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Resumo:

O virus Herpes simples tipo 1 (HSV-1) € um virus amplamente distribuido na
populacdo mundial, causador de lesao orofacial branda, que pode agravar
conforme o estado imunologico do hospedeiro. O tratamento padrédo é
realizado com a administracdo de anélogos de nucleosideos, que sao
especificos para células infectadas com o material genético viral, entretanto
tem havido selecdo de cepas resistentes ao tratamento. O Tanacetum
parthenium é uma planta herbacea utilizada na medicina popular para varias
aplicacdes, dentre elas dores abdominais, febre e enxaqueca. Muitos
estudos de atividade biologica tém sido relatados ao T. parthenium, incluindo
a atividade anti-HSV-1 in vitro do extrato hidroetandlico, fragcbes e composto
isolado a partir das partes aéreas desta planta. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi realizar andlises histopatoldgicas na pele de roedores infectados
com HSV-1 tratados com extrato hidroetandlico de T. parthenium por via
topica para avaliar a sua eficacia terapéutica. Os resultados obtidos foram:
0s animais infectados e néo tratados ou infectados e tratados com o veiculo
apresentaram diversos aspectos morfologicos ligados a infec¢do herpética,
engquanto que os animais tratados com as duas concentracdes do extrato e
Aciclovir mostraram-se equivalentes e apresentaram menos sinais da
infeccdo. Sendo assim, a terapia com o extrato hidroetandlico de T.
parthenium, se mostrou eficaz in vivo quando aplicado por via topica.

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
lesédo orofacial em geral benigna, mas que pode agravar de acordo com o
estado imunoldgico do hospedeiro (SANTOS et al., 2015).
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Na patogénese do HSV-1 o virus € transmitido de um individuo portador
com lesdes vesiculares para outro sadio, pelo contato com fluidos corporais
contendo virus e a replicacdo primaria ocorre na epiderme ou mucosa oral,
dessa forma a pele foi o 6rgao escolhido para as analises histopatoldgicas.
Horbul e colaboradores (2011) demonstraram que em cultura de células
epiteliais cervicais, partes do tecido exposto ao HSV-1 ou HSV-2,
apresentaram areas de desorganizacao epitelial evidente, com focos de
células infectadas, incluindo células gigantes aberrantes e células gigantes
multinucleadas e ainda marginacédo da cromatina. Jazeron e colaboradores
(2012), também demonstraram que o aspecto histopatolégico de amostras
de bidpsia de esofagite de origem herpética, apresentou tipicas células
epiteliais multinucleadas, com nucleos com aspecto de vidro fosco e
marginacao da cromatina.

A terapia anti-herpética padrdo € realizada por meio da administragdo de
analogos de nucleosideos, que possui uma atividade seletiva, pois atua
somente em células infectadas pelo herpesvirus. Porém, mutagbes podem
produzir cepas resistentes ao aciclovir, agravando as lesdes e inviabilizando
o tratamento (SANTOS et al.,, 2015). 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.

O Tanacetum parthenium é uma planta herbacea pertencente a familia
Asteraceae, sendo que as partes aéreas sao utilizadas na medicina popular
para o tratamento de enxaqueca, artrite reumatoide, febre, disturbios
menstruais, dores de estdbmago, infertilidade e picadas de insetos. Dentre as
atividades descritas na literatura esta a atividade anti-HSV-1 do extrato
hidroetandlico de T. parthenium in vitro, mostrando-se um potencial agente
antiviral para uso em humanos (ZANQUETA, 2014). Desta forma, estudos
de eficicia terapéutica em modelos animais devem ser realizados para
evidenciar a atividade anti-herpética do extrato observada previamente em
cultura de células. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo
histopatolégico das lesdes causadas por HSV-1 para investigar a eficacia
terapéutica tépica in vivo extrato hidroetandlico de Tanacetum parthenium.

Materiais e métodos
Eficacia terapéutica dos extratos de T. parthenium

A conducdo experimental do teste de eficacia terapéutica tépica in vivo,
aprovada pelo comité de ética animal da UEM (parecer numero 122/2014) foi
realizada sob a responsabilidade da aluna de doutorado Erica Benassi
Zangueta, como proposto por Cardozo e colaboradores (2013) com algumas
modificacdes. O material coletado e fixado em formalina tamponada 10% foi
processado conforme descrito a seguir.
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Confeccédo das laminas para analise histologica

O preparo dos 6rgdos e a confeccdo das laminas seguiram o protocolo
padronizado pelo laboratério de histologia da UEM e passaram pelas
seguintes etapas: fixagcéo, desidratacao e clareamento, inclusdo em parafina,
cortes por microtomia e montagem das laminas e por fim coloracdo das
laminas por hematoxilina-eosina.

Avaliacao histopatoldgica dos 6rgaos dos animais

Primeiramente foram observados 5 cortes histolégicos por animal, em
objetiva de 40x em microscopio Optico (Olympus CX31). Para uma analise
mais refinada e aquisicdo das imagens as laminas foram observadas em
objetiva de 100x. As imagens foram capturadas em camera (Olympus SC30)
acoplada ao microscopio Optico. Foram avaliados todos o0s aspectos
morfolégicos inerentes a infeccdo por HSV-1:. desorganizacdo e
descontinuidade epitelial; efeito citopatico; presenca de células gigantes e
multinucleadas; margina¢do da cromatina; presenca de nucleos picnoticos.
Sendo assim, foi realizada uma analise qualitativa e comparativa entre os
tratamentos com o extrato de T. parthenium, os ndo-tratados e os tratados
com aciclovir.

Resultados e Discussao

A analise microscoépica dos cortes histolégicos mostrou que, nos animais
infectados e néo tratados ou infectados e tratados com o veiculo, havia
intenso sinal de infeccéo viral, como efeito citopatico nos queratindcitos,
presenca de células multinucleadas, células com inclusdo tipo Cowdry e
desorganizacao epitelial, além de espessamento do epitélio e presenca de
crostas. Ja nos animais tratados com aciclovir e com as duas concentracdes
do extrato (2,5 e 5%), o epitélio apresentava-se mais homogéneo, com
menos sinais de infeccdo e, as amostras tratadas com o extrato,
apresentaram-se semelhantes aquelas tratadas com Aciclovir, comprovando
a eficacia do extrato em relagdo a atividade anti-herpética. Os mesmos
achados foram encontrados tanto para fémeas, quanto para os machos.

Tais achados corroboram ao encontrado no experimento in vivo, que
mostrou a eficacia do tratamento dos animais com o extrato hidroetanolico
de Tanacetum parthenium, com analise visual (score da lesdo e imagens),
que foram realizados e analisados anteriormente.

Conclusodes

O estudo histopatolégico das lesGes causadas por HSV-1, juntamente com
uma avaliagdo qualitativa e comparativa entre os tratamentos, demonstrou
que o tratamento com extrato hidroetanolico de Tanacetum parthenium
apresentou eficacia terapéutica tépica in vivo semelhante ao Aciclovir,
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confirmando a atividade anti-herpética do extrato anteriormente observada in
vitro.

Agradecimentos

A doutoranda Erica Benassi Zanqueta pela conducéo do experimento in vivo,
auxilio na preparacédo das laminas e orientagcdes no decorrer do projeto. O
COMCAP pelo uso do micrétomo para os cortes histoldgicos. A Fundacio
Araucaria, CAPES e CNPq pelo auxilio financeiro.

Referéncias

CARDOZO, F. T. G. S.; LARSEN, I. V.; CARBALLO, E. V.; JOSE, G
STERN, R. A.; BRUMMEL, R. C.; CAMELINI, C. M.; ROSSI, M. J.; SIMOES,
C. M. O.; BRANDT, C. R. In vivo anti-herpes simplex virus activity of a
sulfated derivate of Agaricus brasiliensis mycelial polysaccharide
Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 57, n. 6, 2013.

HORBUL, J. E.; SCHMECHEL, S. C.; MILLER, B. R. L; RICE, S. A;
SOUTHERN, P, J. Herpes Simplex Virus-Induced Epithelial Damage and
Susceptibility to Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection in
Human Cervical Organ Culture. PL0S ONE, v. 6, n. 7, p. 1-13, Jul. 2011.

JAZERON, J. F.; BARBE. C.; FROBERT, E.; RENOIS, F.; TALMUD, D
BRIXI-BENMANSOUR, H.; BRODARD, V.; ANDREOLETTI, L.; DIEBOLD,
M. D.; LEVEQUE, N. Virological Diagnosis of Herpes Simplex Virus 1
Esophagitis by Quantitative Real-Time PCR Assay. Journal of Clinical
Microbiology, v. 50, n. 3, p. 948-952, Mar 2012.

SANTOS, N. S. O.; ROMANOCS, M., T., V.; WIGG, M. D. Virologia humana .
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 3 ed., 2015.

ZANQUETA, E. B.. Atividade antiherpesvirus do extrato
hidroetandlico e fragbes das partes aéreas de Tanacetum
parthenium (L.) Schultz-Bip. e modo de acédo do parteno lideo. 07 de
fevereiro de 2014. Dissertagdo de Mestrado — Universidade Estadual de
Maringa.

" CAIXA B8RS\ BCNPa




