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RESUMO

O virus herpético do tipo 1 (HSV-1) infecta grande numero de pessoas no mundo todo. O
composto de escolha para sua profilaxia e tratamento é o aciclovir; no entanto, a resisténcia
deste virus a este farmaco fez com que as infecgbes herpéticas se tornassem um grave
problema de saude publica. A triagem anti-herpética de extratos de plantas tem fornecido
resultados promissores, que justificam pesquisas nesta area. O objetivo deste trabalho foi
realizar uma triagem da atividade antiviral com oito extratos brutos de plantas e suas
fracbes, e o fracionamento biomonitorado com aquele que apresentou atividade mais
promissora. Assim sendo, o extrato bruto, as fracbes acetato de etila e n-butandlica, e o
residuo aquoso de llex paraguariensis (erva-mate) foram testados contra o HSV-1 (cepas
KOS e 29R), através de diferentes estratégias metodoldgicas, utilizando-se as técnicas do
MTT e de redugdo das placas de lise. Entre as diferentes estratégias metodoldgicas
utilizadas, os resultados mais promissores foram obtidos no pds-tratamento; foram também
avaliados os efeitos dos materiais-teste na adsorcao viral e em fungcdo do seu tempo de
adicdo nas culturas celulares. A fragao acetato de etila, apresentou os melhores resultados
na técnica de inibicdo da adsorcgao viral; no estudo da agao antiviral em fungcado do tempo de
adicao, foi verificado que os materiais-teste inibiram a replicagédo viral do tempo zero até
18h, indicando agir provavelmente em todas as etapas da replicagdo viral, com menor
intensidade na montagem e liberacado do virus, e a exocitose. No intuito de identificar o(s)
composto(s) responsavel(is) pela atividade detectada, foram realizadas analises por CLAE
que evidenciaram a presenca de quatro acidos fendlicos, tendo sido possivel caracterizar
dois deles como sendo os acidos caféico e clorogénico. A avaliagdo da agado anti-herpética
destes dois compostos mostrou que somente o acido caféico foi capaz de inibir a replicagcao
do HSV-1 (IS=5,5 para a cepa 29R e 1S=26,4 para a cepa KOS). De acordo com todos os
resultados obtidos, nao foi possivel correlacionar a agdo anti-herpética somente com a
presenca desses acidos fendlicos, e € provavel que outras substancias presentes na erva-
mate tais como os flavondides e as saponinas triterpénicas, também estejam contribuindo,
de forma sinérgica, para tal atividade. Maiores estudos deverdo ser realizados para
comprovar esta hipotese.

Palavras chave: Atividade antiviral; HSV-1; ftriagem; ensaio biomonitorado; Ilex

paraguariensis; acido caféico; acido clorogénico.



ABSTRACT

The herpetic virus type 1 (HSV-1), infects a large number of people all over the world.
The acyclovir is the major compound for HSV-1 prophylaxis and treatment, however,
because of increasing resistence to this drug, herpetic infections has be come a
serious problem of public health. The selection of plants with anti-herpetic activity has
results has been promising and justify researches in this area. The aim of this work
was to study eight crude extracts of plants and their fractions, and to perform anti-
HSV-1 bioassay with those fractions that presented more promising activity. Thus,
the crude extract, the acetate of etila and n-butandlica fractions, from llex
paraguariensis (erva-mate), and the watery residue were tested against the HSV-1
(KOS and 29R strain), by different methodologic strategies, using the techniques of
MTT and plaque reduction assay. Among the different methodologic strategies used,
the most promising results were obtained in the post-treatment; the comparison
between the results of MTT techniques and the plaque reduction assay showed that
there are no significant differences between them. Also the effects of the material-test
in the viral adsorbation and during replication in the cellular cultures were evaluated.
With the purpose of identifying the compounds responsible for the antiviral activity,
HPLC analyses were performed that indicated the presence of four phenolic acids;
two of them were the clorogenic and caffeic acid. The evaluation of the anti-herpetic
action of these two compounds showed that the caffeic acid was the only one
capable to inhibit the replication of HSV-1 (I1IS=5,5 for 29R strain and for 1S=26,4
KOS strain). In accordance with all the results obtained, it was not possible to
correlate the anti-herpetic action with the presence of these phenolic acid; it is
possible that other substances present in “erva mate” such, as the triterpenoid
saponins and flavonoids, are also contributing, in the synergic way, for such activity.
More studies will have to be carried out to prove this hypothesis.

Key Words: Antiviral activity; HSV-1; selection; bioassay; llex paraguariensis; acid

caféico; acid clorogenic.
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Introducao 13

1 INTRODUCAO

Doencas infecciosas virais sdo um importante problema de saude no mundo.
Embora a busca por novos farmacos antivirais seja intensa, os avangos s&o poucos,
ja que a maioria destes compostos possui aplicagdes limitadas, fazendo com que um
baixo numero deles seja aprovado pelas autoridades governamentais para uso
clinico (VLIETINCK; VANDEN BERGHE, 1998).

O crescimento do numero de pacientes imunocomprometidos e da sobrevida
dos mesmos tem aumentado o desenvolvimento de infeccbes virais nesses
pacientes. Além disso, o intenso uso de medicamentos antivirais conduziu ao
desenvolvimento de cepas resistentes, as quais sdo agora comumente
disseminadas (SNOECK, 2000), o que faz o problema agravar-se ainda mais.

Dentre os inumeros virus de importancia clinica, destaca-se a familia dos virus
herpéticos; nela encontram-se os Herpes Simplex virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e 2), que
infectam grande numero de pessoas no mundo todo. Os sintomas da doenga nao
sdo sempre aparentes, mesmo durante a infeccdo primaria, e podem variar desde
lesdes cutdaneas e de mucosas até encefalites ou doencas sistémicas envolvendo
multiplos 6rgéos. A transmisséo da infeccéo de pessoa a pessoa ocorre, geralmente,
pelo contato intimo e compartilhamento de fluidos contendo os virus. Por exemplo, o
HSV-2 causa, principalmente, o herpes genital, que é uma das doencas
sexualmente transmissiveis de maior prevaléncia no mundo. O HSV-1, apesar de
também poder causar infecgbes genitais, provoca mais comumente o herpes labial;
e estima-se que 60-95% das pessoas adultas, no mundo, sejam portadoras destes
virus (ROIZMAN; KNIPE, 2001; SPEAR et al., 2006).

O composto de escolha para profilaxia e tratamento das infec¢gdes causadas
pelos HSV é o aciclovir, que inibe seletivamente a replicagdo do DNA viral, com
baixa toxicidade as células hospedeiras. Contudo, a resisténcia dos virus herpéticos
a este farmaco, a disseminagao das cepas resistentes em pacientes, principalmente
os imunocomprometidos, e a decorrente progressédo da doenga fizeram com que as
infeccbes herpéticas se tornassem um grave problema de saude publica (CASSADY;
WHITLEY, 1997; BRADY; BERNSTEIN, 2004), fatos que estimulam pesquisas para
que novas terapias antivirais sejam encontradas (NIELSEN, 2002).

Os produtos naturais possuem uma extensa diversidade quimica, sendo uma
fonte inesgotavel de compostos com promissoras atividades bioldgicas, ndo apenas

pelo grande numero de espécies com propriedades medicinais inexploradas, mas
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principalmente pela variedade estrutural dos metabdlitos sintetizados. Além disso,
grande parte das substancias ativas pode ser isolada e modificada estruturalmente,
alcangando maior eficacia e menor citotoxicidade (HUDSON, 1990; CHE, 1991;
HOUGHTON, 1998; NIELSEN, 2002).

Farmacos antivirais derivados de produtos naturais podem atuar nas diversas
etapas da replicagao viral, desde a adsorgao do virus na célula hospedeira até sua
liberacdo, o que pode resultar em mecanismos de agcdo complementares aqueles
dos farmacos atualmente disponiveis (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN
BERGHE, 1997; HUDSON; TOWERS, 1999). Além disso, a triagem antiviral de
extratos de plantas tem fornecido resultados promissores, que justificam a pesquisa
de novas substéncias com potencial atividade antiviral a partir desta fonte (KHAN et
al., 2005)

O Brasil possui uma medicina popular rica e original, na qual o uso de plantas
ocupa lugar de destaque. Isto se deve ao fato do pais ser detentor da maior
biodiversidade do planeta, com aproximadamente 20-22% de todas as plantas e
microorganismos existentes, além da assimilagdo dos conhecimentos indigenas,
integrado as contribuicbes trazidas pelos escravos e imigrantes (SIMOES et al.,
1999; GUERRA et al., 1998). Esta ampla biodiversidade, combinada com a
introdugdo de modelos biolégicos in vitro em grande escala, propiciaram avangos
significativos no estudo de novos farmacos (HOUGHTON, 2000; NIELSEN, 2002).

Além disso, devido ao importante aumento da resisténcia aos medicamentos
antivirais disponiveis, € imperativo que se pesquise novas alternativas terapéuticas
efetivas para doencgas virais humanas e veterinarias, a base de compostos com
potente atividade e baixa toxicidade (HASUI;, MATSUDA; OKUTANI, 1995;
BENENCIA; COURREGES, 1999; REBORA, 2002).

Com o intuito de contribuir para o avanco do conhecimento nesta area, o
Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) vem desenvolvendo, de forma cooperativa com pesquisadores desta e de
outras instituigdes, trabalhos com produtos naturais de diversas origens e, também,
com substancias sintéticas (BETTEGA, 2000; FREITAS, 2001; ANDRIGHETTI-
FROHNER, 2003; SAVI, 2004; SILVA, 2005; CARRIEL, 2005; CHAVEZ, 2005).

Unindo a necessidade do estudo de novos farmacos com atividade antiviral a
grande diversidade de extratos disponiveis produzidos por outros pesquisadores,

este trabalho teve como objetivo a realizagdo da triagem anti-herpética de extratos



Introducao 15

de plantas e fragdes, seguida do estudo biomonitorado do extrato vegetal, cujos
resultados preliminares foram promissores e que apresentaram disponibilidade de

matéria-prima para a realizagdo dos estudos subsequentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARSENAL TERAPEUTICO ANTIVIRAL

Ha pouco mais de uma década, apenas cinco farmacos antivirais tinham sido
licenciados para o tratamento de infecgdes virais. Desde entdo, os avancos na
virologia, particularmente pela necessidade de combate ao HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), resultaram na descoberta e validagdo de varios alvos
para intervengao terapéutica (DE CLERCQ, 2002).

O atual arsenal quimioterapico para infecgdes virais consiste em 40 farmacos
antivirais licenciados pelas autoridades governamentais. A maioria foi aprovada nos
ultimos cinco anos, sendo que 20 deles sao utilizados para o tratamento da infeccao
pelo HIV. Os demais antivirais sao utilizados contra os virus das hepatites B e C,
virus influenza, virus respiratorio sincicial, virus herpéticos, incluindo neste ultimo
grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e os virus herpes simplex (DE
CLERCQ, 2005).

A necessidade da busca por farmacos antivirais é fortemente embasada pela
falta de vacinas eficazes contra uma ampla variedade de patégenos virais, como a
maioria dos virus respiratorios (adenovirus, rinovirus, virus parainfluenza e virus
sincicial respiratorio), o papilomavirus humano, os herpesvirus humanos, além dos
virus que causam febres hemorragicas (DE CLERCQ, 2002). Além disso, os
farmacos antivirais atualmente disponiveis apresentam muitas restricbes de uso,
pelo baixo espectro de agao e alta toxicidade (RICE; BADER, 1995).

Uma das principais razdes das dificuldades no desenvolvimento de farmacos
antivirais € a natureza intrinseca dos virus, os quais possuem uma estrutura
aparentemente simples e um sistema enzimatico restrito, sendo totalmente
dependentes dos processos metabdlicos celulares para sua replicagdo. Dessa
maneira, agentes que inibem ou provocam a inativagao viral, normalmente causam
também toxicidade as células hospedeiras. O compromisso com a especificidade
pelas células infectadas, a eficacia e um baixo nivel de toxicidade sao, portanto,
indispensaveis para a selegdo de novos agentes antivirais (WHITE; FENNER, 1994).

Outro problema da quimioterapia antiviral relaciona-se a mutagdo dos genomas
virais, pois cada célula infectada pode produzir milhares de cépias em poucas horas,
e a maioria dessas copias podera sofrer mutagdo (STRAUSS; STRAUSS; LEVINE,
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1996). Mesmo que o genoma, teoricamente, tenha acesso aos mecanismos de
leitura e reparo, ele também pode acumular mutagdes, com um resultado inevitavel,
que traduz-se na rapida aquisicdo de resisténcia aos farmacos utilizados (LUCIW,
1996). No caso dos HSV, a resisténcia aos antivirais normalmente utilizados e a
laténcia, que caracteriza a infeccdo por tais virus, tém limitado a eficacia dos
mesmos. Consequentemente, a pesquisa de novos agentes contra os virus do
herpes € de extrema necessidade (WHITE; FENNER, 1994).

2.2 HERPES SIMPLEX TIPO 1 (HSV-1)

Os virus herpéticos fazem parte da familia Herpesviridae e sao divididos em
trés subfamilias: o, B e y-Herpesvirinae. Atualmente, existem cerca de 100
herpesvirus parcialmente caracterizados, sendo oito humanos, além do herpes virus
simio de macacos (Virus herpético B), que pode também infectar o homem
causando encefalite mortal (ROIZMAN, 1996; SANTOS; SILVA; PEREIRA JR, 2000;
DA SILVA, 2000).

Ao contrario das outras familias de virus, os virus herpéticos podem causar
infeccbes liticas, latentes e transformadas. A infecgdo latente com subsequente
doencga recorrente € uma de suas caracteristicas e durante o periodo de recorréncia
herpética, os virus sao inacessiveis ao sistema imune e aos medicamentos
atualmente disponiveis (ROIZMAN, 1996).

Geralmente, o HSV-1 esta associado a infec¢bes orais, enquanto que o HSV-2
a infecgdes genitais. Contudo, ambos os virus podem causar infecgdes clinicamente
indistinguiveis em varios locais e podem permanecer latentes nos ganglios
sensoriais, podendo ser reativado em infecgbes recorrentes sintomaticas ou
assintomaticas (BRADY; BERNSTEIN, 2004).

O Herpes Simplex Virus tipo-1 (HSV-1), pertencente a sub-familia o-
Herpesvirinae, é o principal agente etiolégico do herpes simplex extragenital, uma
dermatovirose infecto-contagiosa crénica e recorrente. Apresenta propriedades
bioldgicas de crescimento rapido, lise das células infectadas e estabelecimento de
infeccbes latentes em géanglios nervosos sensoriais. O fato de o virus herpético
codificar as principais enzimas necessarias a replicagdo do DNA viral, mantendo um
grau de viruléncia suficiente para nao ser subjugado pelos mecanismos de defesa

do hospedeiro, faz com que sua sobrevivéncia em células neurais (permanentes),
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que nao replicam DNA e ndo se dividem, constitua um fato bastante provavel de
ocorrer (WHITE; FENNER, 1994; LUPI; PEREIRA JR, 2000).

O HSV-1 é constituido por uma estrutura helicoidal de DNA em dupla hélice,
envolvida por um capsideo icosaédrico de 100 nm de didmetro composto por 162
capsOmeros (150 hexametros e 12 pentameros) envolto por uma proteina de
preenchimento denominada tegumento e envelopado por uma membrana lipidica,
com aproximadamente 150 nm de diametro. Apresenta um dos maiores genomas
virais de herpesvirus humanos, codificando cerca de 70 a 200 proteinas (WHITE;
FENNER, 1994; ROIZMAN, 1996; DA SILVA, 2000; SANTOS, 2000).

Na infeccado primaria pelos virus herpético ou primo-infecgdo, o virus penetra
no corpo por invasdo das mucosas ou solugdes de descontinuidade da pele. O virus
sofre, entdo, replicacdo nas células situadas na base do sitio de entrada, podendo
ou ndo produzir lesdes vesiculares e apds, dissemina-se para células nervosas
adjacentes. Nos neurbnios, o nucleocapsideo é encaminhado para o nucleo,
iniciando a infecgao latente, fase na qual o genoma viral esta reprimido e integrado
ao DNA da célula. O virus pode entdo ser ativado por varios estimulos, como
estresse, febre, trauma, mudangas hormonais, radiagdo ultra-violeta, etc, e depois
passar retrogradamente pelo nervo, causando lesdes caracteristicas em sitios
especificos da pele e mucosas (CLEMENTS; TIMBURY; GRIFFITHS, 1990; LUPI,
PEREIRA JR, 2000).

As manifestagbes clinicas primarias e recorrentes podem variar desde
gengivomastites, faringotonsilites e herpes labial, até querato-conjuntivites,
encefalites e doenca disseminada. Apds a recuperagdao da infecgdo primaria, o
individuo retém o DNA herpético no ganglio trigémio por toda a vida, com no minimo
50% de chances de sofrer ataques recorrentes, varias vezes no decorrer da sua
existéncia. Em pacientes imunocomprometidos, como os submetidos a transplantes,
quimioterapia e portadores do HIV, as infecgdes latentes sdo frequentemente
reativadas (WHITE; FENNER, 1994).

O ciclo de multiplicagao dos virus herpéticos (18h) ocorre da seguinte maneira:
primeiramente ocorre a ADSORCAO, que consiste na ligacdo especifica dos
receptores superficiais das células hospedeiras com as glicoproteinas do envelope
viral; em seguida, ocorre a PENETRACAO E DESNUDAMENTO (3 min), onde a
principal via de penetragao do HSV é por fusdo na membrana da superficie celular,

mas também pode ocorrer por endocitose. Neste ultimo caso, o capsideo € digerido



Revisao Bibliografica 19

por enzimas lisossomais celulares, enquanto que no primeiro caso, a fusdo do
envelope com a membrana celular permitira que o material genético seja liberado,
iniciando a REPLICACAO viral. A TRANSCRICAO (4h pés-infecgdo - Pl) e a
SINTESE PROTEICA prosseguem de forma coordenada, reguladas em trés fases:
imediata (a — 3% e 42 h PI), precoce (B — 5% e 72 h PI), e tardia (y até 122 h PI). Os
produtos imediatos e precoces sdo algumas enzimas, que promovem a replicagcao
do DNA viral e enzimas destruidoras, que iniciam a degradacdo do RNAm celular.
Apoés a replicagdo (que vai até a 15 h PIl), os genes tardios s&o transcritos e
codificam proteinas estruturais do capsideo e outras proteinas que formarao o virion;
ap0s, inicia-se a ultima fase, de MONTAGEM e LIBERACAO DOS VIRIONS (até 18h
Pl), quando as proteinas do capsideo sao transportadas para o nucleo e reunidas
em pro-capsideos vazios ou preenchidos com DNA. Os nucleocapsideos brotam de
por¢des modificadas da membrana nuclear com glicoproteinas virais, e sofrem
exocitose (COLBERE, 1975; ROIZMAN, 1996).

2.3 ANTIVIRAIS DE ORIGEM VEGETAL

Embora a maioria das pesquisas no desenvolvimento de agentes antivirais
tenha sido direcionada para substancias sintéticas (RICE; BADER, 1995), esforcos
vém sendo realizados no sentido de avaliar a capacidade de produtos de origem
natural, tais como plantas medicinais, microorganismos e produtos marinhos, em
inibir a replicagéo viral, tratar infecgdes virais ou, ainda, servir de modelo para a
obtencdo de novas moléculas farmacologicamente ativas (HUDSON, 1990; CHE,
1991; CHU; CURTLER, 1992; SENIOR, 1996; VLIETINCK; DE BRUYNE; VADEN
BERGUE, 1997).

Uma das estratégias na busca de novos farmacos antivirais derivados de
produtos naturais é baseada no estudo de extratos vegetais de plantas medicinais
(VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997). Ao se estudar uma planta
com relagao as suas caracteristicas fitoquimicas, deve-se considerar a existéncia de
dois grupos distintos de metabdlitos, que sdo importantes para o seu
desenvolvimento: 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.

Os metabdlitos secundarios sao produtos de metabolismo especifico, relacionados
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aos processos adaptativos. Sdo biossintetizados a partir de metabdlitos primarios,
com distribuigao restrita a certas plantas e microorganismos, e caracterizados por
uma enorme diversidade quimica (VERPOORTE, 2000).

A titulo ilustrativo, pode-se citar inumeros metabdlitos secundarios, que
apresentaram atividade antiviral in vitro, tais como flavonsdides (AMOROS; SIMOES,
GIRRE, 1992; ROBIN et al., 1998; LIN et al., 1999; SANCHEZ, et al., 2000; LI et al.,
2000; SHAHAT et al.,, 2002; DU, et al.,, 2003), alcaléides (VANDEN BERGUE;
VLIETINCK; VAN HOOF, 1986; MONTANHA et al., 1995; MCCORMICK et al.,
1996), taninos (YOSHIDA et al., 1996; ELDERMEIER et al., 1996; DE BRUYNE, et
al., 1999; LIU et al., 1999; ESQUINAZI et al., 2002), lignanas (ASANO et al., 1996;
KERNAN et al, 1997; CHARLTON, 1998; KUO et al., 2001), compostos fendlicos
(VANDEN BERGUE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986; CHE, 1991; HAYASHI et al.,
2001; ABDEL-KADER, 2001; CHIANG et al., 2002; TOYOKUNI et al., 2003; SAVI et
al., 2005; LI; BUT; OOl, 2005), saponinas (AMOROS, FAUCONNIER, GIRRE, 1987;
KONOSHIMA, et al., 1995; HAYASHI, et al., 1997; SIMOES, AMOROS, GIRRE,
1999; SINDAMBIWE, et al., 1998; APERS, et al., 2000; GOSSE, et al., 2002;
MENGONI, et al., 2002; IKEDA et al., 2005), quinonas (ANDERSEN et al., 1991),
terpenos (BOURNE et al., 2000), glicosideos esteroidais (IKEDA et al., 2000),
tiossulfatos (TASI et al., 1985), proantocianidinas (ERDELMEIER et al., 1996),
proteinas (AOKI et al., 1995), entre outros.

Adicionalmente, recorrendo-se a base de dados pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), p6de-se obter uma retrospectiva dos antivirais
de origem vegetal:

e 0 primeiro relato data de 1953, foi realizado por D. Vincent e intitula-se

“Plantas antivirais”;

e em 1954, Fischer e colaboradores relataram o efeito virucida e antiviral de
alguns taninos vegetais;

e Albano e Donato, em 1962, avaliaram as propriedades antivirais de alguns
extratos de plantas, realizando experimentos in vitro contra o virus da
poliomielite e o0 ecovirus;

e em 1964, Cohen, Kucera e Herrmanni avaliaram a atividade antiviral do

extrato de Melissa officinalis;



Revisao Bibliografica 21

e no ano seguinte (1965), o mesmo grupo de pesquisa publicou sobre a
atividade do balsamo-de-limao; em 1967, sobre plantas da familia Labiatae;

e em 1970, Bogdanova e colaboradores relataram a atividade anti-herpética
de Calendula officinalis;

e em 1973, Badaev relatou a atividade antiviral dos extratos aquosos de
algumas plantas;

e em 1974, foi feito o primeiro relato da atividade anti-herpética de um extrato
de algas marinhas (DEIG et al., 1974);

e em 1976, um estudo relatou a atividade antiviral de uvas e vinhos
(KONOWALCHUK; SPEIRS, 1976);

e em 1977, Calle e Caballero relataram o efeito anti-herpético de Spilanthes
americana;

e em 1978, May e Willuhn relataram o efeito antiviral dos extratos aquosos
de diversas plantas;

e Vacik et al., (1979) avaliaram a atividade antiviral do extrato aquoso do
narciso contra o herpesvirus;

e Becker, em 1980, publicou uma revisdo sobre agentes antivirais de origem
natural;

e Shirobokov e colaboradores, em 1981, relataram a atividade antiviral de
representantes da familia Crassulaceae;

e Evtushenko (1982) relatou a atividade antiviral de espécies de Kalanchoe;

e em 1983, Suganda, Amoros, Girre e Fauconnier relataram o efeito inibitério
de alguns extratos brutos e semi-purificados de plantas francesas na
replicacédo do HSV-1 e do poliovirus-2;

e em 1984, Xu e colaboradores avaliaram o efeito antiviral do extrato de Luffa
cyclindrica in vivo;

e em 1985, Andrei e colaboradores relataram a atividade antiviral do extrato
bruto de folhas de Melia azedarach L.

A partir dai, o numero de trabalhos publicados nesta area cresceu e somente
no periodo de 2000-2005, sdo relacionados no site  pubmed
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed) 164 artigos (antiviral AND medicinal plants).

Como pode ser visto, ha na literatura cientifica muitos estudos pré-clinicos que

avaliaram as propriedades antivirais de uma grande variedade de plantas
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medicinais. Contudo, ainda existem poucos estudos em humanos com estas plantas.
Nesse sentido, foi publicada recentemente, uma revisdo sistematica para avaliagao
da eficacia e da seguranga antiviral de preparagbes a base de plantas medicinais,
que ja tinham sido anteriormente testadas em estudos in vivo e in vitro. Para esta
revisao, foram incluidos somente os ensaios clinicos randomizados e comparados,
que avaliaram a eficacia e a seguranga de monopreparagdes, em pacientes com
infecgdes virais e sem complicagbes ou comorbidades. Todos os estudos foram
devidamente analisados do ponto de vista metodoldgico, com vistas a redugao dos
erros sistematicos e, obviamente, das inferéncias realizadas a partir da analise dos
estudos individuais. Foram excluidos os ensaios clinicos que testaram preparacdes
a base de Echinacea spp., Silybum marianum e Eleutherococcus senticosus, pois
apesar dessas plantas terem apresentado atividade antiviral, considera-se que os
seus efeitos clinicos sao, predominantemente, causados por seus efeitos
imunomoduladores. Foram localizados 41 ensaios clinicos, que avaliaram a eficacia
e a seguranga de 11 plantas medicinais no tratamento de infecgdes virais, que ja
tinham sido testadas previamente em estudos pré-clinicos, tais como hepatite viral
cronica dos tipos B e C, lesbes cutdneas provocadas por herpes simplex, gripe
provocada pelo influenza B, herpes genital masculina, herpes labial e HIV. Todas as
espécies vegetais estudadas apresentaram resultados positivos e melhores do que
os grupos tratados com placebo e, em alguns casos, similares ao antiviral de
referéncia. Porém, a maioria dos ensaios clinicos apresentou problemas
metodologicos, tais como utilizacdo de extratos ndo padronizados, amostras
reduzidas de pacientes, alocacdo dos pacientes sem randomizacéo, e problemas de
comparagao entre os grupos de estudo, reduzindo, assim, a credibilidade dos
resultados encontrados. Os autores dessa revisao concluiram que, devido as falhas
metodolodgicas, os resultados encontrados nestes estudos ndo podem servir de base
para a indicagao terapéutica de medicamentos fitoterapicos contendo as plantas
estudadas. Os resultados positivos encontrados justificam a condugdo de novos
ensaios clinicos mais rigorosos para comprovar a eficacia e a seguranga destes
produtos (MARTIN; ERNEST, 2003).

Mais recentemente, Khan e colaboradores (2005) publicaram uma revisao
sobre a acdo anti-herpética de extratos e substancias extraidas de plantas, e
concluiram que, tanto as plantas medicinais podem exercer agao antiviral, quanto

também podem servir como fonte para o isolamento de compostos bioativos. Além
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disso, os autores também afirmaram que embora a atividade anti-herpética tenha
sido demonstrada para um grande numero de extratos, somente em poucos casos a
natureza quimica dos compostos bioativos foi caracterizada.

E importante destacar também que, até agora, nenhum composto anti-
herpético de origem vegetal apresentou agédo antiviral significante, que permitisse
seu uso clinico, embora varias substancias naturais tenham mostrado resultados
promissores para o desenvolvimento de farmacos antivirais ou agentes virucidas
contra o HSV (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

24 METODOLOGIAS PARA ESTUDO DA AQAO ANTIVIRAL DE EXTRATOS

VEGETAIS

Como regra geral, ha duas diferentes abordagens para o estudo de novos
farmacos: o desenvolvimento racional e a triagem randdémica. Esta ultima permanece
sendo a estratégia mais usual e acessivel. Nado somente compostos sintéticos, mas
também produtos naturais de diferentes origens, tais como plantas, microorganismos
e produtos marinhos tém demonstrado potencial atividade antiviral (VANDEN
BERGHE et al,. 1986; HUDSON, 1990; CHE, 1991; VLIETINCK; VANDEN BERGHE,
1991), sendo que muitos desses antivirais sdo obtidos por fracionamento
biomonitorado (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997; VLIETINCK;
VANDEN BERGHE, 1998).

O ensaio biomonitorado consiste na purificacao, isolamento e identificagao dos
metabdlitos bioativos presentes em extratos e fracbes semi-purificadas, a fim de
isolar os metabdlitos bioativos. Para isso, sdo utilizadas diferentes técnicas
cromatograficas, que sao selecionadas de acordo com as caracteristicas dos
compostos a serem isolados. Apds cada fracionamento, as diferentes fragdes
obtidas s&o monitoradas através dos mesmos ensaios de atividade farmacologica,
com o objetivo de detectar em qual fragdo localizam-se os compostos bioativos
(HOUGHTON, 2000).
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A figura 1 ilustra as etapas basicas do processo de obtencdo de metabdlitos

vegetais bioativos.

TESTES EXTRATOS DE TESTES
FARMACOLOGICOS | “~ [EXTRATO BRUTOL —>| So-cevTes |~ | FARMACOLOGICOS

POLARIDADES

ped

PROCEDIMENTOS

CROMATOGRAFICOS
FRACOES TESTES
, - P (> | FARMACOLOGICOS
Elucidagao | COMPOSTOS PUROS
Estrutural / \
Modificagéo Sintese de
Estrutural Anélogos
TESTES RELACAO TESTES
FARMACOLOGICOS ESTRUTURA-ATIVIDADE FARMACOLOGICOS

Figura 1: Processo de obtencdo de compostos bioativos (Adaptado de CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998).

2.4.1 Selecéo de plantas para triagem antiviral
A escolha da planta e as diferentes estratégias metodologicas a serem
estudadas dependem dos objetivos do pesquisador. A estratégia mais comum € a

selegcdo baseada em estudos etnoboténicos e/ou etnofarmacoldgicos, a qual
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fundamenta-se na cuidadosa observacao do uso dos recursos naturais na medicina
popular em diferentes culturas (ELISABETSKY, 1986; GILANI; RAHMAN, 2005).
Outra forma é a selegao baseada na composigdo quimica, uso filogenético ou
informacdes quimiotaxonbmicas da planta, principalmente no uso de plantas
pertencentes a certos géneros e familias com compostos com definida classe
quimica e conhecida atividade farmacolégica (GOTTLIEB; KAPLAN, 1993;
VLIETINCK; DE BRUYNE; BERGHE, 1997; FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).
Como dito anteriormente, outro método para selecao é a escolha randémica de
plantas, na qual o pesquisador busca uma atividade farmacolégica definida,
resultando em espécies ativas, cujos estudos posteriores sao realizados. E
finalmente, é possivel, desejavel e inevitavel, a combinagdo de varios critérios. Além
da estratégia escolhida, a busca de informag¢dées em banco de dados e na literatura
cientifica sao cruciais para encontrar compostos bioativos, que ja tenham sido
identificados e possam também ser usados como critério para escolha da planta, isto

€, se o proposito € a busca de uma nova substancia (RATES, 2001).

2.4.2 Selecéo do solvente

A preparacao dos extratos brutos das plantas € o ponto de partida para uma
posterior purificacdo. A escolha do solvente para extracdo deve ser feita tendo em
vista os objetivos do estudo e os resultados da abordagem. Para obter uma extragao
eficiente & necessario usar solventes puros e condigcbes adequadas, utilizando
sempre que possivel solventes de baixa reatividade; nunca deve ser descartada a
possibilidade de formacéo de artefatos (GHISALBERTI, 1993).

Embora algumas formas de extragao (por exemplo: agua quente, agua fria,
solugcdo salina) paregcam ser mais apropriadas para muitas plantas, o método de
extragdo tradicional varia consideravelmente. Se o objetivo do pesquisador €& ter
relevancia com a técnica tradicional de uso popular, reproduzi-la ao maximo é o mais
indicado, e mesmo alguns procedimentos tradicionais podem usar outros solventes
(alcool, vinagre) (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986; HUDSON;
TOWERS, 1999).

Mas se o objetivo for extrair compostos bioativos, os quais possam ser
quimicamente caracterizados, uma grande variavel de procedimentos pode ser

utilizada, representando uma tentativa de extracdo primaria de moléculas polares
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(por exemplo, etanol), moléculas apolares (por exemplo, cloroférmio, hexano) ou
mesmo uma mistura de moléculas polares e apolares (por exemplo, metanol). Em
alguns casos, o investigador pode olhar especificamente para a classe de
compostos que objetiva isolar, a qual é ditada pelo tipo de extracdo usada
(HUDSON; TOWERS, 1999).

A figura 2 mostra o esquema dos processos de separagdo dos principais
metabolitos secundarios vegetais. Este método é geralmente usado quando né&o se
conhece a natureza dos compostos quimicos presentes na planta em estudo; caso
contrario podem ser utilizados métodos especificos (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998).

PLANTA

[ Extrato Bruto

FRA(;AO _ (etanol, metanol, misturas | ___ FRACAO
HEXANO |* l hidroalcoglicas) n-BUTANOL
_ FRACAO
FRACAO
DICLOROMETANO ACEETﬁ[,? °F
-Flavonoides
3 licosilados
-Esterdides -'Iganinos
_;er?epos -Saponinas
-Acetofenonas — ~N p N -Carboidratos
- Lignanas - Flavonoides
- Flavonodides - Taninos
metoxilados - Xantonas
- Lactonas - Ac triterpénicos
- Triterpenos - Saponinas
\ Cumarinas ) - Compostos
fendlicos
\_ J

Figura 2: Processos de separagao dos principais metabdlitos secundarios vegetais (Adaptado
de CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
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2.4.3 Anadlise e identificagcdo de compostos biologicamente ativos

Uma vez extraido da planta, o composto bioativo deve ser separado do extrato
bruto. O procedimento pode envolver desde uma simples cristalizagdo do composto
até separagoes sucessivas com particoes em solventes de polaridades diferentes e
uso de técnicas cromatograficas. Neste contexto, a cromatografia tem lugar de
merecido destaque no que concerne a separacgao, identificacdo e quantificacdo de
compostos (HOUGHTON; RAMAN, 1998).

Uma das técnicas de caracterizagao e subsequente separagcdo, bem como de
controle final da pureza do composto isolado, € a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE ou HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Dentre as
vantagens que esta técnica oferece pode-se citar: a possibilidade de separagao e
deteccdo de compostos em baixas concentragdes na planta, fases moével e
estacionaria com ampla faixa de polaridade (de modo que a seletividade no
processo de separagao possa ser ajustada), além da minimizacdo de decomposigao
de compostos instaveis na amostra (HOSTETTMANN; WOLFENDER; RODRIGUEZ,
1997; MARASCHIN; VERPOORTE, 2001).

2.4.4 Selecéo de testes antivirais in vitro

As técnicas usadas para a deteccdo de uma potencial atividade antiviral
diferem significativamente entre si, apesar da maioria delas estar fundamentada na
inibicdo da replicagao viral provocada pelo material em estudo (SUBAK-SHARPE,
1990).

A técnica mais comum envolve a avaliagdo do ECP (efeito citopatico) viral por
microscopia, que avalia os danos morfolodgicos celulares causados pelos virus; esta
técnica é subjetiva e permite a estimativa de concentragdes dos materiais-teste que
inibbem a replicagdo viral, em diferentes graus (MARLES et al.,, 1992; GALT,
DARGAN; SUBAK-SHARPE, 1990).

O efeito citopatico viral do HSV-1 é caracterizado pelo aparecimento de células
de dimensbes variaveis, arredondadas, bastante brilhantes, pouco refringentes,
algumas vezes separadas e, mais frequentemente, 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 infecgcdo. As lesbes nucleares se caracterizam por uma marginagao da
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cromatina que da lugar, no centro do nucleo, a uma inclusédo acidofila caracteristica.
As lesbes citoplasmaticas aparecem como formagdes policariéticas (sincicios e
células gigantes) devido a fusdo dos citoplasmas das células adjacentes infectadas
(GIRARD; HIRTH, 1989).

Além da avaliacdo do ECP viral, pode-se também observar microscopicamente
0 aparecimento de corpos de inclusdo, que sao alteragbes mais sutis na arquitetura
intracelular de células individuais e/ou realizar a técnica de hemadsorcdo, que se
refere a medida indireta da sintese de proteinas virais, em células infectadas,
detectada pela adsorgéo de eritrécitos na superficie dessas células (FIELDS, 1998).

Embora a avaliacdo do efeito citopatico viral seja bastante usado, nem todos
os virus causam efeito citopatico, e por isso, outras técnicas sdo também utilizadas
como por exemplo, aquelas que avaliam a diminuigdo do titulo viral e a redugao de
unidades formadoras de placas (FIELDS, 1998).

E possivel que um composto antiviral possa estar presente em baixas
concentragdes no extrato e sejam exigidas altas concentragdes para este apresentar
atividade antiviral, ou entdo, que este inative apenas parte do in6culo viral, a qual
pode ser registrada como parcial atividade antiviral. Por isso, a técnica escolhida
para a realizacdo do ensaio antiviral com esse tipo de compostos € de crucial
importancia (HUDSON; TOWERS, 1999).

E muito importante que, antes de se iniciar a avaliagdo da potencial acdo
antiviral propriamente dita, se determine a citotoxicidade, pois a concentracédo de
uma amostra que apresenta atividade antiviral, ndo pode ser téxica as células
hospedeiras (ELOFF, 1998). Devido a isso, os resultados dos estudos in vitro
geralmente sdo expressos como IS (= indice de Seletividade), valor que expressa a
relacdo entre a concentragdo da amostra, que é toxica para 50% do tapete celular e
a concentracao efetiva, que é a concentragao que protege 50% do tapete celular da
infeccdo viral. Contudo, um trabalho realizado por Galt, Dargan e Subak-Sharpe, em
1990, revelou que os indices de seletividade podem variar, dependendo da
metodologia, da linhagem celular e dos virus utilizados.

Diferentes técnicas de coloracao (cristal violeta, eosina, vermelho neutro, azul
de trypan, etc) sdo usualmente utilizadas para avaliar a citotoxicidade e/ou atividade
antiviral de amostras. O azul de trypan € um corante vital, que s6 penetra nas células
mortas, cujas membranas nao podem mais exclui-lo. Este fenbmeno de

permeabilidade da membrana celular permite estimar indiretamente o grau de
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integridade da mesma, e o percentual de células ndo coradas representa o indice de
viabilidade celular (WALUM; STENBERG; JESSEN, 1990).

O sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazolium] € um composto hidrossoluvel, que em solugdo apresenta coloragao
amarelo-palido e é facilmente incorporado por células viaveis, que reduzem este
composto em suas mitocéndrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é
convertido em um composto formazana de coloracdo azul-escuro, nao soluvel em
agua, que fica armazenado no citoplasma celular (DENIZOT; LANG, 1986).

O ensaio colorimétrico com MTT &€ 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. A técnica
foi descrita por Mosmann (1983), primeiramente, para avaliar compostos com
atividade antitumoral, que esta intimamente relacionada com a citotoxicidade.

Em 1988, Pauwels e colaboradores modificaram a técnica para avaliar a
potencial atividade anti-HIV e a citotoxicidade de varios compostos, o que
representou uma inovagcao na metodologia ja existente. Posteriormente, em 1991,
Takeuchi, Baba e Shigeta utilizaram esse teste para avaliar a atividade antiviral e a
citotoxicidade de compostos conhecidamente anti-herpéticos, tais como aciclovir,
vidarabina e sulfato de dextrana.

O ensaio do MTT ¢ apropriado para uma variedade de linhagens celulares, que
apresentam crescimento exponencial em cultura e alto nivel de atividade
mitocondrial. Deve-se levar em consideragdo que alguns compostos podem afetar
seletivamente as enzimas responsaveis pela redu¢dao do MTT, resultando numa
superestimacao da toxicidade (BARILE, 1994; SMEE et al., 2002). Outro aspecto
importante a ser considerado é que a redugdo do MTT pode n&o estar
exclusivamente relacionada as desidrogenases mitocondriais, mas também a outras
enzimas celulares (LIU et al., 1997; LIU; SCHUBERT, 1997) e quaisquer fatores que
afetem os mecanismos desta redugao, poderiam fornecer resultados nao fidedignos
(CARMICHAEL et al., 1987; VISTICA et al., 1991; SIEUWERTS et al., 1995).

Sieuwerts e colaboradores (1995) afirmaram que o ensaio do MTT pode ser
uma excelente ferramenta para a medida da atividade metabdlica in vitro, desde que
algumas precaugdes sejam tomadas, ja que a habilidade das células viaveis em
produzir formazana pode ser influenciada, significativamente, por algumas

condicdes. O controle dos valores de pH, durante a incubacdo do MTT nas células e
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apos a solubilizagao dos cristais de formazana; a qualidade do agente solubilizante
de formazana; e a linhagem celular associada ao requerimento de diferentes
periodos de incubacéo para reducdo do MTT sao os principais fatores que podem
interferir no ensaio, afetando desde o espectro de produgdo da formazana até a
quantidade produzida pela célula.

O teste de reducéao das placas de lise é a técnica “padréao ouro” para a medida
quantitativa de infecgbes virais, e se caracteriza como uma técnica com custo mais
elevado e longo tempo para obtencdo de resultados, sendo, portanto, pouco
indicada quando se objetiva testar varios extratos ou substdncias — triagem
preliminar - (HUDSON; TOWERS, 1999).

O teste de reducdo das placas de lise foi desenvolvido originalmente para o
estudo de bacteriofagos por d’'Herelle em 1900, tendo sido adaptado para virus
animais por Dubelco e Vogt, em 1953, um avango que revolucionou a virologia
animal. Este teste é baseado na habilidade das particulas infecciosas virais de
causar uma area macroscopia de efeito citopatico em um tapete celular normal.
Especificamente, se uma célula na monocamada é infectada com uma particula
viral, novos virus resultantes da infecgéo inicial podem infectar células ao redor
desta primeira e assim por diante. Apés um determinado periodo de tempo, que
depende do virus e do MOI (= multiplicidade de infec¢do) utilizados, a regido onde
ocorreu a infeccdo viral forma a chamada placa de lise, e o corante usado para
revelagao auxilia na visualizagdo e contagem dos focos (FIELDS,1998).

A partir destas técnicas pode-se projetar diferentes estratégias metodoldgicas,
com objetivos diversos, tais como os desta dissertagédo, que estdo discutidos adiante

no item 4.

2.5 EXTRATOS VEGETAIS TESTADOS

2.5.1 Plantas testadas
O quadro 1 e o item 2.5.2 trazem algumas informagdes a respeito dos extratos

vegetais testados neste trabalho.
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Quadro 1: Informacgdes sobre os extratos vegetais utilizados

. . L . Nomes . .
Familia Sinonimia Botanica Usos tradicionais
populares

Allamanda blanchettii A. DC.
Apocynaceae Alamanda
Allamanda schottii Pohl

Ornamental (Pio
Correa, 1979)

Propriedades
diuréticas,
Erva-mate, antiinflamatorias e
mate estimulante (CRUZ,
1982; MAZZAFERA,
1994)
Sintomas de ulceras
gastricas, perda de

Aquifoliaceae
llex paraguariensis A. St.Hil.

Lythraceae Lafoensia pacari St.Hil. Mangava- peso, febre, como
brava tonico, e para
tratamento de feridas
(POTT, POTT, 1994).
. . . Maracuja- Sedativo
Passifloraceae Passiflora edulis Deg. azedo (Pio Correa, 1979)
Amora-branca,
. . Para tratar diabetes
Rosaceae Rubus imperialis Chum. Schl. Amora-do- (ALONSO, et al., 1980)
mato
Elaeocarpacea Sloanea guianensis Aubl. Benth Sapopema -
Leguminosae Glycine max L. Soja Alimento (MURPHY et

al., 1999)

Apos a triagem anti-herpética, o extrato escolhido para dar continuidade aos
experimentos foi o de llex paraguariensis; seguem abaixo algumas informacgdes

sobre esta planta.

2.5.2 llex paraguariensis

Historicamente, a erva-mate era usada pelos indios das tribos guaranis, tendo
0 seu cultivo iniciado no século XV, durante a colonizagdo jesuita. Desde entéo,
esse cultivo se tornou tradicional e sua importadncia na agricultura aumentou,
resultando em um impacto econémico significativo nos paises da América do Sul
(SCHENKEL; MONTANHA; GOSMANN, 1996).

O cultivo da erva-mate tem relevancia econémica, cultural e social na regiao
sul do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. A importancia cultural pode ser

ilustrada pela sua incorporagao na cesta basica do Rio Grande do Sul, enquanto que
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sua importancia socio-econdmica € caracterizada pelo fato dela ser uma cultura nao-
extensiva, realizada predominantemente em pequenas propriedades familiares. Esta
espécie é também utilizada na medicina popular e empregada em preparagdes
comerciais de plantas medicinais como estimulante do sistema nervoso central,
digestiva, diurética e anti-reumatica. (GOSMANN; GUILLAUME, 1995; MARTINET et
al.,2001; SCHENKEL et al., 1997).

O efeito colerético, o aumento do transito intestinal (GORZALCZANY et al.,
2001), a prevencédo da indugcdo de metilglioxalinibidor de plasminogénio e de
antitrombina Il (GUGLIUCCI; MENINI, 2002), o efeito antioxidante (SCHINELLA et
al., 2000; BRACESCO; DELL; ROCHA, 2003) e a diminuicdo da progressao de
arterosclerose em coelhos (MOSIMANN; WILHELM FILHO; SILVA, 2005) sao
algumas atividades farmacolégicas descritas na literatura.

Estes efeitos tém sido atribuidos as altas concentracdes de flavondides e de
derivados cafeoilquinicos no vegetal (SCARPATI; GUISO, 1964; CLIFFORD, 1990;
FILIP et al., 2001). A literatura relata a presenca de metil-xantinas (REGINATTO et
al., 1999; COELHO et al.,, 2001), saponinas triterpénicas (GOSMANN et al.,
1989,1995; MONTANHA, 1990; KRAEMER et al., 1996; TAKETA et al., 2000;
GNOATTO, SCHENKEL, BASSANI, 2005), minerais (P, Fe, Ca), e vitaminas C, B1 e
B2 (GRAHAM, 1984) em llex paraguariensis.

Até o momento, no nosso conhecimento, ndo ha relato da detecg¢ao da atividade
anti-herpética para a erva-mate. Dentre os grupos de metabdlitos existentes nas
folhas deste vegetal, sabe-se que para algumas saponinas triterpénicas (AMOROS
et al., 1987; SIMOES; AMOROS; GIRRE, 1999; IKEDA et al., 2005) e para alguns
acidos fendlicos (SERKEDJIEVA; IVANCHEVA, 1999; CHIANG et al., 2002; LI et al.,
2004) ja foi relatada acao antiviral. Por isso, neste trabalho sera dada énfase aos
acidos fendlicos, e serdo analisados os acidos caféico e clorogénico, cujas

estruturas sdo apresentadas na figura 3:

HO 1l
C—OH
o CH=CH—COOH HO" OH
:©/ HO CH=CH—C—0
: o
Acido Cafeico HO Acido Clorogénico

Figura 3: Estruturas quimicas dos acidos fendlicos caféico e
clorogénico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Realizar a triagem anti-herpética de oito plantas da flora brasileira, e selecionar a
que apresentar os melhores resultados para aprofundar a avaliacdo da atividade

antiviral detectada, correlacionando-a com sua composicao quimica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos e fragdes obtidos a partir de Allamanda
blanchettii, Allamanda schottii, Glycine max, Lafoensia pacari, Passiflora edulis,
Rubus imperialis, Sloanea guianensis e llex paraguariensis frente a células VERO,

através do ensaio do MTT.

- Avaliar a atividade anti-herpética destes extratos brutos e fragdes frente ao virus
herpético humano do tipo 1 (HSV-1, cepas KOS e 29 R, respectivamente, sensivel e
resistente ao aciclovir), através do ensaio do MTT.

- Confirmar a atividade antiviral do extrato bruto e fragdes de llex paraguariensis frente
ao HSV-1 (cepas KOS e 29 R), pelo ensaio das placas de lise.

- Propor o provavel mecanismo de acdo do extrato bruto e fracbes de llex
paraguariensis frente ao HSV-1 (cepas KOS e 29 R), usando diferentes estratégias
metodolégicas.

- Determinar a composicado quimica qualitativa e quantitativa do extrato bruto e fragdes
de llex paraguariensis, por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

- Correlacionar a atividade anti-herpética detectada e os teores obtidos dos acidos
fendlicos (acidos caféico e clorogénico) em llex paraguariensis.

- Avaliar a citotoxicidade dos acidos caféico e clorogénico frente a células VERO,
através do ensaio do MTT.

- Avaliar a atividade antiviral dos acidos caféico e clorogénico frente ao HSV-1 (cepas

KOS e 29 R), através dos ensaios do MTT e das placas de lise.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal, preparacao dos extratos e das solucdes-estoques

Apoés a coleta, os érgéos vegetais pds triagem foram colocados para secar a
temperatura ambiente. A seguir, cada érgao, separadamente, foi moido e macerado
por 7 dias, com diferentes liquidos extratores (quadro 2). O macerado obtido foi
fitrado e levado a secura em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida e
temperatura inferior a 45 °C. Os extratos brutos obtidos e que apresentaram
atividade anti-herpética, foram submetidos a uma particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente, gerando as fragcbes hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol.

Foram preparadas solugbes-estoque a 2 mg/mL dos extratos vegetais. Os
extratos foram exatamente pesados em balanga analitica e dissolvidos em 1 % de
DMSO (quando necessario) e, posteriormente, diluidos em meio MEM acrescido de
1 % de PSA (Penicilina G/estreptomicina/anfotericina B) filtrados assepticamente em
filtro Millipore® 0,22 um, aliquotados em tubos tipo eppendorf, e armazenados a
—20 °C até a realizacio dos ensaios.

Os diferentes materiais-teste foram doados por outros grupos de
pesquisadores; desta forma, apenas testou-se as amostras recebidas, o que justifica
que a escolha dos diferentes liquidos extratores utilizados foi feita por tais

pesquisadores.

4.2 CULTURAS CELULARES

4.2.1 Celulas
Foram utilizadas células VERO (ATCC: CCL 81), que séao culturas continuas de
fibroblastos de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops), cedidas pelo
Instituto Adolfo Lutz/SP. As mesmas foram escolhidas por serem permissivas ao
HSV-1, possibilitando sua multiplicagdo e demonstrando efeito citopatico bem visivel
e reprodutivel ao microscépio invertido (HU; HSIUNG, 1989).
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Quadro 2: Dados relacionados a origem, identificagcdo e liquido extrator das
espécies vegetais utilizadas.

Epoca

, . Parte Local de e . Liquido
Espécie - de Identificacdo
utilizada coleta extrator
coleta
Praia dos Qscar
Ingleses Benlgnollsa
Allamanda Folhas e 2 Herbario Etanol
. Florianopolis, 10/2003
blanchettii flores Barbosa
SC ;
Rodrigues
Campus Oscar
Universitario Benigno Isa
Allamanda Folhas e — UFSC - Herbario Etanol
. o 02/2004
schottii flores Floriandpolis, Barbosa
SC Rodrigues
Branca
03/2001 Severo
llex . Herbario da ;
L Folhas Erexim, RS a : : Agua
paraguariensis Universidade
12/2001
de Passo
Fundo
Herbario
Lafoensia Central da
. Folhas Cuiaba, MT  04/2000 Universidade Metanol
pacari
Federal do
Mato Grosso
Daniel
07/2003  Falkenberg
Antonio (folhas) e Universidade Aqua
Passiflora Folhas e 10/2003 Federal de 9
. , Carlos, SC ,
edulis Raizes (raizes) Santa
Catarina
Ademir Reis
T Herbario Metanol
. Rubps_ P’artes Floriandpolis, 06/1997 Barbosa
imperialis aéreas SC :
Rodrigues
Ademir Reis
Sloanea Folhas e Morro do Herbario
guianensis Caules Bau, SC 08/.2001 Barbosa Metanol
Rodrigues
Glycine max Sementes Medianeira, 07/2004 - Etanol

PR 40%
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4.2.2 Meio de cultura e reagentes

O meio utilizado para o crescimento e manutengao das células foi o Meio MEM
(“Minimal Essential Medium”) — Sigma® e Cultilab®, adicionado de 0,22% de
bicarbonato de sédio para que o pH do meio permaneca entre 7,25 a 7,4. O MEM foi
suplementado com Soro Fetal Bovino — SFB (CuItiIab®) na proporg¢ao de 10 % para
promogao do crescimento € 5 % para manutengdo da linhagem celular. Como
incubadora foi utilizada estufa com atmosfera de 5 % de CO, e 95 % de O,. As
culturas celulares infectadas com HSV-1 foram mantidas com meio MEM né&o
suplementado com SFB (FRESHNEY, 1999). Para prevenir a contaminagdo das
culturas de células por bactérias, fungos e leveduras foram adicionados ao meio 1 %
de PSA (10.000 U de penicilina, 10.000 ng de estreptomicina e 25 ug de anfotericina
B — Gibco BRL). Para a obtengéo de subculturas celulares, para a manutencéo das
células e para a realizagao dos experimentos, utilizou-se como agente dissociante a
tripsina (tripsina de pancreas de porco preparada em uma solugdo de EDTA 1: 250,
Sigma®), que € uma enzima proteolitica que catalisa reagbes de quebra de cadeia

polipeptidica em determinadas sequéncias de aminoacidos.

4.3 VIRUS

4.3.1 Origem das cepas virais
Os experimentos foram realizados com o virus herpético humano tipo | (HSV-1),

cepas KOS e 29-R (Universidade de Rennes, Franga), um virus DNA envelopado.

4.3.2 Preparo das suspensfes-estoques virais

Os estoques virais foram preparados conforme metodologia descrita
anteriormente por Simdes e colaboradores (1999).

As suspensodes virais ja existentes (HSV-1, cepas KOS e 29R) foram inoculadas
em frascos de cultura de 75 cm? contendo uma monocamada de células VERO,
tripsinizadas 24 h antes da infecgdo. O meio de cultura foi aspirado da garrafa e a
monocamada celular foi lavada 3 X com solugdo de tampao fosfato (PBS), com o
objetivo de retirar células mortas e resquicios de SFB; em seguida, o tapete celular

foi inoculado com 1 mL da suspenséao viral e o frasco incubado por 1 h a 37 °C, em
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estufa de CO, para que o virus fosse adsorvido. O in6culo foi retirado por sucgao a
vacuo, e adicionou-se meio MEM sem SFB. As condi¢gbes de incubagao foram as
mesmas condi¢des descritas acima.

O efeito citopatico viral (ECP) foi monitorado por microscopio invertido a cada
ciclo de replicacédo (18 h para o HSV-1). Apds total destruicdo do tapete celular, o
frasco foi congelado a -80 °C e descongelado a 37 °C 3 X para o rompimento total
das células e liberagao das particulas virais. O sobrenadante foi aliquotado em tubos

estéreis e armazenados a -80 °C até sua utilizagao.

4.3.3 Determinacdo dos titulos infecciosos virais
As cepas KOS e 29R do HSV-1 foram tituladas pelo método das placas de lise
(BURLESON; CHAMBERS; WIEDBRAUK, 1992).

4.3.3.1 Método das placas de lise

Células VERO, em uma densidade de 2x10° células/mL, foram cultivadas em
placa de 24 cavidades, com meio MEM, suplementado com 5 % de SFB e incubadas
a 37 °C em estufa de CO,. Apds confluéncia, essas células foram infectadas com
400 uL da suspensédo estoque viral diluidas seriadamente (razdo 1:10), em meio
MEM sem SFB (trés réplicas para cada diluigcdo). As placas foram incubadas durante
1h, tendo sido agitadas cuidadosamente a cada 15 min para uma melhor distribuigdo
da suspensdo viral. Apos esse tempo, a suspensao viral foi aspirada e foram
adicionados a cada cavidade 500 uyL de wuma soluggto de CMC
(carboximetilcelulose1). As placas foram novamente incubadas por 72 h, equivalente
a 4 ciclos de multiplicagdo do HSV. Apds este periodo, o meio foi retirado e as
células fixadas e coradas pela adigdo de 200 pL do corante preto de naftaleno’ por
40 min, a temperatura ambiente, em agitador mecanico. Apds este tempo, o corante

foi aspirado e as placas colocadas para secar a temperatura ambiente, sendo

' Preparacdo da solucdo de carboximetilcelulose: Meio MEM 2X + solucdo aquosa a 0,8% de

carboximetilcelulose (Sigma®), na proporgédo 1:1, ambos previamente esterilizados e acrescidos de
1% de PSA.

% Preparacio da solucgo de preto de naftaleno: 100mg do corante preto de naftaleno (Sigma®), foram
dissolvidos em 100 mL de uma solugdo aquosa a 5% de acido acético (v/v) (Nuclear®), sendo o pH
ajustado, se necessario, para 2,3-2,5. Esta mistura foi filtrada 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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quantificadas através da visualizacdo em microscopio estereoscoépio. Para calcular o
titulo, contou-se os focos de infeccdo na ultima diluicdo, que se caracterizam por
areas claras de lise celular, chamadas de placas. O titulo infeccioso é expresso
através do numero de unidades formadoras de placas/mL (UFP/mL) e, portanto, de
particulas virais, ja que teoricamente cada placa é iniciada pela infeccdo de uma
unica particula viral infectante.

O titulo viral foi calculado através da férmula:

Numero de placas formadas na ultima diluicdo X Reciproca da diluicdo X
Reciproca do volume (mL)

4.4  AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

4.4.1 Avaliacéo da viabilidade celular através do ensaio colorimétrico com
sal de tetrazolium (MTT)

Foi utilizado o ensaio colorimétrico do MTT, conforme proposto por Takeuchi,
Baba e Shigeta (1991), com modificagdes propostas por Sieuwerts et al. (1995).

Uma suspensdo de células VERO, contendo aproximadamente 2,0x105
células/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de cultura celular, foi distribuida em
uma placa de 96 cavidades (100 plL/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 concentracdes. A placa
foi incubada por 72 h, o meio substituido por 50 uL de MTT®, e a placa foi
novamente incubada por 4 h. O meio com MTT foi entdo removido e substituido por
100 uL de DMSO/cavidade (Nuclear®), a placa foi agitada por 10 min e realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Bio-Tek, Elx 800) a 540 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentracdo de cada material-
teste foram transformados em porcentagem (x %) em relagdo ao controle celular, o
qual é considerado 100 % viavel, através da seguinte férmula:

X% = DOmaterial teste X 100

Docontrole celular

onde DO = Densidade Optica

® Preparacio da solugao estoque de MTT (Sigma®) a 5 mg/mL em PBS (p/v) — para uso, diluigao
subsequiente em meio MEM (1mg/mL).
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Em seguida, os percentuais calculados, referentes as diferentes concentragbes
das amostras, foram inseridos num grafico, e através da analise de regressao, foi
possivel calcular os valores de CCsp, 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 + erro padrao da média.

45 AVALIACAO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTIVIRAL

4.5.1 Ensaio colorimétrico com Sal de Tetrazolium (MTT)
A avaliagdao da atividade antiviral foi realizada da mesma forma que para a
citotoxicidade (item 4.4.1), porém com a adigdo das suspensodes virais, usando trés

estratégias metodoldgicas diferentes.

4511 Adicao simultdnea dos materiais-teste e dos virus

Células VERO foram cultivadas em placas de 96 cavidades (2,0 x 10°
células/mL, 100 pL/cavidade) até confluéncia (24 h) utilizando meio MEM
suplementado com 5 % de SFB, incubadas a 37 °C com 5 % de CO,. Apés 24 h, o
meio foi retirado por aspiracdo e foram adicionados 100 uL das diferentes
concentracdes dos materiais-teste (razdo 1:2 a partir do valor de CCsy de cada
amostra obtido anteriormente) + 100 puL da suspenséo viral/cavidade (MOI 0,5). Na
mesma placa, foram realizados controle celular (200 yL meio/cavidade), controle
viral (100 uL suspensao viral + 100 uL meio/cavidade = MOI=0,5), controle positivo
[100 yL suspenséo viral + 100 uL aciclovir (10 pg/mL)/cavidade]. Apds, as placas
foram incubadas por 96 h, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Passado
esse periodo, o meio foi aspirado e o experimento foi realizado como descrito no
item 4.4.1.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentragao de cada material-
teste foram transformados em porcentagem (x %) em relagéo aos controles celular e
viral, através da seguinte formula:

X% = _(mmaterial teste 'Docontrole viral) x 100

(Docontrole celular = Docontrole viral)
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Em seguida, os percentuais calculados, referentes as diferentes concentragbes
das amostras, foram inseridos em um grafico, e através da analise de regressao, foi
possivel calcular os valores de CEsp, ou seja, a concentragdo de cada amostra que
manteve 50% das células viaveis na presenca da infeccdo viral. Os valores de CEsg
calculados representam a média de trés experimentos independentes + erro padrao
da média.

Com posse dos valores de CCsy e CEsg, foi possivel calcular o indice de
seletividade (IS) de cada amostra, em relagdo a cada cepa viral utilizada, através da

seguinte férmula:

IS = CC50
CEso

Onde: CCso= Concentracdo de material-teste que reduz a viabilidade de 50%
do tapete celular.
CEsp= Concentracdo de material-teste que protege 50% do tapete

celular.

45.1.2 Pré-tratamento das células com os materiais-teste, antes da
adicdo dos virus

Células VERO foram cultivadas em placas de 96 cavidades (2,0 x 10°
células/mL, 100 pl/cavidade) até confluéncia (24 h) usando meio MEM
suplementado com 5 % de SFB, e incubados a 37 °C com 5 % de CO,. Apds 24 h, o
meio foi retirado por aspiracdo e foram adicionados 200 uL das diferentes
concentracbes dos materiais-teste (razdo 1:2 a partir do valor de CCsy de cada
amostra obtido anteriormente), que ficaram em contato com o tapete celular por 3 h
a 37 °C com 5 % de CO.. Decorrido este periodo, os materiais-teste e fracdes foram
cuidadosamente aspirados e foram adicionados 200 pL da suspensdo viral
(MOI=0,5). Na mesma placa, foram realizados controle celular (200 pL
meio/cavidade), controle viral (200 yL suspenséo viral/cavidade, MOI=0,5) e controle
positivo [100 yL suspenséo viral + 100 L aciclovir (10 pg/mL)/cavidade]. As placas
foram incubadas por 96 h nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Passado
esse periodo, o meio foi aspirado e o experimento foi realizado da mesma forma que
no item 4.5.1.1; foram calculados os valores de IS (CCs¢/CEso) para cada material-

teste.
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4513 Pobs-tratamento das células infectadas com os materiais-teste

Células VERO foram cultivadas em placas de 96 cavidades conforme descrito
acima. Apds 24 h, o meio foi retirado por aspiragao e foram adicionados 200 uL de
suspensao viral (MOI = 0,5). A seguir, a placa foi incubada a 37 °C com 5 % de CO,
por 2 h; apds esse periodo, a suspensao viral foi cuidadosamente aspirada e, entao,
foram adicionados 200 pL dos materiais-teste diluidos. Na mesma placa, foram
realizados controle celular (200 pL meio/cavidade), controle viral (200 yL MEM -
previamente incubado com suspensdo viral por 2 h) e controle positivo [pré-
incubacédo de 200 uL suspenséo viral com posterior adicdo de 200 uL aciclovir (10
pg/mL)/cavidade]. Apds incubagdo por 96 h nas mesmas condigbes citadas
anteriormente, o meio foi aspirado e o experimento foi realizado da mesma forma
que no item 4.5.1.1; foram calculados os valores de IS (CCs0/CEsy) para cada

material-teste.

4.5.2 Ensaio de reducao das placas de lise

Este ensaio foi realizado conforme metodologia proposta por Burleson,
Chambers e Wiedbrauk (1992), com algumas modificagdes, com o objetivo de
confirmar alguns dos resultados obtidos com a técnica do MTT e propor o provavel
mecanismo de agao dos materiais-teste, que apresentaram os melhores resultados.

Os ensaios foram realizados da mesma forma que para a determinacdo dos
titulos infecciosos virais (item 4.3.3.1), porém, com a adicdo das suspensdes virais
usando trés estratégias metodoldgicas diferentes

Células VERO [2,0x10° células/mL (1 mL/cavidade)] foram cultivadas em placas
de 24 cavidades e incubadas a 37°C, 5% de CO; até confluéncia (24 h). O meio foi
aspirado preservando-se a integridade do tapete celular, e trés estratégias
metodoldgicas foram realizadas: (1) tratamento simultaneo (4.5.2.1); (2) efeito dos
materiais-teste na adsorcao viral (4.5.2.2); (3) efeito antiviral em funcdo do
tempo de adicdo dos materiais-teste (4.5.2.3).

Apos os diferentes tratamentos, as placas foram incubadas por 72 h. O meio
contendo o material-teste foi aspirado e 200 yL do corante preto de naftaleno
(preparado conforme descrito no item 4.3.3.1) foram adicionados. Apos 40 min, a
temperatura ambiente e em agitador mecénico, o corante foi aspirado e as placas

analisadas através da visualizagdo por microscopio estereoscépio. Contou-se o
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numero de focos de infecgcdo em cada concentragdo, que se caracterizam por areas

claras de lise celular, chamadas de placas.

A percentagem de inibicdo da replicacdo viral foi calculada pela seguinte

formula:

% de inibicdo =[1 - _(NUmero de Placas ) wateriais-teste] X 100%
(Numero 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 CEsp, ou seja, a
concentracdo de cada amostra que manteve 50 % das células viaveis na presenca
da infeccdo viral. Os valores de CEsp representam a média de trés experimentos
independentes + erro padrao da média.

Com posse dos valores de CCsy e CEsp foi possivel calcular o indice de
seletividade (IS) de cada amostra em relagdo a cada cepa viral utilizada conforme
descrito no item 4.5.1.1. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Em todos os experimentos foram realizados controles celular (CC) e viral (CV),
para a cepa KOS utilizou-se o aciclovir como controle positivo. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

4521 Tratamento simultaneo

No tratamento simultaneo, foram adicionados ao tapete celular confluente
400 uL da suspenséo viral (100 UFP/mL). A placa foi incubada em estufa por 1h,
sendo a mesma agitada a cada 15 min, para garantir a homogeneidade e
distribuicdo da suspensdo viral. Essa suspensdao foi aspirada e foram
cuidadosamente adicionados 500 uL dos materiais-teste, em diferentes
concentragdes, diluidos em CMC (preparado conforme descrito no item 4.3.3.1). A
placa foi incubada por 72 h, e posteriormente, o experimento foi realizado conforme
descrito no item 4.5.2 (CARLUCCI et al., 1999).
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4.5.2.2 Efeito dos materiais-teste na adsorcao viral

A placa com tapete celular confluente foi levada a temperatura de 4°C, por 30
min. Apos aspirar o meio, foram adicionados ao tapete celular 200 pL dos materiais-
teste (nas concentragdes de 500 a 15,6 pg/mL, razdo 1:2) e 200 yL da suspenséao
viral (100 UFP/mL). Apds a homogeneizagdo da placa, a mesma foi novamente
colocada a 4 °C por 1 h. Os materiais-teste e a suspensao viral foram, entao,
aspirados e 500 pL de CMC (preparado conforme descrito no item 4.3.3.1) foram
adicionados ao tapete celular. A placa foi incubada por 72 h a 37 °C e apds este

tempo realizou-se o procedimento conforme descrito no item 4.5.2.

4.5.2.3 Efeito antiviral em funcdo do tempo de adicdo dos materiais-teste

A técnica utilizada foi a mesma descrita para o tratamento simultadneo, mas
variando-se o tempo de adi¢ao de cada substancia (CARLUCCI et al., 1999).

Os materiais-teste na concentragdo de 500 pg/mL foram adicionados ao tapete
celular confluente em diferentes tempos: junto com a suspenséo viral (tempo O -
zero); e 1,2, 4,6, 8,10, 12, 18 e 24 h apds a adicdo da suspenséo viral. As placas
foram incubadas por 72 h. Apds incubacéao, realizou-se o experimento conforme

descrito no item 4.5.2.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Tanto na avaliagao da citotoxicidade como na avaliagao da potencial atividade
antiviral foi utilizada a metodologia de blocos completamente casualizados (BCC) e
um arranjo multifatorial dos tratamentos (SOKAL; ROHLF, 1995), onde cada
cavidade da placa constitui uma unidade experimental e os tratamentos foram
realizados com os diferentes materiais-teste versus as diferentes concentragdes
testadas.

Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente entre as cavidades da placa,
tendo sido feitas trés repeticdes, em placas diferentes e em dias diferentes. O sorteio
dos tratamentos com relacdo as unidades experimentais aumenta a probabilidade de
que possiveis fatores interferentes desconhecidos fiquem igualmente distribuidos

nos blocos e faz com que a estimativa dos valores e médias dos tratamentos e do



Materiais e Métodos 44

erro experimental ndo sejam tendenciosas. Cada bloco (placa) agrupa uma repeticao
de todos os tratamentos.

Realizou-se uma analise de regressao linear para calcular os valores de CCs €
de CEso, a partir de curvas de concentracao versus efeito.

A andlise estatistica dos dados obtidos foi feita através da analise de variancia
(ANOVA) de cada material-teste e/ou metodologia diferente, no nivel de significancia
de 5 % (p<0,05), avaliando os diferentes materiais-teste versus diferentes
concentracdes versus as destruicbes celulares causadas pelos virus. Quando foi
necessario, a separagao de médias foi feita pelo teste de Tukey, e o programa
estatistico utilizado foi o Statgraphics®.

O estudo de qualquer atividade farmacologica em cultura celular tem como
vantagem, entre muitas outras, a homogeneidade das amostras. Um erro grave que,
normalmente, € cometido quando se trata de experimentos realizados em placas de
microtitulagdo, é acreditar que, colocando-se as mesmas concentracbes de um
material-teste, em duas ou trés colunas na placa, se estaria fazendo uma duplicata
ou triplicata. Estatisticamente, esse procedimento é considerado apenas uma réplica
de um mesmo tratamento e ndo uma repeticdo, pois a varidncia devido a fatores
externos (erro experimental) ndo estaria sendo levada em consideracdo (SOKAL;
ROHLF, 1995). Por isso, foram realizados trés experimentos independentes, em dias

subsequentes, o que caracteriza uma triplicata.

47 AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO DE llex paraguariensis POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

4.7.1 Amostras testadas
Para analise por CCD foram utilizados como substancias de referéncia os
acidos caféico e clorogénico, todas de procedéncia Sigma®.
Os materiais-teste utilizados foram os mesmos usados nos ensaios de detecgao

da agao anti-herpética (Extrato bruto e fragdes de llex paraguariensis).

4.7.2 Condicdes cromatograficas
O extrato e fragcbes de llex paraguariensis utilizados no presente estudo foram
analisados utilizando-se cromatofolhas de aluminio, tendo como fase fixa silica-gel

Fosanm (Merck®), e como fase movel acetato de etila: acido férmico:acido acético
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glacial:agua (100:11:11:26 v/v). Para a analise foram aplicados na placa
cromatografica, a partir de solugdes com concentragcdo de 30 mg/mL, 15 uL dos
materiais testes, com auxilio de capilar graduado. Apds migracao, as placas foram
reveladas com reagente natural A* e analisadas sob luz ultravioleta em 254/366 nm
(WAGNER; BLADT, 1996).

4.8 ANALISES QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS DE ACIDOS FENOLICOS
EM llex paraguariensis POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

4.8.1 Equipamento utilizado

Para a realizacédo das analises por CLAE foi utilizado um cromatégrafo
Shimadzu 10AV, composto por bomba Shimazdu LC-10AD, detector UV a 323 nm
(0,05 AUFS) injetor manual Rheodyne 7725 com alga dosadora de 20 yL e médulo
de tratamento de dados Shimatzu CLASS-VP. Como fase estacionaria foi utilizada
coluna LUNA® de fase reversa C18 (150 x 4,60 mm.d i.) e 5 ym de didmetro de
particula.

Como fase movel foi empregado metanol (A) e uma mistura de metanol:acido
acético 1 % (5:95, v/iv — B), ambas preparadas, filtradas através de membrana 0,22
pm (Millipore®) e deaeradas diariamente em banho de ultra-som sob vacuo. A fase
movel utilizada operou com 90% do componente B, com fluxo de 0,8 mL/min e sob
forma isocratica. de 0,8 mL/min. Todos os reagentes utilizados foram grau HPLC
(Nuclear®).

4.8.2 Preparacao das amostras
Cada um dos materiais-teste foi exatamente pesado, transferido para um balao
volumétrico e diluido na fase movel até obter concentracdes finais de 2.000; 1.000;
500; 250; 125 e 62,5 ug/mL. As amostras foram previamente filtradas em membrana
Millipore® (0,22 um) e injetadas no cromatografo. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

* A placa foi vaporizada com 10 mL de uma solugdo metandlica a 1% do acido-p-etilamino éster
difenilbérico (=difenilboryloxietilamina, NP) , e depois com 8 mL de uma solugdo metandlica a 5% de
PEG 4000.
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4.8.3 Determinacdo das curvas padrdo dos acidos caféico e clorogénico

Para a realizagao das curvas padrao, os acidos clorogénico e caféico foram
dissolvidos em metanol e diluidos na fase movel, a fim de obter concentracbes de
0,675; 1,25; 2,5; 5; 10; 16; 20 e 32 pg/mL. As solugdes foram filtradas em membrana
Millipore® (0,22um), injetadas no cromatdégrafo e as areas dos picos
correspondentes aos acidos clorogénico e caféico foram relacionadas com suas
respectivas concentragcdes, calculando-se as equacbes das retas obtidas por
regressao linear. Os resultados foram expressos através da média das trés injecdes

de cada amostra.

4.8.4 Anélise dos &cidos fendlicos
As amostras foram preparadas conforme item 4.8.2.
A fase movel utilizada foi a mesma da preparagdo das curvas dos acidos
caféico e clorogénico, assim como as condi¢des de analise cromatografica (item
4.8.3).

4.8.5 Validacdo do método analitico
Para validagdo da técnica foram avaliados os parametros de especificidade,
exatidado, linearidade e precisdo, conforme preconizado pela ICH (1997), USP
(2002)Swartz e Krull (1997) e com a resolugao n° 899, de 29/05/2003 da ANVISA.
Para verificar a exatidao da técnica, foram adicionadas quantidades conhecidas
das substancias de referéncia (acido caféico e/ou acido clorogénico) ao extrato bruto
elou fragbes em trés concentragdes diferentes (80%, 100% e 120%). As analises
foram realizadas em triplicata. A exatiddo foi calculada de acordo com Cass e

Degani (2001), através da formula:

Exatiddo = Concentracéo obtida x 100
Concentracéo Teorica

Para avaliagao da linearidade, foram utilizadas cinco concentragdes diferentes
das amostras (2.000; 1.000; 500; 250 e 125 pg/mL) e oito concentragdes diferentes
das substancias padrdo (20; 15; 10; 5; 2; 1; 0,5 e 0,25 yg/mL - acido caféico e 32,
20, 16, 10, 5, .2,5, 1,25 e 0,625 ug/mL - acido clorogénico). A avaliagcao estatistica

dos resultados foi realizada através da analise de regressao linear, onde utilizou-se
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o método dos minimos quadrados e verificou-se 0 quanto a reta descreve os pontos,
por intermédio de seu coeficiente de correlagao (r). As analises foram realizadas em
triplicata.

Para avaliagdo da precisdo da técnica, os padrbes foram injetados 9X no
cromatégrafo, sob as mesmas condi¢des, e os valores dos desvios-padrdao e do
coeficiente de variagao foram calculados. Estas analises foram realizadas intra e nter
dia. As medidas estatisticas de tendéncia central (média) e de variabilidade (desvio
padrao e coeficiente de variagdo) foram calculadas através de planilha estatistica do

programa Excel da Microsoft
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DOS TITULOS VIRAIS

Os titulos infecciosos das solugdes-estoques virais foram determinados
conforme as metodologias descritas no item 4.3.3. No decorrer do trabalho, foram
utilizadas duas solugdes-estoques para cada cepa, preparadas de acordo com o

descrito no item 4.3.2. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

Virus Solucéo estoque viral Titulos
1 5,33 x 10" UFP/mL
HSV-1 cepa KOS ;
2 9,70 x 10" UFP/mL
1 8,83 x 10° UFP/mL
HSV-1 cepa 29R 6
2 3,70 x 10° UFP/mL

5.2 TRIAGEM ANTI-HERPETICA

5.2.1 Citotoxicidade

Para a avaliacdo da potencial acdo antiviral de uma amostra qualquer, é
indispensavel a avaliagao prévia de sua possivel toxicidade em relagao as células
permissivas ao virus em estudo, em decorréncia do fato de que um agente antiviral
ideal deve inibir o ciclo de replicagédo viral, interferindo o minimo na estrutura e
metabolismo das células hospedeiras (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF,
1986).

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de
alteragcdes da homeostase celular, que provoca uma série de modificagdes, que
interferem na capacidade adaptativa das células, bem como na sua sobrevivéncia,
multiplicagdo e realizacdo de suas fungdes metabdlicas. Desta forma, o
comportamento das células frente a uma amostra qualquer pode ser evidenciado
pela desorganizagao da monocamada celular, acompanhada do aspecto granuloso e
arredondado das células (STREISSLE; SCHWOBEL; HEWLETT, 1981).

A intensidade da lesdo celular depende de varios fatores, tais como a
concentragcdo do material testado, o tempo de exposi¢cdo, linhagem celular, a

capacidade da amostra em penetrar na célula, entre outras (HU; HSIUNG, 1989).
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Além disso, a citotoxicidade pode ser também evidenciada por alteragdes em suas
fungdes, tais como sintese de proteinas, atividade lisossomal, atividade mitocondrial,
entre outras (KORZENIEWSKI; CALLEWAERT, 1983).

O estudo do efeito citotdoxico dos extratos e fragdes frente a células VERO foi
realizado utilizando-se o ensaio colorimétrico do MTT e para cada material testado,
os valores de CCsp apds 96 h de incubacao, foram calculados. Este ensaio tem
varias vantagens: (1) grande numero de amostras pode ser testado rapidamente; (2)
0 ensaio pode ser automatizado; (3) o experimento é facil de realizar e sua avaliagéo
€ bastante objetiva; (4) a avaliagdo da citotoxicidade pode ser obtida em paralelo
com a avaliagao da atividade antiviral; (5) € uma avaliagdo mais acurada do que o
método de inibigdo do efeito citopatico viral (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991;
ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005; PALOMINO et al., 2005).

Os resultados obtidos no ensaio de avaliacdo da citotoxicidade dos materiais-

teste estdo expressos na tabela 2.

5.2.2 Atividade Antiviral

Varios métodos podem ser utilizados para a avaliacao da atividade antiviral de
qualquer material-teste. Um destes métodos é o ensaio colorimétrico do MTT, que
vem sendo rotineiramente utilizado para a determinacdo nao sé da citotoxicidade,
mas também para a detecgao da atividade antiviral de compostos sintéticos e de
origem natural (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991; SUDO et al., 1994; KODAMA et
al., 1996; KANEKO et al., 2001; BETANCUR-GALVIS et al., 2001 e 2002;
ANDRIGHETTI-FROHNER, 2003; SAVI et al., 2005).

O ensaio colorimétrico do MTT com a adicdo simultdnea dos virus e das
diferentes diluicbes dos materiais-teste as células foi escolhido para realizar a
triagem deste trabalho, por apresentar como vantagens a possibilidade de testar um
maior numero de compostos simultaneamente e utilizar menores quantidades de
materiais-teste (YASIN et al., 2000).

Virus que causam infecgdes liticas, tais como o HSV-1, causam destruicao das
células, as quais se descolam da placa de cultura. Assim, o ensaio colorimétrico do
MTT pode ser potencialmente utilizado para a quantificacdo desta destruicao celular
ou a auséncia da mesma, devido a presencga do agente antiviral (SMEE et al., 2002).

Esta técnica apresenta vantagens como o grande numero de compostos que podem



Resultados e Discussdo 50

ser testados, a facilidade no emprego da técnica, o fato de ser uma avaliagédo
objetiva e a possibilidade da avaliacdo simultdanea da citotoxicidade e da atividade
antiviral, sendo o método tdo sensivel quanto o método de reducédo das placas de
lise (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991; SUDO et al., 1994; SMEE et al., 2002).

Deve-se salientar que alguns fatores podem contribuir para a elevagao dos
valores de CCso e CEsg, fornecendo, por exemplo, paradmetros de citotoxicidade
menores que os reais. De acordo com Habtemariam (1995), compostos que
possuem hidroxilas podem interagir com ferro e outros metais de transigao,
presentes no meio de cultura suplementado com soro, induzindo a reducado do MTT.
Da mesma forma, substancias que, em meio de cultura, apresentam forte coloragao
podem interferir na leitura das absorbancias, fornecendo valores mais elevados
(SMEE et al., 2002).

Ao utilizar o ensaio do MTT para avaliar a atividade antiviral € importante obter
um valor igual ou inferior a 0,2 na razdo CV/CC (CC=controle celular; CV= controle
viral). Isto significa que a garantia da sensibilidade do ensaio se deve a diferenca
entre os valores de absorbancia (A) (entenda-se viabilidade celular) dos controles
viral e celular. O ideal é que, ao final do tempo de incubagao da placa, o controle
celular esteja viavel, enquanto o controle viral totalmente destruido. Assim, a
viabilidade celular detectada nos testes sera conferida a agcado antiviral do material
em teste e o grau desta protecdo podera ser calculado para cada concentracéo do
material testado (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991).

A triagem da atividade anti-herpética foi avaliada pelo ensaio do MTT em
células VERO, inoculadas com HSV-1, cepas KOS (sensivel ao aciclovir) e 29R
(resistente ao aciclovir), MOI=0,5.

Apos o periodo de incubagéo de 96 h para o HSV-1/ KOS, foi possivel observar,
na maioria dos casos, a inibicdo do efeito citopatico viral (ECP), através do
monitoramento por microscopia otica invertida comparando com os resultados
obtidos pelo ensaio do MTT.

O efeito citopatico viral do HSV-1 é caracterizado pelo aparecimento de células
de dimensbes variaveis, arredondadas, bastante brilhantes, pouco refringentes,
algumas vezes separadas e, mais frequentemente, 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 infecgcado. As lesbes nucleares se caracterizam por uma marginagao da
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cromatina que da lugar, no centro do nucleo, a uma inclusédo acidofila caracteristica.
As lesbes citoplasmaticas aparecem como formagdes policariéticas (sincicios e
células gigantes) devido a fusdo dos citoplasmas das células adjacentes infectadas
(MAURIN, 1985; MAMMETTE, 1986; AZAY, 1989; GIRARD; HIRTH, 1989).

O uso de um controle positivo nos ensaios de deteccado da atividade antiviral
permite demonstrar se esses foram realizados em um nivel correto de sensibilidade,
sendo considerado, ainda, um padrao com o qual a atividade do material em teste
pode ser comparada. Idealmente, o farmaco controle positivo deve ser aquele usado
clinicamente em um ou mais paises (SIDWELL, 1986).

Paralelamente aos experimentos conduzidos com o virus HSV-1/KOS, foram
realizados controles positivos com o aciclovir, na concentragao de 10 ug/mL, pois o
aciclovir € o farmaco de escolha para o tratamento de varias infecgdes herpéticas. A
protecao obtida foi acima de 99 %, de acordo com o que é referenciado na literatura
e atestando a eficiéncia da metodologia empregada (DE JALON et al., 2003).

A relagao entre os efeitos farmacolégicos e toxicos de um composto € um
importante requisito na previsdo de sua aplicabilidade como agente terapéutico
(MELO et al.,, 2000), e tal informacdo provém do calculo do seu indice de
seletividade (IS=CCs50/CEsp), quando da realizagao dos estudos pré-clinicos in vitro.

Oito extratos de plantas e suas fragbes foram investigados com relagdo a sua
potencial atividade antiviral contra o Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1, cepas KOS
e 29-R). Embora ndo existam evidéncias que estas plantas sejam usadas
popularmente para tratar disturbios que possam indicar uma provavel agao anti-
herpética, varias outras plantas medicinais, pertencentes as mesmas familias das
espécies aqui avaliadas tém sido utilizadas na medicina popular com aplicagcbes
diversas (PIO CORREA, 1979; DERMARDEROSIAN; BEUTLER, 2002).

Os resultados da avaliagdo da citotoxicidade (CCsp) e da potencial atividade

anti-herpética (CEso; IS) dos extratos testados encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2: Resultados da avaliacdo da citotoxicidade e da potencial atividade anti-herpética
dos extratos brutos das plantas testadas.

HSV-1 (KOS) HSV-1 (29R)
CCsp , .
Liquid i Sensivel ao Resistente ao
Parte da E;(?:Jaltc?r ((:u’g?rln) aciclovir aciclovir
Planta testada  planta elu'as CEs CEso
VERO IS IS
(ng/ml) (ng/ml)
Alamanda
_ Raizes EtOH 1.900+10 SA - SA -
blanchetti
Alamanda Folhas MeOH 1.190+33 719,7+75 1,6 SA -
schottii Flores MeOH 1.220+100  487,7+64 2.4 SA -
. EtOH
Glycine max Sementes 3.000+263 SA - SA -
40%
Lafoensia
: Folhas MeOH 1.140+206 60+10,5 19,0 170,1£21 6,7
pacari
. EtOH
Passiflora Raizes 1.230+102 SA - SA -
_ 40%
edulis .
Raizes Agua 1.600+128 290,9 £10 5,5 89,9+54 17,8
Rubus Folhas MeOH  1.390+125 70456 19,8 90423 154
imperialis
Folhas MeOH 1.400+143 318,2+48 4.4 14048 10,0
Sloanea
guianensis ~ Caule  MeOH  610+159 ~ 3812£12 16 160,5:20 3.8
llex Folhas Agua 1.691+£309 117,5+24 14,4 144,9+42 11,7
paraguariensis  Frutos Agua 1.525+161 457,4+73 3,3 468,6+90 3,3

(SA) Sem Atividade; IS = CCsy / CEsp; MeOH = metanol; EtOH = etanol. Os valores
representam a média de trés experimentos independentes + erro padrao da média.

A partir dos resultados obtidos com os extratos brutos, optou-se por testar as
fracdes das quatro plantas, que apresentaram valores de 1S>10,0 com relacéo a, no
minimo, uma das cepas empregadas, e cujos materiais vegetais testados foram

folhas. Os resultados desta avaliacdo encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3: Resultados da avaliacado da citotoxicidade e da potencial atividade anti-herpética das
fracbes das plantas testadas.

HSV-1 (KOS) HSV-1 (29R)
Sensivel ao Resistente ao
5 CCso (ng/ml) Aciclovir Aciclovir
Planta Fracao Células VERO CEs,
CE /ml IS IS
50 (Hg ) (Hg/ml)
HX 1.050 +205 SA - - -
Lafoensia
_ CH 60054 500+18 1,2 50047 1,2
pacari
AE 1.030+£179 490,525 2.1 100+6 10,3
HX 380429 290,1+13 1,3 SA -
Sloanea CH 640+35 SA - SA -
gulanensis AE 500422 63,916 7,8 SA .
Rubus
_ - BuOH 1.390+60 300420 4.6 5343 26,2
imperialis
AE 1.593,6+344 156,360 10,2 136,8+10 11,7
llex
- BuOH 1.619,2+381 95,2+14 17,0 86,6+19 18,7
paraguariensis
Res Aq 1.595,3+405 114,9+19 13,9 108,8+22 14,7

SA= Sem Atividade; IS = CCs5o/CEsp; HX; CH; AE; BuOH (Hexano, Cloroférmio, Acetato de
Etila, Butanol ). Os valores representam a média de trés experimentos independentes + erro
padrao da média.

A atividade anti-herpética do extrato metandlico de folhas de Lafoensia pacari
(tabela 4 - 1S=19 e 1S=6,7, respectivamente, para as cepas KOS e 29R) e da fragao
acetato de etila (tabela 5 - 1IS=10,3 para a cepa 29R) poderia estar relacionada com
a presencga de taninos, esterdides, saponinas ou flavondides, visto que existem
relatos na literatura da presenca desses metabdlitos secundarios nesta espécie
vegetal (SANTOS; SALATINO; SALATINO, 2000; SOLON et al.,, 2000) e da
atividade anti-herpética dos mesmos - taninos - (YOSHIDA et al., 1996;
ELDERMEIER et al., 1996; DE BRUYNE, et al., 1999; LIU et al., 1999; ESQUENAZI
et al., 2002); - saponinas - (AMOROS, FAUCONNIER, GIRRE, 1987; DE TOMASI, et
al., 1991; KONOSHIMA, et al., 1995; HAYASHI, et al., 1997; SIMOES, AMOROS,
GIRRE, 1999; SINDAMBIWE, et al., 1998; APERS, et al., 2000; GOSSE, et al., 2002;
MENGONI, et al., 2002); - flavondides - (AMOROS; SIMOES, GIRRE, 1992; ROBIN
et al., 1998; LIN et al., 1999; SANCHEZ, et al., 2000; LI et al., 2000; SHAHAT et al.,
2002; DU, et al., 2003), entre outros.
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Embora néo seja conhecida qualquer utilizagao popular de Sloanea guianensis,
do ponto de vista quimico, Schmitt e colaboradores (2003) relataram o isolamento e
identificacdo do esqualeno e do sitosterol glicosilado a partir da fragdo hexano e
acetato de etila, respectivamente, das folhas de Sloanea guianensis. A atividade
antiviral encontrada para o extrato metandlico de Sloanea guianensis (tabela 2 -
IS=4,4 e 1IS=10 para as cepas KOS e 29R, respectivamente), e para a fragao acetato
de etila (tabela 3 - 1S=7,8 para a cepa KOS) poderia estar relacionada com a
presenca do triterpeno esqualeno, visto que varios estudos relataram atividade anti-
herpética para triterpenos (KUROKAWA, 1999; ALCHE et al.,2002; MADUREIRA et
al., 2003) e esteroides (MICHELINI, et al., 2004)

O extrato metandlico das folhas de Rubus imperialis foi 0 que apresentou maior
atividade inibitéria da replicagdo do HSV-1 (tabela 2 - IS= 19,8 e 154,
respectivamente, para as cepas KOS e 29R); a fragao n-butandlica também mostrou
elevado IS (tabela 3 - 1S=26,2 para a cepa 29R). Para este género, foi relatada a
ocorréncia de taninos e flavonodides (GUDEJ; TOMYCZYSK, 2004), o que poderia
sugerir que a atividade anti-herpética detectada possa estar relacionada a presenga
desses compostos, visto que ha varios relatos na literatura que descrevem atividade
antiviral para estes dois grupos de metabdlitos (HUDSON; TOWERS, 1999; DE
BRUYNE et al., 1999; FUKUCHI et al., 1989; CHENG et al., 2004).

Considerando os resultados obtidos, péde-se verificar que estes trés extratos
citados acima mais llex paraguariensis, que sera discutida posteriormente,
apresentam promissores resultados de protecdo contra a infecgao viral do HSV-1,
mas o0 mecanismo desta acao e a atividade das substancias isoladas nao foi ainda
identificado. Mais estudos sdo necessarios para verificar quais compostos podem
ser responsaveis por esta atividade e como eles exercem sua agao antiviral.

Embora o extrato bruto e fragcdes de llex paraguariensis ndo tenham sido os
mais promissores entre os testados (tabelas 2 e 3), optou-se por dar continuidade ao
ensaio biomonitorado com este material, devido ao fato dele estar disponivel em
maior quantidade, ja que para a realizagdo subsequiente dos ensaios antivirais e das
analises cromatograficas uma grande quantidade de amostra se fazia necessaria.
Além disso, também havia disponibilidade de substancias de referéncia existentes
neste extrato e fragdes, o que permitiria analises qualitativas e quantitativas destes

compostos nas amostras testadas.
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5.3 FRACIONAMENTO BIOMONITORADO DE llex paraguariensis

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 biologica (DEY; HARBORNE, 1991). Pode-se iniciar o
fracionamento de um extrato vegetal através da particdo por solventes organicos de
polaridade crescente, visto que a concentragdo de cada um dos componentes em
cada fase estara relacionada com o coeficiente de particdo ou distribuigao
apresentado por cada substancia (GALAGOVSKY KURMAN, 1995).

Conforme dados da literatura ja citados anteriormente, em llex paraguariensis
foi relatada a presenca de diversas substancias, tais como flavondides, derivados
cafeoilquinicos (entre eles derivados do acido caféico) (SCARPATI; GUISO, 1964;
CLIFFORD, 1990; FILIP et al., 2001), metil-xantinas (REGINATTO et al., 1999;
COELHO et al., 2001), saponinas triterpénicas (GOSMANN et al.,, 1989, 1995;
MONTANHA, 1990; KRAEMER et al., 1996; TAKETA et al., 2000; GNOATTO,
SCHENKEL, BASSANI, 2005); Rutina, quercetina e canferol foram também
considerados como sendo os flavonoides maijoritarios (FILIP, 2001).

Varias propriedades farmacolégicas dos compostos fendlicos ja foram descritas,
tais como antialergénica, antiviral, antiinflamatéria, vasodilatadora, antioxidante,
entre outras (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; PIETTA, 2000;
ZENEBE; PECHANOVA, 2002).

A acgao antiviral de compostos fendlicos sintéticos e também extraidos de
vegetais foi extensamente estudada e existem varios relatos, especialmente, da
acao antiinfluenza (GREEN, 1949; TURAN; NAGATA; KURU, 1996; KERNAN et al.,
1997; SERKEDJIEVA; HAY, 1998; SERKEDJIEVA, 2000; LI; BUT; OOI, 2005;
SOKMEN, et al.,, 2005), antiadenovirus (CHIANG, et al., 2002), contra o virus
sincicial respiratério (CHIANG, et al., 2002; LI; BUT; OOI, 2005; OJWANG, et al.,
2005) e anti-herpética (KANE et al., 1988; BENENCIA; COURREGES; 1999;
SERKEDJIEVA; IVANCHEVA, 1999; DE LOGU; 2000; CHIANG, et al., 2002; SAVI,
2004; LI; BUT; OOI, 2005; SAVI et al., 2005).

Acredita-se que os compostos polifendlicos, em geral, atuem através da
associacdo com proteinas das particulas virais e/ou da superficie das células
hospedeiras, resultando na reducdo e, até mesmo, na inibicdo da adsorgao viral
(VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE, 1997).
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Klécking e colaboradores (2002) detectaram uma significante atividade anti-
HSV-1 para compostos fendlicos polimerizados, derivados do acido humico. A
analise da relagdo estrutura-atividade revelou que o aumento do numero de
grupamentos carboxila e hidroxila contribuem para o aumento da atividade antiviral
dos compostos testados.

Meerbach et al. (2001) afirmaram que a atividade anti-herpética e anti-HIV de
polimeros fendlicos é dependente da presenga de um numero minimo de grupos
carboxilicos e 0 mecanismo da acio antiviral detectada estaria relacionado a inibicao
da adsorc¢ao viral.

Compostos fendlicos extraidos de Millettia erythrocalyx e Artocarpus lakoocha
exibiram moderada agao anti-HSV-1, anti-HSV-2, e também frente a uma cepa do
HIV-1, sendo o oxiresveratrol, a miletocalixina A, o metil éter de pongol e a
ovalifolina, 0os compostos com agao  antiviral mais  pronunciada
(LIKHITWITAYAWUID et al., 2005).

Embora varios compostos estejam presentes em llex paraguariensis, os que
nos despertaram especial interesse foram os &cidos fendlicos e as saponinas
triterpénicas, visto que estes compostos ocorrem em grande quantidade na matéria-
prima vegetal estudada e existem varios estudos de atividade antiviral relacionados
a esses metabdlitos, conforme descrito acima. No entanto, devido a disponibilidade
somente dos acidos fendlicos (acidos caféico e clorogénico), nesta avaliagdo foram

incluidos somente estes compostos.

5.4  ATIVIDADE ANTI-HERPETICA DE llex paraguariensis

5.4.1 Citotoxicidade

O extrato bruto e as fragbes de llex paraguariensis apresentaram baixa
citotoxicidade, com valores de CCsy entre 1.525,5 e 1.691,4 pg/mL; ja os acidos
caféico e clorogénico, apresentaram uma maior citotoxicidade se comparados com
estes, com valores de CCsy de 155,9 e 139,1 ug/mL, respectivamente. No entanto,
nao € indicado correlacionar os valores de extratos e/ou fragdes com compostos
isolados.

Chiang et al. (2002) avaliaram a potencial atividade antiviral do extrato aquoso

de Plantago major. Desta planta foram isolados compostos fendlicos, tais como os
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acidos caféico, clorogénico, ferulico e p-cumarico. Os dois primeiros acidos citados
apresentaram baixa citotoxicidade, com valores de CC5,=3.995 ug/mL para o acido
clorogénico e CC5,=10.293 pg/mL para o acido caféico. Apesar das metodologias
usadas terem sido similares, os resultados obtidos pelos autores foram
significantemente diferentes dos encontrados nesta dissertagao; este fato poderia
ser justificado pelas diferentes linhagens celulares utilizadas (VERO nesta
dissertacdo e BCC-1/KMC — células de carcinoma de pele humano - no trabalho).

Em outro estudo, realizado por Li et al. (2005), a atividade antiviral de acidos
cafeoilquinicos, isolados de Schefflera heptaphylla, foi avaliada, e entre os diversos
virus estudados encontra-se também o HSV-1, em células VERO. No entanto, os
autores ndo mencionaram o valor obtido da CCsp, ndo permitindo assim, comparar
os resultados por eles obtidos aos encontrados nesta dissertacao.

A tabela 4 mostra a citotoxicidade do extrato bruto e fragdes de llex

paraguariensis, e dos acidos caféico e clorogénico.

Tabela 4 Citotoxicidade do extrato bruto, fragcdes e
substancias isoladas de llex paraguariensis frente as células

VERO.
Material teste CCso( ng/mL)
Extrato Bruto 1.691,4 £534,5 a
Fracdo acetato de etila 1.593,6 £ 595,2 a
Fracdo butandlica 1.619,2 £ 659,6 a
Fracéo residuo aquoso 1.595,3+701,0 a
Acido Caféico 155,9+159b
Acido Clorogénico 139,1+36,7b

Os valores representam a média de trés experimentos
independentes + erro padrao da média. Utilizou-se os testes de
ANOVA e Tukey; valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Letras iguais indicam que nao ha diferenga estatistica
significativa entre as médias.

5.4.2 Atividade antiviral do extrato bruto, frac6es e acidos fendlicos isolados
de llex paraguariensis pela técnicado MTT
O método do MTT permite que com os mesmos materiais, equipamentos e

reagentes seja possivel, apenas variando o momento da infecgdo viral, iniciar a
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elucidagdo do mecanismo de acao dos materiais testados, comparando-se os
indices de seletividade obtidos (YASIN et al., 2000).

O ensaio de pré-tratamento foi realizado com o objetivo de identificar possiveis
materiais que atuam no bloqueio da adsor¢ao viral e na penetragao do virus a célula.
Dessa forma, as amostras que demonstram resultados promissores no ensaio de
pré-tratamento podem ser capazes de bloquear a interagdo entre determinados
receptores virais e o0s receptores situados nas membranas celulares.

O ensaio do pés-tratamento foi realizado com o objetivo de detectar em quais
fases da replicagdo viral os materiais-teste poderiam agir, jda que se conhece
perfeitamente em qual momento cada etapa ocorre.

A avaliagcédo da potencial atividade antiviral dos diferentes extratos e fragdes foi
realizada através do ensaio colorimétrico do MTT, em concentragbes iguais e
inferiores as suas concentragdes citotdxicas (CCso).

Quando possivel, foram calculados os valores de CEsp e 0s respectivos indices
de seletividade (IS = CCs0/CEs).

Os valores obtidos de CEsy podem ser visualizados no grafico 1, que mostra a
comparacgao dos resultados obtidos nas trés estratégias metodoldgicas testadas.

Os valores de IS obtidos nas estratégias de tratamento simultédneo, pré- e pés-

tratamentos estdo apresentados na tabela 5 e no grafico 2 (melhor visualizag&o).
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Gréfico 1. Resultados da avaliagdo da potencial atividade anti-herpética (cepas KOS e 29R)
do extrato bruto, fracdes e acidos fendlicos isolados de llex paraguariensis, através do
tratamento simultdneo e dos pré- e pds-tratamentos, pelo ensaio colorimétrico do MTT,
expressos em valores de CEs (ug/mL). Os valores representam a média de trés
experimentos independentes + erro padrao da média. Considerando-se cada extrato
individualmente frente as trés estratégias diferentes, utilizou-se os testes de ANOVA e
Tukey, valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Letras iguais indicam que ndo
ha diferenca estatistica significante entre as médias dos diferentes tratamentos.
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Tabela 5: Resultados da avaliacdo da atividade anti-herpética do extrato bruto, fracbes e
compostos isolados de llex paraguariensis pela técnica do MTT, e estratégias de tratamento
simultaneo, e dos pré- e pdés-tratamentos, expressos em valores de |S.

, Tratamento .

Material Teste Pré-tratamento simultaneo PoOs-tratamento

ISKOS IS29R ISKOS IS29R ISKOS IS29R
Extrato Bruto 3,0 2,3 14 .4 11,7 11,2 23,6
Fragdo acetato de 38 27 10,2 117 101 358
etila
Fracado butandlica 4,5 2,8 17,0 18,7 17,7 33,7
Fragdo residuo 3.9 3.7 139 147 120 278
aquoso
Acido Caféico SA SA 4.4 3,7 4.8 7.1
Acido Clorogénico SA SA SA SA SA SA

(SA): Sem Atividade; 1S=CCs5o/CE5, Os valores representam a média de trés experimentos
independentes.

Os valores obtidos nestas trés estratégias metodologicas permitiram verificar
que o extrato bruto e fragdes de llex paraguariensis apresentam promissora
atividade antiviral.

A estratégia na qual o desempenho dos materiais testados demonstrou ser
menos significativo foi o pré-tratamento. Nas estratégias de tratamento simulténeo e
pos-tratamento, os valores de IS encontrados foram mais promissores.

O grafico 1 mostra que para a cepa KOS e para a cepa 29R, todos os materiais-
teste apresentaram diferengas significativas quando comparou-se o pré-tratamento
com as outras duas estratégias metodologicas. A unica excegao foi a fracdo acetato
de etila para a Cepa KOS. Isso mostra que as amostras testadas ndo sao indicadas
para a utilizagao na profilaxia do HSV-1.

Como ja foi dito, as estratégias que mostraram maior inibicdo da replicagéo do
HSV foram as técnicas de tratamento simultaneo e pds-tratamento, mas os valores
obtidos nao apresentaram diferengas estatisticas significativas entre si, para todos

os materiais testados (grafico 1).
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Gréfico 2: Resultados da avaliagdo da potencial atividade anti-herpética (cepas KOS e 29R)
do extrato bruto, fragdes e acidos fendlicos isolados de llex paraguariensis, através de
diferentes estratégias metodolégicas, pelo ensaio colorimétrico do MTT, expressos em
valores de IS (IS= CCsi/CEsp). Os valores representam a média de trés experimentos
independentes.

De acordo com o grafico 2, no tratamento simultaneo, a fracdo que apresentou
maior IS foi a fragdo butandlica (IS=17,0 e 18,7 para as cepas KOS e 29R,
respectivamente). Tais valores nao diferem estatisticamente entre si (entre cepas —
dados ndo mostrados) e nem dos valores do extrato bruto (IS=14,4 e 11,7 para as
cepas KOS e 29R respectivamente) e das fragbes acetato (1IS=10,2 e 11,7 para as
cepas KOS e 29R respectivamente), e residuo aquoso (IS=13,9 e 14,7 para as

cepas KOS e 29R respectivamente) (dados ndo mostrados).
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Atencgao especial deve ser dada aos resultados do pés-tratamento com a cepa
29R e as fragdes acetato de etila e butandlica, que forneceram valores de IS = 35,8
e 33,7, respectivamente.

Outro fato que despertou especial interesse foram os valores obtidos com os
acidos clorogénico e caféico, que além de apresentarem elevada citotoxicidade,
como descrito anteriormente, também divergiram com relagdo a atividade antiviral
detectada nos estudos realizados por Chiang e colaboradores (2002).

Nesta dissertacdo, o acido cafeico apresentou baixa atividade anti-herpética
(1IS=4,4 e 3,7 para as cepas KOS e 29R respectivamente), e o acido clorogénico nao
mostrou inibicdo da replicagdo viral do HSV-1. Estes resultados podem ser
justificados pelo carater acido dos compostos (fato que ja sugere alta citotoxicidade
e prevé baixo valor IS); pelo fato dos acidos caféico e clorogénico apresentarem
hidroxilas, visto que, de acordo com Habtemariam (1995), compostos que possuem
hidroxilas podem interagir com ferro e outros metais de transicéo, presentes no meio
de cultura suplementado com soro, induzindo a redugao do MTT. Essa caracteristica
pode justificar também o fato de os valores obtidos para a viabilidade do acido
caféico serem superiores aos obtidos para o acido clorogénico (o acido caféico
apresenta trés hidroxilas e o acido clorogénico seis). E importante lembrar também
que substancias que em meio de cultura apresentam forte coloracdo, podem
interferir na leitura das absorbéancias, fornecendo valores mais elevados (SMEE et
al., 2002), e foi observado para ambos os acidos, uma oxidagao e intensificacdo da
coloragdo dos mesmos quando nao armazenados nas condigdes estabelecidas
(4°C), inviabilizando a utilizagdo dos mesmos.

Chiang e colaboradores (2002) avaliaram a atividade anti-herpética de Plantago
major e de cinco classes de compostos bioativos dele isolados: (1) compostos
benzéicos (acido vanilico), (2) flavonoides (baicaleina, baicalina, luteolina), (3)
glicosideo de iridoide (aucubina), (4) compostos fendlicos (acidos caféico,
clorogénico, ferulico e p-cumarico) e (5) triterpenos (acidos oleandlico e acido
ursolico). O extrato bruto aquoso de Plantago major apresentou atividade apenas
contra o HSV-2, ndo mostrando atividade contra HSV-1, ADV-3, ADV-8 e ADV-11.
No entanto, entre os compostos puros testados, os acidos clorogénico e caféico
mostraram importante atividade antiviral: o acido clorogénico foi ativo contra o HSV-1
(CC50=3.995 nug/mL, CE5p=47,6 ug/mL, 1S= 83,9), HSV-2 e ADV-3; e o acido cafeico
foi ativo contra o HSV-1 (CCs50=10.293 pg/mL, CEso= 15,3 pg/mL, 1S= 671), HSV-2 e
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ADV-3. Os autores nao relataram a forma de armazenamento das solugdes
estoques.
As diferengas entre os resultados obtidos nesta dissertacdo e os obtidos por

estes autores devem-se a varios fatores, que podem ser evidenciados no quadro 3.

Quadro 3: Comparacao entre as variaveis de dois grupos de trabalho e os diferentes
resultados obtidos.

Variaveis Chiang et al. (2002) Presente trabalho
Linhagem celular BCC-1/KMC VERO
Densidade celular 1x10° cel/mL 2 x10° cel/mL
Virus HSV-1 — Cepa KOS HSV-1 — Cepa KOS
Tempo de formacdo do 6h 24h

tapete

Suspenséao viral MOI=0,002 ou 0,025 MOI= 0,5

Tempo contato da
suspensédo viral com o 2h (nao retirou o virus) 2h (retirou o virus)
tapete celular

Tempo de incubacéo da

72h 96h
placa

Metodologia usada para

. o XTT MTT
avaliacdo antiviral

acido clorogénico:
CCsp= 3.995 pg/mL
CE50=47,6 ug/mL
IS=83,9

acido clorogénico:
CCso= 139,1ug/mL
CEsp= SA
Resultados acido caféico:
CC50=155,9 ug/mL
CEsp= 22,0 ug/mL
IS=7,1

acido caféico:
CC50=10.293 pg/mL
CE50= 15,3 ug/mL
IS=671

O fato de que as diferengcas metodoldgicas possam ter interferido nos
resultados obtidos é reforcado ao se analisar os resultados obtidos por Li e
colaboradores (2005), que avaliaram a atividade antiviral de acidos cafeoilquinicos
derivados de Schefflera heptaphylla, e entre os virus estudados, utilizou-se o HSV-1,
cepa 15577. Os autores citaram que os acidos 3,4-di-O-cafeoilquinico e o 3,5-di-O-

cafeoilquinico apresentaram uma discreta atividade anti-HSV, com valores de CEsg
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de 81,3 e 62,5 ug/ml, respectivamente, sem citar, no entanto, os valores de CCsg
nem os de IS. Outro acido isolado foi o 3-O -cafeoilquinico, denominado de acido
clorogénico; entretanto, este artigo nao relatou resultado algum de acao anti-HSV-1

deste acido, provavelmente por ele n&o ter apresentado resultados promissores.

5.4.3 Confirmacdo da atividade antiviral do extrato bruto, fracdes e acidos
fendlicos isolados de llex paraguariensis pela técnica de reducdo das
placas de lise — tratamento simultaneo

O teste de redugao das placas de lise usa um numero constante de particulas
virais e varia a concentracao de substancias teste, assim como na técnica do MTT. O
diferencial da técnica das placas de lise € que a adicdo de um meio semi-sélido
(CMC) evita a formagédo de placas secundarias, impedindo a difusdo dos virus do
lugar de origem para novos lugares, assegurando que cada placa formada no teste
seja originalmente de uma particula viral infecciosa do indculo inicial (FIELDS, 1998).
Além disso, a atividade antiviral € expressa como uma redugdo no tamanho ou
numero de placas na monocamada celular. Por isso, ela € uma técnica mais precisa,
cujos resultados sao extremamente objetivos, e foi aqui usada para confirmar os
resultados obtidos anteriormente com a técnica do MTT.

Na tabela 6, pode-se comparar os valores obtidos para as duas cepas testadas
do HSV-1 (KOS e 29R), através de duas diferentes técnicas (MTT e Placa de Lise).

Estes mesmos resultados podem ser melhor visualizados nos graficos 3 e 4.
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Tabela 6: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepas KOS e 29R) do extrato
bruto, fracbes e acidos fendlicos isolados de llex paraguariensis, através das técnicas do
MTT e de inibicao das placas de lise — tratamento simultaneo.

MTT Placas de lise

M ial

T:St?éla KOS KOS 29R 29R KOS KOS 29R 29R
CEso* |S** CEso* IS** | CEso* IS**  CEs* I1S**

E;(J:gto 117,5£24 14,4 144,9+42 11,7 | 107,814 15,7 104,916 16,1

Fracéo

acetato de 156,3+60 10,2 136,8+10 11,7 | 70,31 227 73,31 21,7
etila

Fragao 952+14 17,0 86,6419 18,7 | 56,4+11 28,7 7517 216
butandlica
Residuo

114,919 13,9 108,8+22 14,7 | 114,6£21 13,9 91,5423 17,4
aguoso

Amqlp 352+12 44 42 17 3,7 5,875 264 28,4+3 55
Caféico
Acido

- SA SA SA SA SA SA SA SA
Clorogénico

(SA): Sem Atividade; *Os valores representam a média (CEsy = pg/mL) de trés experimentos
independentes * erro padrao da média; **IS= CCsy/CEs5 .

Os valores de CEs5p obtidos com as técnicas do MTT e das placas de lise
(tabela 6) ndo apresentaram diferencas significativas entre eles (grafico 3), mas os
valores de IS obtidos para a técnica de inibicdo das placas de lise foram visivelmente
superiores (grafico 4), evidenciando uma maior sensibilidade e precisdo desta
técnica. Além disso, as duas técnicas apresentam valores de erro padrao diferentes
(tabela 6 e grafico 3), os quais, com excecdo do residuo aquoso, foram maiores
quando utilizada a técnica do MTT, sugerindo que a técnica de inibicdo das placas
de lise apresenta maior reprodutibilidade que a técnica do MTT.

Resumindo, as andlises estatisticas mostraram nao haver diferencas
significativas entre as duas técnicas (MTT x Placa de Lise), entre as cepas virais
(KOS e 29R) e entre os extratos e fragdes (dados ndo mostrados), confirmando
a acao anti-herpética destes materiais e a similaridade entre os resultados

obtidos.
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Gréfico 3: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepas KOS e 29R) do
extrato bruto, fracbes e acidos fendlicos isolados de llex paraguariensis, através das
técnicas do MTT e de reducao das placas de lise, expressos em valores de CEsg
(ug/mL). Os resultados representam a média de trés experimentos independentes +
erro padrao da média. Utilizou-se os testes de ANOVA e Tukey; valores de p < 0,05
foram considerados significantes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca
estatistica significante entre as médias de cada amostra teste, comparando-se as duas
técnicas empregadas.
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Gréfico 4: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepas KOS e 29R) do
extrato bruto, fragbes e acidos fendlicos isolados de llex paraguariensis, através das
técnicas do MTT e de redugdo das placas de lise, expressos em valores de IS (=
CCs0/CEs5p). Os resultados representam a média de trés experimentos independentes.
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5.5 EFEITO DOS MATERIAIS-TESTE NA ADSORQAO VIRAL

A replicacdo requer que o virus adsorva na membrana celular e,
subsequentemente, penetre na célula. Isto envolve uma interagdo inicialmente
reversivel do virus com um receptor da membrana celular hospedeira, a qual,
rapidamente, sofre modificacdes tais que o virus possa ser depois dissociado da
célula por processos especificos. A natureza da conversao da ligacao reversivel
para irreversivel ndo é clara, mas pode envolver um aumento da fluidez da
membrana celular, a qual permite outro lugar de ligagado do virion para reagir com
moléculas receptoras celulares adicionais. O sitio de ligagdo pode ser uma
glicoproteina, um glicolipidio ou conter um grupo sulfidrila funcional. Aparentemente,
a interacao inicial € eletrostatica e serve para orientar a associagao virus-célula para
uma subsequente penetracdo ou transporte através da membrana celular para
dentro do citoplasma (DALES, 1973; DIMMOCK, 1982).

Alguns virus tém demonstrado sitios de ligagdo especificos, o que
provavelmente envolva o reconhecimento de uma proteina viral por uma
macromolécula da membrana da célula do hospedeiro (CHOPPIN, 1986; VILCEK;
SREEVALSAN, 1984).

A entrada do virus na célula hospedeira € dividida em dois eventos: (1) ligacao
do virus aos receptores da superficie celular (adsorgdo) e (2) penetracdo na
membrana plasmatica ou entrada propriamente dita (FIELDS, 1998). A penetragao
do virus na célula tem sido esquematicamente separada da adsorgdo porque
evidéncias experimentais indicam processos distintos com diferente energia ibnica
requerida. Além disso, alguns antivirais agem claramente em um nivel e ndo em
outro. Este processo pode envolver a fusdo de membranas (para os virus que
possuem envelope), ou alguma forma de “citose” ativa ou englobamento pela célula
(HUDSON, 1990).

A inibicdo da adsorg&o viral tem sido o alvo menos efetivo pelo ataque de
agentes antivirais, ainda sem substancias conhecidas suficientemente ativas para a
realizacdo de testes clinicos. Um polissacarideo sulfatado tem sido relatado por
interagir com particulas virais, causando um decréscimo na velocidade de ataque as
células in vitro (TAKEMOTO; LIEBHABER, 1961).

A adsorcao ocorre a baixas temperaturas e € muito mais eficaz para particulas
virais envelopadas que para as nao envelopadas. A penetragcdo do virus, que

depende da temperatura de incubagao das células, € realizada em trés minutos por
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fagocitose ou fusdo da membrana celular com o envelope viral (COLBERE, 1975).
Devido a isso, a técnica do efeito do material-teste na adsorgao viral é realizada a
baixas temperaturas, para que o virus apenas adsorva (ou ndo) as células, mas nao
penetre nelas, visto que para isso uma elevagao da temperatura é requerida.

O efeito do extrato bruto e das fragdes de llex paraguariensis na adsorgao viral
foi realizada pela técnica de reducdo das placas de lise, segundo metodologia
descrita no item 4.5.2.2, e os resultados sao apresentados na tabela 7, mas podem
ser melhor visualizados nos graficos 5 e 6.

Tabela 7: Resultados do efeito do extrato bruto e fragcdes de llex paraguariensis na adsorgao
do HSV-1 (cepas KOS e 29R), obtidos através da técnica de inibigdo das placas de lise.

Material teste KOS CEsp* KOS IS **  29R CEsp*  29R IS **
Extrato bruto 68,1+12 24,8 97,37 17,4
Fracdo Acetato de etila 21,74 73,4 12,013 132,8
Fragdo butandlica 66,0+3,5 24,5 49,0112 33,1
Residuo Aquoso 25,2+1,5 63,4 64,518 24,7

*Os valores representam a média (CEso = ug/mL) de trés experimentos independentes + erro
padrao da média; **IS= CCs,/CEsq.
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Gréfico 5: Resultados do efeito do extrato bruto e fragdes de llex paraguariensis na adsorgao
do HSV-1 (cepas KOS e 29R), obtidos através da técnica de inibicdo das placas de lise,
expressos em valores de CEsq (ug/mL). Os resultados representam a média, + erro padréo da
média de trés experimentos independentes. Utilizou-se os testes de ANOVA e Tukey; valores
de p < 0,05 foram considerados significantes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga
estatistica significante das médias entre cada material teste e cepas testadas.
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O efeito dos materiais-teste na adsorcao viral foi bastante interessante,
sendo que a fragdo acetato de etila foi a que mais se destacou apresentando
valores de IS de 73,4 e 132,8 para as cepas KOS e 29R, respectivamente,
seguida pelo residuo aquoso, que apresentou um valor de IS de 63,4 para a cepa
KOS, embora para a cepa 29 R ele tenha sido obtido um valor inferior - 24,7
(tabela 7 e grafico 6). Embora os resultados de cada material-teste nao
apresentem diferencas significativas entre as duas cepas, eles apresentam
diferencas significativas entre os diversos materiais-teste, indicando que o efeito
de alguns deles na adsorcéo viral (p.ex: acetato de etila — KOS e 29R, BuOH —
29R, e residuo aquoso KOS) se destacam mais do que os demais (extrato bruto —
KOS e 29R, BUOH — KOS e Residuo aquoso 29R). Isto se deve, provavelmente,
ao fato da fragdo acetato de etila conter, provavelmente, substancia(s) capazes de
atuar com maior intensidade durante a fase da adsorgao viral, como pode ser bem

visualizado no grafico 6.
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Gréfico 6: Resultados do efeito do extrato bruto e fracbes de llex
paraguariensis na adsorcdo do HSV-1 (cepas KOS e 29R), obtidos
através da técnica de

inibicdo das placas de lise, expressos em valores de IS (CCsy/CEsp). Os
resultados representam a média de trés experimentos independentes.
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56 EFEITO ANTIVIRAL EM FUNCAO DO TEMPO DE ADICAO DOS
MATERIAIS-TESTE

O estudo do efeito antiviral em fungdo do tempo de adicdo dos materiais-teste
permite verificar em qual (quais) fase(s) do ciclo de replicagdo viral eles estdo
agindo. Se uma amostra for ativa somente quando adicionada durante as fases
precoces da multiplicagao viral, isto significa que ela pode agir das seguintes formas:
inibindo a acdo das DNA- ou RNA-polimerases que codificam o virus, como é o caso
da idoxuridina (IDU); inibindo a sintese do DNA viral, como faz o aciclovir (ACV); ou
quando ela é incorporada nas regides internucleotideos do DNA viral, como faz a
brivudina (BVDU)(BOYDE, 1987).

Quando um agente antiviral for ativo mesmo quando adicionado tardiamente,
durante as Ultimas etapas do ciclo de multiplicacdo viral, € porque ele inibe,
preferencialmente, a sintese das proteinas estruturais que formam o capsideo, nao
agindo sobre a sintese dos acidos nucléicos (HAYASHI et al., 1992).

Para verificar estas hipoteses, os materiais-teste foram adicionados as células
em diferentes tempos: junto com os virus (t); e 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12,18 e 24h apds a
inoculacéo viral.

Os graficos 7 e 8 apresentam o efeito antiviral em fungao do tempo de adigcao
do extrato bruto e fracbes de llex paraguariensis, na replicacdo do HSV-1, cepas
KOS e 29R, respectivamente. Os resultados foram expressos em percentagem de
protecgao.

Para a cepa KOS do HSV-1, pbdde-se verificar que o extrato bruto nao
apresentou diferengas estatisticas significativas na percentagem de protecéo, entre
os diferentes tempos analisados; no entanto, foi observada uma queda nos
percentuais de protecao nos tempos de 18 e 24h, apesar dos valores permanecerem
superiores a 50%. As demais fracdes apresentaram diferencas estatisticas com
relacdo aos demais tempos de adicao apenas 24 h apoés a infecgao.

Para a cepa 29R do HSV-1, o extrato bruto e demais fracbes apresentaram um
percentual de protecido estatisticamente semelhante até 18h, havendo apds esse
tempo (24h), uma queda da percentagem de protegdo, estatisticamente diferente
dos demais tempos.

De modo geral, independentemente da cepa viral, péde-se observar que os

materiais-teste inibiram a replicagdo viral do tempo 0 até 18 h pds-infecgao (PI),
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indicando assim que eles agem provavelmente durante quase todas as etapas da
replicacdo do HSV-1, com menor intensidade nas duas ultimas que sao a montagem
e liberagéo dos virus, e a exocitose (COLBERI, 1975).

Serkedjieva e Ilvancheva (1999) também avaliaram a atividade anti-HSV-1 (cepa
KOS) de Geranium sanguineum, e usando esta mesma estratégia metodoldgica,
verificaram que o extrato aquoso inibiu significativamente a replicagao viral quando

adicionado apos a infecgéo.
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Gréfico 7: Efeito antiviral em funcdo do tempo de adicdo do extrato bruto e fragbes de
llex paraguariensis (500 ug/mL) frente a cepa KOS do HSV-1 expressos em valores de
percentagem de protecdo. Os resultados representam a média de trés experimentos

independentes

valores de p <

+

erro padrdao da média. Utilizou-se os testes de ANOVA e Tukey;
0,05 foram considerados significantes. Letras iguais indicam que n&o ha

diferenga estatistica significante entre as médias das % de protegéo, considerando-se
os diferentes tempos de adig¢ao.
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Gréfico 8: Efeito antiviral em fungao do tempo de adicdo do extrato bruto e fragcbes de
llex paraguariensis (500 ug/mL) frente a cepa 29Rdo HSV-1 expressos em valores de
percentagem de protecdo. Os resultados representam a média de trés experimentos
independentes + erro padrdo da média. Utilizou-se os testes de ANOVA e Tukey;
valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Letras iguais indicam que nao ha
diferenca estatistica significante entre as médias das % de protegéo, considerando-se
os diferentes tempos de adigéo.
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O estudo da acgao antiviral em funcdo do tempo de adigdo dos materiais-teste
mostrou resultados semelhantes, o que poderia sugerir que a(s) substancia(s)
responsavel(is) por esta atividade antiviral esta(ao) presente(s) de forma equivalente
em todas as amostras testadas. Este fator é enfatizado ao se analisar as outras
estratégias metodologicas aqui testadas, que também apresentaram resultados
semelhantes entre as amostras. Na tentativa de elucidar o(s) responsavel(is) por
esta agao antiviral, foram realizadas analises cromatograficas, objetivando identificar
e quantificar os acidos fendlicos em llex paraguariensis, visto que a literatura
mostrou que dos constituintes da erva-mate, estes representam um dos grupos

majoritarios, com reconhecida agao antiviral.

57 RESULTADOS DAS ANALISES QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS DE
ACIDOS FENOLICOS EM llex paraguariensis

5.7.1 Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Com o intuito de avaliar o perfil cromatografico dos materiais-teste utilizados
nos ensaios da atividade anti-herpética, foram realizadas cromatografias em camada
delgada (CCD), conforme preconizado por (WAGNER; BLADT, 1996) e detalhadas
no item 4.7.

As figuras 4a e 4b mostram a analise cromatografica por CCD do extrato bruto e
fracbes de llex paraguariensis e das amostras auténticas dos acidos caféico e

clorogénico.
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Bruto Acetato BuOH Res Aq Ac Caf Ac Clorog

Bruto Acetato BuOH Res Aq Ac Caf Ac Clorog

Figura 4: Analise por cromatografia em camada delgada do extrato bruto e fragcdes
de llex paraguariensis, acidos caféico e clorogénico, rutina (Ru) e quercetina (Q).
Cromatograma A - Fase Fixa: Silica gel; Fasinm; Fase Movel: AcOEt:Ac. Form:Ac.
Acético: Agua (30:2:2:3 v/v); Revelador: UV 254 nm. Cromatograma B - Fase Fixa:
Silica gel F254nm; Fase Moével: AcOEt:Ac. Form:Ac. Acético: Agua (30:2:2:3 v/v);
Revelador: Reagente Natural A/UV 366 nm

Como pode ser verificado no cromatograma acima, os acidos caféico e
clorogénico apresentaram valores de Rf de aproximadamente 0,9 e 0,45,
respectivamente, dados condizentes com os da literatura (WAGNER; BLADT, 1996).

A presenca desses compostos foi verificada no extrato bruto e fragdes de llex



Resultados e Discussdo 76

paraguariensis, estando o acido clorogénico presente com maior intensidade nas
fracdes n-butandlica, residuo aquoso e extrato bruto, e o acido caféico nas fragdes

acetato de etila e n-butandlica.

5.7.2 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

5.7.2.1 Selecéo das condi¢gdes cromatograficas

O estabelecimento dos pardmetros para a analise de acidos fendlicos por
CLAE foi fundamentada nos dados presentes na literatura (LI et al., 2004; FILIPIP et
al., 2001; WEN et al., 2005). Dessa forma, foi estabelecido para a realizagdo destes
ensaios a utilizacdo de coluna de fase reversa (C-18) e detector UV (323 nm). A fase
movel (FM) utilizada nas andlises foi definida apds diversos testes, nos quais foram
alterados os componentes da FM e suas respectivas proporgdes. A utilizacdo de
acido acético 1% na fase mével B permitiu a obtencdo de picos bem resolvidos e
com reduzida formagao de cauda. Com as condigdes empregadas para a analise por
CLAE os tempos de retengcdo para os acidos clorogénico e caféico foram de

aproximadamente 10,2 e 14,4 min, respectivamente.

5.7.2.2 Curvas padrao dos acidos caféico e clorogénico

Para a quantificagcdo dos acidos caféico e clorogénico nos materiais-teste, foi
nescessario, primeiramente, realizar suas respectivas curvas padrdo, que foram
preparadas relacionando-se as areas dos picos com as concentracdes das amostras
analisadas (n=8) e expressas pela equagao da reta. As curvas padrées dos acidos

fendlicos analisados estao apresentadas no graficos 9.
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Gréfico 9: Curvas padrao dos acidos caféico e clorogénico, com as
respectivas equacgdes das retas, onde Y= area do pico e X=
concentragdes dos acidos. A leitura foi realizada a 323nm Cada
ponto representa a média das trés inje¢cdes de cada amostra.

Como pode ser observado, a andlise de regressdo linear apresentou um r?

superior a 0,99 indicando boa linearidade para o método na faixa de trabalho
selecionada. Através das analises cromatograficas e da equagao da reta também foi
possivel estabelecer os limites de deteccao para os acidos caféico e clorogénico, os
quais foram, respectivamente, de 0,25 e 0,625 pug/mL.

Para a analise por CLAE de alguns acidos fendlicos presentes em uma planta
chinesa, Li e colaboradores (2004) utilizaram coluna Hypersyl ODS-2 (200 x 4,6 mm
diametro interno e 5 um de didmetro de particula), e detector UV com comprimento
de onda de 300nm. Como fase movel foi usado uma mistura de metanol:tampao
acetato (15:85 v/v), com fluxo de 1 mL/min.

As equacdes da reta obtidas foram, respectivamente: y=94796x — 45627 (r’=
0,9983) e y=54710x — 151702 (r*=0,9993) para os acidos caféico e clorogénico. Os
limites de deteccdo obtidos para os acidos caféico e clorogénico foram de 0,10 e
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0,78 pg/mL, respectivamente. Os tempos de retencao obtidos foram de 6,71 e 11,97
min para os acidos clorogénico e caféico.

Filipip e colaboradores (2001) avaliaram compostos fendlicos presentes em sete
espécies de llex, dentre elas, llex paraguariensis. Para isso, a coluna utilizada foi
uma C18 (5 ym, 250 X 4,6 m diadmetro interno); fase movel A: agua/AcOH 98:2; B:
MeOH/AcOH 98:2 — gradiente, no comprimento de onda de 325 nm. As equacgdes da
reta obtididas para os &cidos caféico e clorogénico foram y = 2,23 X 10%x ~ 5,8470
(r’=0,9982) e y = 1,15 X 10* — 2,12430 (r’= 0,9995), respectivamente. Os tempos
de retencdo encontrados foram de 10,5 e 12,4 min para os acidos clorogénico e
caféico. Os limites de detecgao nao foram relatados.

Para a determinacdo dos teores de acidos fendlicos em plantas medicinais,
Wen e colaboradores (2005), utilizaram uma coluna Agela XBP-C18 (5 um, 4,6mm x
150 mm) com sistema de eluicdo de gradiente binario, e obtiveram limites de
deteccao de 0,018 e 0,007 mg/mL e tempos de retengao de 11,27 e 16,10 min para
os acidos clorogénico e caféico, respectivamente. As equagdes da reta obtididas
para os acidos caféico e clorogénico foram y=91.806 X + 7.5795 (r*=1) e y=46.523X
— 0.6877 (r*=1). O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min e a fase mével era composta por
0,02% de acido trifluoracético (A) e metanol: 0,02% de acido trifluoracético (B). O
comprimento de onda de detecg¢ao utilizado foi de 320 nm.

Devido aos diferentes equipamentos e variaveis utilizados por cada grupo de
pesquisa, a comparagao dos resultados obtidos se torna dificil, mas pode-se
observar que os resultados desta dissertacdo sdo semelhantes aos encontrados

pelos autores citados acima.

5.7.2.3 Validacédo datécnica
Um método de analise foi desenvolvido e validado para quantificar acidos

fendlicos em llex paraguariensis. A exatidao do método foi de 104,65% para o acido
clorogénico e 97,4% para o acido caféico. As equagdes da reta para a calibragéo
das curvas de acido caféico e clorogénico foram respectivamente:.y =121610X —
3860 (r*= 0,9988) e y =62158X — 35690 (r’=0,9983). Os limites de detecgao obtidos
para os acidos caféico e clorogénico foram, respectivamente, de 0,25 e 0,625 ug/mL.

A precisao intemediaria foi mostrada com CV de 3,6 %, variacdo considerada

satisfatoria.
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5.7.3 Quantificacdo dos acidos caféico e clorogénico nos materiais- teste

A analise por CLAE indicou a presenca de quatro substancias majoritarias, com
caracteristicas cromatograficas de acidos fendlicos, no extrato bruto de llex
paraguariensis (fig 5) e nas fragdes acetato de etila (fig 6), n-butanol (fig 7), e no
residuo aquoso (fig 8), as quais foram codificadas, de acordo com a ordem
crescente dos seus tempos de retencdo como: S1, S2, S3 e S4. Os teores das
substancias foram calculados utilizando-se o peso seco da matéria-prima vegetal
utilizada e o rendimento do extrato obtido.

A seguir s&o apresentados, apenas a titulo ilustrativo, exemplos de
cromatogramas obtidos para o extrato bruto (fig 5) e para as fragcdes acetato de etila
(fig 6), n-butanol (fig 7), residuo aquoso (fig 8) e acidos caféico e clorogénico (fig 9).
E importante ressaltar que as ilustracdes ndo representam a média dos valores
obtidos e sim os valores obtidos em uma unica aplicagao isolada, portanto, variacdes
nas areas e tempos de retencao obtidos podem ser verificados quando comparados
com os valores das médias, apresentados na tabela 12, ou seja, os valores a serem
considerados sdo os apresentados na tabela. E importante lembrar também que o
eixo das ordenadas y varia proporcionalmente a concentragdo dos compostos em
estudo, por isso, materiais-teste que apresentaram menor quantidade de acidos
fendlicos (por exemplo: fragdo acetato de etila) estédo ilustrados nos cromatogramas

em menor escala no eixo y.
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Figura 5: Perfil cromatografico (CLAE) do Extrato Bruto obtido a partir de folhas de llex
paraguariensis (2000pg/mL). Condi¢cdes cromatograficas: Fase movel: [A: Metanol; B:(Acido
acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18

Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Deteccdo: UV 323nm.
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Figura 6: Perfil cromatografico (CLAE) da Fragdo Acetato de Etila obtido a partir de folhas
de llex paraguariensis (2000ug/mL). Condigdes cromatograficas: Fase moével: [A: Metanol;
B:(Acido acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18
Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Deteccdo: UV 323nm.
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Figura 7: Perfil cromatografico (CLAE) da Fragao n-BuOH obtido a partir de folhas de llex
paraguariensis (2000ug/mL). Condicdes cromatogréaficas: Fase mével: [A: Metanol; B:(Acido
acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18
Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Deteccdo: UV 323nm.
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Figura 8: Perfil cromatografico (CLAE) do Residuo aquoso obtido a partir de folhas de llex
paraguariensis (1000ug/mL). Condicdes cromatogréaficas: Fase mével: [A: Metanol; B:(Acido
acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18
Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Detecgao: UV 323nm.
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As substancias S2 e S4 apresentaram tempos de retencao idénticos aos

observados para as amostras auténticas dos acidos clorogénico e caféico, com

tempos de aproximadamente 10,2 e 14,4 min, respectivamente (fig 9).
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Figura 9: Perfil cromatogréafico (CLAE) das amostras de referéncia Acido Clorogénico(tr=9,7
min) e Acido cafeico(tr=14,4 min). Condi¢des cromatogréficas: Fase moével: [A: Metanol;
B:(Acido acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18
Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Deteccdo: UV 323nm.

A partir dos valores das areas e das equacdes das retas obtidas para os acidos

clorogénico (S2) e caféico (S4), foram calculadas as concentracées de cada acido

em cada material-teste (tabela 8).

Tabela 8: Concentragbes (%) das substancias S2 e S4 (com tempos de retencao
semelhantes aos dos acidos clorogénico e caféico, respectivamente) presentes em llex

paraguariensis.

Material-teste S2 S4

pg/mL % pg/mL %
Extrato bruto 11,74 1,17 0,48 0,05
Fracdo acetato 4,76 0,48 2,71 0,27
Fracdo butandlica 13,79 1,38 1,35 0,15
Res aquoso 11,66 1,17 0,40 0,04

Os valores apresentados na tabela 8 se aproximam dos encontrados por Filipip

e colaboradores (2001), que analisaram um extrato aquoso de folhas de llex
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paraguariensis. Esses autores encontraram valores de 2,8 e 0,023 % para os acidos
clorogénico (S2) e caféico (S4), respectivamente, valores estes relativamente

aparentados aos encontrados para o extrato bruto nesta dissertacao.

58 ESTABELECIMENTO DA CORRELACAO ENTRE A ATIVIDADE ANTI-
HERPETICA E OS TEORES DE ACIDOS FENOLICOS EM llex
paraguariensis

Extrato bruto: Através do ensaio da reducdo das placas de lise foi possivel
verificar que o extrato bruto de llex paraguariensis apresentou valores de indices de
seletividade de 15,7 e 16,1, respectivamente, para as cepas KOS e 29R do HSV-1
(tabela 9), sendo que esses resultados n&o apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre si (dados ndo mostrados).

No ensaio de inibicdo da adsorgao viral, os valores de IS obtidos foram de 24,8
e 17,4 para as cepas KOS e 29R, respectivamente, valores esses superiores aos
obtidos na avaliagdo simultdnea, mas néo estatisticamente diferentes daqueles.

A analise quimica deste extrato pela técnica de CLAE demonstrou que a
substancia S1 é majoritaria (42%) nesta amostra, quando comparada com as demais
substancias (fig 5). Para a substancia S2, que possui comportamento cromatografico
semelhante ao do acido clorogénico, foi detectado que ela ocorre em menor
quantidade (37%) do que a substancia S1. A substéncia que apresentou
caracteristicas cromatograficas semelhantes as do acido caféico (S4), é a que se
encontra em menor quantidade no extrato bruto (1%). Esta fragdo possui 29% dos

fendlicos totais analisados (Grafico 10).

31% 29% m Bruto

m AcOEt
o BuOH
11% O Res Aq

29%

Gréfico 10: Distribuicdo das substancias analisadas por
CLAE (fendlicos totais) nos materiais-teste. Os valores
representam a soma da area das substancias
analisadas (acidos fendlicos).
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Fracdo acetato de etila: esta fragado apresentou indices de seletividade de 22,7
e 21,7, respectivamente, para as cepas KOS e 29R, e esses resultados também néao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre si (dados n&o
mostrados).

Na avaliagdo da inibicdo da adsorgcao viral, foi verificado um aumento da
atividade, pois os valores de IS aumentaram bastante (IS = 73,4 e 132,8,
respectivamente, para as cepas KOS e 29R).

Sua analise cromatografica (figura 6) demonstrou que nesta fracdo, o acido
fendlico presente em maior quantidade € o que apresentou tempo de retencéo
semelhante ao acido caféico - S4 - (40%), seguido pela substédncia com
caracteristicas cromatograficas semelhantes as do acido clorogénico - S2 - (36%).
As substéancias S1 e S3 se distribuem igualmente (12% cada). No entanto, somando-
se as areas dos quatro acidos fendlicos, verificou-se que a fragdo acetato de etila é
a que possui menor percentagem de fendlicos totais (11%) (grafico 10). E importante
ressaltar que nesta fracdo foi verificada a presenga de uma quinta substancia, de
forma majoritaria, identificada na figura 6 como “Sd” (Substancia desconhecida). Nao
€ descartada a possibilidade desta substancia ser também responsavel pela agéao
antiviral detectada para esta fracao.

Fracdo n-butandlica: esta fragdo foi a que apresentou os melhores indices de
seletividade para a cepa KOS, quando comparada ao extrato bruto e demais
fracdes, pela técnica das placas de lise (tratamento simultaneo), com valores de IS
de 28,7 e 21,6, respectivamente, para as cepas KOS e 29 R (tabela 9).

Pela técnica de inibicdo da adsorcao viral, os valores de IS obtidos foram de
24,5 e 33,1, para as cepas KOS e 29R, respectivamente.

Sua analise cromatografica (figura 7) mostrou que estdo presentes em
quantidades semelhantes as substancias S1 (38%) e S2 (37%), sendo esta ultima,
cromatograficamente semelhante ao acido clorogénico; em menores quantidades
estdo presentes as substdancias S3 (19%) e S4 (6%), esta Ultima
cromatograficamente semelhante ao acido caféico. Essa fracdo ocupa 29% do total
de acidos fendlicos, valor idéntico ao do extrato bruto (grafico 10).

Residuo aquoso: este apresentou valores de IS de 13,9 e 16,1
respectivamente, para as cepas KOS e 29R (Tabela 9), inferiores aos obtidos para o

extrato bruto ou para as demais fragoes.
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No entanto, na técnica de inibicdo da adsorgao viral, os valores de IS obtidos
foram de 63,4 e 24,7, para as cepas KOS e 29R, respectivamente.

A analise cromatografica (Fig 8) mostrou que nesta fracdo a substancia S1 é
majoritaria (42%), seguida pelas substancias S2 (36%), S3 (21%) e S4 (1%). Essa
fracao apresentou a maior quantidade de fendlicos totais (31%) (grafico 10).

A tabela 9 mostra a area dos acidos fendlicos detectados em llex

paraguariensis, em condi¢cdes experimentais propicias para sua identificagcao.

Tabela 9: Area dos acidos fendlicos majoritarios observados em llex paraguariensis e valores
de IS obtidos pela técnica de inibicdo das placas de lise.

AREA IS (CCs0/CEsp)
Extratos/Fracdes Placas de lise
S1 S2 S3 S4 TOTAL KOS 29R

Extrato Bruto 798189 694330 377985 20324 1890828 15,7 16,1

Frac&do Acetato 89679 260646 86248 290740 727313 22,7 21,7
Fracdo butandlica 545154 821342 407948 126073 1900517 28,7 21,6
Res Aquoso 816437 689206 410183 9848 1925674 13,9 16,1

Segundo a literatura (LI; BUT; OOI, 2005), ensaios com o acido clorogénico na
sua forma isolada ndo apresentaram promissores resultados na inibicdo da
replicacdo do HSV-1, utilizando-se células VERO e a cepa KOS. No intuito de
confirmar esses dados, ensaios empregando acido clorogénico foram realizados no
presente trabalho, os quais apresentaram 13,5% e 12% de inibi¢do na concentragéao
de 62,5ug/mL para as cepas KOS e 29R, respectivamente, semelhantes aos citados
na pela literatura, sugerindo que essa substancia (S2) ndo poderia ser considerada
como a unica responsavel pela acao anti-herpética detectada.

O acido caféico também foi testado individualmente, e apresentou valores de IS
de 26,4 e 5,5, para as cepas KOS e 29R, respectivamente. Os resultados mostraram
que, embora o acido caféico apresente uma atividade anti-herpética importante, ela
nao pode ser comparada com aquela detectada para as fragdes, pois € bem inferior
a estas.

A fragdo butandlica foi a que apresentou o melhor resultado para a cepa KOS,
no tratamento simultaneo, na técnica de inibicdo das placas de lise (IS= 28,7), e a
fracdo acetato de etila no ensaio de inibicdo da adsorgéo viral (IS= 73,4). Para a

cepa 29R, os melhores resultados obtidos foram para as fragbes butandlica e
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acetato de etila no tratamento simultaneo, pela técnica das placas de lise (IS = 21,7
e 21,6, respectivamente), e para a fracao acetato de etila no ensaio de inibicao da
adsorcgao (IS = 132,8), valor esse aumentado cerca de cinco vezes em comparagao
ao tratamento simultaneo.

Na fracdo butandlica, encontrou-se a maior quantidade de S2
(cromatograficamente semelhante ao acido clorogénico), mas também foi a fragao
que apresentou o segundo maior teor de S4 (cromatograficamente semelhante ao
acido caféico) (6%).

A fracao acetato de etila foi a que apresentou maior quantidade do acido caféico
(S4) - 40% - e apresentou os melhores resultados na inibigao da adsorgao viral.

Considerando-se que a fragcdo acetato de etila apresentou um valor de IS
semelhante ao detectado para a fracdo butandlica e superior aos valores de IS
encontrados para o extrato bruto e residuo aquoso (tabela 9), e que essa diferenca
aumentou na técnica de inibicdo da adsorcdo, é possivel inferir que a atividade
antiviral verificada para llex paraguariensis ndo esteja diretamente relacionada
apenas ao teor de fendlicos presente no extrato vegetal, visto que a fragdo acetato é
a que apresenta menor quantidade de acidos fendlicos totais.

A analise dos resultados obtidos com o extrato bruto, fragbes e compostos
isolados de llex paraguariensis, comparados com os obtidos nas analises
cromatograficas reforcam a hipétese de que a inibigdo da replicagao viral obtida n&o
esta diretamente relacionada somente aos teores de acidos fendlicos presentes.

Considerando que as fragdes acetato de etila e butandlica apresentam
saponinas e flavonoides em sua composicao quimica, estes metabdlitos secundarios
que poderiam ser também responsaveis pela acédo antiviral de llex paraguariensis,
detectada nesta dissertacdo. No entanto, devido a sua indisponibilidade, eles néo
foram testados.

Estes resultados sugerem que a fracdo acetato de etila provavelmente
apresenta substancias em proporcoes diferentes dos outros materiais-teste,os
quaisagem sinergicamente, potencializando a agao desta fragao principalmente na
inibicdo da adsorgéo viral.

O termo sinergismo € utilizado para designar todo tipo de interagdo entre
constituintes de um extrato vegetal, bem como de componentes de uma mistura de
varias plantas (WILLIAMSON; 2001). Ele € normalmente assumido como o grande

responsavel pelo efeito medicinal de extratos de plantas, e € considerado um dos
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grandes recursos da fitoterapia. Sabe-se que as plantas contém uma enorme
diversidade de metabdlitos secundarios, constituintes quimicos aos quais muitas
vezes fornecemos o status de principios ativos. Esta diversidade de substancias
dentro de uma mesma planta pressupde uma alta probabilidade de interacbes entre
elas. Neste contexto, as interagdes sinérgicas sdo aquelas na qual a atividade
combinada de duas ou mais substadncias € maior que aquela esperada pela
somatoria das suas atividades individuais. Por sinergismo, verifica-se que algumas
substancias isoladas e em conjunto com outras, podem potencializar os efeitos
benéficos ou entdo atenuar os efeitos adversos. Como pbde-se verificar, os
compostos isolados inibiram a replicagao viral em menor intensidade que o extrato
bruto e fragdes, sugerindo haver sinergismo entre as substancias presentes em cada

extrato/fragao.
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6 CONCLUSOES

o« Dos oito extratos vegetais testados na triagem anti-herpetica, apenas o
extrato bruto e as fracbes hexano, cloroférmio e acetato de etila dos caules de
Sloanea guianensis e a fragao cloroférmio de Lafoensia pacari apresentaram

consideravel citotoxicidade.

« Com relacido a agao anti-herpetica, resultados promissores foram obtidos para
Lafoensia pacari, Passiflora edulis, Rubus imperialis, Sloanea guianensis e

llex paraguariensis.

e Optou-se dar continuidade ao estudo de llex paraguariensis, pois este
material-teste estava presente em maior quantidade e também pela
disponibilidade dos acidos caféico e clorogénico, como substancias-

referéncia.

e O extrato bruto e fragdes de Illex paraguariensis apresentaram baixa
citotoxicidade; entretanto, os compostos isolados, acidos caféico e
clorogénico, apresentaram alta citotoxicidade, provavelmente devido as suas

caracteristicas acidas.

e O ensaio de inibicao das placas de lise com estes materiais-teste comprovou
os resultados obtidos pela técnica do MTT e, embora tenha apresentado
valores de IS maiores, ndo foram detectadas diferencas estatisticas

significativas entre esses e aqueles obtidos com a técnica do MTT.

o O extrato bruto e fragdes apresentaram resultados bastante encorajadores no
tratamento simultaneo e no pds-tratamento pela técnica do MTT, mas nao

mostraram acao anti-herpética promissora, quando do pré-tratamento.

e O acido clorogénico nao apresentou resultados promissores na inibigdo da
replicacao viral, ja o acido caféico apresentou uma inibicao significativa (se
comparada a do acido clorogénico), mas inferior a obtida pelo extrato bruto e

fracOes de llex paraguariensis.
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Os resultados obtidos na inibigdo da adsorgao viral foram mais promissores
que os obtidos na técnica de tratamento simultaneo, principalmente para a
fracdo acetato de etila, mostrando que os materiais-teste atuam

inibindo/prejudicando a adsorgéo viral.

O ensaio de avaliagdo da atividade antiviral pelo tempo de adicdo das
amostras-teste mostrou que estas atuam provavelmente durante quase todas
as etapas da replicagao do HSV-1, com menor intensidade nas duas ultimas

que sao a montagem e liberagao dos virus, e a exocitose.

As analises cromatograficas por CCD e CLAE permitiram detectar e identificar
duas das quatro substancias majoritarias presentes em llex paraguariensis

como sendo os acidos caféico (S4) e clorogénico (S2).

As substancias S1, S2 e S3 distribuem-se de forma semelhante e majoritaria

no extrato bruto, fracdo butandlica e residuo aquoso.

A substancia S4 esta presente em maior quantidade na fracdo acetato de
etila, que foi o material-teste que apresentou o efeito mais importante na
inibicdo da adsorgédo do HSV-1 (cepas KOS e 29R).

A quantificagao destes acidos fendlicos mostrou que a atividade anti-herpética
detectada nao esta direta e especificamente relacionada com os acidos
fendlicos detectados, mas deve-se, provavelmente, ao efeito sinérgico entre
essas e outras substancias presentes nos materiais-testados, tais como os

flavondides e as saponinas triterpénicas, ja detectados neste vegetal.
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7 PERSPECTIVAS
e Realizar o fracionamento biomonitorado com os extratos que mostraram
resultados promissores na triagem antiviral (Lafoensia pacari, Passiflora

edulis, Rubus imperialis e Sloanea guianensis);

e Realizar ensaios de adsorgdo e acado antiviral em fungdo do tempo com o
acido caféico;

e Continuar o fracionamento biomonitorado da fracdo acetato de etila de llex

paraguariensis;

e Realizar outros ensaios antivirais, tais como inibicdo da penetracao viral, e

sinergismo entre fragdes e o aciclovir;

e Isolar e identificar as substdncias S1 e S3, bem como realizar ensaios

antivirais com elas, caso ndo existam estudos na literatura;

e Avaliar a agéo anti-herpética das saponinas e dos flavondides da erva-mate.
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APENDICES



APENDICE 1

Resultados obtidos na anélise dos frutos de llex paraguariensis

Durante a realizacdo desta dissertacdo, também foi testado o extrato bruto
dos frutos de llex paraguariensis. Como dito anteriormente, o objetivo principal era
realizar o fracionamento biomonitorado com o material-teste que tivesse
apresentado melhores resultados; desta forma, os resultados obtidos com os frutos
nao foram mostrados anteriormente.

No entanto, a comparacao entre os resultados obtidos, tanto nos ensaios de
avaliacao da atividade antiviral, quanto no isolamento e identificacdo de compostos
fendlicos, evidenciou as diferencas existentes entre os frutos e folhas de llex
paraguariensis, e permitiu maior sustentagéo da hipotese de que os acidos fendlicos
agem sinergicamente produzindo agao antiviral.

A tabela 1 mostra os resultados obtidos com o extrato bruto dos frutos de llex

paraguariensis.

Tabela 1: Resultados de citotoxicidade e avaliagdo da potencial atividade anti-herpética do
extrato bruto dos frutos de llex paraguariensis, obtidos pela técnica do MTT e diferentes
estratégias metodoldgicas.

Cito

Pré-tratamento Tratamento Simultaneo Pés-tratamento
(ng/mL)

KOS 29R KOS 29R KOS 29R
VERO CESO CE50 CE50 CE50 CE50 CE50

IS Is IS Is IS
(hg/mL) (hg/mL) (hg/mL) (hg/mL) (hg/mL) (ng/mL)
1526+161  855#125 1,8 730111 21 45773 33 46990 33 378:100 4  407:98 37

Frutos

|S:CC50/CE50

Como pode ser observado nesta tabela, o extrato dos frutos de llex
paraguariensis apresentam baixa citotoxicidade (CCsy = 1.526 ug/mL) e também
baixa atividade antiviral, quando comparado aos demais materiais-teste, em todas as
estratégias metodoldgicas usadas.

A andlise do perfil cromatografico do extrato bruto dos frutos de llex

paraguariensis € mostrada na figura 1:
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Figura 1: Perfil cromatografico (CLAE) do extrato bruto dos frutos de llex
paraguariensis. Condigbes cromatogréaficas: Fase movel: [A: Acetonitrila; B:(Acido
acético 1%: MeOH - 95:5) (5:95 v/v)]. Fluxo: 0,8mL/min; Fase fixa: coluna RP-C18
Phenomenex® (150 x 4,6mm 5um). Detecgao: UV 323nm.

Como pode ser observado na figura 1, a quantidade de acidos fendlicos nos frutos de
llex paraguariensis é extremamente pequena (ver escala achurada em vermelho).
Considerando-se a area total de fendlicos totais, e distribuindo-a para todas as amostras-
teste, incluindo os frutos, este possui quantidade tdo pequena que fornece uma

percentagem de 0% (grafico 1).

0%
29% 28%
@ Bruto
m AcOEt
0O BuOH
ORes Aq
m Frutos
1%

32%

Gréfico 1: percentagem de fendlicos totais distribuidos nas
amostras teste incluindo os frutos.



A analise destes resultados reforcam o indicio de que os acidos fendlicos séo
um dos responsaveis pela acao antiviral das folhas de llex paraguariensis, visto que
esta diminuiu bastante (tabela 1) para os frutos, que possuem um infimo teor de

acidos fendlicos totais.
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