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Resumo:

O virus Herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um virus envelopado,
responsavel por lesées orofaciais e estd amplamente difundido na populacéo
mundial. O tratamento das infec¢cbes causadas pelo HSV-1 pode ser feito
pela administracdo de analogos de nucleosideos, no entanto, a selecdo de
cepas virais resistentes, evidencia a necessidade de métodos alternativos de
tratamento. O café € uma planta pertencente ao género Coffea, sendo as
espécies Coffea arabica e Coffea canephora de grande importancia
econdmica, tendo diversos constituintes em sua composicao, dentre eles a
cafeina e o acido clorogénico, substadncias com atividades biologicas
descritas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi a investigacdo da
citotoxicidade e atividade antiviral in vitro pelo método do MTT dos extratos
hidroetandlicos de graos verdes de ambas as espécies. Os resultados
mostram que os extratos hidroetandélicos das duas espécies de café testadas
nao apresentam toxicidade in vitro e possuem atividade biol6gica sobre
HSV-1.

Introducao

O HSV-1 é um virus envelopado, com DNA de fita dupla, amplamente
distribuido na populacdo mundial. O HSV-1 é transmitido por contato direto
entre um individuo portador de lesdes vesiculares e outro sadio. A infeccao
primaria € caracterizada por lesdes orofaciais que, em geral, € benigna, se
agravando com o estado imunolégico do hospedeiro (SANTOS et al., 2015).

A terapia anti-herpética padrédo € realizada por analogos de
nucleosideos, como o aciclovir, que age seletivamente em células
infectadas. Porém, mutacdées no DNA viral podem selecionar cepas
resistentes, inviabilizando o tratamento (DE CLERCQ, 2004; PIRET, BOIVIN,
2011) e, tornando a busca por outros tratamentos contra o HSV-1
necessaria.
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O Brasil é lider na producéo e exportacao de café, o café verde possui
constituintes importantes, como a cafeina e o acido clorogénico, substancias
com atividade antiviral. Para tornar-se proprio ao consumo, os graos de café
passam por torrefacdo, processo que gera mudancas quimicas de
compostos presentes nos graos (FARAH, 2012). Sendo assim, o estudo da
atividade bioldgica dos graos de café verde tem grande importancia, pois
ndo ha perda de bioativos. Diante disso, se objetiva nesse trabalho a
avaliacdo da citotoxicidade e eficacia anti-HSV-1 in vitro dos extratos
hidroetandlicos de graos de café verdes das espécies C. arabica e C.
canephora .

Materiais e métodos
Obtencao dos Extratos Hidroetandlicos (EH) de C. arabica e C. canephora

A obtenc¢do dos extratos hidroetandlicos, seguiu metodologia descrita
por Babova e colaboradores (2016), em que 600 g de gréos de café verde
das espécies C. arabica e C. canephora foram moidos e passados em tamis
com abertura de 2 mm. Utilizou-se a propor¢cdo de 20 g de material
peneirado para 100 mL de liquido extrator composto de etanol:agua
destilada (1:1). A solucdo foi submetida ao processo de maceracao ao
abrigo da luz, durante 7 dias. ApOs extragdo, a solucdo foi concentrada em
rotaevaporador (modelo: R-200 - Bichi) a uma temperatura de 40°C e
liofilizado (Liofilizador Christ ALPHA 1-4 LD plus). Por fim, sendo
armazenado em freezer (-20°C). Os graos de café verde foram fornecidos
gentilmente pela Cocamar Cooperativa Agroindustrial de Maringa.

Cultura e manutencao de células e virus

Os ensaios foram realizados em células VERO (CCL-81 — ATCC)
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 10% de
soro fetal bovino (SFB), mantidas em estufa umida 37°C, 5% de CO, (Sanyo
MCO-17AC). Nos ensaios antivirais foi utilizada cepa KOS de HSV-1
(sensivel ao aciclovir), previamente propagadas e tituladas, com diluicbes
seriadas do virus (1:10) para determinar o TCIDsg (dose infectiva de 50%).

Ensaio de citotoxicidade e atividade antiviral pelo método do MTT

Placas de 96 pocos foram preparadas com monocamada de células
Vero e incubadas a 37 °C até confluéncia. Os EH C. canephora e C. arabica
e, as substancias padroes (cafeina e acido clorogénico), foram diluidas
seriadamente (1:2) e aplicadas sobre monocamada celular em triplicada. A
placa foi incubada por 72h, em estufa umida 37°C, 5% CO,. Em seguida, foi
realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]). Foram realizados
trés ensaios independentes.
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Para o ensaio de atividade antiviral foram preparadas monocamadas
de células Vero em placas de 96 pocos até confluéncia. A monocamada foi
infectada com o virus HSV-1 (cepa KOS) de suspensao viral TCIDsy €
incubadas por 1h, 37°C, 5% CO,. Sobre a monocamada infectada, foram
adicionadas diluicdes seriadas (1:2) dos EH e das substancias padrdes,
incubadas por 72h a 37°C, sendo depois submetidas ao teste do MTT.

Resultados e Discusséo
Caracteristicas e rendimento dos extratos hidroetandlicos

ApGs a liofilizacdo, os extratos apresentaram como caracteristicas: o
EH de C. arabica aspecto graxoso, cor esverdeada e rendimento de 10,40%
(62,39 g). J4 o0 EH de C. canephora tornou-se p6, com cor esverdeada e
rendimento de 10,71% (64,28 g).

Citotoxicidade e atividade antiviral pelo método de MTT

A avaliacéo da citotoxicidade e atividade anti-herpética dos EH de C.
arabica e C. canephora tem descrito os resultados na tabela a seguir:

Tabela 1. Ensaios de citotoxicidade e atividade antiviral dos extratos.

VERO HSV-1 (Cepa KOS)
AMOSTRAS CCy £ DP ECoy £ DP IS
C. arabica 356,7+25,0 269,3+18,6 1,3
C. canephora 328,31£34,0 91,0+£13,5 3,6
Cafeina 590,0+60,0 >500 -
Ac. Clorogénico (3-CQA) 92,0+6,2 >100 -
Aciclovir* 1020,0+56,6 0,15+0,01 6800

CCso=Concentragéo toxica para 50% das células (ng/mL); ECso=concentrag@o que inibiu 50% da infecgéo viral
(ug/mL); IS = Indice de seletividade (CCso/ECso); DP = Desvio Padrdo; * utilizado como controle positivo de
atividade anti-HSV-1.

Os resultados mostraram que em concentracdo capaz de proteger
50% das células contra a infeccdo pelo HSV-1 (cepa KOS) o EH de C.
canephora, ndo foi toxico para as células. Os resultados da avaliacdo in vitro
de citotoxicidade e atividade anti-HSV-1 método do MTT, expressos como
CCsp e ECs, respectivamente, mostraram um indice de seletividade (IS)
igual a 3,6. Enquanto que o EH de C. arabica foi ativo em uma concentracéo
muito préxima a do CCsy, apresentando menor indice de seletividade
quando comparado ao C. canephora.

Na atividade antiviral pelo método de MTT, a cafeina e acido
clorogénico nao apresentaram atividade anti-HSV-1 nas concentracdes
testadas. Esses resultados indicam que outros componentes nos extratos
podem ser o0s responsaveis pela atividade anti-herpética. Tendo a
possibilidade de existir um efeito combinatorio das substancias presentes,
efeito frequentemente observado em extratos bruto.
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Os EH de C. arabica e C. canephora apresentaram CCsg Similares. Na
avaliagdo da atividade anti-HSV-1 in vitro pelo de método de MTT, o EH de
C. canephora foi ativo em uma menor concentracédo tendo melhor indice de
seletividade em relagdo ao C. arabica. Todavia, ainda é necesséria a
realizagcdo de outros ensaios para elucidacdo da composicdo quimica e
mecanismo de acdo dos extratos.
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