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RESUMO

Os virus herpéticos tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) sdo patégenos humanos
pertencentes a familia Herpesviridae, que estabelecem uma infec¢do latente nos
neurdnios que inervam a area da infeccdo primaria e podem reativar causando
infecgdes recorrentes localizadas. Contudo, sua resisténcia ao tratamento mais
comumente disponivel (aciclovir) faz das infecgdes herpéticas um grave problema de
saude mundial. Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de compostos com
promissoras atividades farmacoldgicas, incluindo atividade antiviral. A triagem anti-
herpética de extratos de plantas tem fornecido resultados promissores, que
justificam pesquisas nesta area. Neste trabalho, foi realizada uma triagem com onze
extratos, e um fracionamento biomonitorado com aquele que apresentou resultados
mais promissores. Desta forma, o extrato bruto aquoso obtido por infusdo das folhas
de Cecropia glaziovii Sneth e suas fragdes acetato de etila, n-butanol e o residuo
aquoso foram testados frente ao HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333) pelo ensaio
de inibicdo da formacao de placas de lise. A fracdo n-butandlica foi submetida a um
processo de extracdo metandlica em resina Amberlite®XAD-16, fornecendo a fracao
rica em C-glicosilflavonoides (MeOHamg) particionada em trés subfragbes (AMB4,
AMB; e AMB3) também submetidas a avaliagado da acao anti-herpética. As amostras
nao mostraram toxicidade nas concentracbes maximas testadas em células VERO e
GMK AH1 pelos ensaios do MTT e SRB. A subfragdo AMB; inibiu significativamente
a replicacdo de ambos os virus testados com valores de indice de seletividade
(IS = CCs0/Clsg) >131,4 para o HSV-1 e >66,7 para o HSV-2. A fim de determinar o
mecanismo da acdo anti-herpética desta subfracdo, outras avaliacbes foram
realizadas: acao virucida, influéncia na adsorcao e penetracado dos virus nas células,
propagacao intercelular viral, e interferéncia sobre a sintese de proteinas virais, além
da determinacdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides totais. O
mecanismo da atividade anti-herpética da subfracdo AMB, parece ser mediado, ao
menos em parte, pela redugdo da infecciosidade viral (apenas HSV-2), inibicdo da
adsorcao e penetragao viral nas células, inibicdo da propagacédo viral intercelular,
diminui¢cdo dos niveis da proteina o ICP27 e das proteinas do envelope gD e gE do
HSV-1. Tal atividade pode ser relacionada aos elevados teores de flavonoides do
tipo C-glicosideos (isoorientina e isovitexina).

Palavras chaves: atividade antiviral; Herpes Simplex Virus tipos 1 e 2; mecanismo
de agéao; Cecropia glaziovii; C-glicosilflavonoides; fracionamento biomonitorado.



ABSTRACT

Anti-herpes screening of some taxons of Brazilian biodiversity: bioguided
chromatographic fractionation of Cecropia glaziovii Sneth., Urticaceae
(embauba).

Herpes Simplex Virus types 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2) are human pathogens that
establish a latent infection in the neurons, which innervate the areas of primary
infection, and can reactivate causing recurrent located infections. However, their
resistance to the most common available treatment (acyclovir) makes herpetic
infections a serious worldwide health problem. Natural products are an inexhaustible
source of compounds with promising pharmacological activities, including antiviral
activity, which justifies researches in this area. In this work, an anti-herpes screening
of eleven natural products extracts, and a bioguided chromatographic fractionation of
one plant extract which presented the most promising results were carried out. For
this way, the crude extract obtained by aqueous infusion from the leaves of Cecropia
glaziovii Sneth, their ethyl acetate and n-butanol fractions and the aqueous residue
were tested against the HSV-1 (KOS strain) and HSV-2 (333 strain) replication by a
plague reduction assay. The n-butanol fraction was stirred with Amberlite®XAD-16
furnishing the methanolic fraction enriched in C-glycosilflavonoids (MeOHamg), which
was chromatographically separated in three subfractions (AMB{, AMB, and AMB;),
and an aqueous residue (ARamg); all these samples were also submitted to the anti-
herpes evaluation. All tested samples showed no cytotoxic effects at the maximum
tested concentrations on VERO and GMK AH1 cells by MTT and SRB assays. The
AMB,, subfraction significantly inhibited the replication of both viruses showing Si
values >131 for HSV-1 and >67 for HSV-2. In order to determine its possible
mechanism of anti-herpes action several experiments were performed: the virucidal
activity, the influence on the attachment and entry of viruses into cells, the inhibition
of cell-to-cell spread, and the interference with viral proteins synthesis through a
Western blotting assay. To correlate the antiviral activity of all tested samples to their
content of phenolic compounds and flavonoids classical spectrophotometric assays
were performed. The mechanism of anti-herpes activity of AMB, subfraction seems
to be mediated, at least in part, by the reduction of viral infectivity (only against HSV-
2), the inhibition of viruses attachment and entry into cells, the inhibition of cell-to-cell
viruses diffusion, and to the impaired levels of a protein ICP27 and envelope proteins
gD and gE of HSV-1. The detected anti-herpes activity seems to be linked to the high
content of C-glycosilflavonoids (specially isoorientin and isovitexin) of this
subfraction.

Keywords: antiviral activity; Herpes Simplex Virus types 1 and 2; mechanism of
action; Cecropia glaziovii; C-glycosilflavonoids; bioguided fractionation.
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Introducdo 19

1 INTRODUGAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20%
do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimdnio genético tem na
atualidade um valor econdmico inestimavel em varias atividades, mas € no campo
do desenvolvimento de novos medicamentos onde se encontra sua maior
potencialidade. Técnicas modernas de separagao, elucidagdo estrutural e quimica
combinatoria, aliado a ampla diversidade de moléculas bioativas disponiveis, tem
proporcionado a revitalizagdo de produtos naturais como fonte de novos farmacos
(SAKLANI; KUTTY, 2008). Estima-se que mais da metade dos medicamentos
aprovados desde 1994, sejam derivados de fontes naturais (BUTLER, 2008), e
somente no periodo de 2005 a 2007, 13 farmacos langados no mercado
farmacéutico mundial, sdo substancias diretamente derivadas de produtos naturais
(HARVEY, 2008).

Na ultima década, a pesquisa de novos farmacos passou por avangos
significativos, principalmente depois da introdugdo de modelos bioldgicos realizados
in vitro e em grande escala, os quais podem avaliar varias amostras, em um curto
periodo de tempo, permitindo a realizagao de varias repeticdbes dos experimentos e
propiciando uma andlise estatistica consistente dos resultados. Os avancos
tecnolégicos que contribuiram para a busca de novos compostos referem-se a
descoberta de novos alvos moleculares, impulsionados pelas novas ferramentas de
biologia molecular, e a evolugdo das técnicas de sintese organica, resultando em
substancias ativas mais eficazes e/ou menos toxicas, que podem ser utilizadas como
protétipos de farmacos com atividades farmacoldgicas semelhantes as originais
(TREVISAN; MACEDO, 2003; HARVEY, 2008; RISHTON, 2008).

Infecgbes agudas e recorrentes provocadas pelos Herpes Simplex Virus tipos
1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) permanecem um grave problema de saude publica. A
pesquisa por agentes antivirais seletivos tem sido intensa nos ultimos anos, mas a
necessidade de novas terapias antivirais ainda persiste ja que muitos dos problemas
relacionados ao tratamento das infec¢coes herpéticas, tais como o aparecimento de
cepas virais resistentes, alta toxicidade sistémica e baixa eficacia em pacientes
imunocomprometidos, ainda nao foram solucionados (SERKEDJIEVA; IVANCHEVA,
1999; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).
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Em contraste com a enorme gama de farmacos antibacterianos e antifungicos
disponiveis, o atual arsenal terapéutico antiviral compreende cerca de 40 farmacos,
sendo a maioria destes utilizados no tratamento de infec¢cdes pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (DE CLERCQ, 2004; 2005).

Analogos de nucleosideos, tais como o aciclovir, tém eficacia comprovada no
tratamento de infecgbes provocadas pelos virus herpéticos, inibindo seletivamente a
replicacdo do DNA viral, com baixa toxicidade as células hospedeiras. Contudo,
episodios recorrentes sdo menos responsivos a este medicamento e o isolamento de
cepas virais resistentes a terapia comumente empregada nas infecgbées por HSV-1 e
HSV-2, estd aumentando consideravelmente, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (DE LOGU et al., 2000; SNOECK, 2000; FIELD, 2001), fatos
que estimulam pesquisas para que novas terapias anti-herpéticas sejam
encontradas.

O Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC vem, ha varios anos, avaliando
a citotoxicidade e a potencial atividade antiviral de produtos naturais. Recentemente,
foi avaliada a atividade anti-herpética do extrato hidroetandlico das folhas de
Cecropia glaziovii (embauba), o qual apresentou resultados promissores
(LUCKEMEYER et al., 2005). Dentre os grupos de metabdlitos secundarios
existentes nas folhas desta espécie vegetal, sabe-se que para alguns flavonoides,
compostos terpénicos e procianidinas ja foi relatada ac¢do antiviral (AMOROS;
SIMOES; GIRRE, 1992; BUCKWOLD et al., 2004; COS et al., 2004; CHENG et al.,
2005; LYU; RHIM; PARK, 2005; VELJKOVIC et al.,, 2007). Desta forma, este
trabalho objetivou, principalmente, realizar o fracionamento biomonitorado do extrato
das folhas de Cecropia glaziovii, além de propor o mecanismo pelo qual a subfragao

ativa exerce sua atividade anti-herpética in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Farmacos antivirais de origem natural

Os produtos naturais originados a partir de microorganismos, animais e,
principalmente plantas, constituem uma fonte inesgotavel de compostos com
promissoras atividades bioldgicas e farmacoldgicas (ANDRIGHETTI-FROHNER et
al.,, 2003; CHIN et al., 2006; BAKER et al., 2007; OJIMA, 2008; WANG, 2008),
incluindo atividade antiviral (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997;
HUDSON; TOWERS, 1999; JASSIM; NAJI, 2003; KHAN et al, 2005;
CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008; MUKHTAR et
al., 2008).

Um farmaco antiviral pode atuar diretamente, através da inativagdo das
particulas virais exercendo uma agao virucida, ou interferir em alguns alvos virais,
como na adsorcdo do virus, sua penetracdo na célula hospedeira, bloqueio de um
ou mais estagios da replicagao viral, até sua liberagdo. Ainda, um farmaco antiviral
pode estimular a produgao de interferons pelas células, impedindo a propagagao do
virion célula a célula (HUDSON; TOWERS, 1999).

Produtos naturais tém sido utilizados como fonte de novos farmacos para o
tratamento de diversas doencas, mas o numero de substancias com acao antiviral é
escasso, apesar do vasto numero de compostos quimicos derivados de fontes
naturais, semi-sintese ou sintese total (CHATTOPADHYAY:; NAIK, 2007).

O surgimento da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) causada
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), estimulou a pesquisa por novos
farmacos antivirais, inclusive os de origem natural (HOUGHTON, 1996; ITOKAWA et
al., 2008). Plantas sdo capazes de sintetizar moléculas bastante complexas com
estereoquimica especifica fornecendo uma grande diversidade estrutural, muito
maior do que a fornecida pelos compostos obtidos por técnicas de quimica
combinatoria; logo, estas moléculas bioativas ndo podem ser ignoradas pelas
industrias farmacéuticas (OJIMA, 2008; RISHTON, 2008). Esses compostos naturais
sao relativamente pequenos (>1000 Da) e ocorrem, em geral, como membros de
uma familia de compostos relacionados, possibilitando o isolamento de iniUmeros
homologos e a obtengdo de informagdes sobre relagdes de estrutura-atividade, além

da capacidade de serem absorvidos e metabolizados (HARVEY, 2000).
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Plantas tém sido empregadas como remédios por milhares de anos
(BALUNAS; KINGHORN, 2005; SAKLANI; KUTTY, 2008). Aproximadamente 80%
das populagdes utiizam a medicina tradicional para o atendimento de suas
necessidades primarias de saude (HARVEY, 2000; NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2000; NEWMAN, 2008; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008; WANG, 2008). Andlises
recentes da origem dos farmacos, desenvolvidos no periodo de 1981 a 2006,
mostraram que produtos naturais ou seus derivados compreendem cerca de 50% de
todos os novos medicamentos lancados no mercado farmacéutico neste periodo
(NEWMAN; CRAGG, 2007; NEWMAN, 2008).

Ao examinar a origem dos medicamentos prescritos por profissionais da
saude, verifica-se que os produtos naturais ou farmacos a eles relacionados sao
usados para tratar aproximadamente 87% de todas as doengas humanas, incluindo
os antivirais, antibacterianos, antitumorais, anticoagulantes, antiparasitarios,
imunossupressores, entre outros (CHIN et al., 2006; CHATTOPADHYAY; NAIK,
2007; SAKLANI; KUTTY, 2008).

Uma das estratégias na busca de novos farmacos antivirais derivados de
produtos naturais é baseada no estudo de extratos de plantas medicinais. Ao se
estudar uma planta com relagao as suas caracteristicas fitoquimicas, € importante
considerar a existéncia de dois tipos de metabdlitos: os metabdlitos primarios e os
secundarios. Os metabdlitos primarios sdo encontrados em todos os sistemas vivos,
essenciais ao crescimento e a vida, como os aminoacidos, monossacarideos, acidos
carboxilicos, lipideos, etc, enquanto que metabdlitos secundarios sdo produtos do
metabolismo especifico, relacionados aos processos adaptativos e sintetizados
principalmente para defesa contra predadores (CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008).
Estes ultimos sao biossintetizados a partir de metabdlitos primarios, com distribuigao
restrita a certas plantas e microorganismos, e caracterizados por uma enorme
diversidade quimica (VERPOORTE, 2000; MOLYNEUX et al., 2007; ITOKAWA et
al., 2008). Milhares de constituintes isolados de diferentes espécies vegetais tém
sido extensivamente estudados em relacdo ao seu potencial efeito terapéutico
contra infecgbes virais. Tais compostos sdo particularmente uteis devido a sua
abundancia na natureza e, em muitos casos, a sua baixa citotoxicidade (ALCHE et
al., 2002).

Diversos estudos com extratos de plantas mostraram algum tipo de atividade

antiviral in vitro e, atualmente, se conhece varios grupos de metabdlitos secundarios
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que seriam 0s responsaveis pelas atividades detectadas (KHAN et al., 2005;
CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008; MUKHTAR et al., 2008). A titulo ilustrativo, dentre
os metabdlitos ativos, pode-se citar: flavonoides (AMOROS; SIMOES; GIRRE, 1992;
ALMEIDA et al., 1998; ROBIN et al., 1998; LI et al., 2002; SHAHAT et al., 2002;
ROWLEY et al.,, 2002; KASHIWADA et al., 2005; LYU; RHIM; PARK, 2005;
VELJKOVIC et al., 2007; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008), alcaloides (VANDEN
BERGUE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986; MANFREDI et al., 1991; LI et al., 2005;
CHATTOPADHYAY et al., 2006; CHENG et al, 2007; HUA et al., 2007; WU et al.,
2007), taninos (CHENG et al., 2002; KUO et al., 2002; CHENG et al., 2004; CHIANG
et al., 2005), cumarinas (BUCKHEIT et al., 2000; MAZZEI et al., 2008), terpenos
(HUDSON, 1990; ARMAKA et al.,, 1999; ITO et al.,, 2001; JIANG et al., 2002;
MADUREIRA et al., 2003; KOCH et al., 2008; ITOKAWA et al., 2008), quinonas
(ANDERSEN et al.,, 1991; HIGUCHI et al.,, 1991; KANG et al., 1999), saponinas
(SIMOES; AMOROS; GIRRE, 1999; APERS et al., 2001; BERMEJO et al., 2002;
GOSSE et al., 2002; SAKURAI et al., 2004; WU et al., 2007; ZHAO et al., 2008),
lignanas (EICH et al., 1996; KERNAN et al., 1997; KUO et al., 2001; OVENDEN et
al., 2004), polissacarideos (CARLUCCI et al., 1999; THOMPSON; DRAGAR, 2004;
ZHU et al., 2004; 2006; CHATTOPADHYAY et al., 2007), compostos polifendlicos
(SYDISKIS et al., 1991; GAUNTT et al., 2000; CHENG et al., 2003; BUCKWOLD et
al., 2004; COS et al., 2004; CHENG et al., 2005).

O processo de descoberta de farmacos a partir de produtos naturais envolve
varias areas de pesquisa e diferentes métodos de analise (PIETERS; VLIETINCK,
2005). Resumidamente, o processo basico inicia-se com um boténico que realiza a
coleta e identifica a(s) planta(s) de interesse, que pode envolver espécie(s) com
atividade(s) farmacoldgica(s) conhecida(s) ou uma abordagem randémica com o
intuito de realizar uma ampla triagem do perfil farmacolégico. Os fitoquimicos
preparam o(s) extrato(s) da(s) planta(s), que sdo submetidos aos ensaios
farmacoldgicos, iniciando-se o processo de purificagcdo, isolamento e caracterizagéao
da(s) substancia(s) ativa(s) através de um fracionamento biomonitorado (BALUNAS;
KINGHORN, 2005). Este método ja levou a descoberta de importantes agentes
antitumorais, como paclitaxel e camptotecina, isolados de Taxus brevifolia e
Camptotheca acuminata, respectivamente (CHIN et al., 2006; ITOKAWA et al.,
2008).
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Neste sentido, o fracionamento biomonitorado consiste na obtencdo de
fragbes, as quais sdo monitoradas através de ensaios de atividade farmacolégica
com o objetivo de detectar em qual delas localizam-se os compostos bioativos. Para
isso, s&o utilizadas diferentes técnicas, selecionadas de acordo com as
caracteristicas dos compostos a serem isolados, resultando na purificagao,
isolamento e identificagdo dos metabdlitos bioativos presentes em uma espécie
vegetal (HOUGHTON, 2000).

A avaliagdo da atividade antiviral in vitro inclui a verificagdo de dois fatores:
eficacia antiviral e toxicidade celular, também denominada citotoxicidade. E muito
importante que, antes de se iniciar a avaliacdo da potencial agdo antiviral
propriamente dita, se determine a citotoxicidade, pois a concentracdo de uma
amostra que apresenta atividade antiviral ndo pode ser toxica as células hospedeiras
(ELOFF, 1998). Devido a isso, os resultados dos estudos in vitro geralmente s&o
expressos como IS (= indice de Seletividade), valor que expressa a razdo entre a
concentragdo da amostra que é toxica para 50% do tapete celular (CCsy) € a
concentracdo que inibe 50% da infecgéo viral (Clsg). Se o valor de IS for maior que 4,
pode-se considerar que a amostra testada apresenta atividade antiviral. Portanto, a
relacado entre os efeitos farmacologicos e tdéxicos de uma amostra em estudo é um
importante requisito na previsdo de sua aplicabilidade como potencial agente
terapéutico (SIDWELL, 1986; LYU; RHIM; PARK, 2005).

Ensaios baseados em cultura de células geralmente sdo considerados ideais
na descoberta de novos farmacos, pois mimetizam interagdbes moleculares que
ocorrem no sistema celular fisiolégico humano (BAKER et al.,, 2007). Como
diferentes virus crescem em sistemas celulares distintos, é impossivel designar um
modelo unico que poderia ser aplicado a todos os tipos virais. Portanto, diversos
ensaios baseados em cultura de células sdo empregados para avaliar a atividade
antiviral e virucida de substancias puras ou mistura de compostos, como é o caso de
extratos de plantas. Farmacos antivirais podem interferir em uma ou mais etapas da
replicagdo viral, enquanto que compostos com agdo virucida reduzem a
infecciosidade viral extracelularmente, podendo ser considerados potenciais
candidatos a microbicidas topicos (COS et al., 2006). Os métodos mais usados para
a deteccao de potencial atividade antiviral in vitro, tanto de compostos puros quanto

de extratos de plantas, sdo baseados nas diferentes habilidades dos virus de se
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replicarem em células cultivadas. Alguns virus podem causar efeito citopatico', o
qual pode ser avaliado por microscopia, ou formar as placas de lise2. Outros s&o
capazes de alterar fungdes especializadas ou causar alguma transformacgéao celular.
A replicagao viral pode também ser monitorada através da detecgao de alteragdes
na sintese de produtos virais (DNA, RNA ou polipeptideos virais) (COS et al., 2006).

Desta forma, diversos produtos naturais, que apresentaram atividade antiviral
in vitro, sdo potenciais candidatos a agentes terapéuticos ou profilaticos das
infec¢des virais, desde que os estudos subsequentes (in vivo e clinicos) confirmem
os achados iniciais (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997).

2.2 Herpesvirus

Os virus herpéticos fazem parte da familia Herpesviridae e sao divididos em
trés subfamilias: o, B e y - Herpesvirinae, de acordo com suas propriedades
bioldgicas (Quadro 1).

Atualmente, ha cerca de 130 herpesvirus parcialmente caracterizados, o que
demonstra sua alta disseminagcdo na natureza, sendo que existem nove virus
herpéticos humanos (DA SILVA, 2000; ROIZMAN; PELLETT, 2001; CLEATOR,;
KLAPPER, 2004). A classificagcdo geral dos virus herpéticos esta descrita

no quadro 2.

' Por exemplo, o efeito citopatico do HSV-1 é caracterizado pelo aparecimento de células de
dimensdes variaveis, arredondadas, bastante brilhantes, pouco refringentes, algumas vezes
separadas e, mais freqlentemente, ligadas umas as outras por prolongamentos citoplasmaticos
formando os chamados “focos” com aspecto caracteristico de “cachos de uva”, que se estendem
rapidamente pela superficie do local de infecgdo (GIRARD; HIRTH, 1989).

2 Placas de lise correspondem a areas de efeito citopatico viral em uma monocamada celular. Se uma
célula na monocamada € infectada por uma particula viral, novos virus resultantes da infecgdo inicial
podem infectar células adjacentes e, apés um determinado periodo de tempo, a regido onde ocorreu a
infeccao viral forma a chamada placa de lise, e o corante usado para revelagéo auxilia na visualizagéo
das placas (CONDIT, 2007).
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Quadro 1: Propriedades biolégicas gerais das subfamilias a, e y - Herpesvirinae.

SUBFAMILIA PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Faixa variavel de hospedeiros, ciclo reprodutivo relativamente
curto, propagagéao rapida em cultura de células, destruicao
Alphaherpesvirinae irreversivel das células infectadas e capacidade de estabelecer
infecgao latente, primariamente, mas ndo exclusivamente, em

ganglios sensoriais

Faixa restrita de hospedeiros, ciclo reprodutivo longo, propagagéo
o lenta em culturas de células formando células aumentadas

Betaherpesvirinae ) ) .
(citomegalia), podendo permanecer na forma latente em glandulas

secretoras, células linforreticulares, rins e outros tecidos

Faixa de hospedeiros é limitada e, in vitro, todos se replicam em
células linfoblastéides, sendo que alguns causam infecgdes com
Gammaherpesvirinae | destruigdo irreversivel em certos tipos de células fibroblasticas e
epitelidides. Sao virus especificos para linfécitos T € B onde

podem estabelecer infecgao latente ou litica

Fonte: adaptado de DA SILVA (2000); CLEATOR; KLAPPER (2004).
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Quadro 2: Classificagéo geral dos herpesvirus humanos.

NOME COMUM E . .
NOME OFICIAL GENERO SUBFAMILIA
SIGLA
Virus Herpes Simplex Tipo 1
Herpesvirus humano-1
(HSV-1)
Simplexvirus
Virus Herpes Simplex Tipo 2 .
Herpesvirus humano-2 Alphaherpesvirinae
(HSV-2)
Virus da Varicella-Zoster . )
Herpesvirus humano-3 Varicellovirus
(VzV)
Citomegalovirus (CMV) Herpesvirus humano-5 Cytomegalovirus
Virus Herpes Humano Tipo
Herpesvirus humano-6A
6A (HHV-6A)
Betaherpesvirinae
Virus Herpes Humano Tipo .
Herpesvirus humano-6B Roseolovirus
6B (HHV-6B)
Virus Herpes Humano Tipo 7
Herpesvirus humano-7
(HHV-7)
Virus Epstein-Barr (EBV) Herpesvirus humano-4 | Lymphocryptovirus
Gammaherpesvirinae
Virus herpes Humano Tipo 8 o
Herpesvirus humano-8 Rhadinovirus
(HHV-8)

Fonte: adaptado de DA SILVA (2000); CLEATOR; KLAPPER (2004).

2.2.1 Herpes Simplex Virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2)

Os Herpes Simplex Virus foram os primeiros virus herpéticos humanos
descobertos e sdo os virus da familia Herpesviridae mais intensivamente
investigados (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007). Eles produzem uma
primoinfeccao aguda, seguida de laténcia viral nos ganglios sensoriais por toda a
vida dos hospedeiros, com episédios de reativagao viral causando lesbes que

podem se localizar no sitio da infeccdo primaria inicial ou proxima a ele, sempre
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acompanhada de lise irreversivel da célula hospedeira infectada (LUPI; PEREIRA
JR, 2000Db).

O herpes simples € uma dermatose infecto-contagiosa crénica e recorrente,
tendo como agente etiologico o HSV-1 e/ou HSV-2 (LUPI; PEREIRA JR, 2000b), que
mostram similaridades em suas manifestagdes clinicas, sendo que ambos provocam
infeccdo primaria em membranas mucosas e laténcia nos ganglios nervosos
sensoriais (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007).

Embora HSV-1 e HSV-2 causem infecgbes genitais ou extragenitais
clinicamente indistinguiveis, ha diferencas na distribuicdo anatémica destas
infecgcdes, como foi descrito em 1967 por Dowdle e colaboradores. Em geral, o
HSV-1 afeta principalmente boca, labios, olhos e locais acima da cintura, enquanto
que o HSV-2 infecta regides abaixo da cintura. Porém, nas Uultimas décadas
ocorreram alteracdes na distribuicdo e prevaléncia das infeccbes herpéticas. Em
alguns paises, a proporgcao de infecgbes genitais causadas pelo HSV-1 é bastante
elevada, podendo atingir 60% dos casos. Esta mudanca de etiologia é causada
principalmente pelas alteracbes no comportamento sexual, especialmente pelo
contato oro-genital desprotegido (ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).

O HSV propaga-se de pessoa a pessoa através do contato direto com
secregdes contaminadas (BRADY; BERNSTEIN, 2004) e o tipo de infecgao
resultante dependera do sistema imunolégico do hospedeiro. Individuos
susceptiveis, isto €, individuos soronegativos para HSV, desenvolvem ‘“infec¢ao
primaria” apos sua primeira exposicdo ao HSV-1 ou ao HSV-2, sendo geralmente
mais severas que uma infeccio recorrente. Uma “infeccdo inicial” ocorre quando um
individuo ja possui anticorpos contra HSV-1 ou HSV-2 e é infectado com o outro tipo
de virus pela primeira vez. Durante a infecgao primaria e infecgéo inicial, o virus
estabelece uma infeccdo latente nos neurbnios sensoriais. A subsequente
reativagao do virus latente resulta numa “infecgéo recorrente” (WHITLEY; ROIZMAN,
2001; CLEATOR; KLAPPER, 2004; CERNIK; GALLINA; BRODELL, 2008).

A infeccdo primaria por HSV é, em sua grande maioria, assintomatica,
especialmente em individuos saudaveis jovens (ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).
Contudo, as manifestagdes clinicas caracteristicas variam desde gengivomastites,
lesbes orolabiais, querato-conjuntivites e infecgdes genitais, até doencgas

potencialmente fatais, incluindo infeccdo neonatal, encefalites e infeccbes
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disseminadas em pacientes com o sistema imunolégico comprometido (BRADY;
BERNSTEIN, 2004).

As propriedades biologicas dos HSV que controlam o curso da infecgao
humana sado neuroviruléncia e laténcia. Ha possibilidade destes virus invadirem e se
replicarem no SNC, resultando em danos neuroldgicos severos, tal como ocorre nas
encefalites herpéticas. Alternativamente, eles podem simplesmente estabelecer
laténcia, funcionando como um reservatério para a transmissédo viral a pessoas
susceptiveis, se reativados (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

Somente nos Estados Unidos, aproximadamente 500.000 novos casos de
doenca herpética sédo relatados a cada ano (PIRET et al., 2002; ARDUINO;
PORTER, 2008). A soroprevaléncia do HSV-1 em adultos atinge 70% nos paises
desenvolvidos e até 100% nos paises em desenvolvimento. Mulheres sdo mais
susceptiveis a infeccdo por HSV-2 do que homens e a prevaléncia soroldgica do
HSV-2 varia de 7-40% em mulheres gravidas até 60-95% em pessoas infectadas
pelo HIV. Uma outra preocupacado € decorrente do fato que apenas 10-25% das
pessoas com anticorpos anti-HSV-2 estdo conscientes da sua infeccdo e da
capacidade de transmitir o virus para pacientes susceptiveis (GUPTA; WARREN;
WALD, 2007).

Além disso, o herpes genital encontra-se intimamente relacionado a aquisigao
do HIV, aumentando em até trés vezes o risco de contrai-lo sexualmente (GUPTA,;
WARREN; WALD, 2007). Isto ocorre através do recrutamento de células do sistema
imune para os locais da ulceracdo genital, acarretando numa maior disponibilidade
das células-alvo ativadas do virus HIV (linfécitos CD4) (LUPI; SEMENOVITCH,;
PEREIRA JR, 2000c; CELUM et al., 2008; KOELLE; COREY, 2008).

Como dito anteriormente, os HSV apresentam capacidade de estabelecer
infeccao latente ou persistente por toda a vida do hospedeiro, variando o sitio de
laténcia de acordo com a subfamilia. A principal caracteristica dos membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae é estabelecer laténcia nos nervos sensoriais. A
infecgao primaria causada pelos HSV-1 e HSV-2 é caracterizada pela replicagao no
local da inoculagéo viral, seguida de um transporte axonal retrogrado dos virus ao
correspondente ganglio sensorial, onde a infecgao resulta em morte celular ou no
estabelecimento de laténcia. Dessa forma, em alguns neurdnios, 0s virus expressam
genes, replicam e causam morte celular, enquanto que em outros neurénios, os

virus estabelecem uma infecgao latente caracterizada pela transcricdo génica viral
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limitada (nenhum dos genes virais expressos durante a fase litica € detectado),
exceto para os genes “transcritos associados a laténcia (LATs)” (LAZARINI et al.,
2006; MARGOLIS et al., 2007). Os virus podem entao ser reativados dos ganglios
trigémio, vagal e sacral (WHITLEY; ROIZMAN, 2001) espontaneamente ou
desencadeado por varios estimulos, como estresse, febre, trauma, mudangas
hormonais, radiagdo ultravioleta, e entdo passar anterogradamente pelo nervo,
causando as infecgdes recorrentes com lesdes caracteristicas em sitios especificos
da pele e mucosas (BRADY; BERNSTEIN, 2004; ARDUINO; PORTER, 2008)
(figura 1).
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Figura 1: Mecanismo de laténcia dos HSV. (a) Ciclo litico dos Herpes Simplex Virus em células
epiteliais ou genitais causando infecgdo primaria; (b) Alguns virions entram no neurénio sensorial e
passam retrogradamente ao seu nucleo onde estabelecem laténcia; (c) Reativagdo resulta num
transporte anterégrado dos virions, saida do neurénio, e reinfec¢do das células, que podem gerar
lesdes recorrentes ou assintomaticas. Fonte: LACHMANN (2003).

Os HSV-1 e HSV-2 sao estritamente relacionados entre si, mostrando uma
homologia em nivel de DNA de 83% em regides codificadoras de proteinas. As
lesbes causadas pelo HSV-1 podem nao ser distinguidas daquelas causadas pelo
HSV-2, mas ha diferengas genéticas e bioldgicas, que permitem sua diferenciagao
sorolégica. O mapa genético de ambos é colinear e 0o genoma apresenta
aproximadamente o mesmo tamanho (152 kpb e 155 kpb para HSV-1 e HSV-2,
respectivamente), que codificam genes correspondentes; porém, ha diferengas nos

locais de restricdo das endonucleases do genoma e no tamanho aparente das
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proteinas codificadas (SPEAR, 2004; ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; GUPTA;
WARREN; WALD, 2007; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

Os HSV-1 e HSV-2 sao virus envelopados de replicacdao nuclear com um
peso molecular de 96 X 10° kDa, conformacéo esférica e regular com um didmetro
que varia de 120 a 150 nm (ARDUINO; PORTER, 2008). Os virions compreendem
quatro componentes distintos: envelope, tegumento, capsideo e genoma.

No interior do virion esta o core contendo DNA linear de fita dupla, o qual
consiste em dois componentes ligados covalentemente, denominados longo (L) e
curto (S), ambos contendo sequéncias unicas (U. e Us, respectivamente), que sao
flanqueadas por regides de sequéncias repetitivas invertidas. O rearranjo destes dois
componentes da origem a quatro populagées de moléculas de DNA, diferindo entre
si apenas na orientacdo das sequéncias do DNA. Seu genoma é um dos maiores
entre os virus herpéticos humanos, codificando cerca de 70 a 200 proteinas
requeridas para o crescimento do virus em cultura celular in vitro, para fungdes
relacionadas a entrada do virus na célula hospedeira, a regulagdo da expressao
génica, a replicacédo e ao empacotamento do DNA viral, entre outras (WHITE;
FENNER, 1994; WHITLEY; ROIZMAN, 2001; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007;
ARDUINO; PORTER, 2008).

Os demais componentes do virion envolvem o core. O capsideo é composto
de 162 capsébmeros (150 hexédmeros e 12 pentdmeros) arranjados em simetria
icosaédrica com aproximadamente 125 nm de didmetro e 15 nm de espessura.
Envolvendo o capsideo encontra-se o tegumento, uma camada amorfa, que contém
no minimo 20 proteinas virais envolvidas nas fases iniciais da infeccéo e replicacao
do virion. O envelope é constituido por uma bicamada lipidica, derivado das
membranas das células previamente infectadas, onde estdo acomodadas no minimo
12 tipos de glicoproteinas virais (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM e gN),
que desempenham fung¢des importantes nas diversas etapas da infecgéo viral. Estas
glicoproteinas tém sido extensivamente estudadas e a principal diferenga antigénica
entre HSV-1 e HSV-2 parece estar relacionada aos epitopos especificos
encontrados em algumas delas. Além das glicoproteinas virais, ha diversas
proteinas nao glicosiladas, lipidios e poliaminas no envelope viral (WHITE; FENNER,
1994; LUPI; PEREIRA JR, 2000b; CLEATOR; KLAPPER, 2004; ELLERMANN-
ERIKSEN, 2005; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007; ARDUINO; PORTER, 2008).

A morfologia caracteristica dos HSV pode ser visualizada na figura 2.
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Figura 2: Estrutura do virion dos HSV. (A) Imagem da superficie externa do HSV obtida de uma
tomografia crio-eletrénica, mostrando as glicoproteinas virais em amarelo e o envelope em azul
escuro. (B) Corte transversal do interior do virion, mostrando o capsideo (azul claro), o tegumento
(alaranjado) e o envelope com as glicoproteinas (azul escuro e amarelo). Fonte: GRUNEWALD et
al.(2003).

O ciclo de multiplicagao dos virus herpéticos consiste em uma sequéncia
complexa de eventos. In vitro, o processo completo de replicagao viral envolve,
aproximadamente, 18 a 20 horas, e é citolitico. Resumidamente, para iniciar sua
infeccdo, os HSV precisam ser adsorvidos aos receptores de superficie celular,
seguido da fusao do envelope viral com a lamela externa da membrana plasmatica.
O capsideo desenvelopado é, entdo, transportado até os poros nucleares, onde o
genoma viral sera liberado para dentro do nucleo celular. Os eventos chave que
ocorrem no nucleo incluem transcricdo, sintese do DNA, montagem do capsideo,
empacotamento do DNA e envelopamento, resultando na liberacdo de um novo
virion potencialmente infeccioso. E importante destacar que o virion é estruturado de
modo que o genoma viral fique protegido de condigdes adversas do ambiente
extracelular (DA SILVA, 2000; SPEAR, 2004; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

A primeira etapa do ciclo de multiplicagdo dos virus herpéticos consiste na
entrada ou penetragao, que € um processo complexo envolvendo cinco das doze
glicoproteinas virais. Os HSV podem entrar nas células através de duas formas
distintas. A principal via de entrada envolve a adsor¢céo e fusdo do envelope viral
com a membrana plasmatica sendo dependente de interagdes com receptores
especificos presentes na superficie celular e independente de pH (este processo
sera descrito detalhadamente a seguir). Uma segunda forma de entrada do virus na

célula hospedeira, dita secundaria, envolve endocitose do capsideo envelopado,
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através da sua fusdo a membrana da vesicula endocitica dependente de pH
(ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

A infecgdo pelos HSV é iniciada através da adsorg¢ao, que consiste na
ligacao reversivel da particula viral via gB e/ou gC a um receptor celular (cadeias de
glicosaminoglicanos de proteoglicanos da superficie celular). O sulfato de heparana,
um dos diversos tipos de GAG, ¢é preferencial e considerado o principal receptor de
ligagdo dos HSV (METTENLEITER, 2002; SPEAR, 2004; ELLERMANN-ERIKSEN,
2005; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007). Assim, a adsorgdo inicial do HSV-1 as
células é mediada, predominantemente, pela interacdo da gC (e, em menor
extensdo, pela gB) aos receptores GAG da superficie celular. Embora a gC
desempenhe um papel importante, aumentando significantemente a eficiéncia da
infeccdo pelo HSV-1, estudos realizados com virus mutantes desprovidos de gC
(HSV-1 gC’) demonstraram que os mesmos mantiveram-se infecciosos, porém com
uma reducdo da capacidade de infectar células em cultura (cerca de 10 vezes)
quando comparados as cepas selvagens. No entanto, HSV-2 desprovidos de gC
(HSV-2gC’) ndo apresentaram perda da sua capacidade infecciosa, sugerindo que a
adsorcao do HSV-2 se da via gB, e este fato poderia explicar as diferengas exibidas
entre os dois sorotipos, tais como tropismo celular e perfil epidemiolégico (GERBER,;
BELVAL; HEROLD, 1995; TRYBALA et al., 2000; METTENLEITER, 2002;
MARCHETTI; AMMENDOLIA; SUPERTI, 2009).

Portanto, a gC é considerada uma glicoproteina n&o essencial de entrada, ao
contrario da gB que é essencial. Além disso, um estudo recente, realizado por Satoh
e colaboradores (2008), demonstrou que outros receptores celulares para as duas
glicoproteinas virais (gB e gD) sao requeridos para a infecgao pelos HSV-1, e que
uma classe de receptores do tipo imunoglobulina [Paired Immunoglobulin-Like type 2
(PILRa)] desempenham um importante papel durante a entrada do virus, como um
co-receptor da gB.

Embora ambos os sorotipos de HSV tenham como principal receptor celular
as moléculas de sulfato de heparana, estes virus exibem diferencas especificas em
suas interagdes com as células hospedeiras. Por exemplo, substancias polianidnicas
inibiram mais eficientemente a infec¢gdo causada por HSV-2 do que aquela causada
por HSV-1, enquanto que compostos policatibnicos mostraram-se mais eficientes na
inibicdo da infeccdo causada pelo HSV-1. Além disso, células desprovidas de

cadeias de sulfato de heparana e de condroitina foram permissivas a infecgéo pelo
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HSV-1, mas néo pelo HSV-2, quando em presencga de sulfato de dextrana (receptor
artificial), infecgéo esta mediada principalmente pela gB-1 (gB do HSV-1) (TRYBALA
et al., 2000).

No entranto, as interagbes das glicoproteinas B e C com as moléculas de
sulfato de heparana nao sao suficientes para a entrada dos HSV nas células. Para
que ocorra a penetragao por fusdo, apds a adsorgao da particula viral a superficie
celular, € necessario que a gD interaja com um dos seus diversos receptores,
sofrendo alteracbes conformacionais. Além disso, é preciso que também ocorra
interacdo com a gB ou com o dimero gH-gL, resultando na fusdo do envelope viral
com a membrana da célula, e subsequente entrada do nucleocapsideo e do
tegumento no citoplasma celular (METTENLEITER, 2002; SPEAR, 2004;
ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).

Os receptores de entrada, nos quais a gD se liga, estdo divididos em trés
classes: (1) um membro da familia dos receptores do fator de necrose tumoral, o
HVEM (mediador de entrada dos herpesvirus), mais tarde designado de HVeA
(proteina A de entrada dos herpesvirus); (2) as nectinas 1 e 2, membros da
superfamilia das imunoglobulinas; e (3) sitios especificos do sulfato de heparana,
gerados por 3-O-sulfotransferases. Os HSV diferem entre si apenas com relagao a
preferéncia pelos receptores. Enquanto o HVEM e a nectina-1 sdo excelentes
receptores de entrada para ambos os sorotipos, a nectina-2 é inativa para a entrada
do HSV-1 e fracamente ativa para mediar a entrada do HSV-2 (SPEAR, 2004). Um
resumo da sequéncia de eventos da adsorcao e da fusdo dos virions nas células

hospedeiras esta representado na figura 3.

Entrada

HVEM Nectina-1

Nectina-2

Figura 3: Receptores da superficie celular e ligantes virais que participam da entrada e da fuséao
dos HSV; Cinco glicoproteinas virais participam deste processo (gB, gC, gD, gH e glL) e a ligacao
dos virus as células € mediada pela ligagdo da gB ou gC as cadeias do sulfato de heparana
presentes nas células, o que facilita a ligagdo da gD a um dos seus receptores de superficie e
desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana celular, através da acdo da gB e do
heterodimero gH-gL. Fonte: SPEAR (2004).
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Apds a fusdo, as proteinas do tegumento e o nucleocapsideo viral séo
introduzidos no citoplasma celular. O nucleocapsideo ¢é transportado por
microtubulos do citoesqueleto até um poro da membrana nuclear, através do qual o
DNA viral é liberado no interior no nucleo celular. No nucleo ira ocorrer a transcricao,
replicagdo e montagem de novos capsideos. As proteinas do tegumento asseguram
uma expressao robusta de genes virais e paralisam o metabolismo macromolecular
para uso proprio da célula hospedeira, garantindo eficientemente a sintese protéica
e do DNA viral. Uma proteina do tegumento, vhs (virion host shut-off), produto do
gene U, 41, parece permanecer no citoplasma, onde desempenha a fungcdo de
desagregar polirribossomas e degradar RNAs celular e viral, sendo que o ultimo
possui vantagem, uma vez que sua producdo esta altamente induzida. Uma outra
proteina do tegumento, VP16 ou a«-TIF, aumenta a expressdo de genes aq,
promovendo a transcricdo viral imediata (WHITE; FENNER, 1994; WHITLEY;
ROIZMAN, 2001; ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).

Durante a infeccao produtiva, mais de 84 diferentes proteinas sdo expressas
de uma forma coordenada e é regulada em trés fases sequenciais: imediata (a),
precoce (B), e tardia (y), sendo essa ultima ainda subdividida em tardia imediata (y1)
e tardia verdadeira (y2), de acordo com seu grau de dependéncia na replicagao do
DNA para sua expressao (COLBERE, 1975; JOHNSON; SONG; KNIPE, 2008; SU et
al., 2008).

Na fase imediata, a expressao dos genes a resulta na produgao de proteinas
que regulam a replicagao viral (indutores transcricionais) e séo sintetizadas em torno
de 3 a4 h P.l. Além disso, as proteinas da fase o s&o responsaveis por bloquear a
apresentagao de peptideos antigénicos na superficie das células infectadas. As
chamadas infected cell proteins (ICPs) [0, 4, 22, 27, 47 e Us1.5] sdo proteinas
multifuncionais da fase imediata, que alteram o ambiente das células infectadas para
permitir uma expressao mais eficiente dos genes virais e funcionam como
transativadores da expressao dos genes 3. As proteinas regulatorias ICPO, ICP4 e
ICP22 sao fosforiladas por quinases celulares (exemplo: ciclina cinase, cdc2) e
proteinas quinases virais (U3 e U.13) (BOEHMER; LEHMAN, 1997; WHITLEY;
ROIZMAN, 2001; 2002; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

A ativacdo da maquinaria transcricional das células pelos produtos dos

genes a resulta na sintese de proteinas da fase precoce ou [, que promovem a
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replicacdo do DNA viral e a expressao das proteinas y. As proteinas de fase 3
incluem as sete enzimas que s&o requeridas para a sintese do genoma viral [uma
subunidade catalitica da DNA polimerase viral (U .30) e sua proteina acessoria
(U 42), uma proteina de ligagado U 9, uma proteina de ligagdo do DNA fita simples
ou ICP8 (U.29) e uma complexo helicase-primase formado por trés proteinas (U.5,
U8 e U.52)], e as enzimas necessarias para o0 metabolismo do DNA viral
(ribonucleotideo redutase, timidina quinase, dUTPase, uracil DNA glicosilase, entre
outras). O pico de sintese dos produtos de fase precoce € atingido entre 5-7 h P.l., e
quando niveis suficientes destas proteinas acumulam-se no interior da célula
infectada, inicia-se a replicagdo do DNA viral. Outras proteinas de fase precoce
estdo envolvidas no aumento dos estoques de desoxirribonucleotideos das células
infectadas, enquanto outras exercem fungao de enzimas de reparo para os genomas
virais recém-sintetizados. A expressao dos genes a € significantemente reduzida
apos o inicio da replicagédo do DNA viral, enquanto que os genes da fase tardia ou y
comegam a ser expressos em altos niveis (WHITE; FENNER, 1994; BOEHMER,;
LEHMAN, 1997; WHITLEY; ROIZMAN, 2001; CLEATOR; KLAPPER, 2004;
ELLERMANN-ERIKSEN, 2005).

A sintese do nucleocapsideo e de todas as outras proteinas estruturais que
formarao os virions, tais como as glicoproteinas do envelope viral, ocorrem quando a
expressao dos genes y € induzida pelos produtos da fase precoce (§), em torno de
12 h P.I. Os virions sdo montados no nucleo das células infectadas, onde as
proteinas dos capsideos reunem-se para formar capsideos vazios. O DNA viral
recém-sintetizado é clivado e empacotado para produzir os nucleocapsideos, que
irdo se associar a por¢gdes modificadas da membrana nuclear, contendo as proteinas
do tegumento e as glicoproteinas do envelope. Isto desencadeia o envelopamento
por brotamento através da membrana nuclear. Virions envelopados acumulam-se no
reticulo endoplasmatico, e os virions maduros migram para a superficie celular, onde
se fundem a membrana citoplasmatica, e séo liberados no espaco extracelular por
exocitose. Portanto, a infecgdo produtiva de uma célula resulta na sua destruicao
devido as mudangas bioquimicas e estruturais induzidas pela replicacdo viral
(WHITE; FENNER, 1994; CLEATOR; KLAPPER, 2004; ELLERMANN-ERIKSEN,
2005).
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O progresso de uma infecgdo herpética nos tecidos é influenciado pela
capacidade dos HSV de infectarem células adjacentes diretamente através das
jungdes celulares. Os virus estarédo, deste modo, evitando a exposi¢cao a substancias
extracelulares, tais como anticorpos e complemento (ELLERMANN-ERIKSEN,
2005). As mesmas glicoproteinas virais (gB, gD, gH/gL) e os mesmos receptores
celulares, que promovem a entrada dos HSV, via superficie apical da célula,
possibilitam a propagacao viral célula a célula, isto é, o0 movimento do virus no
espaco entre as células infectadas e células vizinhas nao infectadas (NYBERG et al.,
2004). Adicionalmente, o heterodimero viral gE/gl participa da propagacao viral entre
as células, através da ligacdo a receptores presentes nas jungdes celulares,
facilitando a entrada dos virions em células adjacentes (JOHNSON et al., 2001;
POLCICOVA et al., 2005). Um diagrama referente ao ciclo de multiplicagdo dos HSV

pode ser visualizado na figura 4.
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Figura 4: Ciclo de multiplicagdo dos HSV. (1) O virus adsorve, liga-se e funde-se a membrana
celular, liberando o capsideo e as proteinas do tegumento no citoplasma; (2) O capsideo é
transportado ao poro nuclear onde o DNA viral é liberado; (3) A proteina VHS degrada o RNAm;
(4) VP16 entra no nucleo; (5) o DNA viral circulariza; (6) o DNA viral é transcrito pela RNA
polimerase celular formando os aRNA; (7) As proteinas a estimulam a transcricdo dos genes B; (8)
As proteinas B estdo envolvidas na replicagdo do DNA viral e, sua sintese (9), estimula a
expressdo dos genes y, (10) que estdo envolvidos na montagem do capsideo no nucleo e
modificagdes da membrana para a formagéo do virion; (11) DNA é “empacotado” no interior dos
capsideos vazios formando os nucleocapsideos, que brotam (12) através da membrana nuclear
para formar o virion envelopado que € liberado no espago extracelular onde vai infectar células
adjacentes. Fonte: ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY (2007).

2.3 Terapéutica anti-herpética

O ciclo de replicagdo dos componentes da subfamilia Alphaherpesvirinae

(HSV-1, HSV-2 e VZV) oferece multiplos sitios potenciais para o desenvolvimento de
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medicamentos antivirais (LUPI, 2000a). Embora grande parte do arsenal terapéutico
anti-herpético atual seja representado pelos analogos de nucleosideos, que atuam
em uma unica enzima viral (DNA polimerase), outras proteinas que desempenham
funcbes especificas na replicagdo dos herpesvirus podem servir como alvo
molecular para o desenvolvimento de farmacos antivirais, como por exemplo, 0s
inibidores da adsorcdo e entrada dos herpesvirus, compostos que inibam a
expressao génica e a replicagdo do DNA viral, bem como a montagem e liberagao
dos virions (COEN; SCHAFFER, 2003).

No século XXI, o arsenal terapéutico esta bem estabelecido para a prevencao
e tratamento de algumas doencgas virais, o qual compreende cerca de 40 farmacos
aprovados oficialmente para uso clinico. A maioria deles foi aprovada nos ultimos
cinco anos, sendo que metade é utilizada para o tratamento da infeccao ocasionada
pelo HIV. Os demais antivirais sao utilizados contra os virus das hepatites B e C,
virus influenza, virus respiratorio sincicial e virus herpéticos, incluindo neste ultimo
grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e os HSV tipos 1 e 2 (DE
CLERCQ, 2004; 2005). Portanto, poucos sdo os medicamentos usados para o
tratamento das infeccbes herpéticas, que incluem inibidores da replicagdo viral
(aciclovir, valaciclovir, idoxuridina, ganciclovir, fanciclovir, brivudina, penciclovir,
cidofovir, foscarnet e trifluorotimidina) e o docosanol, que € um inibidor da entrada
dos virions nas células (MAMIDYALA; FIRESTINE, 2006; ROTTINGHAUS;
WHITLEY, 2007).

O primeiro medicamento anti-herpético sintetizado foi a idoxuridina em 1959
por Prusoff; porém, devido a sua elevada citotoxicidade e baixa seletividade, este
farmaco foi aprovado somente para o tratamento tépico de infecgdes por HSV (DE
CLERCQ; FIELD, 2006). Em seguida, foi sintetizada a vidarabina, em 1968. No
entanto, foi com a descoberta do aciclovir, um analogo aciclico do nucleosideo 2'-
deoxiguanosina altamente seletivo para os herpesvirus, em 1977 (ELION et al.,
1977), que se iniciou uma nova era na pesquisa de farmacos antivirais. A partir da
década de 80, houve um acentuado avango no campo da virologia, particularmente
pela necessidade de combate ao HIV, resultando na descoberta e validacdo de
novos alvos para intervencdo terapéutica. Porém, ainda ha poucos agentes
antivirais, quando comparados a grande disponibilidade de compostos

antimicrobianos e até mesmo antifungicos (DE CLERQ, 2002).
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Teoricamente, qualquer processo que seja essencial para a replicagao do
virus € nao para a sobrevivéncia celular, € um alvo para a acao de farmacos
antivirais (WHITE; FENNER, 1994). No entanto, uma das razbes que dificultam o
desenvolvimento de farmacos antivirais é, principalmente, a natureza intrinseca dos
virus, os quais possuem uma estrutura relativamente simples e um sistema
enzimatico restrito, sendo totalmente dependentes da maquinaria metabdlica da
célula hospedeira para sua replicagdo. Desta forma, compostos que inibem ou
provocam a morte viral sdo, também, téxicos as células hospedeiras, em diferentes
intensidades. O compromisso com a especificidade pelas células infectadas, a
eficacia e um baixo nivel de toxicidade sao, portanto, indispensaveis para a selegao
de novos agentes antivirais (ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007).

O aciclovir, 9-(2-hidroxietoximetil-guanina), farmaco de escolha no tratamento
de infecgbes herpéticas, age como um inibidor seletivo da replicagdo dos
herpesvirus e é administrado na forma de um pré-farmaco inativo, com posterior
conversdao a um derivado fosforilado pela acdo de uma enzima codificada pelo
proprio virus, a timidina quinase viral. O monofosfato de aciclovir sofre ainda duas
fosforilacdes por quinases celulares, transformando-se na forma ativada: trifosfato de
aciclovir. Desta maneira, o farmaco se concentra nas células infectadas, reduzindo
os efeitos colaterais, o que explica a alta seletividade deste farmaco. O aciclovir
trifosforilado inibe, especificamente, a replicacdo do DNA dos HSV ao competir com
o trifosfato de desoxiguanosina pela DNA polimerase viral, e ao atuar como
substrato para esta enzima. E importante ressaltar que as enzimas celulares, mais
especificamente a DNA polimerase celular, é consideravelmente menos sensivel a
esta inibicdo do que a DNA polimerase viral. A molécula de aciclovir é ligada ao
genoma dos HSV, através da DNA polimerase, durante o processo de alongamento
da estrutura helicoidal do DNA viral. A auséncia do grupo hidroxila na posigdao 3’
impede a incorporagédo de outro nucleotideo, inibindo a sua sintese de forma
irreversivel e efetuando a terminagédo obrigatéria da cadeia de DNA a qual se
incorpora (LUPI, 2000a; ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007).

Se os HSV ndo expressarem uma quinase funcional capaz de fosforilar o
farmaco, ou ainda se a estrutura da DNA polimerase viral estiver alterada e incapaz
de se ligar ou incorporar a forma trifosfatada do aciclovir ou de outros analogos de
nucleosideos (como € o caso de certas cepas virais mutantes), os HSV se tornardo

resistentes a esta terapia. Sob tais circunstancias, os indices terapéuticos destes
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farmacos serdo significantemente reduzidos, uma vez que doses maiores serao
requeridas para produzir efeitos clinicos e os pacientes poderdo apresentar efeitos
colaterais e, possivelmente, sintomas de intoxicacdo (COEN; SCHAFFER, 2003).

A biodisponibilidade oral do aciclovir € de somente 10-20% e derivados
nucleosidicos aciclicos, tipicamente ésteres, foram desenvolvidos para superar este
problema. O valaciclovir (éster L-valina do aciclovir), um dos primeiros pré-farmacos
do aciclovir, é rapidamente metabolizado apds administragdo oral, com uma
biodisponibilidade em torno de 50% (BRADY; BERNSTEIN, 2004; DE CLERCQ;
FIELD, 2006).

A vidarabina e o foscarnet sao frequentemente utilizados no tratamento de
infecgbes provocadas por cepas de HSV-1 e HSV-2 resistentes ao aciclovir, uma vez
que a atividade da timidina quinase nio € requerida para a sua acao antiviral. No
entanto, estes dois farmacos podem induzir mutagdes no gene da DNA polimerase
viral, quando utilizados por longos periodos (DE LOGU et al., 2000). Além disso,
com o uso crescente dos agentes antivirais, varios casos de toxicidade tém sido
relatados. Aciclovir e ganciclovir podem provocar neurotoxicidade, particularmente
em pacientes com disfungao renal (ERNST; FRANEY, 1998), enquanto que a terapia
com foscarnet esta associada a faléncia renal aguda (HOCH et al., 1995).

O desenvolvimento de vacinas anti-HSV €& um outro processo desafiante, ja
que a laténcia e a reativacao virais ocorrem na presenga de imunidade celular e
humoral previamente adquirida. Dessa forma, a imunidade induzida por uma vacina
contra os HSV deve superar a capacidade dos virions de evadirem-se do sistema
imunolégico do hospedeiro, além de prevenir infecgdes recorrentes em individuos
que ja estejam infectados por HSV (WHITLEY; ROIZMAN, 2002; BRADY;
BERNSTEIN, 2004).

Portanto, os fatos aqui expostos mostram a importancia e a necessidade do

desenvolvimento de novos farmacos anti-herpéticos, menos téxicos e mais eficazes.

2.4 Materiais testados

2.4.1 Extratos testados

O quadro 3 e o item 2.4.2 trazem algumas informagdes a respeito dos

extratos testados neste trabalho.
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Quadro 3: Informacgdes sobre os taxons da biodiversidade brasileira avaliados na
triagem anti-herpética realizada.

Nomes

Familia Sinonimia cientifica Usos
populares
Laurencia flagellifera J. Agardh Produgao industrial
Rhodomelaceae | chondrophycus flagelliferus C. - de agar
Agardh (OLIVEIRA, 1981)
Producao industrial
Rhodomelaceae | Laurencia microcladia Kitzing - de agar
(OLIVEIRA, 1981)
Passifloraceae Passiflora edulis Deg. Maracuja- Sedaflvo
azedo (PIO CORREA, 1978)
vV Adstringente,
Sapindaceae Dodonea viscosa Jacq. assoura- | aromatica, sudorifera
vermelha R
(PIO CORREA, 1978)
Ali
Musaceae Musa sp. Bananeira |meAnto
(PIO CORREA, 1978)
Asteraceae Eupatorium bupleurifolium D.C. - -
Asteraceae Eupatorium rufescens Lund. - -
Asteraceae Eupatorium serratum Spreng. - -
Asteraceae Eupatorium tanacetifolium Gill. - -
Asteraceae Calea phyllolepis Baker - -
Diurética, anti-
hipertensiva e
Urticaceae Cecropia glaziovii Sneth. Embauba P "

antiasmatica
(LORENZI; MATOS, 2002)

Apos a triagem anti-herpética, o vegetal escolhido para ser o objeto de estudo

desta dissertagao foi Cecropia glaziovii Sneth., devido aos resultados obtidos (item

5.2 — Resultados e Discussao) e a proximidade com o laboratério que realiza o seu

estudo fitoquimico, o que facilitou o acesso aos extratos e fragdes a serem testados.

Seguem abaixo algumas informagdes sobre o género Cecropia e a referida espécie.
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2.4.2 Género Cecropia

2.4.2.1 Aspectos Gerais

Anteriormente descrito na familia Moraceae, o género Cecropia foi
classificado novamente por Berg (1978), definindo-o como integrante da familia
Cecropiaceae (ordem Urticales), a qual foi morfologicamente considerada como
intermediaria entre as familias Moraceae e Urticaceae. Com esse novo arranjo
taxondmico, a familia Cecropiaceae incluiria mais de 180 espécies, distribuidas em
seis géneros: Coussapoa, Musanga, Myrianthus, Poikiiospermum, Pourouma e
Cecropia, sendo este ultimo o unico género importante como fonte de espécies
medicinais e com grande ocorréncia em todo o territério brasileiro (DI STASI; SEITO;
HURUMA-LIMA, 2002). Embora essa classificagdo taxonémica (Cecropiaceae) seja
considerada correta por muitos pesquisadores, recentemente estudos baseados em
analises filogenéticas (SYTSMA et al., 2002) apontaram uma nova classificagéo para
0 género Cecropia, inserindo-o na familia Urticaceae.

O género Cecropia compreende cerca de 100 espécies ocorrendo na América
Tropical, desde o México até o sul do Brasil (BERG, 1996). No territorio brasileiro,
mais de 50 espécies deste género podem ser encontradas no Norte (especialmente
na Floresta Amazénica), parte do Centro-Oeste, e também nas regides Sudeste e
Sul, porém sao raramente encontradas nas zonas secas do Nordeste (PIO
CORREA, 1978; CARAUTA, 1996; OLIVEIRA et al., 2000). O nome do género
Cecropia vem do grego cecrops, que significa “chamar, ecoar”, referindo-se ao caule
€ aos ramos ocos das plantas desse género, usados na fabricagdo de instrumentos
de sopro (DI STASI; SEITO; HURUMA-LIMA, 2002).

Membros deste género sao tipicamente arvores de 8 a 25 metros de altura,
com troncos segmentados e ocos onde formigas do género Azteca vivem em
mutualismo fornecendo protecdo em resposta a algum dano ao vegetal e
influenciando no desenvolvimento da espécie (GIANOLI et al.,, 2008). Além dessa
relagdo simbiotica, o bicho-preguiga (Bradypus tridactylus) alimenta-se dos brotos e
dos frutos destas plantas (BACKES; IRGANG, 2002).

Varias espécies de Cecropia servem de fonte industrial para a extragao de
celulose e as folhas sdo usadas tradicionalmente em todo o Brasil como cha
diurético (LORENZI; MATOS, 2002). Além do emprego como diurético, estas plantas
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sao popularmente utilizadas para o tratamento de bronquites, diabetes, asma,
hipertensédo arterial, infecgées pulmonares e ansiedade (DI STASI et al., 1994; 2002;
ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002; ALMEIDA et al., 2006; DELARCINA et al., 2007;
LIMA-LANDMAN et al., 2007; TOLEDO et al., 2008).

Apesar de seu amplo uso popular, poucas espécies do género Cecropia sao
estudadas. Destacam-se C. glaziovii, C. obtusifolia e C. peltata por apresentarem
uma série de estudos em relacdo ao seu perfil fitoquimico e atividades
farmacoldgicas. Enfase especial sera dada a C. glaziovii Sneth, objeto de estudo

desta dissertacio.

2.4.2.2 Cecropia glaziovii Sneth

Cecropia glaziovii Sneth € uma arvore caracteristica da costa sudeste do
Brasil, pertencente a familia Urticaceae, conhecida por suas propriedades
medicinais, assim como outras espécies do género. Denominada popularmente de
‘embauba vermelha”, € também chamada de “arvore da preguiga”, pois seus frutos
servem de alimentos para o bicho-preguica. E comum encontrar plantas deste
género ao redor de areas devastadas como arvores de replantio em areas de
desmatamento, devido ao seu rapido crescimento, o que tem ajudado a difundir o
género por diversas regides do pais (TANAE et al., 2007).

Na América Latina tropical e subtropical, ha relatos etnofarmacolégicos do
uso de C. glaziovii como cardiotonico, diurético, hipotensivo, anti-inflamatério e
antiasmatico (LORENZI; MATOS, 2002; SOUCCAR et al., 2008). Estas indicagbes
populares tém sido cientificamente investigadas nos ultimos 10 anos, principalmente
com relagao as agdes cardiovasculares da planta (ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002).

A atividade antihipertensiva do extrato aquoso das folhas de C. glaziovii Sneth
e de sua fragao butandlica foi confirmada e presumidamente relacionada ao bloqueio
de canais de calcio na musculatura lisa vascular (CYNEIROS, 1997; LIMA-
LANDMAN et al., 2007; NINAHUAMAN et al., 2007). O tratamento crénico com o
extrato aquoso desta planta provocou efeito ansiolitico e antidepressivo em ratos
(ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002), possivelmente relacionado ao bloqueio da
recaptacdo de monoaminas no SNC, principalmente de noradrenalina, sendo a
catequina e as procianidinas B, e B3z os compostos mais ativos (ROCHA et. al.,

2007). Os mesmos extratos (aquoso e fragdo butandlica) causaram redugdo do
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broncoespasmo induzido por histamina em porcos, efeito relacionado provavelmente
a uma atividade p-adrenérgica (DELARCINA et al.,, 2007), confirmando a agéo
broncodilatadora de C. glaziovii.

Um estudo recente avaliou o efeito de C. glaziovii no desenvolvimento
neurocomportamental e fisico de ratos (GERENUTTI et al., 2008), mostrando a baixa
toxicidade desta planta frente a porcos-da-india gravidas. Além disso, Souccar e
colaboradores (2008) comprovaram a inibicdo da secrecdo de acido gastrico pelo
extrato aquoso padronizado das folhas de C. glazioviii, bem como de seus
constituintes quimicos isolados (flavonoides, procianidinas e catequinas). Esta
atividade ja havia sido relatada em trabalhos anteriores (CYSNEIROS et al., 1996).

O quadro 4 sumariza as principais atividades farmacoldgicas/biolégicas

descritas para as outras espécies do género Cecropia.

Quadro 4: Atividades farmacoldgicas/biolégicas de outras espécies do género
Cecropia.

ESPECIE ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIA
C. palmata Willd. Antioxidante SILVA et al., 2007
C. catharinensis Colinomimética bloqueavel SIMOES et al.. 1998
Cuatrec. por atropina B
NICASIO et al., 2005
C. peltata L. Hipoglicemiante ANDRADE-CETTO et al., 2006

ANDRADE-CETTO; CARDENAS; RAMIREZ-
REYS, 2007

ANDRADE-CETTO; WIEDENFELD, 2001
HERRERA-ARELLANO et al., 2004
Hipoglicemiante ANDRADE-CETTO; HEINRICH, 2005
NICASIO et al., 2005
REVILLA-MONSALVE et al., 2007
ANDRADE-CETTO; BECERRA-JIMENEZ;

C. obtusifolia Bertol.

Analgesia
Antiinflamatdrio topico e PEREZ-GUERRERO et al., 2001
sistémico

Depressor do SNC

Hipotensora CONSOLINI; MIGLIORI, 2005
Cardiotonica CONSOLINI et al., 2006
C. pachystachya Sedativa
Trecul. Antimalarica UCHOA, 2004
Antioxidante VELAZQUEZ et al., 2003
Antiinflamatadria HIKAWCZUK et al., 1998
Citotoxica ROCHA et al., 2007

C. lyratiloba Miquel. Vasodilatadora LT o o 200G
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Em relagdo ao perfil fitoquimico de C.glaziovii, a classe majoritaria de
metabdlitos secundarios presentes, principalmente nas suas folhas, sdo os
flavonoides, proantocianidinas e acidos fendlicos. Alguns dos compostos mais
comumente encontrados nesta espécie sio flavonoides da classe dos C-
heterosideos, nos quais os acgucares estdo ligados ao nucleo aromatico por uma
ligacdo carbono-carbono, resistente a hidrélise acida (ZUANAZZI; MONTANHA,
2007). Nesta espécie, a C-glicosilflavona orientina (1) esta presente em menor
proporgdo, e majoritariamente encontram-se isoorientina (2) e isovitexina (3) (figura
5). Foram identificados, também, outros compostos fendlicos, tais como &cido
clorogénico, procianidinas B, e Cj, isoquercitrina, catequina e epicatequina
(LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001), e mais recentemente, Tanae e
colaboradores (2007) isolaram e identificaram as procianidinas B3 (isémero) e Bs no

extrato aquoso e fragao butandlica das folhas desta espécie vegetal.

(1) () ()

Figura 5: Flavonoides C-heterosideos presentes nas folhas de Cecropia glaziovii (glu = glicose).

Atualmente, inumeros C-glicosilflavonoides ja foram isolados de plantas, e os
mais estudados sado os mono-C-glicosilflavonoides incluindo vitexina (8-C-glicosil-
apigenina) e isovitexina (6-C-glicosil-apigenina) (HAN et al., 2008), sendo este ultimo
um dos componentes majoritarios das folhas de C. glaziovii (TANAE et al., 2007).

Muitos estudos in vitro e in vivo ja foram publicados em relagdo a potencial
atividade antiviral de flavonoides. Varias revisées (VLIETINCK; DE BRUYNE;
VANDEN BERGHE, 1997; COWAN, 1999; HUDSON; TOWERS, 1999; JASSIM;
NAJI, 2003; MARTIN; ERNST, 2003; KHAN et al., 2005; CHATTOPADHYAY; NAIK,
2007; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008) demonstraram a grande variedade de virus
testados e a diversidade dos métodos utilizados, os quais demonstraram efeitos de
inativacdo viral direta ou inibicdo do ciclo de replicacédo viral. Ha relatos de que

flavonoides, em especial quercetina, morina, rutina, e a catequina, inibiram o ciclo
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replicativo de varios tipos de virus, incluindo virus herpéticos, virus sincicial
respiratério e poliovirus (KAUL; MIDDLETON; OGRA, 1986; CUSHNIE; LAMB,
2005), além de apresentarem efeito sinérgico, por exemplo, entre flavonas e
flavonois (AMOROS; SIMOES; GIRRE, 1992). Um estudo, que avaliou a atividade
anti-herpética in vitro e in vivo de uma planta rica em C-glicosilflavonas
(Clinacanthus nutans), relatou efeito virucida direto e também resultados positivos
em pacientes que trataram topicamente lesdes de herpes genital e herpes zoster
com um creme contendo 5% de um extrato da referida planta (JAYAVASU;
BALACHANDRA; SANGKITJAPORN, 1992; YOOSOOK et al., 1999).

Em relacdo a atividade antiviral dos flavonoides C-heterosideos majoritarios
presentes nas folhas da C. glaziovii (isoorientina, isovitexina e orientina), ha
pouquissimos estudos publicados. Um deles, realizado por Li e colaboradores
(2002), avaliou a atividade antiviral da orientina e vitexina isoladas das flores de
Trollius chinensis, que se mostraram ativas contra a replicagdo do virus
parainfluenza 3. Gongalves e colaboradores (2001) avaliaram o efeito anti-herpético
in vitro de extratos ricos em C-glicosilflavonoides obtidos de Vitex polygama
(Verbenaceae), que nas condigdes experimentais testadas, mostraram-se pouco
ativos para uma cepa de HSV-1 resistente ao aciclovir. E importante ressaltar que
esta cepa viral, bem como as metodologias empregadas por estes pesquisadores,
nao foram as mesmas utilizadas nesta dissertagao.

Portanto, até o momento, no nosso conhecimento, ndo ha relato publicado da
deteccéo da atividade anti-herpética (anti-HSV-1 e anti-HSV-2) de Cecropia glaziovii,

que constitui o objetivo maior do presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a triagem anti-herpética de nove plantas e duas algas, oriundas da
biodiversidade brasileira, e selecionar a que apresentar os melhores resultados para
aprofundar a avaliagdo da atividade antiviral detectada, correlacionando-a com sua

composi¢ao quimica, assim como propor 0 mecanismo da sua agao anti-herpética.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade dos extratos e fragcbes obtidos a partir de Laurencia
flagellifera, L.microcladia, Passiflora edulis, Dodonea viscosa, Musa sp., Eupatorium
bupleurifolium, E. rufescens, E. serratum, E. tanacetifolium, Calea phyllolepis e
Cecropia glaziovii, frente as células VERO e GMK AH1, através do ensaio

colorimétrico do MTT;

- Avaliar a atividade anti-herpética destes extratos e fragdes frente ao HSV-1 (cepa
KOS) e HSV-2 (cepa 333), através do ensaio de inibicdo da formagao das placas de
lise;

- Realizar o fracionamento biomonitorado de C. glaziovii, selecionando a subfragao

com maior atividade antiviral;

- Avaliar a possivel atividade virucida do extrato bruto e fragbes purificadas de
C. glaziovii,

- Avaliar a atividade virucida da subfracdo mais ativa na presenga de solugdes
protéicas;

- Avaliar a agédo do extrato bruto e fragdes purificadas de C. glaziovii na adsorgao

dos virus nas células, através de estratégias metodoldgicas especificas;

- Avaliar a interferéncia da subfragdo mais ativa na penetragéo dos virus nas células,

através de uma estratégia metodoldgica especifica;

- Avaliar a agao da subfragdo mais ativa na propagacao intercelular viral, através do

ensaio de redugao do tamanho das placas de lise;
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- Avaliar a influéncia da subfracdo mais ativa na replicacdo viral em fungao do

tempo, através da sua adicao em diferentes periodos pds-infeccao;

- Avaliar a possivel interferéncia da subfragcdo mais ativa na expressao de proteinas
virais, através do ensaio de Western Blotting, utilizando anticorpos especificos para

proteinas expressas em algumas das fases da replicagao viral;

- Correlacionar a atividade antiviral detectada com os teores de compostos fendlicos
e flavonoides totais presentes no extrato bruto e fragdes purificadas, incluindo a

subfracdo mais ativa;

- Propor o mecanismo da agéo anti-herpética da subfragao mais ativa.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais de estudo

Os seguintes extratos empregados na triagem anti-herpética (Laurencia
flagellifera; L.microcladia; Passiflora edulis; Dodonea viscosa; Musa sp.) foram
gentilmente fornecidos pelos Professores Doutores Eloir Paulo Schenkel e Flavio
Henrique Reginatto do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/CIF/CCS/UFSC.
Os extratos e fragbes de Eupatorium bupleurifolium, E. rufescens, E. serratum, E.
tanacetifolium e Calea phyllolepis foram fornecidos pelo Prof. Dr. Alexandre Ferraz
da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA-RS).

Durante o fracionamento biomonitorado, foram utilizados o extrato bruto
aquoso e fragdes purificadas das folhas de Cecropia glaziovii Sneth, gentilmente
fornecidos pelo Mestrando Geison Modesti Costa do Laboratério de
Farmacognosia/CIF/CCS/UFSC, sob a orientagdo do Prof. Dr. Flavio Henrique
Reginatto, a quem agradecemos esta frutifera colaboragdo. A seguir, ha uma
descricdo sucinta do processo de obtencdo do extrato e fragbes de C. glaziovii
Sneth.

As folhas de C. glaziovii foram coletadas na localidade do Rio Vermelho no
municipio de Florianépolis, Santa Catarina, no més de marco de 2007. O material
vegetal foi identificado pelo botanico Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg e a
exsicata esta depositada no Herbario do Departamento de Botanica/CCB/UFSC,
catalogada sob o numero FLOR37143.

O material vegetal foi seco a temperatura ambiente e, entdo, moido para
posterior preparagcdo dos extratos. O extrato bruto aquoso foi obtido por infusédo
(EBAI), na proporgéao 1g (droga vegetal - folhas): 10 mL (liquido extrator), sendo que
as folhas moidas foram deixadas em contato com agua quente por um periodo de 30
min. Logo apds, 600 mL deste extrato (EBAI) foi particionado com solventes de
polaridade crescente [acetato de etila (3 x 200 mL) e n-butanol (3 x 200 mL)],
fornecendo as fracbes AcOEt e n-BuOH, respectivamente. Considerando que, na
fracdo n-BuOH concentram-se os metabdlitos secundarios de interesse (os
C-glicosilflavonoides — TANAE et al. 2007), esta foi submetida a um processo de
extracdo com metanol e em resina Amberlite® XAD-16, fornecendo uma fracao

metandlica rica em C-glicosilflavonoides (MeOHaug) € um residuo aquoso (RAaws).
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Aquelas fragdes que obtiveram um maior rendimento [Residuo aquoso (RA) - 93,2%;
e MeOHawms - 57%] foram submetidas a uma purificacdo com misturas de solventes
de diferentes polaridades. O fracionamento do extrato bruto aquoso (EBAI) e das
fragbes purificadas, com seus respectivos rendimentos (%), esta esquematizado na
figura 6.

Os extratos e fracbes foram entdo liofilizados para posterior preparo das
solugbes-estoques a 5 mg/mL. Para isso, os materiais liofilizados foram exatamente
pesados em balanca analitica e dissolvidos em 1% de DMSO (Merck®) e,
posteriormente, diluidos em meio MEM (Minimal Essential Medium — Cultilab®),
acrescido de 1% de PSA (10.000 unidades de penicilina G, 10.000 pg de
estreptomicina e 25 pg de anfotericina B — Cultilab®), filtrados assepticamente em
filtro Millipore® 0,22 um, aliquotados em tubos de 1 mL, e armazenados a -20°C até

a realizacao dos ensaios.

EBAI
13,1%

cOEt :MeOH) 8:2

cOEt :MeOH) 5:5

COEt :MeOH) 2:8

et

MeOH : H,0) 2:8

cee -AcoEt : MeOH) 1:9

Figura 6: Esquema do fracionamento do extrato bruto aquoso (EBAI) de Cecropia glaziovii.



Materiais e Métodos 51

4.2 Culturas celulares
4.2.1 Células

Foram utilizadas células VERO (ATCC:CCL 81 e Instituto Adolfo Lutz/SP) e
GMK AH1 (Departamento de Virologia Clinica, Universidade de Goéteborg, Suécia),
ambas culturas continuas de fibroblastos de macaco verde da Africa (Cercopithecus
aethiops), cultivadas a 37°C, em atmosfera umedecida de 5% de CO,. Estas células
foram escolhidas por serem permissivas a replicagao in vitro do HSV-1 e do HSV-2
respectivamente, possibilitando sua multiplicagcdo e demonstrando efeito citopatico
visivel ao microscopio invertido (HU; HSIUNG, 1989).

4.2.2. Meio de Cultura e Reagentes

O meio utilizado para o crescimento e manutencédo das células foi o Meio
MEM (Minimal Essential Medium — CuItiIab®), acrescido de 0,22% de bicarbonato de
sodio para que o pH permanecga entre 7,25 a 7,4. O MEM foi suplementado com
Soro Fetal Bovino (SFB - CuItiIab®) na propor¢ao de 10% para promogédo do
crescimento e 5% para manutengcdo das linhagens celulares. Para prevenir a
contaminagdo das culturas de células por bactérias, fungos e leveduras foram
adicionados ao meio 1% de PSA. Para obtencdo de subculturas celulares, para
manutencdo das células e para realizagcdo dos experimentos, utilizou-se como
agente dissociante, a tripsina (tripsina de pancreas de porco preparada em uma
solucdo de EDTA 1:250, Sigma®), que € uma enzima proteolitica que catalisa
reagdes de quebra de cadeia polipeptidica em determinadas seqiéncias de

aminoacidos.
4.3 Virus
4.3.1. Origem das cepas virais

Os virus utilizados foram Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1), cepa KOS

(Faculdade de Farmacia, Universidade de Rennes, Franga), e Herpes Simplex Virus
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tipo 2 (HSV-2), cepa 333 (Departamento de Virologia Clinica, Universidade de

Goteborg, Suécia), ambos virus DNA envelopados.
4.3.2 Preparo das suspensoes-estoques virais

As suspensbes-estoques virais foram preparadas conforme metodologia
descrita por Simdes e colaboradores (1999).

Suspensdes virais ja existentes foram inoculadas em frascos de cultura de
75 cm? contendo uma monocamada de células VERO para HSV-1 ou GMK AH1
para HSV-2, tripsinizadas 24 h antes da infecgdo. O meio de cultura foi aspirado e a
monocamada celular foi lavada 3x com solugcdo de tampao fosfato (PBS); apos, o
tapete celular foi inoculado com 1 mL da suspenséo viral e o frasco incubado por 1 h
a 37°C, em estufa de CO, para permitir a adsorgdo e penetragao viral e, entédo, o
excesso de virus foi retirado por sucgédo a vacuo e 10 mL de meio MEM sem SFB
foram adicionados. As condi¢des de incubacao foram as mesmas descritas acima.

O efeito citopatico viral (ECP) foi monitorado por microscopio invertido a cada
ciclo de replicagao (18 h). Quando o tapete celular se mostrou totalmente infectado
pelo virus, o frasco foi congelado a -80°C e descongelado a 37°C 3x para o
rompimento total das células e liberacao das particulas virais. A suspensao foi
centrifugada por 10 min a 350 Xg em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante
foi aliquotado em tubos estéreis, titulado e armazenado a -80°C até sua utilizacao.

O procedimento de preparacdao das suspensdes virais foi realizado

rotineiramente a fim de se obter estoques virais com alto titulo infeccioso.
4.3.3 Determinacao dos titulos infecciosos virais

Antes de se iniciar os ensaios para avaliacdo da potencial atividade antiviral
dos extratos, foi essencial obter in6culos virais com infecciosidade conhecida. A
infecciosidade do virus pode usualmente ser determinada como unidades
formadoras de placas (UFP). O titulo infeccioso dos estoques virais do HSV-1 e
HSV-2 foi determinado através do método de contagem das placas de lise, descrito
por Burleson; Chambers e Wiedbrauk (1992).

Em todos os ensaios que utilizaram placas de 24 cavidades, estas foram

previamente preparadas da seguinte maneira: suspensdes de células VERO para
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HSV-1 ou GMK AH1 para HSV-2, na densidade de 2,5 x 10° células/cavidade, foram
cultivadas em meio MEM, suplementado com 5% de SFB e 1% de PSA, e incubadas
a 37°C em estufa de CO, até a confluéncia (24h).

Apds, o meio de cultura de cada cavidade foi aspirado cuidadosamente e a
monocamada celular foi lavada com PBS. Essas células foram infectadas com
400uL da suspensao-estoque viral diluida (razdo 1:10), em meio MEM com 1% de
PSA sem SFB (trés réplicas para cada diluicdo). As placas foram incubadas durante
1 h, tendo sido agitadas cuidadosamente a cada 15 min para uma melhor
distribuicdo da suspensao viral. Apds esse tempo, a suspensao viral foi aspirada e
as células mais uma vez lavadas com PBS. A cada cavidade, foram adicionados
500uL de uma solucdo de CMC? (carboximetilcelulose). As placas foram novamente
incubadas por 72 e 48 h para o HSV-1 e HSV-2, respectivamente. Apds este
periodo, o meio foi retirado e as células fixadas e coradas pela adi¢gao de 200 uL do
corante preto de naftaleno® por 40 min, a temperatura ambiente, em agitador
horizontal. Apés este tempo, o corante foi aspirado e as placas colocadas para secar
a temperatura ambiente, sendo quantificadas através da visualizacdo em
microscopio estereoscépio. Para calcular o titulo, foram contados os focos de
infeccdo na ultima diluicdo, que se caracterizam por areas claras de lise celular,
chamadas de placas.

O titulo viral foi calculado através da seguinte formula e expresso como sendo

o numero de unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL):

Numero de placas formadas na ultima diluicao X Reciproca da diluicao X

Reciproca do volume

3 Preparo da solugdao de carboximetilcelulose: Meio MEM 2X + solugdo aquosa a 1,5 % de
carboximetilcelulose (Sigma®), na propor¢cao 1:1, ambos previamente esterilizados e acrescidos de
1% de PSA.

4 Preparo da solugdo de preto de naftaleno: 100 mg do corante preto de naftaleno éSigma®) foram
dissolvidos em 100 mL de uma solugdo aquosa a 5% de acido acético (v/v) (Merck™), sendo o pH
ajustado, se necessario, para 2,3-2,5. Esta mistura foi filirada através de papel filtro e estocada a 4°C,
sendo aquecida em banho-maria a 37°C, antes de seu uso.
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4.4 Avaliagao da citotoxicidade

Para avaliacdo da potencial atividade antiviral de uma amostra qualquer, é
indispensavel a avaliagdo prévia de sua possivel toxicidade em relagdo as células
permissivas ao virus em estudo. Neste trabalho, foram utilizados dois ensaios
colorimétricos quantitativos para a avaliagdo da viabilidade celular: um deles com o
sal de tetrazdlio (MTT), conforme proposto por Mosmann (1983), Sieuwerts et al.
(1995), e padronizado no Laboratorio de Virologia Aplicada da UFSC por Freitas
(2001); e um ensaio que empregou o corante sulforrodamina B (SRB), conforme
proposto por Skehan et al. (1990) e Vichai; Kirtikara (2006), e padronizado no

referido laboratério pela autora desta dissertagao.

4.4.1 Avaliagado da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com sal
de tetrazélio (MTT)

O sal de tetrazdlio MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazolio] € um composto hidrossoluvel, que em solugdo apresenta coloracao
amarelo-palido e é facilmente incorporado por células viaveis, que o reduzem em
suas mitocondrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em
um composto formazana de coloragdo azul-escuro, n&o soluvel em agua, que fica
armazenado no citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com MTT é um método
sensivel e quantitativo, pois mede a quantidade de formazana formada através de
espectrofotometria, onde o valor da absorbancia obtido é proporcional ao numero de
células viaveis.

Uma suspenséo de células VERO ou GMK AH1, contendo aproximadamente
2,5 x 10° células/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de cultura celular, foi
distribuida em uma placa de 96 cavidades (100uL/cavidade). A placa foi incubada
por 24 h, a 37°C, em estufa de CO,. Apds 24 h, com o tapete celular confluente, o
meio MEM foi substituido pelos diversos materiais-teste, em diferentes
concentracgoes, através de diluigdes sucessivas na razéo 1:2, e a placa foi incubada
por 72 h. Depois desse periodo, o0 meio de cada cavidade foi substituido por 50 L

de uma solugdo de MTT> (1mg/mL), e a placa foi novamente incubada por 4 h. A

® Preparo da solugio-estoque de MTT: foram utilizados 5 mg de MTT (Sigma®) para cada mL de
PBS (p/v). Para uso, foi feita a diluicdo em meio MEM (1mg/mL).
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solucao de MTT foi entdo removida e substituida por 100 yL de DMSO/cavidade
(Nuclear®) para dissolver os cristais de formazana. A placa foi agitada por 10 min a
temperatura ambiente para que toda a formazana fosse dissolvida e a absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro (Bio-Tek, Elx 800) a 540 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentracdo de cada
material-teste, foram transformados em porcentagens de viabilidade (X%), em
relacdo ao controle celular, o qual é considerado 100% viavel, através da seguinte
formula, onde DO= Densidade Optica:

X % = DOpaterial-teste X 100

Docontrole celular

Em seguida, os percentuais calculados referentes as diferentes
concentragbes das amostras, foram inseridos num grafico, e através de analise de
regressao linear, foi possivel calcular a CCsy, ou seja, a concentragdo de cada
amostra que reduziu em 50% a viabilidade celular. Os valores de CCsq calculados

representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao.

4.4.2 Avaliagao da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com
sulforrodamina B (SRB)

O ensaio com sulforrodamina B (SRB), proposto por Skehan et al. (1990) e
padronizado pela autora desta dissertagcdo, € um método in vitro utilizado para
avaliagao da citotoxicidade de amostras de origens diversas, que fundamenta-se na
capacidade que este corante possui de ligar-se a componentes protéicos de células,
previamente fixadas com acido tricloroacético (TCA), possibilitando a quantificagao
da biomassa celular total.

Da mesma forma que no ensaio colorimétrico com o MTT, descrito no item
4.4.1, uma suspensao de células VERO ou GMK AH1, contendo aproximadamente
2,5 x 10° células/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de cultura celular, foi
distribuida em uma placa de 96 cavidades (100 pL/cavidade). A placa foi incubada

por 24 h, a 37°C, em estufa de CO, e, apds, o meio MEM foi substituido pelos
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diversos materiais-teste, em diferentes concentracbes, através de diluicbes
sucessivas na razao 1:2, e a placa foi incubada por 72 h, nas mesmas condi¢cbes de
temperatura e COa.

Apds este periodo, sem remover o sobrenadante, as células foram fixadas
através da adi¢do de 100 yL de uma solugdo aquosa de TCA a 10% (p/v) em cada
cavidade, e a placa foi incubada por 60 min a 4°C. Apds, as cavidades foram
lavadas, cuidadosamente, 4x com agua destilada e deixadas 24 h a temperatura
ambiente para secagem. Em seguida, as células fixadas foram coradas com 100 yL
da solugdo acida de sulforrodamina B® (0,057% p/v) por 30 min. O corante n3o
ligado as proteinas foi removido através de quatro lavagens sucessivas com a
solugédo aquosa de acido acético a 1% (v/v), e a placa foi seca novamente por 24 h.
A partir de entdo, procedeu-se a extracdo do corante ligado as proteinas, com a
adicdo de 100 uL, em cada cavidade, de solucao tampao de Tris Base 10 mM
(pH 10,5)". A placa foi agitada por 10 min & temperatura ambiente para que todo o
corante fosse dissolvido e a absorbancia foi medida em espectrofotobmetro (Bio-Tek,
El, 800) a 510 nm.

Os valores de absorbancia e o calculo dos resultados seguiram as mesmas

orientacdes dispostas no item 4.4 .1.
4.5 Avaliagao da potencial atividade antiviral
4.5.1 Ensaio de inibicao da formagao das placas de lise

Através deste ensaio, foram testados os diferentes extratos durante a triagem
anti-herpética (Laurencia flagellifera; L. microcladia; Passiflora edulis; Dodonea
viscosa; Musa sp.; Eupatorium bupleurifolium, E. rufescens, E. serratum, E.
tanacetifolium; Calea phyllolepis e Cecropia glaziovii), bem como as fragbes
purificadas de C. glaziovii durante o processo de fracionamento biomonitorado. Foi
utilizado como controle positivo, para HSV-1 e HSV-2, o farmaco aciclovir (Fundagao
Oswaldo Cruz / Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS). As

® Preparo da solugio acida de Sulforrodamina B: 57 mg de Sulforrodamina B (Sigma®) foram
dissolvidos em 100 mL de uma solug&o aquosa a 1% de acido acético (v/v)(Merck®).

” Preparo da solugdo Tris-Base 10 mM: 242,2 mg de Tris-Base (Sigma®) foram dissolvidos em
200 mL de agua ultra-pura, e o pH foi ajustado até 10,5.
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amostras e o controle positivo (10 ug/mL) foram dissolvidos em solugdo de CMC
(preparada conforme descrito no item 4.3.3), em concentragbes especificas para o
processo de triagem (tabela 2), e para a determinagao da Clsp, nas concentragdes
de 4,00 a 500,00 pg/mL, em diluicbes seriadas na razédo 1:2. Além disso, para cada
ensaio foram realizados controles virais, onde as células foram apenas infectadas,
porém nao tratadas, e controles celulares, onde as células nao foram infectadas nem
tratadas. Este ensaio foi realizado conforme metodologia proposta por De Logu et al.
(2000), com pequenas modificagdes.

Células VERO ou GMK AH1 foram cultivadas em placas de 24 cavidades
(2,5 x 10° células/cavidade) e incubadas a 37°C, 5% de CO, até a confluéncia (24 h).
O meio foi aspirado cuidadosamente com auxilio de vacuo, preservando-se a
integridade da monocamada celular e foram feitas trés lavagens com PBS. Apds a
lavagem, as placas foram infectadas com as suspensdes de HSV-1 (cepa KOS) ou
de HSV-2 (cepa 333) (100 UFP/cavidade), exceto nos controles celulares. Apés 1 h
de adsorcdo a 37°C e 5% CO,, as células foram novamente lavadas com PBS e,
entdo, adicionou-se 500 uL da solucdo de CMC contendo os diferentes materiais-
teste. Os controles virais e celulares receberam apenas 500 uL da solugcao de
diluigdo das amostras (solugdo de CMC a qual foi descrita no item 4.3.3) e foram
incubados por 72 h (para o HSV-1) ou 48 h (para HSV-2), a 37°C e 5% de COa..
Passado este periodo, o meio contendo o material-teste foi aspirado e as células
coradas com 200 pL de solucdo de preto de naftaleno (preparada conforme descrito
no item 4.3.3). Apds 40 min, a temperatura ambiente e em agitador horizontal, o
corante foi aspirado e as placas contadas através da visualizagdo em microscopio
estereoscopio. A porcentagem de inibigdo da replicagao viral de cada material-teste,

com relagdo aos controles virais, foi calculada através da seguinte formula:

% de inibicdo =|1 — N° de Placas materialteste | X 100
No de Placas controle viral

Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um gréfico, e
através da anadlise de regressao linear, foi possivel calcular os valores de Clsp, ou
seja, a concentragao de cada amostra que inibiu 50% a infecgéo viral. Os valores de

Clso representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao.
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Com posse dos valores de CCsy e Clsg foi possivel calcular o indice de
seletividade (IS) de cada amostra em relagdo a cada cepa viral utilizada, através da

seguinte formula:

IS: CCs
Clso

4.6 Avaliagdo do provavel mecanismo da agao anti-herpética dos extratos e

fragoes obtidos a partir de Cecropia glaziovii
4.6.1 Avaliacao da acgao virucida direta

Este ensaio foi conduzido para determinar se as amostras que foram ativas
quando avaliadas pelo método de inibicdo da formagao das placas de lise, sao
capazes de inativar os virus na auséncia de células, ou seja, avaliar a agao direta da
amostra sobre as particulas virais, e sua conseqiente diminuicdo da capacidade
infectante dos virus estudados.

O ensaio foi realizado conforme proposto por Ekblad et al. (2006), com
pequenas modificacdes. As misturas de 50 pyL da suspensao viral contendo 4x10*
UFP de HSV-1 ou HSV-2, e 50 uL das diferentes concentracdes dos materiais-teste
(diluidos em MEM sem SFB, razédo 1:2) ou 50 yL de MEM (controle viral) foram
homogeneizadas e incubadas por 15 min a 37°C em banho-maria, ou a 4°C em
geladeira. Decorrido este periodo, foi realizada a diluicdo das misturas (1:100 ou
1:200) a fim de se obter a concentracdo néo inibitéria das amostras, utilizando-se
MEM gelado com 1% de PSA. Placas de 24 cavidades, contendo uma monocamada
celular confluente (24 h) de células VERO (para HSV-1) ou GMK AH1 (para HSV-2)
foram lavadas 3x com PBS; o tampao foi aspirado e 400 yL de cada diluicao (1:100
ou 1:200) foram distribuidos nas placas, que foram, entao, incubadas por 60 min a
37°C e 5% de CO,. Apos esse tempo, as diluigbes foram retiradas, as
monocamadas celulares lavadas com PBS e recobertas com 500 pL da solucdo de
CMC. As placas foram incubadas a 37°C durante 72 h para o HSV-1 e 48 h para o
HSV-2. Apds esse periodo, a solucdo de CMC foi retirada e as células fixadas e
coradas com a solugao de preto de naftaleno (cujo preparo foi descrito no item 4.3.3)

e as placas de lise foram contadas com auxilio de microscopio estereoscoépio. De
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posse dos numeros das placas de lise, nos diferentes tratamentos e nos controles
virais, foi possivel determinar a infecciosidade residual (IR) em % das diluicbes das

amostras, através da seguinte férmula, onde Md = média:

IR =_N° de Placas pateriaiteste X 100
Md N° de Placas controle viral

Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um grafico, e
através da analise de regressao, foi possivel calcular os valores de CVsg, ou seja, a

concentragao de cada amostra que foi virucida para 50% dos virions.

4.6.1.1 Atividade virucida da subfragcdo AMB; na presenc¢a de solugdes ricas

em proteinas

O efeito de solugdes ricas em proteinas na inativagdo do HSV-2 pela
subfragcdo AMB,, foi avaliado conforme descrito previamente por Ekblad et al. (2006),
com pequenas modificacoes.

Volumes equivalentes (25 pL) da subfragdo AMB,, na concentragdo de
90,60 pg/mL?®, e de diferentes diluicdes seriadas (razdo 1:10) de uma solugdo de
BSA (Albumina Sérica Bovina — 0,00005 a 0,5%) ou de uma solu¢cao de SFB
(0,0005 a 5%), foram misturados em tubos e incubados por 5 min, a temperatura
ambiente. Apds, foram adicionados 4x10* UFP de HSV-2 (cepa 333) em 50 pL de
meio MEM sem SFB e incubados por mais 15 min a 37°C. Controles virais foram
feitos usando-se 50 pL de meio MEM + 50 pL da suspens3o viral contendo 4x10*
UFP do HSV-2, e também controles usando-se 50 uL das diferentes concentragdes
das solugdes protéicas + 50 uyL da mesma suspensao viral. Decorrido este periodo,
foi realizada a diluicdo das misturas (1:100) a fim de se obter a concentragdo nao
inibitéria da subfragéo, utilizando-se MEM gelado com 1% de PSA. Placas de 24
cavidades, contendo uma monocamada celular confluente (24 h) de células GMK
AH1, foram lavadas 3x com PBS, o tampao foi aspirado e 400 uL de cada diluicdo

(1:100) foram distribuidos nas placas, que foram, entdo, incubadas por 60 min a

EA concentracgao residual da subfracdo AMB, é de 22,65 ug/mL, considerando-se que a mesma ¢é
reduzida 4x com a adi¢do de volumes equivalentes de solugao protéica e suspenséo viral, no decorrer
do experimento.
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37°C e 5% de CO,. Apos esse tempo, as diluicdes foram retiradas, as
monocamadas celulares lavadas com PBS e recobertas com 500 pL da solucdo de
CMC. Apods 48 h de incubagéo a 37°C, a solugdo de CMC foi retirada, as células
coradas com a solucdo de preto de naftaleno e as placas de lise foram contadas
com auxilio de microscopio estereoscopio. De posse dos numeros das placas de lise
nos diferentes tratamentos e nos controles virais, foi possivel determinar o
percentual (%) de inibicdo da infecciosidade residual exercida pela subfragdo AMB.,

na presenca de diferentes solugdes protéicas, através da seguinte férmula:

% de inibicdo = 1 — N° de Placas paeriaiteste X 100
N° de Placas controle viral

4.6.2 Avaliagao do efeito dos materiais-teste na adsorgao viral

Este ensaio foi realizado para avaliar se as amostras foram capazes de inibir
a adsorcdo viral. Foram conduzidos, em parte, a 4°C, temperatura na qual os virus

adsorvem nas células, mas nao as penetram.
4.6.2.1 Ensaio de adsorgao tradicional

Este ensaio seguiu os procedimentos descritos por Cheng et al. (2004), com
algumas modificagbes. Monocamadas celulares confluentes (células VERO ou GMK
AH1) foram previamente resfriadas a 4°C por 30 min em geladeira. Nesse periodo,
foram feitas as diluicdes das amostras nas concentragdes de 0,40 a 100,00 pg/mL?,
que foram misturadas a volumes equivalentes de suspenséao viral contendo 100
UFP. Apds, o meio das placas resfriadas foi aspirado e as células lavadas 1x com
PBS gelado, antes da adicdo de 500 uL das misturas diluicdo do material-
teste/suspens3o viral, e as placas foram novamente incubadas a 4°C por mais 2 h.
No mesmo experimento, foram feitos controles celulares (apenas meio de cultura) e

controles virais (suspenséo viral contendo 100 UFP). Apds o periodo de adsorgéo a

® As concentragbes das amostras reduzem-se pela metade ao se adicionar volumes equivalentes de
suspensao viral. Portanto, as concentragdes testadas correspondem de 0,20 a 50,00 ug/mL.
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4°C, os materiais-teste e a suspensao viral foram aspirados e as células lavadas 2x
com PBS gelado para retirar os virus ndo adsorvidos e o restante dos
materiais-teste. Para controla a metodologia empregada, foi realizado a lavagem de
um dos controles virais com solucéo de tampao citrato™ (pH 3,0). Neste valor de pH,
ocorre uma desestabilizacdo das particulas virais adsorvidas nas membranas
celulares, fazendo com que sejam liberadas e eliminadas apds aspiragao e lavagem.
Teoricamente, ndo deve haver penetracédo até este ponto do ensaio, uma vez que a
temperatura de 4°C foi empregada, o que se reflete na auséncia de placas de lise
neste controle viral lavado com a solugédo de tampao citrato.

Na sequéncia do ensaio, 500 yL da solugao de CMC (preparado conforme
descrito no item 4.3.3) foram adicionados cuidadosamente as monocamadas
celulares e as placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO; por 72 e 48 h para o
HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333), respectivamente. O restante do método
seguiu as orientagdes dispostas no item 4.5.1.

4.6.2.2 Ensaio de pés-adsorgao

Este ensaio foi realizado para verificar a possivel interferéncia das amostras
sobre as particulas virais que ja estejam estavelmente adsorvidas nas células. Esta
metodologia seguiu as orientagbes de Piret et al. (2002), com pequenas
modificacoes.

Diferentemente do ensaio anterior, onde misturas dos materiais-teste e da
suspensdo viral foram adsorvidos por 2 h a 4°C, neste experimento, células
resfriadas por 30 min a 4°C, foram primeiramente infectadas com uma suspensao
viral contendo 100 UFP de HSV-1 ou HSV-2 (células VERO ou GMK AH1,
respectivamente) e mantidas em geladeira a 4°C por 2 h para permitir a adsorgao.
Decorrido este periodo, as células foram lavadas 2x com PBS para retirar os virus
nao adsorvidos e foram adicionados 400 yL de diferentes concentragdes dos
materiais-teste diluidos seriadamente (razdo 1:2) em meio MEM sem SFB, e
incubadas por mais 2 h a 4°C. Apds este periodo, as células foram novamente

lavadas 2x com PBS. Da mesma forma que no ensaio anterior, foram feitos controles

10 Preparo da solugao tampao citrato: 4,2 g de acido citrico (Carlo Erba®), 0,375 g de KCI (Sigma®)
e 4,0 g de NaCl (Sigma®) foram dissolvidos em 500 mL de agua ultra-pura e filtrados com auxilio de
papel filtro. O pH foi ajustado para 3,0, a solugdo esterilizada por autoclavacdo a 121°C e
armazenada em geladeira a 4°C até o uso.
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celulares, controles virais e um controle da metodologia, através da lavagem com
solugéo de tampé&o citrato. O restante do procedimento seguiu orientagdes dispostas

no item anterior (4.6.2.1).

4.6.3 Avaliagao do efeito da subfragao AMB; na penetragao viral

Considerando que os virus adsorvem nas células a 4°C, mas apenas as
penetram quando a temperatura € aumentada (McCLAIN; FULLER, 1994), o efeito
da subfragdo AMB, na penetracdo do HSV-1 em células VERO, e do HSV-2 em
células GMK AH1, foi examinado como descrito previamente por Piret et al. (2002) e
Su et al. (2008), com algumas modificacdes.

Neste sentido, placas com monocamada celular confluente (células VERO
ou GMK AH1) foram previamente resfriadas a 4°C, por 30 min em geladeira,
infectadas com 100 UFP de HSV-1 ou HSV-2 e incubadas por 2 h a 4°C para ocorrer
a adsorgdo. Decorrido este periodo, as células foram lavadas com PBS gelado para
remover particulas virais nao adsorvidas, e a temperatura do experimento foi
rapidamente elevada por incubacgao das placas em estufa de CO,, a 37°C, por 5 min
para maximizar a penetracao viral. Apds, foram adicionados 400 pyL de diferentes
concentracdes da subfracdo AMB,, da heparina e do aciclovir diluidos em meio MEM
sem SFB (razédo 1:2). Para cada ensaio, foram efetuados os controles virais, onde as
células foram infectadas e ndo tratadas, e os controles celulares, onde as células
nao foram infectadas nem tratadas.

Em seguida, as placas foram recolocadas na estufa (tempo zero) e as
amostras permaneceram em contato com as células durante todo o tempo de
penetragao (até 60 min). Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e com
solugdo de tampéo citrato (pH 3,0) a 37°C por 1 min, para inativar virions que
supostamente ndao penetraram nas células até este periodo. O pH foi normalizado
através de uma lavagem subsequente com PBS pH 7,0. As células receberam,
entdo, 500 uL da solugdo de CMC, e os procedimentos seguintes foram os mesmos

descritos no item 4.5.1.
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4.6.4 Avaliagcao do efeito da subfracido AMB; na redugao do tamanho das

placas de lise

Considerando que a reducdo do tamanho da placa de lise € um bom
indicativo para a inibicdo da dispersédo radial dos virus herpéticos célula a célula
(JENSSEN et al., 2008), foi realizado um ensaio para verificar se os materiais-teste
exerciam efeito na propagacéo viral intercelular, diminuindo a area das placas de lise
formadas. Neste ensaio, foi testada a subfragdo AMB, e o aciclovir (controle
negativo). Com relagdo aos virus, foram utilizados o HSV-1 (cepa KOS) e o HSV-2
(cepa 333). Foram empregadas as mesmas placas de 24 cavidades obtidas nos
experimentos descritos no item 4.5.1, e o procedimento de leitura seguiu as
orientagdes propostas por Nyberg et al. (2004) e Kratz et al. (2008).

Imagens de 20 placas de lise de cada concentragcdo dos materiais-teste foram
capturadas usando-se uma camera digital colorida refrigerada de 3,3 megapixels,
acoplada ao microscépio de luz Olympus BX41®. O programa utilizado para a
captura das imagens foi 0 Q-capture PRO 5.1 da Q-imaging®. As areas médias de
cada concentracéo foram determinadas através do programa Image J® versdo 1.41,
expressas como média + desvio padrao e comparadas com a area dos controles

virais.

4.6.5 Avaliacao do efeito do tempo de adicao da subfragao AMB; no ciclo de

replicacao viral

A atividade antiviral da subfragdo AMB, (40 e 60 ug/mL) foi avaliada em
varios periodos de tempo, de acordo com a técnica descrita por Carlucci et al.
(1999). Como controle, foi empregado o aciclovir na concentragdo de 1 pg/mL.
Células VERO ou GMK AH1 foram cultivadas em placas de 24 cavidades com meio
MEM, suplementado com 5% de SFB e 1% de PSA até atingirem confluéncia (24 h).
Diferentes tratamentos foram ent&o realizados:

- Pré-tratamento — 3 h antes da infecg¢ao: a subfragdo AMB; foi diluida nas
concentragées adequadas em meio MEM + 1% de PSA e adicionada as células.
Apods 3 h de incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO,, a amostra foi aspirada, a
monocamada celular foi lavada com PBS e uma suspensao viral contendo 100 UFP

de HSV-1 ou HSV-2 foi adicionada as células; a placa foi incubada por mais 1 h, e
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apoés, o inéculo viral foi aspirado e as células novamente lavadas com PBS.
Posteriormente, 500 pL da solucdo de CMC foram adicionados cuidadosamente e a
placa foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,, por 72 ou 48 h para o HSV-1 ou
HSV-2 respectivamente, e, apds esse periodo, a placa foi tratada conforme
procedimento descrito no item 4.5.1.

- Tratamento simultaneo — tempo zero (Ty): a subfracdo AMB,, diluida nas
concentragbes adequadas em meio MEM + 1% de PSA, foi adicionada as
monocamadas celulares concomitantemente com uma suspensao viral contendo
100 UFP de HSV-1 ou HSV-2. A placa foi incubada por 1 h a 37°C e 5% CO,, e apos
esse periodo, a mistura foi aspirada, as células foram lavadas com PBS e 500 pL da
solugcado de CMC foram adicionados cuidadosamente. A placa foi incubada em estufa
a 37°C e 5% de COy, por 72 ou 48 h para o HSV-1 ou HSV-2 respectivamente, e,
apds esse periodo, a mesma foi tratada conforme procedimento descrito no item
451,

- Tratamento pés-infecgao: a monocamada celular foi infectada com 400 uL de
uma suspensao viral contendo 100 UFP de HSV-1 ou HSV-2. Uma hora apods a
infeccdo, a suspensao viral foi aspirada, as células foram lavadas com PBS e
adicionou-se 500 yL de uma solucdo de CMC + subfracdo nas concentracdes
especificadas acima para o tempo 1 h (t1); apds, a placa foi incubada em estufa de
CO,, a 37°C, até completar o periodo de 72 ou 48 h (HSV-1 ou HSV-2
respectivamente).

- Demais tempos: as células receberam apenas 500 pL da solugdo de CMC e a
placa foi incubada em estufa de CO,, a 37°C. Nos tempos subsequentes 2, 3, 4, 6,
8, 10, 12, 16, 18 e 24 h apds a infecgdo, essa solugao foi aspirada e as células
foram tratadas com a subfragdo AMB, diluida em solugdo de CMC. A placa foi
incubada em estufa de CO,, a 37°C, até completar o periodo de 72 ou 48 h (HSV-1

ou HSV-2, respectivamente).
4.6.6 Avaliagao da expressao das proteinas virais
A avaliacdo das proteinas virais expressas pelo HSV-1 (cepa KOS) foi

conduzida através de um ensaio de Western blotting, segundo procedimento

descrito por Kuo et al. (2001), com algumas modificagdes.
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Células VERO, em uma densidade aproximada de 6x10° células/cavidade,
foram cultivadas em placas de 6 cavidades com meio MEM, suplementado com 5%
de SFB e 1% de PSA até atingirem confluéncia. Apos 24 h, as células foram
incubadas ou nao (controle celular) com 2 mL de uma suspensédo viral do HSV-1
(cepa KOS) com MOI' de 0,1 por 1 h a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas
3x com 1 mL de PBS e, entdo, foram adicionados 2 mL da subfragcdo AMB, em duas
concentracgdes distintas (40 e 60 ug/mL) e 2 mL de meio MEM nos controles viral e
celular. Além disso, duas cavidades foram reservadas para adicdo dos 2 mL da
subfracdo AMB, (40 e 60 pug/mL) apenas 3 h P.1. As placas foram incubadas a 37°C,
em estufa de CO,, durante 18 h (1 ciclo de replicagao viral). Apés este periodo, o
meio foi retirado, as células foram lavadas 2x com 2 mL de PBS e foram adicionados
150 pL de tampao de lise [2% dodecil sulfato de sddio (SDS); 5% p-mercaptoetanol;
0,125 M Tris-HCI; 30% de glicerol; 0,8% de azul de bromofenol e 100 uyg/mL de
fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF)]. As amostras foram transferidas para tubos do
tipo eppendorf®, fervidas durante 5 min a 100°C e centrifugadas a 10000 Xg por
10 min (a 4°C). Apds a centrifugacdo, as amostras foram transferidas para novos
tubos e armazenadas a -20°C. A determinagdo da concentragdo protéica foi
realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

As proteinas (aproximadamente 50 ug) foram analisadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% e SDS 0,1% (SDS-PAGE). Em seguida as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare®) em
tampao de transferéncia'?, over night, a 100 V e a 4°C. Na seqiiéncia, as
membranas foram bloqueadas por 1 h com 5% de leite desnatado em solugéo de
Blotting Buffer'®, lavadas 5x, 6 min, com esta mesma solugéo, e incubadas por 90
min, a temperatura ambiente, separadamente, com o0s seguintes anticorpos
primarios diluidos 1:1000 em solugédo de Blotting buffer contendo 2% de leite
desnatado: anticorpo policlonal de cabra contra ICP27, proteina de fase o do HSV-1

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo monoclonal de cabra

" Mol significa multiplicidade de infecgdo (multiplicity of infection). E a razdo entre o nimero de
particulas virais infecciosas usadas para infectar um determinado ndmero de células.

"2 preparo do Tampiao de Transferéncia: 25 mM de Tris Base (Sigma®) e 192 mM de Glicina
(Amresco®) foram dissolvidos em 100 mL de uma solug&o aquosa a 20% de metanol (v/v).

'3 Preparo da solugio de Blotting Buffer: 25 mM de Tris Base, pH 7,4 (Sigma®), 0,175 M de NaCl
(Amresco®) e 0,1 % de Tween 20 (Usb®) foram dissolvidos em 1000 mL de agua ultra-pura e o
tampao foi armazenado a 4°C até o uso.
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contra B-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo
monoclonal de camundongo contra gD, proteina de fase y do HSV-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo monoclonal de camundongo contra
gE, proteina de fase y do HSV-1 (SJOGREN-JANSON; JEANSSON, 1985; 1990).
Apés este periodo, as membranas foram lavadas 5x, 6 min, com a solugao de
blotting buffer e incubadas, durante 1 h, a temperatura ambiente, com os anticorpos
secundarios, de acordo com a origem do anticorpo primario: IgG anticabra (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido 1:5000 em blotting buffer
contendo 2% de leite desnatado e IgG anticamundongo (Immunology Consultants
Laboratory, ICL, USA) também diluido 1:5000 em blotting buffer com 2% de leite
desnatado. Os anticorpos secundarios estavam conjugados a peroxidase. Apds o
periodo de incubagao, as membranas foram lavadas 5x, 6 min, com a solugao de
blotting buffer e detectados por um sistema de quimioluminescéncia — ECL

(Enhanced chemiluminescence).

4.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Um delineamento de blocos completos casualizados (BCC) e um arranjo
fatorial dos tratamentos foram empregados, tanto na avaliagdo da citotoxicidade
como na avaliagdo da potencial atividade antiviral (SOKAL; ROHLF, 1995), onde
cada cavidade da placa constituiu uma unidade experimental e os tratamentos foram
as diferentes concentragdes das diferentes amostras testadas, frente aos virus HSV-
1 e HSV-2. Os tratamentos e os controles foram distribuidos aleatoriamente entre as
cavidades da placa, e as repetigdes (trés) ficaram em placas diferentes, pois foram
realizadas em dias subseqlentes, garantindo a casualizagdo. Cada placa
correspondeu a um bloco, permitindo uma melhor avaliagado das possiveis variagdes
entre as repetigdes.

O estudo de qualquer atividade farmacoldgica em cultura celular tem como
vantagem, entre muitas outras, a homogeneidade das amostras. Um erro grave que
normalmente é cometido quando se trata de experimentos realizados em placas de
microtitulagdo, € acreditar que, colocando-se as mesmas concentragdes de uma
amostra, em duas ou trés colunas na placa, se estaria fazendo uma duplicata ou

triplicata. Estatisticamente, este procedimento é considerado apenas uma réplica de
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um mesmo tratamento e ndao uma repeticdo, pois a variancia devido a fatores
externos (erro experimental) ndo estaria sendo levada em consideragédo (SOKAL;
ROHLF, 1995). Por isso, foram realizados dois ou trés experimentos independentes,
em dias subsequentes, o que caracteriza uma triplicata.

Para calcular os valores de CCsy e Clsp, realizou-se uma analise de
regressao linear, a partir de curvas de concentracdo versus efeito, e, o0s
experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata, sendo os resultados
expressos como a média + desvio-padrdo ou média + coeficiente de variagdo. As
diferengas estatisticamente significativas ou ndo dos tratamentos, com relagdo aos
controles virais, foram analisadas através do teste de Dunett e para separagao de
médias foi empregado o teste de Tukey ou SNK, utilizando o programa GraphPad
InStat®.

4.8 Determinacdo dos teores de compostos fendlicos totais e de flavonoides

totais de Cecropia glaziovii por espectrofotometria UV/VIS

4.8.1 Compostos fendlicos totais

A avaliacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato bruto e
fragbes resultantes do processo de fracionamento biomonitorado de C. glaziovii foi
conduzida segundo procedimento descrito por Naithani et al. (2006) e Liu et al.
(2008), com algumas modificagbes. Os materiais-teste analisados foram o extrato
bruto aquoso obtido por infusdo (EBAI) e suas respectivas fragbes purificadas
AcOEt, n-BuOH, RA e MeOHawms, cujo processo de obtengdo foi descrito no item 4.1.

O ensaio baseia-se na reducdo do ion fosfomolibdato do reagente de
Folin-Ciocalteu (Sigma®) pelo ion fenolato da amostra, formando compostos
cromoégenos, que podem ser detectados espectrofotometricamente. O teor de
compostos fendlicos totais foi expresso como equivalentes de acido galico (GAE) em
mg/g de amostra, transformados em percentual (%).

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibracido utilizando-se solucdes
de concentragdes conhecidas do acido galico (100, 300, 500, 750 e 1000 ug/mL) e
submetidas ao mesmo procedimento descrito abaixo. Em balées volumétricos de
10,00 mL, foram adicionados 6,00 mL de agua destilada, 100 yL de uma solugéo

aquosa do material-teste a 2 mg/mL, e 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu®. Um
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baldo referente ao branco foi preparado apenas com agua destilada e 500 pyL do
reagente. Apds 3 min, foram adicionados 1,50 mL da solugdo aquosa de carbonato
de sodio™ (20% p/v) e, entdo, o volume dos baldes volumétricos foram completados
para 10,00 mL com agua destilada. Apds 2 h de incubagao a temperatura ambiente,
foram medidas as absorbancias das amostras em espectrofotobmetro UV/VIS
(PerkinElmer®, Lambda 25 UV/VIS) a 760 nm contra o branco e, posteriormente,
comparadas com a curva de calibragdo do acido galico. Os dados representam a

média de duas analises independentes + coeficiente de variagao.
4.8.2 Flavonoides totais

Da mesma forma que no experimento para determinacdo do teor de
compostos fendlicos totais, os materiais-teste analisados foram o extrato bruto
aquoso obtido por infusdo (EBAI) e suas respectivas fragbes purificadas AcOEt, n-
BuOH, RA e MeOHpys de C.glaziovii, acrescido das subfragbes AMB4, AMB, e
AMB3, cujo processo de obtengao foi descrito no item 4.1. Esta analise foi baseada
no método descrito por Miliauskas et al. (2004) e por Tunalier et al. (2007).

Em um baldo volumétrico com capacidade para 25,00 mL, foram misturados
1,00 mL da diluigao do material-teste a 10 mg/mL + 1,00 mL da solugao etandlica de
AICI5"® na concentracdo de 20 mg/mL (p/v) e, a seguir, foram diluidos com etanol
(Nuclear®) até 25,00 mL. A absorbancia foi medida a 415 nm em espectrofotdmetro
UV/VIS (PerkinElmer®, Lambda 25 UV/VIS) apds 40 min de incubacdo a temperatura
ambiente. Para o preparo dos brancos, foram misturados 1,00 mL da diluicdo dos
materiais-teste (10 mg/mL) + 1 gota de acido acético glacial (Nuclear®), que foram
posteriormente diluidos em etanol (baldo volumétrico de 25,00 mL). A curva de
calibracdo foi previamente realizada com solugcdes de varias concentragdes de rutina
(50, 100, 150, 250, 350, 500, 1000 e 1500 pg/mL) submetidas ao mesmo
procedimento. O teor de flavonoides totais foi expresso como equivalentes de rutina
em mg/g de amostra, transformados em percentual (%). Os dados representam a

média de duas analises independentes + coeficiente de variacao.

' Preparo da solugio de carbonato de sédio (Na,CO3): 20 g de Na,CO; (Vetec®) foram pesados,
dissolvidos em 100 mL de agua destilada e a solugéo foi estocada a 4°C até o uso.

5 Preparo da solugio de cloreto de aluminio (AICI3): 20 g de AICI; (Vetec®) foram pesados,
dissolvidos em 100 mL de alcool etilico (Nuclear®) e a solugéo foi estocada a 4°C até o uso.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéao dos titulos infecciosos virais

Os titulos infecciosos das suspensdes-estoques virais foram determinados
conforme a metodologia descrita no item 4.3.3. No decorrer do trabalho, foram
utilizadas duas suspensodes-estoques de cada virus, preparadas de acordo com as
orientacdes descritas no item 4.3.2. Os resultados obtidos estdo demonstrados na
tabela 1.

Tabela 1: Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

. Suspenséao Titulo

RUES estoque viral (UFP/mL)
7
HSV-1 (cepa KOS) ! 4,25 x10

2 1,53 x 10
1 8,00 x 10*

HSV-2 d

S (cepa 333) > 775 x 10°

5.2 Triagem da potencial atividade antiviral

5.2.1 Avaliagao da citotoxicidade

O farmaco antiviral ideal é aquele que inibe somente a(s) etapa(s) do ciclo de
replicagao viral, sem interferir na célula hospedeira, possibilitando que esta se
recupere da infecgdo e mantenha sua atividade metabdlica normal. Na pesquisa de
novos farmacos antivirais, de origem natural ou sintética, deve-se considerar seus
efeitos toxicos sobre as células hospedeiras, pois se o0s mesmos forem
excessivamente téxicos, a sua utilizagdo passa a ser inviavel, mesmo apresentando
uma acgao antiviral significativa (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE,
1997; HUDSON; TOWERS, 1999).

O estudo da citotoxicidade dos extratos e fragdes frente a células VERO e
GMK AH1 anteriormente ao processo de triagem anti-herpética, foi realizado
utilizando-se o ensaio colorimétrico do MTT descrito no item 4.4.1, e para cada
material testado, foram calculados os valores de CCsy, apés 72 h de incubagao,

como pode ser observado nas tabelas 2 e 3 (paginas 71 e 72).



Resultados e Discussao 70

5.2.2 Avaliacao da atividade antiviral pelo ensaio de inibicado da formagao das

placas de lise

O ensaio de reducdo das placas de lise é considerado o “padrdo ouro” para a
medida quantitativa de infecgcbées virais (HUDSON; TOWERS, 1999; JEFFERY;
PILLAY, 2004). Este método foi desenvolvido originalmente para o estudo de
bacteriéfagos por d’Herelle no inicio do século passado, tendo sido adaptado para
virus animais por Dubelcco e Vogt, em 1953. Este avango revolucionou a virologia
animal, introduzindo uma metodologia relativamente simples e precisamente
quantitativa, a qual baseia-se na habilidade das particulas infecciosas virais de
causar uma area macroscopica de efeito citopatico em uma monocamada celular
normal. Especificamente, se uma célula na monocamada é infectada por uma
particula viral, novos virus resultantes da infeccao inicial podem infectar células ao
redor desta primeira e assim por diante. Apés um determinado periodo de tempo,
que depende do virus e do numero de unidades formadoras de placas (UFP)
inoculadas, a regiao onde ocorreu a infecgao viral forma a chamada placa de lise, e 0
corante usado para revelagdo auxilia na visualizagdo e contagem das placas
(CONDIT, 2007).

As particulas virais, ao serem liberadas de células infectadas, vao
originalmente infectar as células adjacentes. Quando células infectadas s&o
recobertas por um meio de cultura semi-sélido, ou seja, meio de cultura acrescido de
um agente espessante (CMC, por exemplo), previne-se a formacéao de placas de lise
secundarias, que surgem através da difusdo do virus do local original da infec¢ao
para novos locais, assegurando desta forma que cada placa de lise foi formada por
uma unica particula infecciosa do inéculo inicial, permitindo a determinagdo dos
titulos de suspensdes virais, e a avaliagdo da atividade antiviral de diferentes
amostras, através da contagem do numero de placas e do célculo da inibicado da
formagao das placas de lise, respectivamente (CONDIT, 2007).

Neste trabalho, extratos de onze diferentes taxons da biodiversidade brasileira
e suas fragdes foram investigados em relacdo a sua potencial atividade antiviral
contra o HSV-1 (cepa KOS) e o HSV-2 (cepa 333). Na primeira etapa da triagem
anti-herpética, foi empregada uma concentragdo conhecidamente ndo citotéxica dos
extatos e fragbes, e os resultados foram expressos como % de inibi¢do da infecgéo

viral, conforme demonstrado na tabela 2.
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Tabela 2: Resultados da triagem da potencial atividade anti-herpética dos extratos,
através do método de inibicdo da formacao das placas de lise.

5 % de Inibigao
Liquido Parte Concentragao
Extrato Extrat tilizad Testada
Xtrator utilizaaa (|.|glmL) HSV-1 HSV-2
(cepa KOS) | (cepa 333)
Laurencia Agua Folhas 500 97,5+0,9 56,6 + 3,6
flagellifera Aceta!to de Folhas 250 S| S|
etila
L aurencia Agua Folhas 140 32677 22,7 +6,3
microcladia Acetato de Folhas 37 Sl Sl
etila
Diclorome- Raizes 250 91,7+83 | 555+2,05
tano
Passiflora edulis Ace;f?ltg de Raizes 500 sI SI
i
n-Butanol Raizes 500 Sl 52+5
Etanol Sementes 31,25 25+25 Si
Dodonea viscosa
Etanol Folhas 1000 100+ 0 93,7 £ 5,125
Musa sp. Agua Folhas 1000 Sl Sl
Residuo Folhas e
Eupatorium Aquoso flores 250 92,8+0,8 68,2113
bupleurifolium | £ oo bruto* | Flhas e 250 99,3+ 0,7 70,2+ 1,6
flores
Residuo
Eupatorium AquOSO Folhas 500 95,6 + 1,6 66,2 + 2,7
rufescens Extrato bruto* |  Folhas 250 82,5+ 12 59,6 + 2,2
Residuo Folhas e
Eupatorium Aquoso flores ey et <Pk 2
serratum Extrato bruto* | ' ohnas e 125 100+ 0 89,5+ 1,8
flores
Residuo Folhas e
Eupatorium Aquoso flores 250 100+ 0 813+2,4
tanacetifolium | e ato bruto* | FOINas e 250 100+ 0 93,9 + 3,1
flores
Cecropia glaziovii Agua Folhas 500 100+ 0 100+ 0
ies'duo Folhas 100 100+ 0 100 +0
Calea phyliolepis quoso
Extrato bruto* Folhas 100 100+ 0 100+ 0
Aciclovir 10 100+ 0 100+ 0

Aciclovir foi empregado como controle positivo; S| = sem inibigdo; * Extrato bruto aquoso; Os valores
representam a média de trés experimentos independentes + desvio padréo

Posteriormente, os extratos e fragdes que apresentaram percentuais de

inibicdo > 50% com relagédo a, no minimo, uma das cepas virais empregadas, foram

submetidos a uma nova avaliagcdo da potencial atividade anti-herpética, utilizando-se
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diluigdes seriadas (razdo 1:2) a fim de se determinar os valores de Cls
(concentragao que inibe 50% da infecgdo viral). De posse desses valores e também
das respectivas CCs, foi possivel calcular os indices de seletividade (IS= CCso/Cls),
que indicam quao promissora é a atividade antiviral de cada material testado. Os

resultados desta avaliacdo estdo compilados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados da citotoxicidade e da potencial atividade anti-herpética dos
materiais-teste, através do método de inibicdo da formacao das placas de lise.

CCso(ng/mL) Clso (ug/mL) IS (CCs0/CEs5)
Extrato
HSV-1 HSV-2 HSV-1 | HSV-2
VERO | GMKAH1 | ,(5s) (333) | (KOS) | (333)
Laurencia flagellifera
(Fracao Aquosa) 605+ 10 698 +12 | 2195+125 | 482+18 2,8 14
Dodonea viscosa >1000 >1000 162,5+6,4 501 £ 15 >6,1 >1,9
Eupatorium | RA >1000 >1000 70,6+ 1,3 100,8+95 | >142 | >9,9
bupleurifolium | eg | 52000 >2000 586+39 | 895+75 | >341 | >22,3
RA >2000 >2000 1741+ 83 238 + 12 >11,5 | >8,4
E.rufescens
EB| 965+5 1000+3 | 101,04+ 1,1 198 + 9 9,5 5,1
RA | 1240+24 | 1500+15 | 19,1+0,1 45+5.8 64,8 33,3
E.serratum
EB| 500+5 750 + 10 28,1+0,7 57 + 8,2 17,8 13,1
E RA | 1810 +190 | 1980+ 125 | 47+0,8 67+2,4 38,5 29,5
tanacetifolium | ep | 19551+ 115 | 1545+ 110 | 40+2.9 59,5 + 4,3 31,4 25,9
Cecropia glaziovii >5000 >5000 89,6 1471+71 >56,1 >34
Calea RA | 1238+169 | 1322+ 148 | 10,7+ 1,5 12,8 + 1 115 103,7
phyliolepis | eg | 7453+ 417 | 1025+175 | 106+19 | 111+03 | 704 | 93,0
Aciclovir >1000 >1000 0,51+0,02 | 1,18+0,04 | >1960 | 847,45

Aciclovir foi empregado como controle positivo; RA: Residuo aquoso; EB: Extrato bruto aquoso; Os
valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padrao.

A fracdo diclorometano das raizes de Passiflora edulis, apesar de ter inibido
55,5% a replicagdo do HSV-2 e 91,7% a replicagdo do HSV-1 (tabela 2), ndo foi
avaliada em fungao do término do material vegetal necessario para a realizagao dos
ensaios, sendo necessario uma nova coleta de planta para dar continuidade aos

estudos.
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A fracado acetato de etila de Laurencia microcladia nao inibiu a replicacdo do
HSV-1 e do HSV-2, e o0 extrato aquoso apresentou baixos percentuais de inibicao
em relagdo a replicagcdo dos dois virus testados (tabela 2 — 32,6 e 22,7%,
respectivamente para HSV-1 e HSV-2). Entretanto, o extrato de Laurencia
flagellifera, ao ser testado na concentragdo de 500 pg/mL, inibiu 97,5 e 56,6% da
infeccdo produzida pelos HSV-1 e HSV-2, respectivamente (tabela 2). A presenca de
glicolipideos nessa alga poderia explicar a atividade detectada, visto que existe
relato na literatura da presenca desses metabdlitos nesta espécie (LHULLIER et al.,
2007) e das atividades antiviral e imunoestimulante dos mesmos (DEIG, 1974;
WANG et al., 2007; GARG et al., 2008; WU; FUJIO; WONG, 2008). Porém, apds
determinagao das suas Cls, verificou-se que os indices de seletividade referentes
as duas cepas testadas (tabela 3 - IS= 2,8 e 1,4, respectivamente para HSV-1 e
HSV-2) ndo foram promissores.

A atividade anti-HSV-1 detectada para o extrato etandlico das folhas de
Dodonea viscosa (tabela 3 — IS > 6,1), poderia estar relacionada com a presenca de
alguns de seus metabdlitos secundarios ja relatados na literatura, tais como
polissacarideos, esterdides do tipo pB-sitosterol, flavonoides glicosilados e né&o-
glicosilados (NAIR; SUBRAMANIAN, 1975; DOMINGUEZ et al., 1980; SINGH;
SINGH; JINDAL, 1995; GETIE et al., 2002; NAGARAJU; KARIMULLA, 2002),
considerando-se que varios estudos também ja relataram atividade anti-herpética
para estas classes de produtos naturais (AMOROS; SIMOES; GIRRE, 1992;
BUCKWOLD et al.,, 2004; COS et al.,, 2004; MICHELINI et al., 2004; ZHU et al.,
2004; 2006; CHENG et al., 2005; LYU; RHIM; PARK, 2005; CHATTOPADHYAY et
al., 2007; VELJKOVIC et al., 2007).

Apesar da promissora atividade anti-herpética detectada para as espécies de
Eupatorium e para Calea phyllolepis (tabela 3), optou-se continuar oportunamente os
estudos destes vegetais. Na revisédo bibliografica realizada com estas espécies, nao
foram encontrados relatos fitoquimicos nem de estudos farmacologicos. Outras
espécies do género Eupatorium (ex. E. arnottianum) foram estudadas, sendo
quimicamente caracterizadas pela presenca de compostos sesquiterpénicos,
flavonoides e acidos fendlicos (CLAVIN et al.,, 2007). Adicionalmente, estudos
realizados com espécies do género Eupatorium (ex. E. cannabinum) tém
demonstrado substancial atividade antiproliferativa in vitro contra algumas linhagens

celulares tumorais, sendo frequentemente relacionada a presengca de lactonas
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sequiterpénicas nestes vegetais (RUCKER; HEIDEN; SCHENKEL, 2001; MONKS et
al., 2002). Estas mesmas lactonas sesquiterpénicas, que demonstraram atividade
antitumoral in vitro, poderiam ser os metabdlitos responsaveis pela atividade anti-
herpética detectada para as quatro espécies de Eupatorium que foram testadas
frente ao HSV-1 e HSV-2, ja que ha relatos na literatura relacionando atividade
antiviral a este grupo de metabdlitos secundarios (HWANG et al., 2006; EFFERTH et
al., 2008).

Observando os resultados obtidos, pbde-se verificar que os extratos
discutidos acima, além de Cecropia glaziovii, que sera discutido posteriormente,
protegem as células da infecgao viral, porém o mecanismo de agdo bem como as
substancias responsaveis por esta atividade ainda nao foram elucidados, sendo
necessarios mais estudos para atingir tais objetivos.

Embora o extrato bruto aquoso de Cecropia glaziovii ndo tenha sido o mais
promissor entre os testados (tabelas 2 e 3 — IS >56,1 e >34 respectivamente para o
HSV-1 e HSV-2), optou-se por dar continuidade ao fracionamento biomonitorado
com este material, devido ao fato dele estar disponivel em maior quantidade, ja que
para a realizagdo subsequente dos ensaios antivirais, uma grande quantidade de
amostra se faria necessaria. Outro motivo para esta escolha foi a proximidade com o
laboratorio que estava realizando o estudo fitoquimico de C.glaziovii, o que facilitou
0 acesso aos extratos e fracdes desta espécie vegetal e permitiu a realizagédo do

fracionamento biomonitorado.

5.3 Fracionamento biomonitorado de Cecropia glaziovii

Os processos de fracionamento de extratos vegetais com vista ao isolamento
de substancias ativas podem ser monitorados por ensaios direcionados para a
avaliacdo da atividade biolégica. Pode-se iniciar o fracionamento de um extrato
vegetal através da particao por solventes organicos de polaridade crescente, visto
que a concentragcdo de cada um dos componentes em cada fase estara relacionada
com o coeficiente de particao ou distribuicdo apresentado por cada substancia (DEY;
HARBORNE, 1991).

Ja foi abordado na revisao bibliografica que a principal classe de metabdlitos
secundarios presentes, principalmente nas folhas de C. glaziovii, sdo os compostos

polifendlicos, em especial flavonoides, proantocianidinas e acidos fendlicos. Porém,
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0s compostos mais comumente encontrados nesta espécie sido flavonoides da
classe dos C-heterosideos, sendo as C-glicosilflavonas majoritarias, isoorientina e
isovitexina e, em menor propor¢cdo, a orientina. Além destes, também foram
identificados outros compostos fendlicos, como acido clorogénico, procianidinas Bo,
Bs, Bs e C4, isoquercitrina, catequina e epicatequina (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
WAGNER, 2001; TANAE et al., 2007).

Sabe-se que compostos fendlicos, como acidos fendlicos, taninos e
flavonoides, ligam-se as proteinas para formar complexos instaveis. Portanto, virus
envelopados e entre eles os HSV, podem ser mais vulneraveis a acdo de tais
compostos, ja que eles podem facilmente interagir com as glicoproteinas de
superficie do envelope viral (HUDSON, 1990; SERKEDJIEVA; IVANCHEVA, 1999;
JASSIM; NAJI, 2003). Acredita-se, também, que os compostos polifendlicos atuem
através da associagdo com proteinas das particulas virais e/ou da superficie das
células hospedeiras, resultando na redugéao e, até mesmo, na inibicao da adsorgao e
penetragcdo viral (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE, 1997;
SCHNITZLER et al., 2008).

Conforme citado na revisao bibliografica, em relagdo a atividade antiviral,
especificamente dos C-glicosilflavonoides majoritarios presentes nas folhas da
C.glaziovii (isoorientina e isovitexina), ha pouquissimos estudos publicados,

justificando a realizagéo deste estudo.

5.3.1 Avaliagao da citotoxidade de Cecropia glaziovii

Para avaliagdo da citotoxicidade do extrato e fragdes obtidos durante o
fracionamento biomonitorado, foi empregado, além do ensaio colorimétrico do MTT,
outro ensaio, que quantifica a biomassa protéica total, através da utilizagdo do
corante sulforrodamina B (SKEHAN et al.,1990; VICHAI; KIRTIKARA, 2006),
conforme descrito no item 4.4.2. Foram realizados dois ensaios, pois eles avaliam
parametros diferentes de citotoxicidade, e também para confirmar os valores obtidos
com ambos. Os valores de CCsp obtidos com estes dois métodos foram idénticos
para todos os materiais-teste (dados ndo mostrados), e os resultados obtidos estao
sumarizados na tabela 4, expressos como média + desvio padrédo de trés

experimentos independentes.
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Os dados obtidos mostraram que o extrato bruto aquoso obtido por infusédo
(EBAI) e os residuos aquosos, tanto RA e suas subfragbes (RA1 e RA;), quanto o
RA obtido apds extragcdo da fragdo n-BuOH em amberlite (RAaus), foram menos
citotoxicos que as demais fragdes, com valores de CCsy >5000 ug/mL para as duas
linhagens celulares testadas, com exceg¢ao do residuo aquoso (RA) que apresentou
um valor de CCsg em relagéo as células VERO de 4220 + 9 ug/mL. Porém, todas as
demais fragbes testadas foram igualmente pouco citotoxicas, tanto para as células
VERO quanto para as células GMK AH1.

5.3.2 Avaliacao da atividade antiviral de Cecropia glaziovii

Durante a realizac&o da triagem anti-herpética, o extrato bruto aquoso, obtido
por infusdo (EBAI) das folhas de C. glaziovii, inibiu 100% a replicacdo de ambos os
virus herpéticos testados, HSV-1 e HSV-2, na concentracdo de 500 ug/mL
(tabela 2). Para avaliar a atividade antiviral in vitro deste extrato e de suas fragdes,
obtidas conforme o esquema demonstrado na figura 6 (pag 50), foi empregado o
ensaio de inibicao da formacao das placas de lise e os resultados foram expressos
em valores de Clsg. De posse dos valores estimados de CCso e Clsg, pbde-se
calcular os valores de IS das amostras testadas (tabela 4).

Os valores obtidos permitiram verificar que, tanto o extrato bruto como todas
as fracdes de C. glaziovii, apresentaram atividade antiviral promissora para ambas
as cepas virais testadas. Ao se comparar os resultados obtidos com os dois tipos de
virus, verificou-se que o HSV-1 (cepa KOS) foi quase sempre mais sensivel ao
extrato e fracbes de C. glaziovii do que o HSV-2 (cepa 333). O mesmo
comportamento foi verificado para o aciclovir.

A partir do fracionamento do extrato bruto (EBAI), obteve-se trés fracdes:
acetato de etila (AcOEt), n-butanol (n-BuOH) e o residuo aquoso (RA), que foram
avaliadas quanto a citotoxicidade e atividade antiviral. Os valores de IS obtidos para
cada uma dessas fragdes podem ser visualizados na tabela 4 e também na figura 7
para os virus HSV-1 e HSV-2. Com relacao a atividade anti-HSV-1, apesar da fracao
AcOEt possuir um IS mais promissor (>82) em relagdo as outras duas fragdes
(n-BuOH — 1S>64; RA — IS=61), optou-se por dar continuidade ao fracionamento a
partir da fracdo n-BuOH, pois sabe-se que é nesta fracdo que se concentram os

metabdlitos secundarios de interesse (sabidamente os C-glicosilflavonoides
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majoritarios de interesse: isoorientina, isovitexina e, em menor proporgdo, a
orientina). Para o HSV-2, foi observado o mesmo comportamento e seguiu-se o
mesmo raciocinio.

Portanto, a fracdo n-BuOH, foi submetida a um processo de extracdo em
resina Amberlite®XAD-16, fornecendo uma fragdo metandlica enriquecida em
C-glicosilflavonoides (MeOHamg) € um residuo aquoso (RAams). Aquelas fragdes que
obtiveram um maior rendimento durante o processo de fracionamento (RA: 93,2%;
MeOHpws: 57%) foram submetidas a uma purificagdo com misturas de solventes de
diferentes polaridades, e as subfragdes resultantes também foram avaliadas quanto

a sua potencial atividade antiviral.

Tabela 4: Resultados da citotoxicidade e da atividade antiviral do extrato e
fracdes de Cecropia glaziovii.

CCso (ug/mL) Clso (ng/mL) IS (CCso/ Clso)
AMOSTRA Ve | G A HSV-1 HSV-2 HSV-1 | HSV-2
(KOS) (333) (KOS) | (333)
EBAI >5000 >5000 89,657 | 147171 | >56,1 >34
AcOEt >2000 >2000 24,3+2,8 52,8 £ 6,1 >82 >37,8
n-BuOH >4000 >4000 62,5+ 0,4 160+ 8 >64 >25
RA 4220 +9 >5000 659+4,8 | 101,22+0,9 61 >49,4
RA; >5000 >5000 >500 >500 >10 >10
RA, >5000 >5000 >500 >500 >10 >10
RA; >3000 >3000 794+68 | 120465 >38 >25
RA, >2000 >2000 62,5 80,3 £ 19,2 >32 >25
MeOHays >3000 >3000 23+2 34,5+ 4,5 >130 >84,5
AMB; >3000 >3000 36,8 47,8+6,5 >81,5 >62,7
AMB, >2500 >2500 19,1 1,8 375+4,9 | >1314 >67
AMB; >2000 >2000 212+323 | 269+43 >94,4 >64,4
RAave >5000 >5000 994+156 | 125409 >50 >40
Aficcl‘;f" >1000 >1000 051+002 | 1,18+004 | >1960 | 847,45

* C+: controle positive
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RA

IS >61
IS >49.4

AcOEt

IS >82
IS >37.8

Extragdo em metanol + Amberlite®XAD-16

"\

MGOHAMB

IS >130
IS >84,5

AMB;

1S >81,5
IS >62,7

AMB;

IS >131,4
IS >67

. .
--------------------

AMB3

1S >94,4
IS >64,4

Figura 7: Esquema do fracionamento biomonitorado de Cecropia glaziovii e os
valores de IS obtidos frente ao HSV-1 (cepa KOS) (em vermelho) e frente ao
HSV-2 (cepa 333) (em azul).
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O residuo aquoso (RA), ao ser particionado apresentou perda de atividade
anti-HSV-1 e anti-HSV-2, verificada por uma queda nos IS das sub-fracdes RA;,
RA., RA3 e RA4, mostrando-se inferiores ao valor do indice de seletividade da fracéo
RA. Todos os valores estdo compilados na tabela 4 e na figura 7, para os virus HSV-
1 e HSV-2. Estes resultados sugerem que o residuo aquoso apresenta substancias
que agem sinergicamente, potencializando a agao desta fragdo antes dela ser
particionada. O mesmo ndo ocorreu com a fragdo rica em C-glicosilflavonoides,
MeOHpns, que continuou a apresentar importante atividade anti-herpética, mesmo
apds ser particionada.

Portanto, entre todas as fragdes testadas, a MeOHauvs € a subfracdo AMB,,
apresentaram uma atividade anti-herpética mais promissora em relagdo aos dois
tipos virais, sugerindo que a inibicdo da replicacéo viral obtida esteja diretamente
relacionada aos elevados teores de C-glicosilflavonoides presentes nestas amostras.
Posteriormente, a determinagao do teor de flavonoides totais, por espectrofotometria
UV/VIS, revelou um maior teor desta classe de metabdlitos nesta subfracio
enriquecida em C-glicosilflavonoides, dados que serdo expostos e discutidos a
seguir. Além disso, a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
realizada pelo Mestrando Geison Modesti Costa, mostrou que ambas as fragdes sao
basicamente constituidas pelos dois C-glicosilflavonoides majoritarios: isoorientina e
isovitexina. O cromatograma da subfragdo AMB, sugere um maior teor destes
constituintes, quando comparado aos teores da fracdo MeOHays, € das subfracdes
AMB, e AMBj;. Os cromatogramas da fragdo MeOHaws € das subfragdes AMB;,
AMB; e AMB3; estdo no anexo ao final desta dissertagédo, além de uma cromatografia
em camada delgada (CCD) da subfragdo AMB,, também realizada pelo mesmo
mestrando.

Com base nestes resultados iniciais, foi realizada a determinagao dos teores
de compostos fendlicos totais e de flavonoides totais de algumas fragdes de C.
glaziovii, com o intuito de correlaciona-los com a atividade anti-herpética detectada.

Além disso, foi idealizado um delineamento experimental, com o objetivo de
propor o mecanismo da acao anti-HSV da subfracdo AMB,, enriquecida em
C-glicosilflavonoides. Desta forma, foram avaliados seus efeitos virucida na
presenca e auséncia de solugdes protéicas, na adsor¢ao e na penetracdo viral, na
propagacgao viral célula a célula, e na expressédo de proteinas virais durante o ciclo

replicativo, cujos resultados s&o apresentados e discutidos a seguir.
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5.4 Avaliacao do provavel mecanismo da agao anti-herpética
5.4.1 Avaliacao da agao virucida direta

Como qualquer tipo de farmaco, um produto de origem natural pode atuar
diretamente, através da inativagcdo das particulas virais exercendo uma acgao
virucida, ou interferir em alguns alvos virais, como na adsor¢do do virus, sua
penetragcdo na célula hospedeira, bloqueio de um ou mais estagios da replicagao
viral, até sua liberagdo e propagacao intercelular (HUDSON; TOWERS, 1999). A
inativacdo direta dos virions pode ser causada pela sua desintegracdo completa,
solubilizagao do envelope viral, ou através de modificagdes quimicas ou degradagao
de algumas glicoproteinas essenciais de envelope. A ligacdo da amostra as
glicoproteinas do envelope, poderia desencadear prematuramente alteragbes
conformacionais que comprometeriam a montagem do complexo requerido para a
fusdo do envelope viral a membrana da célula (gB e o heterodimero gH-gL) ou
ainda, através do bloqueio de interacdes proteina-proteina essenciais para o
estabelecimento do estado fusiogénico (BULTMANN; TEUTON; BRANDT, 2007).

Por este motivo, o primeiro passo da elucidacdo do mecanismo anti-herpético,
foi a avaliagao da interferéncia da subfracdo AMB; sobre a infecciosidade dos HSV-1
e HSV-2. Nesta etapa, além da subfracdo AMB,, foram avaliados o extrato bruto
aquoso das folhas de C. glaziovii (EBAI) e as demais fragées obtidas durante seu
fracionamento biomonitorado. Para isso, cada amostra em diferentes concentragdes
foi misturada ao fluido viral (4x10* UFP de HSV-1 ou HSV-2) e incubada por 15 min
a 4°C ou 37°C. Apods o periodo de incubagao, as misturas foram diluidas (1:100), a
fim de se obter as concentragdes néao inibitérias das amostras e foram tituladas. A
figura 8 mostra os valores de CVso, ou seja, as concentragbes das amostras que
inibiram em 50% a infecciosidade viral, nas duas temperaturas empregadas (37 e
4°C).

Os resultados obtidos com esta estratégia metodoldégica permitiram verificar
que, de uma forma geral, os materiais-teste foram mais virucidas em relagdo ao
HSV-2 do que ao HSV-1. A temperatura de 37°C foi avaliada por ser empregada nos
experimentos de inibicao da formacgao das placas de lise, e a temperatura de 4°C por
ser empregada nos demais experimentos de adsorgdo e penetragdo. Analisando-se

os dados referentes ao HSV-1, as concentragcbes de todas as amostras, que
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reduziram a infecciosidade viral em 50% (CVs), foram estatisticamente diferentes ao
se empregar diferentes temperaturas de incubagéo (4°C ou 37°C), através do teste
de Tukey (p<0,001). Com relagdo ao HSV-2, a temperatura de 4°C acarretou uma
menor reducdo da infecciosidade viral, representada por valores de CVsy mais
elevados, apenas para as fragdes n-BuOH, RA e subfracdo AMB; (p<0,01 pelo teste
de Tukey). O fato da redugéo da infecciosidade viral ser dependente da temperatura,
ja foi demonstrado em um estudo com o virus parainfluenza, onde o efeito na
conformagado de glicoproteinas ou na interagcdo proteina-proteina mostrou-se
dependente de alteragdes de temperatura (JUNAKAR; CHERRY,1986; BULTMANN;
TEUTON; BRANDT, 2007).

1
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Figura 8: Resultados da avaliagédo da atividade virucida [HSV-1 - (A) e HSV-2 - (B)] do extrato
bruto aquoso e fragdes de Cecropia glaziovii, através da técnica de inibicado da formagao das
placas de lise, expressos em valores de CVso (ug/mL). Os resultados representam a média de
trés experimentos independentes * desvio padréo.
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Com base nos resultados promissores apresentados pela subfracdo AMB,,
através do ensaio de inibicdo da formacao das placas de lise, como foi discutido
anteriormente, foi realizada uma avaliacdo mais detalhada referente a sua agao
virucida.

A figura 9 mostra que houve uma diminuigdo significativa de 34,92% da
infecciosidade do HSV-1, a partir de 37,5 ug/mL, a 37°C. De fato, a concentragdo
que inativou diretamente 50% das particulas virais nesta temperatura foi
40,83 pg/mL, conforme figura 8(A). Porém, a 4°C, somente houve uma redugéo
estatisticamente significativa da infecciosidade residual (21,14%), a partir de
75 ug/mL, sendo que a CVso nesta temperatura foi de 110,1 pg/mL. A comparagao
destes dados com a Clsp desta subfragdo (19,1 pg/mL), obtida pelo ensaio de
inibicdo da formacao das placas de lise, mostra que a concentragao requerida para
inativar extracelularmente 50% do HSV-1 é cerca de 2 e 5 vezes maior (a 37 e 4°C,
respectivamente). Portanto, uma inativagdo parcial do HSV-1 pela subfracdo AMB;
poderia estar relacionada a ligacdo dos componentes majoritarios desta subfragao
as glicoproteinas virais, inibindo desta forma, os estagios iniciais da replicagao viral
(adsorcado e penetracdo). Porém, como sera discutido nos itens 5.4.2 e 5.4.3, a

subfracdo AMB; inibiu a adsor¢ao e a penetracido do HSV-1 em concentracbes nao

virucidas.
HSV-1 (cepa KOS) A—HSV-1 KOS 37°C
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Figura 9: Resultados da avaliagdo da agdo virucida a 4 e 37°C frente ao HSV-1 (cepa KOS) de
diferentes concentragées (0,59 a 150 pg/mL) da subfragdo AMB,. Tais concentragdes foram
co-incubadas com 4,0x10* UFP do HSV-1 por 15 min a 4 e 37°C, seguido da diluicdo das misturas a
concentragdes nao inibitérias (1:100). Aciclovir (10 pg/mL) foi usado como controle negativo e
manteve a infecciosidade residual minima de 80% (dados n&o mostrados). Os resultados estao
representados como porcentagens de infecciosidade residual em relagdo ao controle viral, sem
tratamento. Os valores obtidos representam a média + desvio padrdao de dois experimentos
independents. (*) diferenca significativa (p<0,01), teste de Dunett.
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Diferentemente do HSV-1, pode-se verificar na figura 10, que a subfracéo
AMB: na sua Clsg (37,5 pg/mL) inativou diretamente mais de 50% das particulas do
HSV-2, a 37°C. Quando se utilizou a temperatura de 4°C, a capacidade virucida
reduziu, de forma significativa, e somente a 118,6 pyg/mL houve inativagcdo de 50%
dos HSV-2. Porém, como sera discutido nos itens 5.4.2 e 5.4.3, a subfracdo AMB;
inibiu os estagios iniciais da replicagdo do HSV-2 em concentragdes ndo virucidas.

No ensaio para avaliagdo da atividade virucida, as amostras e os virus, pré-
incubados por 15 min, sdo diluidos a concentragdes nao inibitérias dessas amostras
(1:100), antes da sua adigao as células para a realizagao do ensaio de redugao de
placas de lise. Portanto, a concentragao inicial que era de 150 passa a 1,5 ug/mL,
75 pyg/mL passa a 0,75 pg/mL, e assim sucessivamente. Foram realizados também,
experimentos onde a concentracgéo inicial foi diluida 200x, os quais mostraram perfis
de reducéo de infecciosidade residual extremamente semelhantes aqueles em que a

diluicado 1:100 foi empregada (dados ndo mostrados).

HSV-2 (cepa 333) ——HSV-2 333 4°C
==d—HSV-2 333 37°C

100 ~
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~
(3]
I

Infecciosidade Residual
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059 1,17 234 468 9,38 1875 37,5 75 150
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Figura 10: Resultados da avaliagdo da acgéo virucida a 4 e 37°C frente ao HSV-2 (cepa 333) de
diferentes concentragbes (0,59 a 150 pg/mL) da subfragdo AMB,. Tais concentragbes foram
co-incubadas com 4,0x10* UFP do HSV-2 por 15 min a 4 e 37°C, seguido da diluicdo das misturas a
concentragbdes ndo inibitorias (1:100). Aciclovir (10 pg/mL) foi usado como controle negativo e
manteve a infecciosidade residual minima de 80% (dados ndo mostrados). Os resultados estao
representados como porcentagens de infecciosidade residual em relagdo ao controle viral, sem
tratamento. Os valores obtidos representam a média + desvio padrdo de dois experimentos
independents. (*) p<0,05; (**) p<0,01, indicam diferencas estatisticas significativas, avaliadas pelo
teste de Dunett.

De forma geral, nas maiores concentragdes testadas, a subfragdo AMB,
exibiu efeito virucida extracelular. Em baixas concentragdes, ela n&o inativou
totalmente as particulas virais, mas uma inativacéo parcial pode ter ocorrido, devido
a ligacao da amostra residual (apds diluicdo 1:100 ou 1:200) as glicoproteinas de

envelope. Desta forma, a interagao direta com as proteinas de envelope seria, no
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minimo, um dos modos de inibicdo da infeccdo viral demonstrada por esta
subfragao.

Considerando-se que o HSV-2 é o principal agente etiolégico das infec¢des
herpéticas genitais, e o fato demonstrado de que a capacidade virucida de diferentes
compostos é relativamente menor em presenca de solugdes ricas em proteinas
(PIRET et al., 2002; ISAACS; JIA; XU, 2004), a atividade virucida da subfracdo AMB;
foi investigada frente ao HSV-2, em presenca de solugdes protéicas contendo SFB e
BSA. Para isso, a subfragdo AMB; foi co-incubada por 5 min a 37°C com tais
solugdes protéicas, antes da adigcdo de aproximadamente 4x10* UFP do virus. Logo
apos, as misturas foram novamente incubadas por 15 min a 37°C e, entao, diluidas a
concentragbes nao inibitérias (1:100). A tabela 5 mostra os percentuais de inibicao
da infecciosidade do HSV-2, na presenca de diferentes concentragcbes de SFB e
BSA e 23 pg/mL da subfragdo AMB,, concentragdo esta que inativou 50% das

particulas virais (CVsq) no experimento virucida a 37°C.

Tabela 5: Resultados da inativacdo do HSV-2, na presenca de solucdes
protéicas e da subfragcdo AMB:.

Solugao Protéica Inibigao da Infecciosidade
Residual (%)

BSA (%)
0,5 31,0x4,5*
0,05 54,4 +3,2*
0,005 58,5+4,6"*
0,0005 474 +£53*
0,00005 61,2+3,8*

SFB (%)
5 37,7+52*
0,5 40,5+6,5*
0,05 55,7+3,8*
0,005 55,0+7,3*
0,0005 50,2+5,8"*

Os resultados foram analisados em relagdo aos controles virais, com e
sem proteina (0% de inibicao) e expressos como média + desvio padréo
de dois experimentos independentes. (*) p< 0,01 pelo teste de Dunett.
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Analisando os resultados apresentados na tabela 5, concluiu-se que a
subfragdo AMB,, em presencga de solug¢des protéicas, inibiu de forma significativa
(p<0,01) a infecciosidade residual, com relacdo aos controles virais (sem efeito
inibitério), mostrando que esta amostra manteve a sua atividade virucida em
presenca de SFB e BSA. Este fato, aliado a significativa capacidade em reduzir a
infecciosidade do HSV-2 em concentragdes mais baixas que o valor de Clsy a 37°C,
demonstrou que a subfragcdo AMB, possui potencial para ser explorado futuramente
como um importante microbicida tépico.

Considerando a potencial aplicacdo tépica da subfracdo AMB,, estudos
relacionados a modulacdo da sua atividade virucida, na presenca de secrecdes
cervicais e sémen humanos, sdo necessarios. E de fundamental importancia o
desenvolvimento de farmacos virucidas contra HSV, particularmente em combinagao
com farmacos virucidas anti-HIV para prevengéo da transmisséo genital destes dois
virus (BOURNE et al., 1999; SHOGAN et al., 2006), uma vez que o herpes genital
encontra-se intimamente relacionado a dindmica de aquisicdo, infeccdo e
transmissdo do HIV, aumentando em até 3x o risco de contrair este virus
sexualmente (CELUM et al., 2004; 2008). Além disso, os lactobacilos sdo os
componentes predominantes da flora vaginal, desempenhando um importante papel
na manutengédo da saude deste local e, portanto, a avaliagdo da seguranca destes
microbicidas frente aos lactobacilos desta flora também se faz necessaria.

Os flavonoides, de forma geral, apresentam um amplo espectro de atividade
contra virus RNA e DNA, incluindo os HSV, atuando através da inibicdo da
infecciosidade e/ou da replicagdo viral (KAUL; MIDDLETON; OGRA, 1985;
KASHIWADA et al.,, 2005; LYU; RHIM; PARK, 2005; VELJKOVIC et al., 2007;
CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008). Ha, ainda, relatos do efeito virucida direto de
alguns flavonoides, tais como luteolina, quercetina e apigenina (COWAN, 1999;
JASSIM; NAJI, 2003). Entretanto, ndo foram encontrados relatos referentes a
inativacdo viral direta dos C-glicosilflavonoides presentes na subfragdo AMB,,

justificando estudos futuros nesta area.

5.4.2 Avaliagao do efeito dos materiais-teste na adsorgao viral

A infeccao pelos HSV ¢ iniciada através da adsorgao, que consiste na ligagao

reversivel da particula viral, via glicoproteinas do envelope (gB e/ou gC), a um
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receptor celular., O sulfato de heparana, um dos diversos tipos de
glicosaminoglicanos, € considerado o principal receptor de ligacdo dos HSV
(METTENLEITER, 2002; SPEAR, 2004; ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; ROIZMAN;
KNIPE; WHITLEY, 2007). A adsorcdo inicial do HSV-1 as células é mediada,
predominantemente, pela interacdo da gC (e, em menor extensao, pela gB) aos
receptores da superficie celular, enquanto a gB é essencial para a adsorgéo do
HSV-2. Assim, este fato poderia justificar as diferengas exibidas entre os dois
sorotipos, tais como tropismo celular e perfil epidemiologico (GERBER; BELVAL;
HEROLD, 1995; TRYBALA et al., 2000; METTENLEITER, 2002; MARCHETTI;
AMMENDOLIA; SUPERTI, 2009).

Experimentalmente, a adsorgéo viral ocorre a baixas temperaturas e € muito
mais eficaz para particulas virais envelopadas do que para as ndo envelopadas. A
penetracao dos virus, que depende da temperatura de incubacao das células, é
realizada em 3 min por fagocitose ou fusdo da membrana celular com o envelope
viral (COLBERE, 1975). Devido a isso, a avaliagdo do efeito de uma amostra
qualquer na adsorg3o viral deve ser realizada a baixa temperatura (4°C), para que o
virus apenas adsorva (ou n&o) as células, mas ndo as penetre, visto que para isso
uma elevagao da temperatura é requerida.

Nesta fase do estudo do mecanismo da ag¢ao da subfracdo AMB,, foram
também avaliados o extrato bruto aquoso e varias fragbes de Cecropia glaziovii,
através de dois tipos de ensaios de adsorcdo, envolvendo duas diferentes
estratégias metodoldgicas. Os resultados estdo sumarizados na tabela 6, expressos
como valores de Clsg.

Como ja citado anteriormente, o sulfato de heparana é um dos principais
sitios da interacao inicial de muitos virus com as células suceptiveis, entre eles os
HSV (SCHMIDTKE et al., 2003). Esta interacdo € intermediada por interacdes
eletrostaticas entre os residuos dos aminoacidos basicos das glicoproteinas gC e gB
do envelope viral e grupamentos sulfatados ou carboxilados carregados
negativamente das moléculas do sulfato de heparana (NYBERG et al., 2004). Ja a
heparina, um polissacarideo sulfatado, com comprovada ac&o anti-herpética, age
por inibicado da adsorgao viral, através da interagdo com as glicoproteinas gC e gB
dos HSV. Sabe-se, ainda, que o HSV-2 apresenta maior suceptibilidade que o
HSV-1 as substancias polianiénicas, tal como a heparina (AGUILAR; HELD;
WAGNER, 2007).
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Tabela 6: Resultados obtidos por diferentes estratégias metodolégicas do ensaio de
adsorcdo viral, expressos como valores de Clsg das amostras testadas.

ENSAIO
Amostra Adsogsaoczpt;lanfil_l)clonal P%sisoa(c:l:lc::f)ao
HSV-1 KOS HSV-2 333 HSV-1 KOS HSV-2 333
EBAI 36,90 + 9,98 13,23 + 1,50 170,00 + 11,72 31,00 + 8,48
AcOEt 2,70+ 0,92 2,40+ 0,42 19,03 + 5,25 14,08 + 1,16
BuOH 16,10 + 2,91 2,67+1,18 72,86 + 8,13 15,72 + 2,52
RA SA SA SA SA
MeOHauvs 1,20+ 0,24 0,28 £ 0,08 7,79 £ 0,45 3,43 +£1,09
AMB; 2,90+ 0,78 0,48 + 0,03 NR NR
AMB; 2,40 + 0,33 0,20 + 0,01 6,84 + 0,26 2,59 + 0,29
AMB; 2,80 +0,71 0,36 + 0,14 NR NR
RAAvB 12,50 + 1,81 1,75+ 0,71 NR NR
Aciclovir SA SA SA SA
Heparina 0,33+ 0,05 0,07 + 0,01 >10,00 >10,00

SA: sem atividade; NR: nio realizado; Os valores obtidos representam a média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes.

O aciclovir, farmaco de escolha para o tratamento das infecgdes herpéticas,
foi utilizado como controle negativo nos ensaios de adsorgéo e penetragdo viral, pois
seu mecanismo de acao é outro: ele inibe, especificamente, apenas a replicacdo do
DNA dos HSV ao competir com o trifosfato de desoxiguanosina pela DNA
polimerase viral e ao atuar como substrato para esta enzima (ROTTINGHAUS;
WHITLEY, 2007).

Ambos os virus [HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333)] foram inibidos pelas
amostras testadas e pela heparina no ensaio de adsorgéo tradicional, conforme os
resultados expressos na tabela 6.

Avaliando-se os dados referentes a inibicdo da adsor¢ao do HSV-2 (figura
11), embora os resultados de cada amostra testada nédo apresentem diferengas
significativas entre si, com excegdo do extrato bruto aquoso (EBAI - dados nao
mostrados na figura 11), eles também nao diferem de maneira significativa em

relagdo a agado da heparina (HEP), indicando que o efeito destas amostras (com
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excegdo do EBAI) na adsor¢cdo viral se compara ao da heparina, a qual
reconhecidamente inibe a adsorgéao viral.

Em relacdo ao efeito inibitdério da adsor¢ao do HSV-1, o extrato bruto aquoso e
as fracbes n-BuOH e RAamg, apesar de inibirem a adsorcdo viral em relacdo ao
controle viral, ndo apresentaram diferencas entre si, porém diferiram
significativamente das demais fracbes e também da heparina, o que indica,
provavelmente, que as demais fracdes inibiram a adsorcio viral de forma mais
significativa, semelhantemente a heparina. A figura 11 mostra o efeito das fragcbes
de Cecropia glaziovii na adsor¢do do HSV-1 (cepa KOS) e do HSV-2 (cepa 333),
obtido através da técnica de inibicao das placas de lise, expressos em valores de
Clso (Mg/mL).

18 -

OHSV-1 KOS
a [OHSv-2333
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Figura 11: Resultados da avaliacdo do efeito das fragdes de Cecropia glaziovii no ensaio de
adsorgéo tradicional, em relagdo ao HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333), expressos em valores
de Clso (ug/mL). Os resultados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre cada amostra e
cepas testadas, avaliadas através do teste de Tukey (p<0,01).

Considerando os resultados promissores apresentados pela subfracdo AMB,
através do ensaio de inibigdo da adsorgao tradicional, foi realizada uma avaliagao
mais detalhada referente a este efeito. Portanto, a figura 12 exibe os percentuais de
inibicdo para cada concentragao testada da subfragdo AMB,, frente aos diferentes

virus empregados (HSV-1 e HSV-2), no ensaio de adsorg¢ao tradicional.
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Analisando-se os resultados obtidos, verificou-se que a adsorgdo do HSV-1
foi inibida, significativamente (p<0,01), a partir de 0,31 yg/mL da subfracdo AMB,,
enquanto que 0,08 ug/mL desta subfragdo foram suficientes para inibir, também de

forma significativa, a adsor¢ao do HSV-2 (cepa 333), em relagédo aos controles virais.
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Figura 12: Resultados da avaliagdo do efeito da subfragdo AMB, (0,02 a 10 ug/mL) no ensaio de
adsorgéo tradicional frente aos virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). Os resultados
representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. (*) indica diferengas
significativas (p<0,01), teste de Dunett, em relagdo ao controle viral, sem tratamento.

Os diferentes estagios da entrada dos HSV nas células hospedeiras s&o
potenciais alvos para atuacdo de farmacos antivirais e, a adsorcdo dos HSV as
células-alvo envolve dois estagios de interagéo virus-célula. Apds a adsor¢ao inicial
dos virus as moléculas do sulfato de heparana, que envolve as glicoproteinas gC e
gB, ocorrem interagdes mais estaveis dos virions aos receptores celulares, através
das glicoproteinas gD e, possivelmente, também da gH (McCLAIN; FULLER, 1994;
PIRET et al., 2002). O ensaio de pds-adsorgao teve por objetivo determinar se a
amostra foi capaz de atuar sobre esses virions estavelmente adsorvidos, diminuindo
sua afinidade pelas células. Para isso, as células foram previamente infectadas com
uma suspensao viral de HSV-1 ou HSV-2, e mantidas a 4°C por 2 h para permitir a
adsorcao, e so entdo, as amostras diluidas foram adicionadas e incubadas por mais
2 h a 4°C, atuando ou ndo sobre os virions ja ligados as células. Os dados da tabela
6 indicam que, entre as amostras testadas, a subfracdo AMB; foi a mais efetiva em
inibir a infecciosidade do HSV-1 e HSV-2 estavelmente adsorvidos as células,
mesmo quando adicionada apds 2 h de contato das particulas virais com as culturas

celulares. Além disso, esta subfragao foi até mesmo mais efetiva do que a heparina
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(Clsp>10 pyg/mL) em inibir a formagéo das placas de lise no ensaio de pés-adsorgao,
com valores de Clso de 6,84 e 2,59 ug/mL para o HSV-1 e HSV-2, respectivamente.
A figura 13 exibe os percentuais de inibicdo para cada concentragéo testada
da subfracdo AMB,, frente aos diferentes virus empregados (HSV-1 e HSV-2), no
ensaio de pos-adsorcdo. Apesar de ambos os virus terem se mostrado sensiveis a
subfracdo AMB,, a inibicdo da formacao das placas de lise neste ensaio requereu
concentragbes maiores da amostra, quando comparadas aquelas requeridas no

ensaio de adsorcéo tradicional.
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Figura 13: Resultados da avaliagdo do efeito da subfragdo AMB, (0,39 a 50 ug/mL) no ensaio de
pos-adsorgéo frente aos virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). Os resultados representam
a média * desvio padrdo de trés experimentos independentes. (*) e (**) indicam diferencas
significativas (p<0,05) e (p<0,01), teste de Dunett, em relagdo ao controle viral sem tratamento.

Uma explicagao pertinente aos resultados obtidos através deste ensaio seria
de que os componentes majoritarios da subfragao AMB, poderiam apresentar maior
afinidade pelos virions previamente adsorvidos, desligando-os das células
hospedeiras. Ou ainda, que uma interagao dos C-glicosilflavonoides presentes nesta
subfragdo com as glicoproteinas virais ndo ligadas as células, poderia provocar uma
alteracdo conformacional do envelope, com consequente desestabilizacdo da

ligacao virus-célula.

5.4.3 Avaliacao do efeito da subfragao AMB; na penetragao viral

As interagdes das glicoproteinas gB e gC com as moléculas do sulfato de

heparana nao sao suficientes para a entrada dos HSV nas células. Para que ocorra
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a penetracado por fusdo, apds a adsorcao da particula viral a superficie celular, é
necessario que a gD interaja com um dos seus diversos receptores, sofrendo
alteracdes conformacionais. Além disso, é preciso que também ocorra interacao com
a gB ou com o dimero gH-gL, resultando na fusdo do envelope viral com a
membrana da célula, e subsequente entrada do nucleocapsideo e do tegumento no
citoplasma celular (METTENLEITER, 2002; SPEAR, 2004; ELLERMANN-ERIKSEN,
2005).

Considerando os resultados promissores obtidos com a fracdo MeOHaus €
viral (tabela 6 e figura 11), decidiu-se dar continuidade ao estudo do mecanismo de
acao apenas com a subfragao AMB,, visto que o seu perfil cromatografico (Anexo
p.132) e a determinagao do seu teor de flavonoides totais (item 5.5.2) indicaram a
presencga majoritaria destes compostos na subfracdo AMB..

A inibicao da penetracgéo viral foi avaliada conforme descrito no item 4.6.3, em
relacdo aos dois tipos de virus herpéticos, e estdo expressos na tabela 7 como

valores de Clsg.

Tabela 7: Resultados do ensaio de penetragao viral, expressos
como valores de Clsy das amostras testadas.

; Amostra CI /mL
Virus 50 (M9 )

AMB, Heparina Aciclovir
HSV-1 (cepa KOS) 3,68 + 0,52° >10,00° SA
HSV-2 (cepa 333) 3,89 +0,32° 6,47 £ 0,21° SA

SA: sem atividade; Os valores obtidos representam a média + desvio padrdo de
dois experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas significativas, avaliadas pelo teste SNK. *° (p<0,01).

Analisando-se os resultados obtidos, verificou-se que as duas cepas virais
testadas foram significativamente mais sensiveis a subfragdo AMB, do que a
heparina (p<0,01), porém sem diferengas significativas (p>0,05) entre os dois tipos
de HSV. A figura 14 mostra os percentuais de inibicdo para cada concentragao

testada da subfracdo AMB,, frente ao HSV-1 e HSV-2 no ensaio de penetracio viral.
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Figura 14: Resultados da avaliagao do efeito da subfragdo AMB, (0,19 a 100 ug/mL) no ensaio de
penetragao frente aos virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). Os resultados representam a
média + desvio padrédo de dois experimentos independentes. (*) indica diferencas estatisticamente
significativas (p<0,01), teste de Dunett, em relagdo ao controle viral sem tratamento.

Os dados apresentados nos itens 5.4.2 e 5.4.3, referentes a adsorgéo e
penetragdo viral, respectivamente, sugerem, em conjunto, que a subfracdo AMB;
afeta o processo de infecgdo dos virus, ndo através da sua ligacdo aos receptores
da superficie celular, mas sim através do desligamento dos virus que ja haviam
adsorvido as células, possivelmente interferindo com as glicoproteinas virais
(CHENG et al.,, 2004). Desta maneira, a subfragdo AMB,, enriquecida em
C-glicosilflavonoides, além de inibir substancialmente a adsorgéo viral, apresentou
atividade importante na penetragao dos virus testados.

Esses resultados corroboram aqueles obtidos em outros estudos envolvendo
flavonoides de uma maneira geral. Barnard e colaboradores (1993) verificaram a
acao anti-HSV-1 de um flavonodide (SP-303), e o mecanismo da agéo anti-herpética
proposto foi a inibicdo da penetragdo viral nas células. Outros estudos
demonstraram que extratos de propolis, cujos constituintes majoritarios eram
flavonoides, exerceram atividade anti-HSV-1, devido provavelmente a inibicdo da
entrada dos virions nas células e, também, das etapas iniciais da replicacido viral
(AMOROS et al., 1992; HULEIHEL; ISANU, 2002).
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5.4.4 Avaliacao do efeito da subfracido AMB; na redugdo do tamanho das

placas de lise

Tendo em vista que a rapida dispersao célula a célula dos HSV, nas mucosas
genital e oral, € de grande importancia para evitar o desenvolvimento de resposta
imunolégica e assim estabelecer infeccdo produtiva ou recorrente nos humanos
(AMMENDOLIA; MARCHETTI; SUPERTI, 2007), a inibicao da propagacgao
intercelular dos virus herpéticos pela subfracdo AMB, poderia oferecer uma
vantagem ao impedir as infecgbes recorrentes ocasionadas pelos virus latentes no
hospedeiro.

O efeito da subfragdo AMB, sobre a dispersdo do HSV-1 (cepa KOS) e do
HSV-2 (cepa 333) célula a célula (cell to cell spread) foi investigado pela sua adigao
as células, apds a infeccdo com os mesmos, deixando-a em contato com a
monocamada celular durante todo o periodo de incubagao (72 e 48 h para HSV-1 e
HSV-2, respectivamente). Para assegurar que a dispersdo dos virus ocorresse
somente pela transmissao célula a célula, o meio foi suplementado com um agente
espessante (carboximetilcelulose). Os resultados foram expressos como area das
placas virais formadas em comparagao aquelas dos controles virais nao tratados.

Além de ter inibido a formacéo das placas de lise, a subfracdo AMB, reduziu
substancialmente a dispersdo radial dos virus herpéticos testados, o que foi
verificado através da redugao da area das placas de lise formadas pelo HSV-1 (cepa
KOS) e HSV-2 (cepa 333).

A subfracdo AMB; reduziu significativamente (p<0,01) a area das placas de
lise formadas pelo HSV-1 (cepa KOS), em todas as concentragdes testadas
(0,15 a 80,00 pg/mL). O aciclovir inibiu totalmente a formagao das placas de lise nas
concentragcbes de 1,25 a 80,00 pg/mL; nas menores concentragdes (0,15 a
0,62 pg/mL), este farmaco inibiu significativamente a dispersao radial do HSV-1
(p<0,01) (figura 15).
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Figura 15: Resultados da inibicdo da propagacao intercelular do virus HSV-1 (cepa KOS). Foram
medidas as areas de 20 placas formadas pela subfragdo enriquecida em C-glicosilflavondides
(AMB;) e aciclovir (ACV) nas concentracdes de 0,15 a 80,00 pg/mL. Os resultados foram
analisados com relagdo ao controle viral (1,12 + 0,08 mm?) pelo teste de Dunett e expressos como
média * desvio padrédo de dois experimentos independentes. (*) p< 0,01.

Com relagdgo ao HSV-2 (cepa 333), também houve uma diminui¢cao
significativa (p<0,01) da area das placas de lise pela subfragdo AMB,, em todas as
concentragbes testadas (0,15 a 80,00 pg/mL). Da mesma maneira, o aciclovir foi
efetivo em reduzir a dispersdo do HSV-2 célula a célula (figura 16), mas em menor
intensidade do que em relagao ao HSV-1.

O HSV infecta as células do epitélio estratificado escamoso, que forma a
epiderme e a mucosa em diferentes sitios anatémicos, incluindo a regido oral e
genital. Uma rapida dispersdo dos virus célula a célula pode promover a evasao
imune viral (SATTENTAU, 2008), além de ser de vital importéncia para estabelecer
infecgdes primarias ou recorrentes produtivas no homem (NYBERG et al., 2004),
sendo, portanto, um alvo atrativo para a intervencao antiviral. Assim, o potencial para
reduzir a dispersdao dos virus célula a célula pode encontrar aplicacdo no
desenvolvimento de farmacos para o tratamento das lesdes do HSV (BERGEFALL
et al., 2005).
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Figura 16: Resultados da inibicdo da propagagao intercelular do virus HSV-2 (cepa 333). Foram
medidas as areas de 20 placas formadas pela subfragao enriquecida em C-glicosilflavonodides
(AMB;) e aciclovir (ACV) nas concentracées de 0,15 a 80,00 pg/mL. Os resultados foram
analisados com relagédo ao controle viral (0,98 + 0,23 mmz) pelo teste de Dunett e expressos como
média * desvio padrao de dois experimentos independentes. (*) p< 0,01.

Embora a inibicdo da infeccao herpética por flavonoides seja um fenbmeno
amplamente conhecido (JASSIM; NAJI, 2003; MARTIN; ERNST, 2003; KHAN et al.,
2005; CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007; CHATTOPADHYAY; KHAN, 2008), pouco
foi estudado em relagédo ao efeito destes compostos na transmissao intercelular do
HSV. Os resultados aqui obtidos revelaram que a inibicido da dispersao do HSV-1
(cepa KOS) e do HSV-2 (cepa 333) pode ser um dos alvos da subfragdo AMB,,
contribuindo para a sua atividade antiviral. Portanto, a subfragdo AMB, pode ser
considerada um excelente candidato para o tratamento das infec¢cdes herpéticas,
ndao somente pela inibicdo da entrada dos virions nas células (adsorgdo e
penetragdo), mas também por prevenir a disseminagcdo da infecgdo as células

adjacentes ndo infectadas.

5.4.5 Avaliacao do efeito do tempo de adicao da subfragcao AMB: no ciclo de

replicacao viral

Para a efetivagdo completa de um ciclo de replicagdo dos HSV (18 h), varias

etapas sao essenciais, incluindo a entrada dos virus nas células (adsorgcéo e
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penetragdo), com subsequente expressao dos genes a (imediatos), tais como ICP27
e ICP4, dos genes B (precoces), que codificam enzimas virais essenciais, a exemplo
da DNA polimerase e da timidina quinase, e dos genes y (tardios) estruturais, que
codificam as gB, gC, ICP5, entre outras (KUO et al., 2002).

O estudo do efeito antiviral em funcdo do tempo de adicdo de uma amostra
qualquer permite verificar em qual(is) fase(s) do ciclo de replicagao viral ela estaria
agindo. Portanto, foi avaliado o efeito do tempo de adicao da subfragdo AMB, no
ciclo de replicagdo do HSV-1 (cepa KOS) e do HSV-2 (cepa 333) para detectar em
qual fase, além da adsorcao e penetracao, esta subfracao estaria também atuando.

Duas concentragbes da subfragdo AMB, foram testadas para cada tipo de
HSV: uma que néo inibiria 100% a replicagdo do HSV-1 e HSV-2 (40 pg/mL), e outra
que, teoricamente, deveria apresentar um percentual de inibicdo da replicagéo viral
maior, em relacdo as duas cepas (60 ug/mL), além do aciclovir a 1 yg/mL. Todas
estas concentragcdes foram adicionadas as células previamente a infecgdo (-3h),
simultaneamente com o virus (Tp) ou em intervalos de 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18
e 24 h P.l. Os resultados estdo apresentados nas figuras 17 e 18, referentes ao
HSV-1(cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333), respectivamente.

Tempo de Adigao HSV-1 (cepa KOS)

120 - . @40 pg/mL
** % il . % wk *k *k m60 pg/mL
100 - T S CIACV 1ug/mL
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20 -
0
3 0 1 2 3 4 6 8 10 12 16 18 24
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Figura 17: Efeito do tempo de adigdo da subfracdo AMB, (40 e 60 ug/mL) e do aciclovir (1 pg/mL)
no ciclo de replicacdo do HSV-1 (cepa KOS) em células VERO. Os resultados estédo representados
como % de inibicdo da replicagéo viral em relagdo ao controle viral, sem tratamento. Os valores
obtidos representam a média + desvio padrdo de dois experimentos independentes.
(*) p<0,05; (**) p<0,01 indicam diferengas estatisticamente significativas, teste de Dunett.
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Figura 18: Efeito do tempo de adigdo da subfragdo AMB, (40 e 60 ug/mL) e do aciclovir (1 pg/mL)
no ciclo de replicagdo do HSV-2 (cepa 333) em células GMK AH1. Os resultados estédo
representados como % de inibigdo da replicacéo viral em relagéo ao controle viral, sem tratamento.
Os valores obtidos representam a média + desvio padréo de dois experimentos independentes. (*)
p<0,05; (**) p<0,01 indicam diferengas estatisticamente significativas, teste de Dunett.

Os resultados mostraram que o pré-tratamento das células VERO ou GMK
AH1 com a subfragdo AMB,, por 3h antes da infecgdo, ndo afetou a multiplicagéo
dos HSV-1 e HSV-2. Portanto, esta subfragdo enriquecida em C-glicosilflavonoides
nao possue efeito profilatico in vitro contra a infecgao por tais virus.

Entretanto, a subfragdo AMB,, na menor concentragcédo testada (40 pg/mL),
inibiu  significativamente a infeccdo pelo HSV-1 (p<0,01), ao ser adicionada
concomitantemente com o virus, mas ndo ap6s 2 h ou nos demais periodos P.I.
Estas observagdes indicaram, mais uma vez, que esta subfragdo atua nos estagios
iniciais da infecg¢ao pelo HSV-1, incluindo a adsor¢éo dos virus aos receptores e sua
penetragao no citoplasma celular, fatos ja comprovados através de experimentos em
condigdes especificas (figuras 12, 13 e 14).

Todos os resultados, em conjunto, sugerem que a subfragdo AMB, afeta o
processo de infecgdo viral, ndo através da ligagdo dos virus as moléculas da
membrana celular, mas sim através do desligamento dos virus que ja haviam
adsorvido as células, impedindo sua posterior penetragao, possivelmente interferindo

com as glicoproteinas virais.
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Ao se empregar uma maior concentragdo de amostra (60 pg/mL), obteve-se
resultados semelhantes nos tempos iniciais de infecgao (até 2 h P.1.), porém péde-se
constatar que a amostra afetou também, de forma significativa (p<0,01), estagios
mais tardios do ciclo de replicagdo do virus (até 12 h P.L.). A interferéncia da
subfracdo AMB, sobre as outras fases do ciclo de replicagdo do HSV-1 poderia
estar, ao menos em parte, relacionada com a redugao da sintese de polipeptideos
virais (como sera discutido a seguir).

Em relacdo ao HSV-2, todas as etapas do ciclo de replicacao foram inibidas
(p<0,01) pela adicdo da subfragdo AMB, (40 e 60 pyg/mL), até 24 h P.l., sugerindo
que, além de atuar efetivamente nos estagios iniciais do processo replicativo do
HSV-2 (adsorgao e penetracao), a capacidade intrinseca desta subfragao de inativar
extracelularmente os virions (efeito virucida), poderia ser responsavel, também, pela
inibicao verificada durante todo o ciclo de replicacio, atuando provavelmente sobre

as novas progénies virais liberadas pelas células infectadas.

5.4.6 Avaliacao da expressao das proteinas virais

Na sequéncia, foi analisado se a inibicao da replicagédo do HSV-1 (cepa KOS)
pela subfracdo AMB, estava relacionada ao bloqueio da sintese de proteinas virais
nas células VERO. A inibicdo da sintese de proteinas nas células GMK AH1
relacionadas ao HSV-2 néo foi verificada neste trabalho, pois o LVA nao possuia os
anticorpos especificos para este sorotipo.

Sabe-se que durante a infeccdo produtiva ocasionada pelos virus herpéticos,
mais de 84 diferentes proteinas sdo expressas de uma forma coordenada e regulada
em trés fases sequenciais (COLBERE, 1975; JOHNSON; SONG; KNIPE, 2008; SU
et al., 2008):

v' Fase imediata (a): os produtos dos genes o sdo indutores transcricionais, ou
seja, sdo cruciais na indugdo e regulagdo do ciclo de replicagdo viral, sendo
sintetizadas em torno de 2 - 3 h P.l. Exemplos das proteinas a: Infected cell
proteins (ICPs) 0, 4, 22, 27, 47 e Us1.5;

v' Fase precoce (B): sdo expressas as proteinas que promovem a replicagdo do
DNA viral e a expressédo das proteinas y. As proteinas de fase B incluem as

enzimas que sao requeridas para a sintese do genoma viral: DNA polimerase
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viral, a proteina de ligagdo de DNA fita simples (ICP8), DNA helicase-primase,
proteina U 9 e as enzimas necessarias para o metabolismo do acido nucléico
viral (ribonucleotideo redutase, timidina quinase, dUTPase, uracil DNA
glicosilase, etc). O pico de sintese dos produtos de fase precoce € atingido entre
5-7 h P.l., e quando niveis suficientes destas proteinas acumulam-se no interior
da célula infectada, inicia-se a replicagdo do DNA viral;

v' Fase tardia (y): nesta fase ocorre a sintese do nucleocapsideo e de todas as
outras proteinas estruturais que formardo o virion, como as glicoproteinas
presentes no envelope viral, em torno de 12 h P.l. Exemplo das proteinas y: gB,
gC, gb e gE.

Considerando-se o comportamento da subfragdo AMB, no ciclo replicativo do
HSV-1 (cepa KOS) durante o ensaio de tempo de adigao (item 5.4.5), foi investigada
a agao dessa subfragdo quando os virus ja haviam penetrado e iniciado a replicagéo
intracelular, podendo-se desta maneira, tentar correlacionar a inibicdo observada
com a reducao e/ou bloqueio da sintese de proteinas virais. Para isso, a expressao
das proteinas virais ICP27, gD e gE em células VERO, e da proteina constitutiva
celular B-actina, foi analisada por Western Blotting. Quatro tratamentos foram
empregados: 40 e 60 ug/mL adicionados 1h e 3h P.l. Aproximadamente 50 ug de
proteinas foram extraidas 18 h apds incubagao com os diferentes tratamentos e
analisadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para posterior realizagdo do
imunoblotting com os respectivos anticorpos.

De acordo com a figura 19, as células nao infectadas ndao expressaram as
proteinas virais (linha 5), e todas elas foram detectadas nas células infectadas com
HSV-1 e nao tratadas com a subfragcdo AMB; (linha 6). A B-actina foi expressa em
todos os tratamentos aplicados, indicando que a amostra n&o interferiu na sintese de
proteinas constitutivas, essenciais ao funcionamento celular.

Os tratamentos com 40 e 60 pg/mL da subfracdo AMB, 1 h P.I. (linhas 1 e 2)
suprimiram quase totalmente a expressao das proteinas tardias (y) gD e gE, mas
apresentaram fraca supressao da expressao da proteina imediata (o) ICP27, quando
comparado as células infectadas nao tratadas (linha 6). Porém, quando 40 pg/mL
foram adicionados 3 h P.l. (linha 3) ndo houve qualquer supressado da expressao das
proteinas ICP27 e gD, havendo apenas uma atenuagdo na expressao da gE. Em

células VERO infectadas, as proteinas da fase o s&o detectadas cerca de
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1 a2 hP.l. e o pico da sintese ocorre apés 3 h (SU et al., 2008), justificando a nao
supressao da expressao de ICP27 nos tratamentos de 3 h P.I.

Ao ser adicionada 3 h P.l., a subfragdo AMB,, na concentragdo de 60 ug/mL,
nao suprimiu a expressao de ICP 27, proteina imediata, mas suprimiu totalmente a
expressao de gE (linha 4) e apresentou pequena supresséo da proteina tardia gD,
cuja sintese inicia somente 12 h P.1.

ICP27 (63kDa) (s weeeiiins SN

poniiind -

gD (61 kDa) [+ - .

gE (59 kDa) — -

B-actina
(43 kDa)

Figura 19: Efeito da subfragdo AMB, sobre a expressdo das proteinas ICP27, gD e gE do
HSV-1 (cepa KOS) em células VERO e da proteina constitutiva p-actina, detectado por Western
Blotting. Linha 1: células tratadas com 40 ug/mL adicionados 1 h P.l1.; linha 2: células tratadas com
60 ug/mL adicionados 1 h P.1.; linha 3: células tratadas com 40 ug/mL adicionados 3 h P.1.; linha 4:
células tratadas com 60 pyg/mL adicionados 3 h P.l.; linha 5: células n&o infectadas; linha 6: células
infectadas com HSV-1.

A ICP27 é uma proteina regulatéria multifuncional essencial para a replicagao
do HSV-1. Esta fosfoproteina de 63 kDa é expressa durante a fase imediata, sendo
requerida para a expressao apropriada dos genes virais da fase precoce e tardia
(DAI-JU et al., 2006) e bloqueia o processamento do mRNA acarretando numa
diminuicdo da producgao de proteinas celulares (SMITH; MALIK; CLEMENTS, 2005).
A ICP27 desempenha importantes papéis no processamento pds-transcricional do
RNA e atua como um transportador de RNAs tardios do nucleo para o citoplasma,
desta forma regulando a expressao de proteinas virais tardias (WHITLEY;
ROIZMAN, 2001; SMITH; MALIK; CLEMENTS, 2005; LARRALDE et al., 2006).
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Assim, a ICP27 parece atuar em todos os estagios da expressao dos genes virais,
desde a transcrigao até a tradugao (DAI-JU et al. 2006).

Apesar de AMB,, nao suprimir efetivamente a sintese da proteina viral
imediata ICP27 em células Vero, uma fraca supressao de sua expressao foi
observada ao tratar as células com 40 e 60 ug/mL da subfracdo 1 h P.l,, e isto
poderia influenciar na expressao das proteinas tardias.

Estes resultados sugeriram que a atividade antiviral de AMB, pode estar,
ainda que em parte, relacionada aos baixos niveis das proteinas virais de fase
tardia, que sdo essenciais para sintese do nucleocapsideo e de todas as outras
proteinas estruturais, impedindo a montagem de novos virions e a infecgdo de

células adjacentes.

5.5 Determinacao dos teores de compostos fendlicos totais e flavonoides

totais de Cecropia glaziovii por espectrofotometria UV/Vis

5.5.1 Compostos fendlicos totais

A avaliacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato e
fragbes resultantes do processo de fracionamento biomonitorado de C. glaziovii foi
conduzida, segundo procedimentos descritos por Naithani et al. (2006) e Liu et al.
(2008), com algumas modificagbes. Os materiais-teste analisados foram o extrato
bruto aquoso obtido por infusdo (EBAI) e suas respectivas fracbes purificadas
AcOEt, n-BuOH, RA e MeOHapg.

Para esta quantificacdo foi necessario, primeiramente, realizar a curva de
calibragdo com concentragdes conhecidas do acido galico e expressa pela equagao
de reta (y=0,0009x+0,098, R°=0,9852), representada na figura 20. O teor de
compostos fendlicos totais foi expresso como equivalentes de acido galico em mg/g
de amostra, transformados em percentuais (%), e foi relacionado aos respectivos

valores de IS (indice de seletividade) para cada cepa viral testada (figura 21).
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Figura 20: Curva de calibragdo do acido galico. A leitura foi realizada a 760 nm e cada ponto
representa a média de duas leituras de cada concentragao.
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Figura 21: Teor de compostos fendlicos totais presentes no extrato bruto e fragdes purificadas de
Cecropia glaziovii. O teor de fendlicos (%) de cada amostra esta relacionado aos valores de IS
referentes ao HSV-1 e HSV-2, e representam a média + coeficiente de variagdo de duas analises
independentes em espectrofotdometro UV/VIS. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticamente significativas: *° (p<0,001) / ®° (p<0,01) / *° (p<0,01), teste SNK.

Os teores de compostos fendlicos totais variaram entre 7,8 e 50,2 %, sendo o
maior teor encontrado na fragéo acetato de etila (AcOEt), com diferengas estatisticas
significativas em relacdo aos demais. Este solvente de polaridade mais baixa
concentra, principalmente, acidos fendlicos e agliconas flavonoidicas. Tanae e
colaboradores (2007) ja relataram a presenga do acido clorogénico nas folhas de
C.glaziovii, bem como de outros compostos polifendlicos. Apesar da fragdo AcOEt
possuir um teor de compostos fendlicos totais maior que a fragdo MeOHaus, a

atividade anti-herpética foi menos significativa, demonstrada pelos menores valores



Resultados e Discussdo 103

de IS. Este fato reforgca a hipotese de que os compostos majoritarios
(C-glicosilflavonoides), presentes na fragdo obtida a partir da extragdo metandlica
em resina Amberlite (MeOHamg) € nas suas subfragbées AMB4, AMB; e AMB3, séo os
responsaveis pela promissora atividade antiviral apresentada. Por este motivo, foi
realizada posteriormente a quantificacdo de flavonoides totais para reforcar esta
hipotese.

5.5.2 Flavonoides totais

Os materiais-teste analisados em relagdo ao conteudo de flavonoides totais,
foram o extrato bruto aquoso obtido por infusdo (EBAI) e suas respectivas fragdes
purificadas AcOEt, n-BuOH, RA e MeOHauws de C.glaziovii, além das subfracbes
AMB4, AMB, e AMB;. Esta determinacao foi baseada nos métodos descritos por
Miliauskas et al. (2004) e por Tunalier et al. (2007).

A curva de calibragao foi previamente realizada utilizando-se concentracoes
conhecidas da rutina e expressa pela equagdo da reta (y=0,0009x+0,0397,
R2=0,9964), representada na figura 22. O teor de flavonoides totais foi expresso
como equivalentes de rutina em mg/g de amostra, transformados em percentuais
(%), e foi relacionado aos respectivos valores de IS (indice de seletividade) para

cada cepa viral testada (figura 23).

Curva de Calibragao

1,6 §
y =0,0009x + 0,0397
R? =0,9964

1,2 4

0,8 -

04

Absorbancia a 415 nm

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
[1pg/mL de rutina

Figura 22: Curva de calibragédo da rutina. A leitura foi realizada a 415 nm e cada ponto representa a
média de duas leituras de cada concentracao.
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Figura 23: Teor de flavonoides totais presentes no extrato bruto e fragdes purificadas de Cecropia
glaziovii. O teor de flavonoides (%) de cada amostra esta relacionado aos valores de IS referentes
ao HSV-1 e HSV-2, e representam a média + coeficiente de variagdo de duas analises
independentes em espectrofotdmetro UV/VIS. Letras diferentes indicam diferencas significativas: *°
(p<0,001) / *¢ (p<0,01) / *® (p<0,01), teste SNK.

Os teores de flavonoides totais variaram de 2,6 a 25,24%, e a fragéao
MeOHavs € suas respectivas subfragcbes AMB, e AMB3; diferiram significativamente
das demais (p<0,001), apresentando os maiores teores de flavonoides totais.

Analisando-se os resultados das subfragcbes, a AMB4 apresentou os menores
valores de IS, e corresponde aquela com o menor teor de flavonoides totais, seguida
pelas subfragbes AMB3; e AMB,. Com estes dados é possivel inferir que ha uma
correlagdo entre os elevados teores de flavonoides da subfragdo AMB, e a maior
atividade anti-herpética detectada.

Além disso, a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
realizada pelo Mestrando Geison Modesti Costa (Anexo p. 131 e 132), mostrou que
a fracdo MeOHaws e a subfracdo AMB, s&do basicamente constituidas pelos dois C-
glicosilflavonoides majoritarios: isoorientina e isovitexina, e ainda, o cromatograma
da subfragdo AMB, sugere um maior teor destes constituintes, quando comparado

aos cromatogramas das fragdes MeOHaus, AMB1 e AMB3
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5.6 Proposta preliminar do mecanismo da ag¢ao anti-herpética da subfragcao
AMB;

A partir dos resultados obtidos, formulou-se a hipétese do mecanismo da
acao anti-herpética da subfragdo AMB, frente ao HSV-1 (cepa KOS) e ao HSV-2
(cepa 333), como pode ser visualizado na figura 24.

Células ,
VERO \I HSV-1 I Hsv2 |- G(Kf&”f&

ﬂ Inibicdo da adsorcédo e d) C

penetracdo dos virus nas
células;

Reducéo da infecciosidade\
viral (agao virucida);

v inibicdo da adsorgdo e da

v’ inibigdo da propagagéo viral penetracio dos virus nas

entre as células;

células;
v' redugdo dos niveis das v inihis .
proteinas virais ICP27, gD e g‘r:?r'gaaos ‘iaélflg’spagagao viral
gE. '

- . )

Elevado teor de flavonoides do tipo
C-glicosilflavonoides (isoorientina e isovitexina),
da subfragdo AMB..

Figura 24: Proposta do mecanismo da acéo anti-HSV-1 e anti-HSV-2 da subfragdo AMB,.
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6 CONCLUSOES

v' Das onze amostras testadas na triagem anti-herpética, apenas o extrato bruto
aquoso de Eupatorium serratum e a fragdo aquosa de Laurencia flagellifera

apresentaram consideravel toxicidade frente as células VERO e GMK AH1.

v Com relagdo a acdo anti-herpética, resultados promissores foram obtidos para
Laurencia flagellifera, Dodonea viscosa, Eupatorium bupleurifolium, E. rufescens,

E. serratum, E. tanacetifolium, Calea phyllolepis e Cecropia glaziovii.

v O extrato bruto aquoso e fracbes de Cecropia glaziovii apresentaram baixa
citotoxicidade frente as células VERO e GMK AH1, através das duas

metodologias empregadas (MTT e Sulforrodamina B).

v A fragdo MeOHavs € a sua subfragdo AMB, mostraram-se mais ativas em inibir a
replicacao do HSV-1 e do HSV-2.

v O extrato bruto aquoso e as fragdes testadas de C. glaziovii ndo mostraram agao
virucida significativa, que justificasse o seu modo de atuagdo, com excegédo da
subfracdo AMB; que na sua Clsg (37,5 pg/mL) inativou diretamente mais de 50%
das particulas do HSV-2 a 37°C; porém, este material ndo apresentou agéo

virucida significativa frente ao HSV-2 a 4°C.

v" Na presencga de solugdes protéicas, a subfragdo AMB, manteve a sua atividade
virucida frente ao HSV-2. Este fato, aliado a significativa capacidade de reduzir a
infecciosidade deste virus, em concentragdes abaixo da sua Clsy a 37°C,
demonstrou que a subfracdo AMB, possui potencial para ser explorado

futuramente como um importante microbicida topico.

v A subfragdo AMB; inibiu significativamente a adsorgdo e a penetragdo do HSV-1
(cepa KOS) e do HSV-2 (cepa 333) nas células VERO e GMK AHf1,

respectivamente.
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v A difusao intercelular dos virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333) também

foi significativamente inibida pela subfragdo AMB..

v" Na avaliagédo da atividade antiviral em fungdo do tempo, a subfragdo AMB; inibiu
significativamente a infecgdo pelo HSV-1 (cepa KOS), ao ser adicionada
concomitantemente com o virus e até 2 h P.., perdendo sua atividade
gradualmente nos intervalos de tempo posteriores. Porém, ao se empregar uma
maior concentragao de amostra, esta subfragao inibiu a replicacao viral quando
adicionada até 12 h P.l. Em relagdo ao HSV-2, todas as etapas do ciclo de
replicagao viral foram inibidas pela adicdo da subfragcdo AMB, até 24 h P.I.
Adicionalmente, esta subfragcdo ndo demonstrou efeito profilatico in vitro contra a
infeccao por HSV-1 ou HSV-2.

v" Na avaliagdo da interferéncia sobre a sintese de proteinas virais (HSV-1, cepa
KOS), a subfragcdo AMB, apresentou fraca atividade sobre a sintese da proteina
de fase imediata ICP27, mas inibiu a expressédo das proteinas tardias gD e gE,

sem interferir na sintese da proteina constitutiva p-actina.

v" A quantificagdo dos compostos fendlicos totais e dos flavonoides totais mostrou
que a atividade anti-herpética, detectada para a subfracdo AMB,, esta direta e
especificamente relacionada com os flavonoides presentes, especialmente os

C-glicosilflavonoides majoritarios: isoorientina e isovitexina.

v' Estes dados sugerem que o mecanismo da acao anti-herpética da subfragdo
AMB; esta relacionado ao elevado teor de flavonoides do tipo C-glicosideos, com
a inibicdo da adsorcdo, penetracdo e difusdo radial dos virus as células
hospedeiras, com a redugcdo da infecciosidade viral (apenas em relagdo ao
HSV-2) e com a diminui¢do dos niveis da proteina a ICP27 e das proteinas do

envelope gD e gE expressas pelo HSV-1 (cepa KOS).
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7 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos, tém-se como perspectivas:

Realizar o fracionamento biomonitorado dos outros extratos que mostraram
resultados promissores na triagem antiviral (Eupatorium blupleurifolium, E.

rufescens, E. serratum, E. tanacetifolium e Calea phyllolepis);

Avaliar a integridade dos virions apds contato com a subfragdo AMB, por

microscopia eletrénica de varredura;

Avaliar a toxicidade da subfracdo AMB, frente aos lactobacilos da flora vaginal

humana normal;

Avaliar a atividade anti-HIV da subfragcdo AMB;

Avaliar a atividade virucida (anti-HSV-2) da subfracdo AMB, em presenca de

secregdes cervicovaginais;

Verificar o possivel sinergismo da subfragdo AMB, com o aciclovir;

Avaliar a atividade anti-herpética dos C-glicosilflavonoides purificados

(isoorientina e isovitexina), apos seu isolamento da subfragdo AMB;

Testar a atividade anti-herpética do extrato e fragdes obtidos de Cecropia

glaziovii, frente a cepas virais resistentes ao aciclovir;

Empregar as cepas mutantes HSV-1 (gC39) e HSV-2 (gCneg1), ja disponiveis
no Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC, para investigar a interagao da
subfragdo AMB; a glicoproteina viral C (gC);

Verificar se ha inibicdo da sintese de proteinas virais nas células GMK AH1

expressas pelo HSV-2, através de técnicas moleculares.
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ANEXO

Analises realizadas pelo mestrando Geison Modesti Costa, sob orientagédo do
Prof. Dr. Flavio H. Reginatto.
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Perfil cromatografico (CLAE) da fragdo MeOHawg obtido a partir de folhas de Cecropia glaziovii
(1000 pg/mL). Condigdes cromatograficas: Fase movel: [A: Acetonitrila; B: (Acido acético 1% :

Agua)]. Fluxo: 0,8 mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18 Phenomenex Luna® (150 x 4,6mm; 5um);
Detecgdo: UV 330 nm; (1) isoorientina (2) isovitexina.
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Minutes

Perfil cromatografico (CLAE) da subfragao AMB, obtido a partir de folhas de Cecropia glaziovii
(1000 pg/mL). Condigdes cromatogréaficas: Fase moével: [A: Acetonitrila; B: (Acido acético 1%:
Agua)]. Fluxo: 0,8 mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18 Phenomenex Luna® (150 x 4,6mm; 5um);
Detecgdo: UV 330 nm; (1) isoorientina (2) isovitexina.
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Minutes

Perfil cromatografico (CLAE) da subfracdo AMB, obtido a partir de folhas de Cecropia glaziovii
(1000 pg/mL). Condigdes cromatograficas: Fase mével: [A: Acetonitrila; B: (Acido acético 1% :
Agua)]. Fluxo: 0,8 mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18 Phenomenex Luna® (150 x 4,6mm; 5um);
Detecgao: UV 330 nm; (1) isoorientina (2) isovitexina.

Minutes

Perfil cromatografico (CLAE) da subfragdo AMB; obtido a partir de folhas de Cecropia glaziovii
(1000 pg/mL). Condigdes cromatograficas: Fase movel: [A: Acetonitrila; B: (Acido acético 1% :

Agua)]. Fluxo: 0,8 mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18 Phenomenex Luna® (150 x 4,6mm; 5um);
Detecgdo: UV 330 nm; (1) isoorientina (2) isovitexina.
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Anadlise por cromatografia em camada delgada da fragdo MeOHays(1), da subfragcéo
AMB,(2), e padrées orientina(3), isoorientina(4), isovitexina(5) e vicenina(6). Fase Fixa:
Silica gel; Fasanm; Fase Mével: AcOEt : Ac. Acético: Agua (8:1:1 v/v); Revelador: Reagente
Natural, seguido de polietilenoglicol 4000 / UV 366 nm.



