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Resumo:

O virus Herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um virus envelopado, com DNA de
fita dupla, amplamente distribuido na populacdo mundial, causador de leséo
orofacial branda, que pode agravar conforme o estado imunoldgico do
hospedeiro. O tratamento padrdo € realizado com a administracdo de
analogos de nucleosideos (p.e. aciclovir), que sao especificos para células
infectadas com o material genético viral, entretanto tem havido sele¢édo de
cepas resistentes ao tratamento. O Tanacetum parthenium é uma planta
herbacea utilizada na medicina popular para véarias aplicacdes, dentre elas
dores abdominais, febre e enxaqueca. No entanto, ndo ha estudo que
comprove a atividade antiviral do extrato aquoso desta planta, preparagéo
comumente utilizada na medicina popular. O objetivo deste trabalho foi
investigar a citotoxicidade e a atividade anti-HSV-1 in vitro do extrato aquoso
obtido das partes aéreas de T. parthenium avaliando-se a viabilidade celular
pelo método do MTT. O resultado obtido mostrou que o extrato aquoso de T.
parthenium foi capaz de proteger 50% das células Vero contra a infecgcéo por
HSV-1 em concentragdo n&o-toxica para a célula (ECs,=32,8 pg/mL)
considerando que o CCsq obtido foi de 311,8 ug/mL, indicando um indice de
seletividade de 9,5. Esses resultados preliminares sugerem que o uso da
preparacao (infusdo) é segura e pode ser eficaz no tratamento de lesées de
pele causadas por HSV-1, desde que sejam utilizadas em concentracdes
adequadas.

Introducao

O Herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um virus envelopado com DNA de fita
dupla, amplamente distribuido na populacdo mundial, sendo o causador de
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lesdo orofacial em geral benigna, mas que pode agravar de acordo com o
estado imunolégico do hospedeiro (SANTOS et al., 2008).

A terapia anti-herpética padrédo é realizada por meio da administracdo de
analogos de nucleosideos, como o0 aciclovir que possui uma atividade
seletiva, pois atua somente em células infectadas pelo herpesvirus. Porém,
mutacbes podem produzir cepas resistentes ao aciclovir, agravando as
lesGes e inviabilizando o tratamento (SANTOS et al., 2008). Sendo assim ha
a necessidade de buscar novos agentes antivirais seguros e eficazes e os
produtos de origem natural sdo importantes fontes de novos medicamentos
(ZONG et al., 2012).

O Tanacetum parthenium é uma planta herbacea pertencente a familia
Asteraceae, sendo que as partes aéreas (folhas, flores e caule) sao
utilizadas na medicina popular para o tratamento de febre, enxaqueca, artrite
reumatoide, problemas estomacais, picadas de insetos, infertilidade e
problemas menstruais (PAREEK et al.,, 2011). Além disso, céapsulas
contendo as partes aéreas pulverizadas sdo comercializadas, com diversas
doses e recomendacgOes terapéuticas. Apesar das evidéncias de que o
extrato hidro-alcoolico, fracbes e componentes isolados do T. parthenium
apresentam atividade anti-herpes (ZANQUETA, 2014), ndo ha estudo que
comprove a eficacia, e nem a seguranca das preparacdes na forma de
infusdo normalmente utilizadas pela populacdo no tratamento topico de
lesGes de pele. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi de investigar a atividade
anti-HSV-1 e a citotoxicidade in vitro do extrato aquoso obtido a partir da
infusdo das partes aéreas do T. parthenium.

Materiais e métodos

Obtencédo do Extrato Aquoso (EA)

Para a obtenc&o do extrato aquoso, o p6 das partes aéreas secas e moidas
(66,7 g) de T. parthenium (adquirido de Florien Insumos Farmacéuticos, lote
053652, Piracicaba, SP) foi submetido ao processo de infusdo em um litro de
agua destilada e fervido por 25 min (EUROPE, 2011). O extrato foi filtrado,
liofilizado e armazenado ao abrigo de luz em freezer (-20 °C).

Cultivo de células e virus

Os ensaios foram realizados em células Vero (CCL-81/ATCC), cultivadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina (50 ug/mL), mantidas em estufa
Umida com tensdo de 5% de CO2. A cepa KOS de HSV-1 (sensivel ao
aciclovir) foi propagada em células Vero, separada em aliquotas e
armazenada a -20 °C. O virus foi previamente titulado em placa de 96 e 24
pocos, para ser entdo utilizado nos experimentos.
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Ensaio de Citotoxicidade

Placas de 96 pocos foram preparadas com monocamada de células Vero e
incubadas a 37 °C até confluéncia. As células foram lavadas com PBS
(tampao fosfato salino) e diluigbes seriadas (31,25 — 62,5 — 125 — 250 — 500
— 1000 pg/mL) do EA foram adicionadas aos pocos, em triplicata. A placa foi
incubada por 72 h, a 37 °C. Apés a incubacéo, o meio antigo foi removido,
0s pocos lavados com 100 uyL de PBS, e, posteriormente, adicionados 50
pL/poco de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) (2
mg/mL), exceto no branco, seguido de incubacéo por 4 h, ao abrigo da luz,
em estufa 37 °C. Em seguida, foi adicionado DMSO (dimetilsulfoxido), em
todos os pocos e a leitura realizada em leitor de microplaca, em 562 nm.

Atividade antiviral in vitro pelo método do MTT

Monocamadas confluentes de células VERO cultivadas em placas de 96
pocos foram lavadas com PBS e infectadas com 25 pL de suspenséo viral
(cepa KOS) TCIDso/mL (Median Tissue Culture Infective Dose), incubadas
por 1h a 37 °C em tensdo de CO;, a 5%. Sobre a monocamada, foram
adicionados 100 uL/pogco de cada concentracdo ndo-toxica do extrato
aquoso diluido em DMEM, em triplicata. Apos incubacéo a 37 °C em tensao
de CO; a 5% durante 72 h, a viabilidade celular foi verificada pelo método do
MTT, como descrito no item anterior. A atividade antiviral foi determinada de
acordo com o percentual de inibicdo do efeito citopatico.

Resultados e Discussao

Rendimento do extrato

Apés a liofilizagdo, o pd obtido a partir do extrato aquoso por infuséo,
apresentou como caracteristicas cor amarelo esverdeado e aroma
canforado, e apresentou rendimento de 12,65% (8,40 Q).

Citotoxicidade e atividade antiviral

Tabela 1. Citotoxicidade (Células Vero) e atividade anti-HSV-1 (cepa KOS) e

indice de seletividade do extrato aquoso de Tanacetum parthenium pelo
método do MTT.

Cepa KOS
CCso = DP (pg/mL) ECso + DP (ug/mL) IS

311,8 +18,2 328+1,9 9,5

CCs,=Concentracéo toxica para 50% das células; ECsp=concentrac&o que inibiu 50% da infec¢éo Viral; IS = indice
de seletividade (CCso/ ECsg); n = 3 (sendo n = n° de experimentos independentes); DP = Desvio Padrao.
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O indice de seletividade (9,5) indica que o extrato aquoso de T. parthenium
foi efetivo contra a infecgdo celular pelo HSV-1 (cepa KOS) e apresenta
baixa toxicidade as células, ou seja, a concentracao capaz de proteger 50%
das células contra a infeccédo por HSV-1 € segura para a célula hospedeira.

Conclusbes

O extrato aquoso de T. parthenium foi capaz de proteger as células Vero
contra a infeccdo por HSV-1 em concentracfes ndo-tdxicas, portanto os
resultados obtidos neste estudo podem contribuir para a validacdo da
preparacdo obtida por infusdo empregada na medicina popular no
tratamento de lesGes causadas pelo HSV-1.
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