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Resumo:

O Herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um virus envelopado de DNA fita dupla,
amplamente difundido entre a populacdo mundial. O HSV-1 geralmente causa
lesdes vesiculares orofaciais autolimitadas, mas pode evoluir para quadros mais
graves como encefalite viral. O tratamento das lesdes € geralmente realizado com
analogos de nucleosideos, como o aciclovir, porém ndo ha cura para pacientes
infectados, sendo comum a recorréncia. Assim, o uso frequente dos antivirais causa
a selecdo de cepas virais resistentes tornando necessaria a busca por novas
alternativas de tratamento. Um derivado da dibenzilidenocetona (DBC A3), estrutura
derivada dos curcuminodides e chalconas, apresentou em ensaios preliminares
atividade anti-HVS-1 nos estagios iniciais da replicacdo viral (adsorcdo e
penetracdo), além de demonstrar atividade virucida. O presente trabalho teve como
objetivo investigar o efeito do DBC A3 sobre as particulas virais, e na interacdo do
HSV-1 com as células VERO, analisando a ultraestrutura das células infectadas
pelos virus, por microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucdo e de
transmissao. Os resultados mostraram que a DBC A3 é capaz de alterar a
morfologia da particula viral, danificando ou removendo completamente o envelope.
Portanto, podemos sugerir que a DBC A3 causa danos ou remocéo do envelope do
HSV-1 dificultando ou impedindo a interacéo virus-célula hospedeira.

Introducéo

O Herpes simples tipo 1 (HSV-1), pertencente a familia Herpesviridae, é um virus
envelopado de DNA fita dupla, amplamente difundido na populagdo mundial (SMITH,
2012). A infeccao inicia-se pelo contato direto entre um individuo sadio, com epitélio
lesionado, e secrec¢des de individuos infectados contendo o virus, que constitui a
infeccdo primaria. Posteriormente o HSV-1 pode estabelecer laténcia nos ganglios
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trigeminais. Em geral, as lesGes desaparecem em poucos dias, entretanto pode
evoluir para quadros mais graves, como ceratite estromal e encefalite viral, podendo
ser fatal. Quanto ao tratamento, o farmaco de escolha é o aciclovir (ACV), contudo, o
uso continuo e indiscriminado pode favorecer a selecdo de cepas resistentes,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. Dessa forma, faz-se necessaria
a busca por outras substancias para a terapia herpética (WHITLEY; ROIZMAN,
2001).

As Dibenzilidenocetona (DBC) sao estruturas derivadas dos curcumindides e
chalconas (DIN et al.,, 2018). Apresentam potencial efeito anti-inflamatorio,
antioxidante, citotoxico e anti-HSV-1 (LEE et al., 2009). Ensaios de atividade antiviral
realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que a dibenzilidenocetona A3
(DBC A3 - C;1H21NO) apresenta atividade anti-HSV-1 nos estagios iniciais da
replicacéo viral. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade do
DBC A3 sobre as particulas virais, e na interacdo do HSV-1 com as células VERO,
analisando a ultraestrutura das células infectadas pelos virus, por microscopia
eletrbnica de varredura de alta resolucdo e de transmisséao.

Materiais e Métodos
Cultivo celular e de virus

Os experimentos foram realizados em células VERO, cultivadas em DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino e
mantidas em estufa iumida a 37°C, com 5% de tensdo de CO,. Quanto ao virus,
foram utilizadas suspensbes virais de HSV-1, cepa KOS, em concentragdes
correspondentes a 40-60 unidades formadoras de placas (UFP/mL).

Propagacédo e concentracdo de particulas virais

Células VERO cultivadas em DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SFB), e mantidas em incubadora umida a 37 °C e 5% de CO, por 72 h, foram
inoculadas com HSV-1 (cepa KOS) previamente produzido e titulado, até destruicdo
de aproximadamente 90% das células, depois, o meio foi coletado, centrifugado e
adicionado em monocamada de células VERO até destruicdo de aproximadamente
90% das mesmas. ApoOs este periodo, o sobrenadante foi retirado e submetido a
centrifugacéo a 3.000 rpm por 15 min, com o intuito de separar e descartar os debris
celulares presentes no meio. Logo apds, o sobrenadante foi retirado, filtrado e
submetido a ultracentrifugacéo (Hitachi Koki Himac CP90WX) em 27.900 rpm por 60
min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi
ressuspendido em aproximadamente 500ul do proprio meio, e utlizado para
tratamento com DBC e processamento para analise em microscopio eletrénico de
varredura e de transmisséao.
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Andlise de particulas virais tratadas com DBC por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) e varredura (MEV)

Para analise em microscoépio eletrénico de transmissao (MET), concentracdes do
ECso (concentracao efetiva de 50%) 2 pg/mL e ECyo (concentragao efetiva de 90%)
3 pug/mL de DBC foram adicionados as amostras de suspensao viral obtidas
anteriormente e incubadas por 1h a 37 °C. Um controle sem tratamento foi incluido.
Em seguida, as amostras foram adicionadas a grades de cobre, e submetidas a
contrastacdo negativa com &cido fosfotingstico 2%. Apds secagem, as amostras
foram analisadas ao microscépio eletrénico de transmissdao JEOL JEM 1400.
Adicionalmente, as particulas virais também foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura de alta resolucdo (MEV). Para isso, as amostras obtidas por
ultracentrifugacgéo tratadas e néo-tratadas foram ressuspendidas em meio DMEM e
aderidas em laminulas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina. Apds, foram
fixadas com paraformaldeido 2,5%, metalizadas com ouro e analisadas em um
microscopio eletrénico de duplo-feixe FEI Scios.

Resultados e Discussao

Na andlise das particulas virais tratadas com ECsy (2 pg/mL) e ECgo (3 pg/mL) de
DBC por MEV em comparagdo com o controle ndo tradado, aparentemente houve
alteracdes na morfologia das particulas virais, mas nao foram alteracbes muito
evidentes. Contudo, houve uma grande diminuicdo no numero de particulas nas
amostras tratadas em relacéo ao controle.

Ja na analise das particulas virais tratadas com ECsp (2 pg/mL) e ECq (3 pg/mL) de
DBC por MET em comparacdo com o controle ndo tratado, as alteracbes nas
particulas virais foram mais evidentes, apresentando deformidades ou remocéo total
do envelope viral.

Morfologicamente o HSV-1 (KOS) é um virus composto por DNA de fita dupla,
capsideo icosaédrico envolto por tegumento e envelope com glicoproteinas. Dentre
essas glicoproteinas, cinco delas estdo envolvidas no processo de entrada do virus
na ceélula hospedeira: gB, gC, gD, gH e gL. Ou seja, se a particula viral tem seu
envelope danificado ou removido ha a perda dessas glicoproteinas que sé&o
fundamentalmente responsaveis pela adsorcdo e penetracdo da particula a célula
alvo, consequente o virus perde a capacidade de adsorver e infectar a célula.

Conclusodes

Nas andlises das particulas virais por MEV e MET, foram evidenciadas deformidades
ou remocao total do envelope das particulas virais. O efeito virucida do DBC, assim
cComo a agao sobre a etapa de adsorcao e adsorcéo/penetracdo demonstrado pelo
ensaio de reducdo de placas no projeto anterior (SANTOS et al., 2021) pode ser
consequéncia do efeito do DBC sobre a integridade do envoltério do HSV-1.
Considerando que o0s seus receptores estdo no envelope, o virus perde a
capacidade de adsorver as células e consequentemente, penetrar e completar o seu
ciclo replicativo.
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