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Resumo

O virus Herpes simples tipo 1 (HSV-1) afeta grande parte da populacdo em
todo mundo, devido a sua facil transmissdo. O HSV-1 é um virus
envelopado com capacidade de estabelecer laténcia no hospedeiro,
constituindo uma forma de escape do parasito a resposta imune. O
tratamento consiste no emprego de analogos de nucleosideos, como o
aciclovir, que inibem a replicacdo do material genético viral, porém existe
uma alta incidéncia de resisténcia, sendo assim, de elevada importancia a
busca de novos farmacos com atividade anti-herpética. E nesta busca, o
aciclovir é utilizado como referéncia nos ensaios de atividade anti-HSV-1,
portanto, € de grande importancia o preparo adequado da solugéo estoque e
a padronizacdo dos demais procedimentos. Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo padronizar o preparo da solucdo estoque do
aciclovir utilizando diferentes solventes de modo a otimizar as metodologias
empregadas no estudo de atividade antiviral: 0 método de inibicdo do efeito
citopatico e o ensaio de reducédo de placas.

Introducao

Os virus séo parasitas com ciclo de replicagdo exclusivamente intracelular,
sem nenhum metabolismo ativo fora da célula hospedeira. Além disso, séo
constituidos por um genoma viral, envolvido por uma capa protéica,
denominada capsideo, formando um conjunto denominado nucleocapsideo.
Podem infectar células vegetais e animais causando danos irreparaveis ao
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hospedeiro (Trabulsi et al., 2008). O Herpes simplex (HSV) € um virus
envelopado que apresenta como genoma o DNA, pertencente a familia
Herpesviridae, e possui a capacidade de estabelecer infec¢bes persistentes
por toda a vida do hospedeiro. O Herpes simples tipo 1 (HSV-1) e tipo 2
(HSV-2) pertencem ao género Simplexvirus, sendo o0 primeiro associado a
infecdo da cavidade oral e o segundo associado a infec¢des do trato genital
(Santos et al., 2008).

O HSV-1 é transmitido pelo contato direto entre uma pessoa infectada e uma
sadia, penetrando pelas mucosas ou pele lesionada. O tratamento consiste
na aplicacao de anti-sépticos e anestésicos topicos nas lesfes das mucosas,
sendo também empregado o aciclovir e seus analogos por via oral ou tépica
(CHIBO et al., 2004).

O Aciclovir € um anélogo de nucleosideo com atividade antiviral contra o
virus herpes simplex (HSV), varicela-zoster (VZV), Epstein-Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV) e herpes virus humano 6 (HHV-6) (WAGSTAFF,
1994). Seu mecanismo de agao consiste em inibir seletivamente a replicacéo
do DNA viral com baixa toxicidade para a célula hospedeira. Dessa forma, o
aciclovir reduz significativamente a sintese de DNA na célula infectada pelo
virus, dificultando sua multiplicacdo (COSTA, 2007).

Existe um grande numero de pesquisas que buscam encontrar uma droga
alternativa no tratamento de HSV-1 em casos de resisténcia. Para a
padronizacdo das metodologias, o emprego de uma droga referéncia é
fundamental. No intuito de padronizar as metodologias, este trabalho teve
como objetivo comparar o efeito da atividade antiviral do aciclovir quando
este é dissolvido em diferentes solventes.

Materiais e métodos
Cultivo e manutencéo de células e virus e atividade antiviral

Foram utilizadas células Vero (ATCC® CCL81™) e virus HSV-1 cepa KOS
(ATCC® VR-1493D™), AR-29 e um isolado clinico para realizacdo dos
experimentos. Os ensaios de atividade antiviral foram realizados em placas
de 96 e 24 pocos, em triplicatas. As placas de 96 pocos foram coradas com
uma solucdo de 4% de sulforrodamina B (Sigma®) em acido acético e a
leitura efetuada em leitor de ELISA. E as placas de 24 pocos foram fixadas
com formaldeido 10% e coradas com cristal violeta para a contagem das
placas de lise.

Solugbes Estoque

Trés solucdes estoque distintas de aciclovir (10.000 pg/ml) foram
preparadas: (1) SEA (aciclovir dissolvido em agua destilada estéril); (2) SED
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(aciclovir dissolvido em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM —
GIBCO®); (3) SEP (aciclovir dissolvido em PBS, pH 7,2).

Resultados e Discussao

Nos ensaios em placas de 96 pocos realizados com a cepa KOS néo foi
possivel encontrar um valor exato de ECsp, pois 0 aciclovir protegeu até a
menor concentracdo testada. Portanto, podemos afirmar que o ECsy foi
menor que 0,03125 pg/ml para todos os solventes testados. Ja nos
experimentos com placas de 24 pocos o ECsy encontrado foi na
concentragdo de 0,25 pg/ml para os trés solventes. Essa variacdo nos
valores de ECs,, provavelmente, esta relacionada a diferenca das
metodologias, mas o resultado foi o mesmo para os trés solventes,
indicando que a atividade do aciclovir permaneceu inalterada.

Nos experimentos realizados em placas de 96 pogcos com a cepa AR-29 e
com o isolado clinico, ambos resistentes ao tratamento com aciclovir, foi
possivel observar pequenas variacbes no ECsy de acordo com o solvente
utilizado. Aparentemente, os valores obtidos (ECsp) com a dissolucdo do
aciclovir em agua sado maiores do que com os outros solventes, DMEM ou
PBS (Figura 1).
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Figura 1 - Comparacéao dos valores de ECsydo aciclovir dissolvido em agua, DMEM e
PBS. ECs, = concentragdo que inibiu 50% da infec¢éo viral; AR-29 (cepa de HSV-1
aciclovir-resistente).
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Conclusbes

Analisando os resultados podemos concluir que a dissolugéo do aciclovir em
qualquer um dos solventes testados utilizando-se a cepa KOS (aciclovir-
sensivel) ndo interferiu na atividade do agente antiviral. Para as cepas
aciclovir-resistentes, verificamos resultados semelhantes. Assim, a droga
referéncia pode ser dissolvida diretamente no meio DMEM sem alterar a sua
atividade. Este procedimento, ou seja, a dissolucdo do aciclovir em DMEM é
vantajoso em relacdo ao uso da agua ou PBS como solvente, pois evita a
alteracdo da composicdo do meio de cultura durante o procedimento de
diluicéo seriada da droga.
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