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Resumo

O virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) pertence a familia Herpesviridae e
apresenta DNA de fita dupla; possui tropismo pelo epitélio orolabial,
causando lesbes brandas, benignas e latentes. Estima-se que cerca de 70-
90% da populacdo mundial j& entrou em contato pelo menos uma vez com o
virus, mesmo sem manifestar a doenca. O tratamento padrdo é a
administracdo de anélogos de nucleosideos, como o Aciclovir, que é
altamente seletivo. Porém, mutacdes virais podem selecionar cepas
resistentes a este medicamento, que torna necessario o desenvolvimento de
pesquisas em busca de novos compostos ativos. A Stevia reubadiana, é
uma planta herbacea, e apresenta em sua composicao polissacarideos que
possuem atividade anti-herpética mostrados em experimentos in vitro. Deste
modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar por Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET) o efeito destes polissacarideos sobre as
particulas de HSV-1 na tentativa de compreender o modo de acdo destes
polissacarideos.
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Introducao

O herpesvirus tipo 1 (HSV-1) é um virus envelopado com DNA de fita dupla
pertencente a familia Herpesviridae, causador de lesdo orofacial branda,
benigna e latente, podendo agravar dependendo do estado imunoldgico do
hospedeiro (SANTOS et al, 2008).

O tratamento padrédo das infeccdes herpéticas consiste em administracao
de anélogos de nucleosideos, como o Aciclovir, que atuam apenas em
células infectadas; entretanto, mutacfes virais podem selecionar cepas
resistentes a este medicamento sendo necessaria a busca de novos
compostos ativos. A Stevia rebaudiana, € uma planta herbacea pertencente
a familia Asteracea nativa do Paraguai e do Brasil (REYES et al., 2014). Em
sua composicao, apresenta diversos polissacarideos com varias atividades
biolégicas ja descritas, dentre elas, destaca-se a atividade antiviral,
previamente observada pelo nosso grupo de pesquisa, onde o0s
polissacarideos extraidos da S. rebaudiana (PS-2 e PS-4) apresentaram
atividade anti-herpética nas etapas iniciais da infeccao viral (adsorcdo e
penetracdo), e também um efeito de neutralizacdo (CEOLE et al., 2013).
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar por Microscopia Eletrbnica
de Transmissdo (MET) o efeito destes polissacarideos sobre as particulas
de HSV-1.

Materiais e métodos.

Obtencéo dos extratos de polissacarideos

Os extratos de polissacarideos da S.rebaudiana foram obtidos em parceria
com Prof. Dr. Arildo José Braz de Oliveira, no Laboratério de Biotecnologia
de Produtos Naturais e Sintéticos, seguindo a metodologia descrita em
Oliveira et al. (2013)

Manutencao da cultura de células, propagacéo e titulagdo do virus.

Células Vero (ATCC CCL-80) mantidas em estufa umida a 37 °C, tenséo de
5% de CO, foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
SFB (Soro Fetal Bovino) e 50ug/ml de gentamicina em frascos de cultura.
Os virus HSV-1 (cepa KOS ou isolado clinico/aciclovir resistente) foram
propagados em células Vero e titulados em monocamadas de células Vero
cultivadas em placas de 24 pocos para determinar a diluicdo capaz de
produzir cerca de 60-80 unidades formadoras de placas (UFP) por mL. A
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suspensao viral foi entdo separada em aliquotas de 150 puL e armazenada a
-20 °C.

Microscopia eletrénica de transmissao

As amostras de microscopia foram preparadas de acordo com Hong et al.,
(2014), com algumas modificacbes. Para isto, suspensdes virais da cepa
KOS ou isolados clinicos do virus foram tratados com os polissacarideos P2
e P4, durante 1h a 37°C. Amostras sem tratamento, incubada apenas com
meio de cultura sob as mesmas condi¢bes, serviram de controle. As
amostras foram depositadas sobre grades de cobre recobertas com
formar/carbono (200mesh), e em seguida submetidas a contrastacédo
negativa com acido fosfotingstico 2%, expostas a luz UV e secas ao ar
(fluxo laminar). Varias regides das grades foram observadas em Microscépio
Eletrénico de Transmissao JEOL JEM-1400, operado a 80kV e as imagens
capturadas.

Resultados e Discussao

As particulas de HSV-1 apresentam envelope de natureza lipidica onde
encontram-se glicoproteinas responsaveis pela adsor¢do do virus a
superficie da célula hospedeira e pelo processo de penetracdo do virus na
célula. Assim, o bloqueio ou a interferéncia na interacao virus-célula podera
prevenir a infeccdo. Os resultados obtidos por Ceole et al. (2013) no ensaio
de reducado de placas mostraram que o tratamento prévio do virus com o0s
polissacarideos foi capaz proteger as células contra a infecgdo pelo HSV-1.
No presente estudo demonstramos que as particulas de HSV-1 tratadas com
diferentes concentragcbes dos polissacarideos e preparadas para
visualizacdo ao MET aparecem circundadas com material elétron-denso
sugerindo que os polissacarideos estariam bloqueando receptores virais ou
danificando o envelope viral.

Conclusodes

As imagens obtidas até o momento mostram que o0s polissacarideos
extraidos da S. rebaudiana envolvem as particulas virais, sugerindo um
efeito de neutralizacao do virus, ou seja, os polissacarideos podem interferir
na ligagédo do virus HSV-1 aos receptores da célula hospedeira. No entanto,
estes resultados séo preliminares, e necessitam de confirmacéao.
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