extratos nebulizados de marcela N1, N2 e N3
mostrou que esses ndo exercem agao virucida nem tém atividade na adsorgéo e
na penetragdo viral, sendo que a atividade anti-herpética detectada ocorre
intracelularmente, mas ndo no processo de decapsidagdo nem no de montagem
dos virions.

O estudo da ag&o anti-herpética intracelular dos extratos nebulizados de marcela
N1, N2 e N3, em fungdo do seu tempo de adi¢do pés-infecgdo (Pl), indicam que os
mesmos atuam num amplo intervalo de tempo P, ou seja, reduzindo a replicagdo
viral em mais de um estagio do ciclo de multiplicagdo do HSV-1. Isto ocorreu,
provavelmente, por tratar-se de extratos e ndo de substancias isoladas, ja que os
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primeiros contém um grande nimero de compostos interagindo em diferentes

momentos do processo replicatorio viral.

> A avaliag@o da inibigdo da sintese do DNA viral mostrou que o extrato nebulizado
de marcela testado N2, na concentragdo de 31,25ug/mi, nas diferentes diluigdes

testadas, ndo mostrou ser capaz de inbir a sintese em pauta.
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