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RESUMO

O virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) causa lesdes na pele e mucosas, capazes de
assumir estado de laténcia e reativacdo periodica. O farmaco mais utilizado para o
tratamento da Herpes é o aciclovir, um analogo de nucleosideo. Porém, estes
pacientes, necessitam de repetidos tratamentos com o farmaco, 0 que gera o
surgimento de cepas resistentes ao aciclovir, sendo assim necessaria a busca por
substancias alternativas. A Cordia americana, uma planta que se encontra
amplamente distribuida pelo territério nacional, apresenta grande potencial medicinal
e é pouco estudada. Nenhum estudo foi realizado sobre o melhor periodo do ano
para se realizar a coleta do material vegetal, de modo a se obter uma melhor
atividade bioldgica. Deste modo, o objetivo deste estudo foi verificar a atividade
biolégica, em particular a atividade antiviral e citotoxicidade dos extratos brutos de C.
americana, de acordo com variacdo sazonal. Foi observado um melhor indice de
seletividade nos meses de dezembro/2021 e janeiro/2022, seguido dos meses de
julho/2021.

INTRODUCAO

A familia Herpesviridae possui 9 espécies capazes de infectar seres humanos. Em
2022, a OMS estimou que cerca de 67% da populacdo mundial com idade inferior a
50 anos, teve infecgcdo por HSV-1 (WHO, 2023). A principal manifesta¢éo clinica da
infeccdo primaria causada pelo HSV-1 € a gengivoestomatite herpética e infeccdo da
orofaringe. Por assumirem estado de laténcia com reativagcdo periddica, em
pacientes imunossuprimidos podem gerar quadros de infeccdo grave, podendo levar
a obito. O farmaco mais utilizado para o tratamento € o Aciclovir, um farmaco capaz
de inibir a replicacéo viral. Nesse contexto, pacientes que necessitam de repetidos
tratamentos com o farmaco, propiciam o surgimento de cepas resistentes aos
antivirais analogos aos nucleosideos, sendo assim necessaria a busca por ativos
alternativos. O género Cordia € o mais numeroso da familia Boraginaceae e abrange
arvores e arbustos, sendo que no Brasil estdo descritas cerca de 65 espécies, que
tém sido utilizadas para o tratamento de diversas doencas. Extratos hidroalcodlicos
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obtidos de folhas de Cordia americana apresentaram atividade anti-HSV-1 (MOURA-
COSTA et al., 2021) mostrando um indice de seletividade promissor. Varios fatores,
tais como o ciclo biolégico e a variacdo sazonal, podem influenciar na composicéo
guimica e consequentemente na atividade biolégica dos extratos brutos obtidos das
plantas. Considerando que a Cordia americana € uma arvore, cuja floracdo ocorre
de setembro a novembro, com frutificacdo logo em seguida, de novembro a
dezembro, o presente estudo teve como objetivo avaliar a variagao da atividade anti-
HSV-1 de extratos de plantas coletadas ao longo de um ano.

MATERIAIS E METODOS

EXTRATOS BRUTOS OBTIDOS A PARTIR DE Cordia americana

Os extratos brutos hidroalcodlicos a 50% foram obtidos a partir de folhas
coletadas mensalmente do espécime de Cordia americana (Moura-Costa et al. 2021)
da mata nativa localizada na regido rural do municipio de Maringa - Pr, A exsicata
esta depositada no Herbario da UEM, sob o nimero HUEM 36972.

CULTIVO E MANUTENCAO DA LINHAGEM CELULAR

Células VERO (CCL-81-ATCC) foram cultivadas em DMEM, suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiotico (Estreptomicina +
Penicilina) em garrafas de cultura e incubadas em estufa Umida 37°C, com
subculturas semanais obtidas por desagregacdo da monocamada celular com
tripsina-EDTA.

CULTIVO E MANUTENCAO DO VIRUS

Amostra de HSV-1 cepa KOS foi adicionada & monocamada de células VERO
cultivadas em garrafas de cultura e incubada em estufa imida a 37°C com 5% de
CO;, até visualizacdo do efeito citopatico correspondente a 80%. O meio de cultura
foi coletado e centrifugado. O sobrenadante contendo as particulas virais foi
coletado e adicionado glicerol estéril. Em seguida, foi armazenado em aliquotas em
freezer -20°C até a execucao experimental de titulacdo do virus e atividade antiviral.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O potencial citotoxico dos extratos brutos foi avaliado em monocamadas de
células VERO cultivadas durante 24 h, a 37°C em placas de 96 pocos. A viabilidade
celular foi revelada pelo método colorimétrico do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio), descrito por Mosmann, (1983) apos tratamento com
concentragcfes dos extratos de 1000 a 15,6 pg/mL, as placas foram incubadas por
72 h nas mesmas condicbes citadas anteriormente. A densidade otica foi
determinada em leitor de placa, em comprimento de onda de 570nm para determinar
a Concentragéo Citotoxica 50% (CCsp) em relagdo ao controle de células. Trés
experimentos independentes foram realizados e os resultados foram expressos
como média + desvio padréao.
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ATIVIDADE ANTIVIRAL

Monocamadas de células VERO cultivadas em placas de 96 pocos durante 24
h foram infectadas com suspensao de HSV-1 (TCIDsp) por 1 h a 37°C. Os pogos
destinados ao controle de células receberam somente meio de cultura. Aos demais
pocos foram adicionadas as diluicbes dos extratos de 100 a 3,1 pg/mL. Os pogos
destinados ao controle de virus receberam apenas DMEM. As placas foram
incubadas por 72 h em estufa Umida a 37°C. Apds incubacgédo, a viabilidade celular
foi determinada pelo método de MTT. Os dados foram plotados em gréfico,
permitindo, assim, a determinagéo da Concentracao Efetiva (CE) capaz de proteger
50% das células contra a infeccado pelo HSV-1. Trés experimentos independentes
foram realizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 01 demonstra os resultados obtidos de citotoxicidade e atividade
antiviral dos extratos hidroalcodlicos 50% das folhas de C. americana coletados no
periodo de fevereiro/2021 a janeiro/2022. Os melhores resultados, conforme o indice
de Seletividade (IS) foram obtidos nos meses de janeiro/2022, seguido dos meses
de dezembro, final de primavera e inicio do verdo e posteriormente, julho/2021,
inicio do inverno. Estes resultados demonstram que h& uma variacdo sazonal da
atividade anti-herpes, provavelmente associadas as condi¢des climaticas do periodo
estudado, que pode influenciar na composi¢do quimica dos extratos obtidos. N&o foi
encontrado nenhum estudo de sazonalidade envolvendo a familia Boraginaceae,
entretanto, Prinsloo e Nogemane (2018) relatam que, além da sazonalidade, outros
fatores interferem na producdo de metabdlitos secundarios das plantas como, por
exemplo, a incidéncia de chuvas, que pode variar dentro da mesma estac¢ao do ano.

Tabela 01 — Atividade anti-HSV-1 e citotoxicidade d  o0s extratos brutos
hidroalcoolicos obtidos de folhas de Cordia americana coletadas mensalmente
ao longo de 12 meses.

Extrato Més de coleta CCso CExgg IS
1 Fevereiro/2021 400 28,0 14,4
2 Margo/2021 900 30,7 29,3
3 Abril/2021 >1000 40,7 > 24,6
4 Junho/2021 >1000 57,7 >17,3
5 Julho/2021 > 1000 25,3 > 39,5
6 Setembro/2021 880 41,7 21,1
7 Outubro/2021 580 42,7 13,6
8 Novembro/2021 480 >100,0 <4,8
9 Dezembro/2021 595 14,0 42,5
10 Janeiro/2022 >1000 17,3 > 57,8
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CCs - Concentracéo téxica para 50% das células; CEs, = Concentracao efetiva que reduz em 50% a infecgdo pelo virus;
IS = indice de seletividade (CCso/CEsp)

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, observamos que C.
americana apresenta boa atividade anti HSV-1, sendo esta atividade melhor
observada nos meses de dezembro/2021 e janeiro/2022. Assim, neste estudo foi
demonstrado que o final da primavera e inicio do verdo € a melhor época para a
coleta das folhas desta planta para obter um produto com atividade anti-herpes.
Estudos envolvendo a variacdo da composicdo quimica devem ser realizados de
modo a elucidar estes resultados.
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