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RESUMO

Os cardenolideos pertencem a um grupo de compostos naturais,
que inibem a bomba de Na'/K* (NKATPase). Tradicionalmente,
eles tém sido utilizados para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca congestiva e de arritmias atriais, tais como a digoxina, a
digitoxina e a ouabaina. Trabalhos recentes descreveram a
potencial atividade anti-herpética de alguns cardenolideos. Os
Herpes Simplex Virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) séo
responsaveis por infecgdes nas regides oral, ocular e genital e,
além disso, estes virus podem estabelecer infecgdes persistentes
(laténcia) no sistema nervoso. O tratamento é realizado com
analogos de nucleosideos, como o aciclovir, efetivo na maioria
dos casos; entretanto, a resisténcia a esses farmacos tem
aumentado devido ao seu uso prolongado, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. Inicialmente, a citotoxicidade
(CCsp) € a atividade anti-HSV foram avaliadas através do ensaio
colorimétrico do MTT e do ensaio de inibicdo da formacao das
placas de lise (Clsy), respectivamente. De acordo com os
resultados obtidos através da triagem anti-HSV de 65
cardenolideos e derivados, dois compostos (4 e 12) foram
selecionados devido aos seus promissores indices de
seletividade (IS=CCs5¢/Clsp) de 2.107 e 645 (HSV-1 cepa KOS);
4.566 e 792 (HSV-1 cepa 29-R) e 6.250 e 1.238 (HSV-2 cepa
333). O mecanismo de acao foi avaliado através de uma
sequéncia de ensaios, que visaram avaliar a possivel
interferéncia destes compostos nas diversas etapas do ciclo de
replicacdo viral. Na avaliacdo do efeito do tempo de adicdo e
remocao, estes compostos inibiram significativamente a
replicagdo viral, quando adicionados até 12 h pos-infecgao, ou
removidos apds este periodo de tempo. Esses compostos nao
apresentaram atividade virucida, nem inibiram a entrada viral dos
virus nas células (adsorgdo e penetragcdo). Entretanto, eles
mantiveram sua atividade anti-HSV, mesmo no maior MOI
testado (0,4), que foi 1000X maior que o MOI (0,0004) utilizado
para a triagem antiviral. As amostras também inibiram a
dispersao viral intercelular e interferiram na liberagdo viral,
apresentando perfis concentracdo-dependentes. Os niveis de
RNAm dos genes herpéticos nao foram alterados pelo tratamento
com os cardenolideos nas condi¢cdes experimentais testadas.
Entretanto, a analise da expressao proteica viral mostrou que os



compostos inibiram a expressdo das proteinas a (ICP27), B
(U42) e y (gB and gD), em diferentes intensidades. A avaliacao
da atividade anti-ATP4asica demonstrou que esses cardenolideos
reduziram esta atividade enzimatica, sugerindo que uma
alteracao do gradiente eletroquimico celular pode estar envolvida
no mecanismo de inibicdo da replicagéo viral.

Palavras-chave: cardenolideos e derivados; atividade antiviral;
Herpes Simplex Virus tipo 1 € 2 (HSV-1 e HSV-2); mecanismo de
acao anti-herpética.



ABSTRACT

The cardenolides belong to a group of natural compounds that
inhibit the Na*/K* (NKATPase). They have traditionally been used
for the treatment of congestive heart failure and atrial
arrhythmias, such as digoxin, digitoxin and ouabain. Recent
studies have described the potential anti-herpetic activity of some
cardenolides. The Herpes Simplex Virus type 1 and type 2
(HSV-1 and HSV-2) are responsible for infections in oral, ocular
and genital regions and furthermore, these viruses can establish
persistent infections (latency) in the nervous system. The
treatment is performed with nucleoside analogs such as acyclovir,
effective in most cases; however, resistance to these drugs has
increased due to prolonged use, especially  in
immunocompromised patients. Initially, the cytotoxicity (CCsg) and
anti-HSV activity were assessed by colorimetric MTT assay and
by viral plague number reduction assay (ICsy), respectively.
According to the results obtained through the anti-HSV screening
of 65 cardenolides and derivatives, two compounds (4 and 12)
were selected due to their promising selective indexes
(Sl = CCs0/Clsp) of 2.107 and 645 (HSV-1 strain KOS), 4.566 and
792 (HSV-1 strain 29-R) and 6.250 and 1.238 (HSV-2 strain 333).
The mechanism of action was evaluated through a series of tests,
which aimed to evaluate the possible interference of these
compounds in various stages of the viral replication cycle. The
evaluation of these compounds in the time effect of addition and
removal showed significantly viral replication inhibition when
added up to 12 h post-infection, or removed after this period of
time. These compounds showed no virucidal activity, nor inhibited
viral entry of viruses into cells (adsorption and penetration).
However, they maintained their anti-HSV activity, even at the
higher tested MOI (0.4), which is thousand times higher than the
MOI (0.0004) used for screening antiviral. The compounds also
inhibited intercellular viral spread and interfered with the viral
release, showing concentration-dependent profiles. The mRNA
levels of HSV genes were not affected by treatment with
cardenolides on the tested experimental conditions. However,
analysis of viral protein expression showed that the compounds
inhibited a (ICP27), B (U 42) and y (gB and gD) genes expression
at different intensities. The evaluation of anti-ATPase activity
showed that these cardenolides can inhibit this pump, suggesting



that the alteration of cellular electrochemical gradient may be
involved in the viral replication inhibition mechanism.

Keywords: cardenolide and derivatives; antiviral activity; Herpes

Simplex Virus types 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2); mechanism of
action.
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1 INTRODUGAO

A busca por novos compostos biologicamente ativos
obtidos a partir de produtos naturais, entre eles os de origem
vegetal, tem sido incentivada em todo o mundo. Compostos de
origem natural ainda sdo considerados muito importantes na
descoberta de novos farmacos para algumas doencas, tais como
as de origem microbiana e parasitaria, alguns tipos de canceres
e para o controle dos niveis sanguineos de lipidios (BUTLER;
NEWMAN, 2008).

Com um numero estimado de mais de 300.000 espécies
de plantas e provavelmente, de quase 2 milhdes de espécies de
fungos, insetos e organismos marinhos, a biodiversidade mundial
€ um reservatorio inigualavel da diversidade biolégica e quimica.
Entretanto, grande parte desta biodiversidade permanece
inexplorada (BOHLIN et al., 2010).

Diversas estratégias, baseadas em observagdes
etnofarmacoldgicas, ecoldgicas ou toxicologicas, juntamente com
triagens randomizadas, tém sido usadas na investigacéo desta
enorme biodiversidade com o intuito de continuar contribuindo
para o aumento do arsenal terapéutico.

Algumas das doengas humanas mais importantes s&o de
origem viral, tais como as causadas pelos virus da
imunodeficiéncia humana (DE LOGU et al.), das hepatites B
(HBV) e C (HCV), Ebola, influenza, da dengue e da febre
amarela. Por este motivo, no mundo todo, pesquisadores nao
tém medido esforcos nos processos de pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novas moléculas com atividade
antiviral (BUTLER, 2008).

Dentre os inumeros virus existentes, encontram-se os
virus herpéticos, que podem causar diversas doengas ao
homem, como lesbes orais e esofagicas no caso do herpesvirus
humano tipo 1 (HSV-1) e infecgbes genitais e retais, causadas
pelo herpesvirus humano tipo 2 (HSV-2) (STEINER; KENNEDY;
PACHNER, 2007). Estes virus sdo um grave problema de saude
publica, devido a sua capacidade de causar infecgbes agudas e
recorrentes, além do aparecimento de cepas resistentes ao
farmaco de primeira escolha (aciclovir - ACV) para seu
tratamento. As infecgcbes causadas pelos HSV estdo entre as
mais comuns em humanos, tendo sido estimado que 60-95% da
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populagdo mundial adulta esteja infectada por, pelo menos, um
deles (BRADY; BERNSTEIN, 2004).

Atualmente, o arsenal terapéutico para infecgdes virais
compreende cerca de 50 farmacos aprovados oficialmente para
uso clinico, sendo que metade deles é utilizada para o
tratamento das infeccbes causadas pelo HIV. Os demais
farmacos antivirais séo utilizados contra os virus das hepatites B
e C, virus influenza, virus respiratério sincicial e virus herpéticos,
incluindo neste ultimo grupo o virus da varicela zoster, o
citomegalovirus e os HSV tipos 1 e 2 (DE CLERCQ, 2009a; b).
Assim, poucos sdo os medicamentos usados para o tratamento
das infecgbes herpéticas (MAMIDYALA; FIRESTINE, 2006;
ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007), e a P&D de novos agentes
antivirais é necessaria e precisa ser estimulada.

Diante deste quadro, o Laboratério de Virologia Aplicada
da UFSC vem, ha varios anos, avaliando a potencial atividade
antiviral de produtos naturais e compostos sintéticos.

Recentemente, a atividade antiviral de alguns
cardenolideos (digoxina, digitoxina, digitoxigenina, digoxigenina,
gitoxigenina, ouabaina, lanatosideo C, cimarina, neriifolina e
estrofantidol) foi relatada por alguns autores (DENG et al., 2007;
DODSON et al.,, 2007; HARTLEY et al., 2006; HOFFMANN;
PALESE; SHAW, 2008; SU et al., 2008).

Tendo em vista os resultados promissores obtidos pelos
pesquisadores acima citados, a disponibilidade de 65
cardenolideos e derivados, e a auséncia de relatos de atividade
antiviral na literatura para a quase totalidade desses compostos,
este trabalho teve por objetivo realizar uma triagem antiviral,
frente a diferentes cepas do HSV-1 e do HSV-2, assim como
elucidar o mecanismo da acéo anti-herpética de dois compostos,
que foram selecionados por seus resultados promissores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Virus herpéticos
211 Classificagao
Dentre os inumeros virus existentes, encontram-se os
virus herpéticos, pertencentes a familia Herpesviridae, a qual é

dividida em trés subfamilias: a, B e y - Herpesvirinae, de acordo
com suas propriedades biolégicas (Quadro 1).

Quadro 1: Propriedades biolégicas das subfamilias a, B e y -
Herpesvirinae.

Subfamilia Propriedades Bioldgicas

Faixa variavel de hospedeiros;
ciclo reprodutivo curto; rapida
propagagao em cultura celular;
destruicao eficiente de células
infectadas; estabelecimento de
laténcia primaria, mas nao
exclusivamente nos ganglios
sensoriais.

Alphaherpesvirinae

Faixa restrita de hospedeiros;
ciclo reprodutivo longo; a infecgcéo
progride vagarosamente em
cultura, formando,
frequentemente, células
alargadas (citomegalia);
estabelecimento de laténcia em
glandulas secretoras, células
linforeticulares, rins e outros
tecidos.

Betaherpesvirinae

Faixa de hospedeiros limitada;
replicacao in vitro ocorre em
Gamaherpesvirinae células linfoblastoides; replicagéo
in vivo e laténcia ocorrem em
linfocitos T ou B.

Fonte: adaptado de CLEATOR; KLAPPER (2004).
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Os virus herpéticos sdo constituidos de DNA fita dupla,
apresentam simetria icosaédrica e sao envelopados, com
120-200 nm de didmetro (TORTORA; FUNKE; CASE, 2008).
Esta familia compreende mais de 120 virus, que infectam muitas
espécies animais, sendo que existem nove virus herpéticos

humanos (Quadro 2).

Quadro 2: Virus herpéticos humanos.

Subfamilia Nome Género Nome Comum e
Oficial Abreviagao
Herpesvirus Simplexvirus Virus herpes simples tipo
humano-1 1 (HSV-1)
Herpesvirus Simplexvirus Virus herpes simples tipo
a humano-2 2 (HSV-2)
Herpesvirus Varicellovirus Virus da varicela zoster
humano-3 (\74%)
Herpesvirus Cytomegalovirus Citomegalovirus (CMV)
humano-5
Herpesvirus Roseolovirus Virus Herpes Humano
humano-6A Tipo 6A
(HHV-6A)
B
Herpesvirus Roseolovirus Virus Herpes Humano
humano-6B Tipo 6B
(HHV-6B)
Herpesvirus Roseolovirus Virus Herpes Humano
humano-7 Tipo 7 (HHV-7)
Herpesvirus | Lymphocryptovirus | Virus Epstein-Barr (EBV)
humano-4
Y
Herpesvirus Rhadinovirus Virus Herpes Humano
humano-8 Tipo 8 (HHV-8)

Fonte: adaptado de CLEATOR; KLAPPER (2004).
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2.1.2 Herpes Simplex Virus (HSV)

Os HSV-1 (152 Kpb) e HSV-2 (155 Kpb) tém 70% de
homologia genémica, mas tendem a afetar areas diferentes do
corpo. O HSV-1 costuma causar, predominantemente, lesdes
orais e esofagicas, sendo transmitido primariamente via
secregdes orais. O HSV-2 é mais frequentemente transmitido por
via sexual, causando infecgbes genitais e retais (STEINER;
KENNEDY; PACHNER, 2007). Ambos podem causar doengas
mais graves, tal como a encefalite herpética, tanto em pessoas
imunocompetentes quanto em imunocomprometidos (KOELLE;
COREY, 2008).

Além disso, o herpes genital encontra-se intimamente
relacionado a infeccdo pelo virus HIV, sendo que as lesdes
genitais e a infiltragéo local de linfécitos aumentam em até 3X o
risco de contrair o HIV sexualmente (GUPTA; WARREN; WALD,
2007). Isto ocorre através do recrutamento de células do sistema
imune para os locais da ulceragdo genital, acarretando uma
maior disponibilidade das células-alvo infectadas pelo virus HIV
(linfocitos CD4", macréfagos e células dendriticas) (CELUM et
al., 2008; KOELLE; COREY, 2008; VAN DE PERRE et al., 2008).

O ciclo de vida dos HSV é complexo e caracterizado por
uma seérie de interacbes entre virus, células hospedeiras
neuronais € ndo neuronais e o sistema imune. A infeccdo das
células pelos HSV pode leva-las ao ciclo litico ou ao estado de
laténcia, podendo o virion permanecer neste estado por toda a
vida do hospedeiro ou ser reativado (FRAMPTON JR et al,,
2005). O sitio de laténcia, ou seja, o local onde o HSV ira
permanecer no hospedeiro depende da subfamilia. A principal
caracteristica dos membros da subfamilia Alphaherpesvirinae é
estabelecer laténcia nos nervos sensoriais. O ciclo de laténcia-
reativacdo € dividido em trés estagios: estabelecimento,
manutencao e reativacdo. O estabelecimento da laténcia inclui a
infeccao primaria, a qual é caracterizada pela replicagao viral no
sitio de inoculagao, seguido pelo transporte axonal retrégrado do
virus ao ganglio sensorial correspondente, onde a infecgédo
podera seguir duas vias diferentes. Em alguns neurbnios, o virus
expressa seus genes, replica-se e causa a morte celular; e em
outros neurbnios, o virus estabelece uma infecgdo latente,
caracterizada pela transcrigdo limitada, exceto dos transcritos
associados a laténcia, chamados de LATs (Latent Associated
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Transcripts), os quais se acumulam em um grande numero de
copias no nucleo das células latentes infectadas (STEVENS;
COOK, 1973; STEVENS et al., 1987). A fase de manutengao da
laténcia € o estagio que dura por toda a vida do hospedeiro e &
definida como o periodo que o virus infeccioso ndo é detectado
por procedimentos padrdes de isolamento viral. Em geral, ndo
ocorre a expressdao abundante dos genes virais, que sao
necessarios para a infeccdo, entretanto, os LATs sao
abundantemente expressos neste estagio (PERNG; JONES,
2010). A reativacao da laténcia é iniciada espontaneamente ou
por diversos estimulos, tais como irradiagcdo UV, estresse fisico
e/ou mental, frio e disturbios hormonais, que irdo estimular a
expressao génica viral. Os virus reativados dos ganglios trigémio,
vagal e sacral (WHITLEY; ROIZMAN, 2001) passam
anterogradamente pelo nervo, causando infecgbes recorrentes
sintomaticas ou assintomaticas (BRADY; BERNSTEIN, 2004;
MORI; NISHIYAMA, 2005; PERNG; JONES, 2010).

2.1.3 Estrutura dos HSV

A particula viral herpética é formada pelo core (nucleo), o
qual contém o genoma (DNA), que codifica mais de 70 diferentes
genes. O genoma é dividido em dois segmentos ligados
covalentemente, denominados longo (L) e curto (S), ambos
contendo sequéncias unicas (UL e US, respectivamente), que
séo flanqueadas por regides de sequéncias repetitivas invertidas.
O rearranjo destes dois componentes da origem a quatro
populagbes de moléculas de DNA, diferindo entre si apenas na
orientacdo das sequéncias do DNA (WATANABE, 2010).

O nucleo é protegido pelo capsideo icosaédrico, o qual é
composto de 162 capsdbmeros (150 hexdmeros e 12
pentameros), que por sua vez, é envolto por uma camada amorfa
de proteinas conhecida como tegumento. Estudos realizados
com virions purificados do HSV-1 e HSV-2 demonstraram que
eles contém mais de 20 proteinas distintas, responsaveis por
iniciar a expressdao génica viral (WYSOCKA; HERR, 2003),
regular a sintese proteica celular (KWONG; FRENKEL, 1989) e
auxiliar na maturacdo e liberagcado viral (WISNER; JOHNSON,
2004). Por fim, o constituinte mais externo é o envelope
lipoproteico proveniente das membranas plasmaticas das células
infectadas e contém, no minimo, 12 glicoproteinas virais (gB, gC,
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gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM e gN) e diversas proteinas nao
glicosiladas, lipidios e poliaminas (WATANABE, 2010; WHITE;
FENNER, 1994; WHITLEY; ROIZMAN, 2001). A morfologia
caracteristica dos HSV esta ilustrada na Figura 1.

Glicoproteinas do envelope

Envelope lipoprotéico

Tegumento

Nucleocapsideo

DNA

Figura 1: Diagrama do virion dos HSV.
Fonte: adaptado de WATANABE (2010).

2.1.4 Ciclo de multiplicagao dos HSV

O ciclo de multiplicagdo dos virus herpéticos consiste
das seguintes etapas:

Entrada ou penetragdo: € um processo complexo,
envolvendo cinco das 12 glicoproteinas de superficie. Pode ser
dividido em trés fases: adsorgao, ligagao e fuséo.

A entrada dos HSV no interior celular pode ocorrer de
duas maneiras distintas. A principal via de entrada ocorre através
da adsorgao e fusdo do envelope viral a membrana plasmatica,
sendo dependente de interagdes com receptores celulares
especificos e independente do pH. A segunda forma de entrada
dos virus nas células é chamada de forma secundaria e envolve
a endocitose do capsideo envelopado e € dependente do pH.
Embora os HSV-1 costumem penetrar na célula pela via pH-
independente (fusdo), tem sido observado que a rota de entrada
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pode variar dependendo do tipo de célula (NICOLA; STRAUS,
2004).

O contato inicial do HSV com uma célula se inicia pela
interacdo do virion com as cadeias de glicosaminoglicanas das
proteoglicanas de superficie celular. Na adsorg¢ao, o sulfato de
heparana, principal receptor celular de ligagdo dos HSV, é
preferencialmente a molécula que interage com as glicoproteinas
virais gC e/ou gB (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007). Apesar
desta interagdo aumentar significativamente a eficiéncia da
infeccdo por HSV, ela ndo é absolutamente essencial e
irreversivel, ao menos pelo que foi observado in vitro, pois
mutantes que ndo expressaram a gC, n&o perderam a
capacidade de infectar células em cultura (BENDER et al., 2005).

Na etapa de ligagao, ocorre essencialmente a interagao
da gD com um dos seus receptores, que incluem nectina-1 e
nectina-2, o mediador especifico da entrada dos herpesvirus
[Herpesvirus Entry Mediator (HVEM)], ou o sulfato de heparana,
especificamente modificado (BENDER et al., 2005; HELDWEIN
et al., 2006). O HVEM é considerado um membro da superfamilia
de receptores do fator de necrose tumoral, sendo expresso em
varios tecidos, incluindo linfécitos T e B, células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos. As nectinas-1 e 2 sdo membros da
superfamilia de receptores de imunoglobulinas, sendo expressas
em varios tecidos e tipos celulares, incluindo células epiteliais,
fibroblastos e neurbnios (SPEAR, 2004).

O HSV-1 e o HSV-2 divergem na preferéncia pelos
receptores, apesar do HVEM e da nectina-1 serem importantes
receptores de entrada para ambos os sorotipos. A nectina-2 é
inativa para HSV-1 e tem uma fraca atividade na entrada do
HSV-2; a reciproca acontece para o sulfato de heparana
modificado (SPEAR, 2004).

A ligacdo da gD a um dos seus receptores provoca uma
mudanca conformacional na sua cadeia polipeptidica, liberando o
segmento carboxi-terminal. Este, por sua vez, pode interagir com
a gB, ou com o complexo gH/gL, desencadeando rearranjos
moleculares e, finalmente, a fusdo. Os mecanismos de atuacéo
da gB e da gH/gL s&o desconhecidos. Suas estruturas sao
conservadas entre todos os membros da familia dos herpesvirus,
ao contrario da gC e da gD, conservadas apenas entre os
a-herpesvirus. Tanto a gB quanto o heterodimero gH/gL sao
necessarios para a entrada do virus na célula, e qualquer um ou
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ambos, presumivelmente, recebem o sinal da gD e sofrem
alteragdes conformacionais (HELDWEIN et al., 2006; SPEAR,
2004).

Um estudo realizado por Bender et al. (2005) mostrou
que mutantes que ndo expressavam a gC tinham sua adsor¢ao
reduzida, porém a infecciosidade viral era mantida. Ja os virus
privados da gB nao foram capazes de penetrar nas células-alvo.
Por isso, a gC é considerada uma glicoproteina ndo essencial de
entrada, ao contrario da gB, que é essencial.

Apos entrar na célula, o nucleocapsideo é transportado
via microtubulos do citoesqueleto, através da interagcdo da
proteina do tegumento U 34 com a dineina celular (YE et al.,
2000), até um poro nuclear, por onde o genoma viral é liberado
no nucleo celular e o capsideo vazio é deixado no citoplasma.
Neste momento, o DNA altera sua forma de fita dupla para a
forma circular (WHITE; FENNER, 1994). A entrada do genoma
viral € acompanhada pela entrada da proteina do tegumento
VP16 e vhs. A VP16, juntamente com as proteinas celulares Oct-
1 e HCF-111, promovem a transcri¢ao viral imediata ligando-se a
uma regiao especifica do genoma viral (NARAYANAN et al.,,
2005; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007). J& a proteina vhs
parece permanecer no citoplasma, onde promove a degradagéo
do RNA celular e viral, sendo que o ultimo permanece em
vantagem, uma vez que sua producgdo esta altamente induzida
(WHITE; FENNER, 1994; WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Como dito, apds a entrada do genoma viral no nucleo
celular, iniciam-se os processos de transcrigdo, tradugao,
replicagdo e montagem de novos capsideos.

Transcricdo, traducdo e replicacdo: o processo de
transcricdo, no qual a RNA polimerase Il celular sintetiza RNAmM
a partir do DNA viral, e a sintese proteica acontecem de forma
coordenada, em trés fases: imediata (a), precoce (B) tardia (y). A
transcricdo do DNA viral acontece no nucleo e é esperado que
todas as proteinas virais sejam sintetizadas no citoplasma, sendo
expressas mais de 84 proteinas diferentes (COLBERE, 1975;
ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007; SU et al., 2008).

A transcricdo viral imediata é estimulada pela VP16 e
por quinases celulares dependentes de ciclinas (SCHANG;
PHILLIPS; SCHAFFER, 1998; SCHANG; ROSENBERG;
SCHAFFER, 1999). A expressdao desses genes ocorre
aproximadamente 2 a 4 h apds a infecgao e sio sintetizadas seis
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proteinas chamadas de Infected Cell Proteins (ICP): ICPO, ICP4,
ICP22, ICP27, ICP47 e Us1.5. Essas proteinas funcionam como
transativadoras da fase seguinte, regulando a expressao génica
viral em nivel transcricional (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY,
2007).

A porcao N-terminal da ICPO é requerida para ativar os
promotores dos genes a, mas um dominio separado ativa os
genes B e y (LIUM et al.,, 1998). Entdo, a ICPO pode ativar a
expressao de todas as classes dos genes virais, pois aumenta a
estabilidade dos niveis de RNAm (JOELS; DE KLOET, 1992).

A proteina ICP4 reprime a expressao dos genes a e ativa
a expressado dos genes 3 e vy, interagindo com os fatores de
transcricao da RNA polimerase |l, portanto, na auséncia desta
proteina todos os processos transcricionais, que ocorreriam apos
a expressao dos genes a, nao ocorrem (GU; DELUCA, 1994).

A ICP22 modifica a RNA polimerase Il (RICE et al., 1995)
e a ICP27 redistribui os complexos nucleares ribonucleicos e
interfere no splicing (remogéo dos introns) dos transcritos a
(HARDY; SANDRI-GOLDIN, 1994). Portanto, esta proteina é
requerida para a transicdo da expressdo dos genes a para a
expressao dos genes B e y.

Ja a ICP47 impede o transporte dos peptideos
antigénicos para o reticulo endoplasmatico (HILL et al., 1995) e é
crucial para a neuroviruléncia, porque inibe a resposta das
células T CD8" (GOLDSMITH et al., 1998).

A expressdo dos genes a acarreta a ativacdo da
transcricao dos genes precoces [3, que codificam, principalmente,
enzimas envolvidas na sintese e replicagdo do DNA viral: uma
subunidade catalitica da DNA polimerase (U 30) e sua proteina
acessoria (U 42), proteina de ligagdo ao DNA simples fita (ICP8),
complexo helicase-primase formado por 3 proteinas (U 5, U 8 e
U 52), uma proteina de ligagdo (U 9), além das enzimas
necessarias para o metabolismo do DNA viral (ribonucleotideo
redutase, timidina quinase, dUTPase, uracil DNA glicosilase,
entre outras) . A sintese dessas proteinas atinge seu pico entre
5 a 7 h P.l. (pés-infecgdo) e quando niveis suficientes das
mesmas acumulam-se no interior da célula infectada, inicia-se a
sintese do DNA viral. Além das proteinas de fase [ citadas
acima, existem outras que estdo envolvidas no aumento dos
estoques de desoxirribonucleotideos das células infectadas,
enquanto outras exercem a fungéo de enzimas de reparo para os
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genomas virais recém-sintetizados (BOEHMER; LEHMAN, 1997;
ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; WHITE; FENNER, 1994;
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Os genes tardios (y) sdo ativados pelos produtos dos
genes B e esta expressdao € maxima apos a replicacédo e
acumulacdo do DNA viral. A ativagdo destes genes ocorre em
torno de 12 h P.l. A maioria dos produtos génicos codificados sao
proteinas estruturais do capsideo e tegumento, e outras que
formam a particula do virion, como as glicoproteinas do envelope
viral (BOEHMER; LEHMAN, 1997; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY,
2007).

Montagem e liberacdo dos virions: apds a sintese das
proteinas estruturais do capsideo no citoplasma, estas sao
transportadas ao nucleo das células infectadas, e se unem para
a montagem de pro-capsideos vazios, que posteriormente serdo
preenchidos com DNA viral, formando os nucleocapsideos.

Os nucleocapsideos se associam a porgdes modificadas
da membrana nuclear interna, que contém as proteinas do
tegumento. Estas particulas estdo temporariamente envelopadas
e sdo liberadas no espaco nuclear intermembranario. A rota viral
a partir deste passo ainda € controversa e, provavelmente, duas
rotas da saida viral sdo possiveis. Uma maneira é pela
passagem continua, através de vesiculas e do complexo de
Golgi, onde a membrana proteica € modificada, e, portanto, o
envelope lipoproteico viral seria proveniente da membrana
nuclear interna. Outra rota é a fusdo do envelope recém-
adquirido a membrana externa nuclear ou a membrana de
vesiculas, gerando nucleocapsideos nus no citoplasma, os quais
passariam por um novo processo de brotamento no complexo de
Golgi. Nesta rota, o envelope lipoproteico € adquirido de outras
membranas e ndo da membrana nuclear interna. Atualmente, a
rota de saida dos HSV mais aceita é a ultima citada
(ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY,
2007; VAN GENDEREN et al., 1994).

Os virions maduros migram para a superficie celular,
fundem-se com a membrana plasmatica, e sdo liberados no
espago extracelular por exocitose. Portanto, a infecgdo produtiva
de uma célula resulta na sua destruicao, devido as mudangas
bioquimicas e estruturais induzidas pela replicagcdo viral
(ELLERMANN-ERIKSEN, 2005; WHITE; FENNER, 1994).
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In vitro, o processo completo de replicacédo viral dura,
aproximadamente, 18 a 20 horas, e é citolitico (COLBERE, 1975;
ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007; WHITE; FENNER, 1994;
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

2.2 Terapia anti-herpética

Atualmente, o arsenal quimioterapico para infeccoes
virais compreende cerca de 50 farmacos aprovados oficialmente
para uso clinico. A maioria deles foi aprovada nos ultimos cinco
anos, sendo que metade é utilizada para o tratamento das
infecgbes causadas pelo HIV (DE CLERCQ, 2009b). Os demais
antivirais sao utilizados contra os virus das hepatites B e C, virus
influenza, virus respiratorio sincicial e virus herpéticos, incluindo
neste ultimo grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e
os HSV tipos 1 e 2 (DE CLERCQ, 2009a; ROTTINGHAUS;
WHITLEY, 2007).

Os farmacos usados para o tratamento das infecgdes
pelos HSV incluem os inibidores da replicagdo viral (aciclovir,
valaciclovir, penciclovir, fanciclovir, idoxuridina, ftrifluridina,
brivudina, vidarabina, cidofovir e foscarnet) e o docosanol, que é
um inibidor da entrada dos virions nas células (MAMIDYALA;
FIRESTINE, 2006; ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento das
infecgdes pelo HSV-1 e/ou HSV-2 é o aciclovir (ACV). O ACV ¢
monofosforilado pela timidina quinase (TQ) expressa pelo HSV e
convertido pelas quinases celulares para a sua forma ativa, o
ACV ftrifosfatado, que inibe a replicagdo herpética por inibigao
competitiva pela DNA polimerase viral e consequente inibigdo do
elongamento da sintese da cadeia do DNA viral (ELION et al.,
1977). A alta seletividade deste farmaco esta relacionada a sua
ativacao preferencial pela TQ viral e a alta sensibilidade da DNA
polimerase viral ao ACV trifosfatado (STRASFELD; CHOU,
2010). Os HSV desenvolvem resisténcia ao ACV
predominantemente como resultado de alteragdes nas TQs virais
e, com menos frequéncia, como resultado de mutagées na DNA
polimerase viral (KIMBERLIN et al., 1995).

O uso destes farmacos antivirais pode ser afetado pela
toxicidade dose-limitante. Embora o ACV seja considerado
relativamente de baixa toxicidade, altas doses foram associadas
com nefrotoxicidade (WAGSTAFF; FAULDS; GOA, 1994) e
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encefalopatia (HAEFELI et al., 1993; ORMROD; SCOTT;
PERRY, 2000).

Logo, os fatos aqui expostos mostram a importancia e a
necessidade da P&D de novos farmacos anti-herpéticos eficazes,
com efeitos deletérios minimos e com mecanismos de acao
diferenciados, os quais poderdo substituir ou complementar os
usados atualmente.

2.3 Cardenolideos

Os cardenolideos s&o encontrados em algumas familias
vegetais, tais como Apocynaceae e Plantaginaceae (RATES;
BRIDI, 2003; TASKOVA; GOTFREDSEN; JENSEN, 2005), e em
animais (hipotalamo bovino) (TYMIAK et al., 1993). Alguns
trabalhos ja relataram que seres humanos apresentam a
capacidade de produzir substancias semelhantes a ouabaina
(HAMLYN et al.,, 1991) e a digoxina (GOTO et al.,, 1990)
endogenas. Além disso, outros grupos de pesquisa
demonstraram que o colesterol e a progesterona s&o substratos
para a biossintese de cardenolideos enddgenos e esta produgéo
€ controlada por outros horménios, como a renina-angiotensina,
endotelina e adrenalina (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA,
2009; QAZZAZ et al., 2004).

2.3.1 Estrutura quimica dos cardenolideos

Os cardenolideos apresentam em sua estrutura um
nucleo esteroidal e um anel pentagonal lactonico insaturado na
posigdo a,B insaturada do C17B (porgdo aglicona ou genina),
além de uma porgéo agucar ligada ao C3B. Nos cardenolideos,
os anéis A/B e C/D apresentam-se na conformacao cis, enquanto
os anéis B/C encontram-se fusionados na conformagao trans
(RATES; BRIDI, 2003). Em relagao a sua porgéo aglicona, os
cardenolideos sado divididos em seis séries, de acordo com a
estrutura  quimica das agliconas (KREIS; HENSEL;
STUHLEMMER, 1998). A Figura 2 ilustra o esqueleto basico dos
cardenolideos.
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Figura 2: Estrutura quimica de um cardenolideo.
Fonte: adaptado de RATES; BRIDI (2003).

Uma grande variedade de agucares pode estar ligada ao
C3 da aglicona e os mais comuns sao digitoxose, oleandrose,
diginose, ramnose, fucose, tevetose, digitalose e glicose
(RATES; BRIDI, 2003). Embora os agucares nao sejam os
responsaveis pela atividade cardioténica dos cardenolideos, eles
afetam sua farmacodindmica e farmacocinética. Por exemplo,
agliconas s&o absorvidas mais rapidamente e metabolizadas
mais facilmente que cardenolideos glicosilados (PRASSAS;
DIAMANDIS, 2008). No entanto, a presenca dos agucares
confere maior solubilidade, fator importante na absorgdo e
distribuicdo dessas moléculas pelo corpo, e a configuragao dos
agucares influencia a afinidade da ligagcao pelo sitio ligante da
proteina receptora (RATES; BRIDI, 2003).

2.3.2 Principal acado farmacolégica e indicagées
terapéuticas dos cardenolideos

Os cardenolideos s&o caracterizados pela sua alta
especificidade e poderosa agdo que exercem no musculo
cardiaco, tendo como principal agdo farmacoldgica sua agéo
cardiotbnica. Por isso, sdo utilizados para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), podendo ser
administrados em associagdo com diuréticos, se existir fibrilagdo
auricular. Também s&o recomendados na profilaxia e tratamento
de algumas arritmias como fibrilagdo atrial e taquicardia atrial
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paroxistica e, ainda, no tratamento do choque cardiogénico
(RATES; BRIDI, 2003).

O principal cardenolideo utilizado terapeuticamente é a
digoxina, mas existem outros que também o sdo. No mercado
farmacéutico brasileiro, estdo disponiveis medicamentos
elaborados com digoxina e deslanosideo (BRASIL, 2008).

2.3.3 Mecanismo da agao cardiotonica

O mecanismo da agado cardiotdnica ocorre através da
inibicdo da enzima NKATPase, envolvida no mecanismo da
bomba de Na'/K* dependente destes ions, que promove, neste
caso, a contracdo muscular cardiaca (HORISBERGER, 2004).
Com a inibicdo desta bomba, os niveis de Na* no interior dos
miécitos aumentam, ao contrario do que acontece com os ions
K*, que sdo expelidos para fora da célula, sendo que esta troca
ibnica ocorre através do gasto de moléculas de ATP. O aumento
intracelular dos ions Na® leva & modulacdo da atividade de um
carreador de membrana envolvido nas trocas de ion Ca?* por
ions Na®, promovendo o aumento dos niveis intracelulares de
Ca*, por influxo ou pela mobilizacdo dos reservatorios
sarcoplasmaticos. Tal elevagédo da concentragéo intracelular dos
ions calcio resulta no aumento da forga contratil cardiaca, pois o
Ca*" fica disponivel para as proteinas contrateis (RAHIMTOOLA;
TAK, 1996).

No coracédo relaxado, a tropomiosina mascara o sitio de
ligagdo da miosina, através de um bloqueio estérico. No
processo de contracdo muscular, o contato dos ions Ca?* com a
troponina resulta numa alteracdo conformacional na
tropomiosina, desmascarando o sitio de ligacdo da miosina e
possibilitando a formagado do complexo actina-miosina e, assim,
induzindo a contragdo miocardica ATP-dependente. Portanto, o
aumento dos niveis intracelulares dos ions Ca?*, ocasionado pelo
tratamento com cardenolideos, provoca um aumento do ténus
muscular e do volume sanguineo circulante por minuto e reduz a
frequéncia e o volume cardiaco (RATES; BRIDI, 2003).

2.3.4 Outros mecanismos de agao dos cardenolideos

Publicagcbes recentes tém sugerido mecanismos
adicionais ao modo classico da agdo inibitéria da bomba
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NKATPase pelos cardenolideos, apresentando novas
possibilidades terapéuticas para os mesmos (PRASSAS;
DIAMANDIS, 2008).

Uma das possibilidades sugeridas € sua potencial agao
antitumoral (MIJATOVIC et al., 2007), tendo em vista que varios
autores ja relataram os efeitos citotoxicos da digoxina
(BIELAWSKI; WINNICKA; BIELAWSKA, 2006; RAGHAVENDRA
et al., 2007), da digitoxina (JOHANSSON et al., 2001; LOPEZ-
LAZARO et al., 2005), da ouabaina (KULIKOV et al., 2007) e da
digitoxigenina (RAGHAVENDRA et al., 2007).

Outra aplicagéo recentemente sugerida diz respeito a sua
potencial agao antiviral, mais especificamente, ao efeito inibitério
da replicagdo do virus herpético humano do tipo 1 (HSV-1) pela
digoxina (HARTLEY et al., 2006), pela ouabaina (DODSON et al.,
2007) e pela digitoxina (SU et al., 2008).

Hartley e colaboradores (HARTLEY, 2009; 2006)
relataram a atividade antiviral da digoxina contra alguns virus
DNA (HSV-1, HSV-2, virus da varicela zoster, citomegalovirus e
adenovirus). Neste estudo foi investigada a importancia da
concentragdo extracelular do ion K' através da avaliagdo do
funcionamento de duas bombas idGnicas existentes na membrana
plasmatica celular: bomba Na'/K* (NKATPase) e bomba
Na'*/K*/CI" (NKCC). A NKCC existe sob duas isoformas: NKCC 1
e 2, sendo que a isoforma 1 esta presente em quase todos os
tipos celulares e a isoforma 2 & exclusivamente encontrada em
células renais. Suas fungdes incluem a manutengdo da alta
concentragdo interna de CI, a qual acarreta o equilibrio
eletroquimico e a regulagdo do volume celular (RUSSEL, 2000).
Enquanto a NKCC é responsavel pelo influxo dos ions Na*, K" e
CI', a NKATPase promove o influxo de K* e o efluxo de Na®.
Portanto, estes autores basearam seus estudos no influxo de K",
ja que este ion parece ser essencial para a sintese do DNA viral
(HARTLEY et al., 1993). A partir destas evidéncias, se estes
virus DNA forem realmente dependentes do K' para sua
replicagdo, a auséncia controlada deste ion celular poderia ser
considerada uma estratégia para a P&D de um amplo espectro
de farmacos antivirais.

Dodson e colaboradores (2007) relataram a atividade
anti-HSV-1 (cepa KOS) de outro inibidor da bomba Na'/K*, a
ouabaina. Esta substancia exerce sua atividade antiviral se
adicionada até 8h P.l. e reduz a expressao dos genes imediatos
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e precoces em pelo menos 5X. Portanto, a ouabaina exerce sua
acgao antiviral no estagio apés a fusao do virus com a membrana
plasmatica celular.

Su e colaboradores (2008) avaliaram a atividade anti-
herpética da digitoxina. Além deste cardenolideo, foram
avaliados alguns analogos estruturais, ou seja, digoxina,
ouabaina octahidratada, G-estrofantina, digitoxigenina,
digoxigenina e gitoxigenina, que também apresentaram
significativa atividade anti-herpética. A digitoxina inibiu a
expressao de genes precoces virais e bloqueou a liberacdo de
novos virions formados. Quando esta substdncia foi testada
contra uma cepa viral de HSV resistente ao aciclovir, ela também
conseguiu inibir a replicacdo viral, o que demonstra que este
cardenolideo pode representar uma nova classe de farmacos
com mecanismos antivirais distintos dos farmacos utilizados
tradicionalmente.

Adicionalmente, Deng e colaboradores (2007) avaliaram
a atividade antiviral, frente ao virus da vaccinia, dos glicosideos
cardiacos: digoxina, cimarina, neriifolina, ouabaina e lanatosideo
C, e relataram sua capacidade de inibir a replicagdo deste virus,
que é um virus DNA dupla fita. Os experimentos também
demonstraram que os cardenolideos (digoxina, cimarina e
ouabaina) reduziram ou inibiram completamente a sintese da
maioria das proteinas virais tardias e que muitas das proteinas
precoces foram sintetizadas normalmente.

Além dos quatro estudos citados acima, realizados com
virus DNA, Hoffmann e colaboradores (2008) realizaram um
estudo com a ouabaina e o lanatosideo C quanto a sua
capacidade de modular, positiva ou negativamente, o ciclo de
replicagdo de virus RNA (virus influenza, virus da doenga de
New Castle e virus da estomatite vesicular). Foi demonstrado
que o tratamento com os ativadores dos canais de Na* (ouabaina
ou lanatosideo C) ou com um inibidor da proteina quinase C
(rottlerina) reduziu significativamente a replicagao viral, ficando
claro que a regulagdo da quantidade intracelular dos ions Na*
pode representar um novo alvo para o desenvolvimento de
farmacos antivirais, tanto para virus RNA quanto virus DNA.

A partir dos resultados apresentados por estes
pesquisadores em relacdo a potencial atividade antiviral de
cardenolideos, pode-se constatar a complementaridade existente
principalmente entre os dados apresentados por Hartley e
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colaboradores (2006) e por Hoffmann e colaboradores (2008), ja
que os primeiros autores discutiram a importancia da
concentragdo intracelular dos fons K* para a replicagéo viral, e o
segundo grupo ressaltou a importdncia da concentragao
intracelular dos ions Na* para a inibicdo do ciclo viral. Portanto,
ficou comprovado que os cardenolideos testados possuem
atividade anti-ATPasica, diminuindo a concentragao intracelular
de ions K*, aumentando a concentragao intracelular dos ions Na*
e consequentemente a dos ions Ca*”, o que resultou também na
inibicido da replicacdo viral, pois os virus testados parecem
depender da concentracgéo intracelular fisiolégica de K*.

Assim sendo, neste trabalho sera realizada a triagem
antiviral  (anti-HSV-1 e anti-HSV-2) de uma série de
cardenolideos e derivados, de origem vegetal, sintética e
microbiana (esses ultimos obtidos por biotransformagao fungica),
assim como a elucidagdo do mecanismo da acao anti-herpética
de alguns dos compostos mais ativos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo anti-herpética de uma série de
cardenolideos e derivados de origem vegetal, sintética e
microbiana, e determinar o mecanismo de acédo daqueles que
apresentaram resultados promissores.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade dos cardenolideos e derivados,
em células VERO e GMK AH1;

- Realizar a triagem anti-herpética [anti-HSV-1 (cepas
KOS e 29-R) e anti-HSV-2 (cepa 333)] dos cardenolideos e
derivados, e selecionar o0s compostos com resultados
promissores;

- Avaliar o desempenho dos compostos selecionados na
presenca de diferentes concentragbes virais;

- Avaliar a acdo virucida direta dos compostos
selecionados;

- Avaliar a influéncia dos compostos selecionados na
replicagao viral, em fungéo do tempo;

- Avaliar o efeito dos compostos selecionados na
adsorgao e na penetragao viral;

- Avaliar a interferéncia de um dos compostos
selecionados na expressao génica, nas diferentes fases da
replicacdo do HSV-1 (cepa KOS);

- Avaliar a interferéncia dos compostos selecionados na
expressao proteica do HSV-1 (cepa KOS);

- Avaliar o efeito dos compostos selecionados sobre a
liberacéo viral;

- Avaliar o efeito dos compostos selecionados na
propagagao intercelular viral;

- Avaliar a potencial acao anti-ATPasica dos compostos
selecionados;

- Propor o mecanismo da agado anti-herpética dos
compostos selecionados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais de estudo

Foram testados sessenta e cinco derivados
cardenolideos (Quadro 3) de origem vegetal, sintética ou
microbiana, fornecidos gentilmente pelo Prof. Dr. Ferndo Castro
Braga, da Faculdade de Farmacia da UFMG e pelo Prof. Dr.
Wolfgang Kreis, da Friedrich-Alexander Universitat da Alemanha,
a quem agradecemos esta frutifera parceria.

Para a preparagdo das solugdes-estoques, foram
pesadas as massas necessarias para a obtengcdo das mesmas,
em concentragdes variadas, dependendo da disponibilidade de
cada amostra. A solubilizacdo foi feita com dimetilsulfoxido
(DMSO, Merck). Para a realizagdo dos ensaios, as solugdes-
estoques foram diluidas em meio de cultura para obtengdo das
concentragdes desejadas, nao ultrapassando 1% de DMSO.
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem

da atividade anti-herpética. (continua)
Codigo Composto PM Estrutura Quimica
(Origem) (g/mol)
1 Digitoxigenina 374
)
2 Digitoxigenina - 504
V) monodigitoxosideo
3 Digitoxigenina — 634 e o
(v) bisdigitoxosideo Ho%o%o
(3) Glucoevatromonosideo 666 "
A
v Glicodigifucosideo 682
v)
6 Digitoxina 764
v)
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem

da atividade anti-herpética.

(continuagao)

(cé)?iglgn% Composto (;:‘nol) Estrutura

V) B-acetildigitoxina 806

8 .

V) Lanatosideo A 969

9 .

V) Gitoxigenina 390

10 - .

(V) Glicogitorosideo 682

(1\,1) Gitoxina 780

12 Digoxigenina —

(V) bisdigitoxosideo 650

13 Digoxigenina — 911

v) tetradigitoxosideo

14 , GO
Lanatosideo C 985 g™ He o me o M8 g &

v) A 0
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem

da atividade anti-herpética.

(continuagao)

g:?gl% Composto (gll:‘n':ll) Estrutura
15 Desacetil — 943 o e e
) lanatosideo C B e
16 G
(SS) B-metildigoxina 796
18 Digitoxina 915
(SS) peracetilada
19 B-metildigitoxina 899
(SS) peracetilada
20 Epi-digitoxigenina
(SS) 34-OH 764
21 21-0O-acetil- 418
(SS) desoxicorticosterona
22 21-0O-malonil- 373
(SS) desoxicorticosterona
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

Codigo PM
(Origem) Composto ol Estrutura
23 20,21 — Cetol da 3B-O- 400
(SS) acetildigitoxigenina
24 3p-O-acetildigitoxigenina | 402
25 7B-hidroxidigitoxigenina 390
(BF) gitoxig
26 8B-hidroxidigitoxigenina 390
(BF) gitoxige
27 1415 42 op . .
(SS) A " digitoxigenina 356
28 Digoxigenina 390

W)
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

gﬂ:% Composto (gll:rr':’clal) Estrutura
(2\/9) Digoxina 781
(gg y | 763
(g;) ...... 779
(gg y | 369
(g?s’ y | 370
35 1 373

(S8)
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

Codigo

PM

(Origem) Composto an Estrutura

36

ss) | T 387
37

ss) | T 552

1

38 . HO JOH
V) K-Estrofantosideo 873 Ho 01;&%0
39

ss) | 553

o 1 623

(S8)
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

gﬂ:% Composto (gll:rr':’clal) Estrutura
(313) ...... 581
(gé y | 500
(g?s’) ...... 398
(g‘; y | 431
4 398

(S8)
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

Codigo

(Origem) Composto (gll:rr':’clal) Estrutura
46
ss) | T 414
47
ss) | T 397
48
ss) | T 447
49
ss) | T 405
50
ss) | T 431
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)
Codigo PM
(Origem) Composto an Estrutura
51
ss) | T 389
52
ss) | T 473
53
ss) | T 431
55
ss) | T 373
56
ss) | T 399
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

Codigo

(Origem) Composto (gll:rr':’clal) Estrutura
(32) ------ 417
(gg) ------ 477
(gg) ------ 466
(S‘;) ------ 482
(213) ------ 437
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem
da atividade anti-herpética.

(continuagao)

(cé)?iglgno) Composto (grrml) Estrutura

62

ss) | 437

63

ss) | T 393

(36;) a-metil-digitoxina 779
(gfs’) B-metil-digitoxina 779
8/6) Convalatoxina 550
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Quadro 3: Cardenolideos e derivados utilizados para a triagem

da atividade anti-herpética.

(conclusao)

Codigo PM

(Origem) Composto (g/mol) Estrutura
817) Helveticosideo 534
68
v) Cimarina 549

Origem: V = vegetal; SS = semissintética; BF = biotransformacéo fungica.
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4.2 Culturas celulares

4.2.1 Células

Foram utilizadas células VERO (ATCC:CCL 81 e Instituto
Adolfo Lutz/SP) e GMK AH1 (Departamento de Virologia Clinica,
Universidade de Goéteborg, Suécia), ambas culturas continuas de
fibroblastos de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops),
cultivadas a 37 °C, em atmosfera umedecida de 5% de CO..

Estas duas linhagens celulares, VERO e GMK AH1,
foram escolhidas por serem permissivas a replicagao in vitro do
HSV-1 e do HSV-2, respectivamente. Esta permissividade
possibilita a multiplicagdo viral, causando efeito citopatico
reprodutivel e visivel ao microscopio invertido (HU; HSIUNG,
1989).

Durante a realizacdo deste trabalho, as linhagens
celulares foram testadas sistematicamente para atestar a
auséncia de micoplasmas, conforme rotina implementada no
Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC.

4.2.2 Meio de cultura e reagentes

O meio utilizado para o crescimento e manutengédo das
células foi o meio MEM (Minimal Essential Medium - Cultilab)
adicionado de 0,22% de bicarbonato de sédio (Sigma) para que o
pH permanecesse entre 7,2 - 7,4. Este meio foi suplementado
com soro fetal bovino (SFB - Gibco), na proporcao de 10% para
promogao do crescimento e 5% para manutencao das linhagens
celulares. Com o intuito de prevenir a contaminacdo das células
por bactérias, fungos e leveduras, foi adicionado 1% de PSA
(Cultilab - 10.000U de penicilina G, 10.000 ug de estreptomicina
e 25 pg de anfotericina B) ao meio. Para a obtengdo de
subculturas celulares, manutengéo das células e realizagao dos
experimentos, utilizou-se como agente dissociante a tripsina
(enzima proteolitica obtida de pancreas suino, Sigma), preparada
em uma solugéo de EDTA (Sigma) 1:250 a 0,25%.
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4.3 Virus
4.3.1 Origem das cepas virais

Os virus utilizados foram o Herpes Simplex Virus tipo 1
(HSV-1), cepas KOS e 29R (sensivel e resistente ao aciclovir,
respectivamente), ambas provenientes da Faculdade de
Farmacia, Universidade de Rennes, Franca.

Também foi utilizado o Herpes Simplex Virus tipo 2
(HSV-2), cepa 333, proveniente do Departamento de Virologia
Clinica da Universidade de Goéteborg, Suécia.

4.3.2 Preparo das suspensoées-estoques virais

As suspensdes-estoques virais foram preparadas como
descrito por Simdes e colaboradores (1999).

Culturas celulares foram ftripsinizadas 24 h antes da
infecgao viral. Apos este periodo, o meio de cultura foi aspirado e
a monocamada celular foi lavada 3x com solugdo tampao fosfato
(PBS) para que fossem retirados restos celulares e resquicios de
SFB, tendo em vista que o SFB possui alguns componentes que
inibem o ciclo de replicagédo viral (FRESHNEY, 2005). Apds, a
monocamada celular foi inoculada com 1 mL da suspenséo viral
e o frasco foi incubado por 1 h a 37°C em estufa de CO, para
permitir a adsorgao e penetragéo viral. Ao final deste periodo, o
excesso de virus foi retirado por sucgdo a vacuo e 10 mL de
meio MEM sem SFB foram adicionados e os frascos incubados
nas mesmas condi¢des descritas acima.

Os HSV tipos 1 e 2 possuem um ciclo de replicagdo com
duragéo de 18 h (FLINT et al., 2000), por isso o efeito citopatico
viral (ECP) foi monitorado por microscopio invertido a cada ciclo
de replicagdo. Quando a monocamada celular se mostrou
totalmente destruida pelo virus, o frasco foi congelado a -80°C e
descongelado a 37°C por 3x para que ocorresse o rompimento
celular total e consequente liberagdo das particulas virais. A
suspensao obtida foi centrifugada por 10 min a 350 Xg em
centrifuga refrigerada a 4°C para que os restos celulares fossem
separados dos virus. O sobrenadante resultante foi aliquotado
em tubos estéreis, titulado e armazenado a -80°C até sua
utilizacao.
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4.3.3 Determinagao dos titulos infecciosos virais

Antes de se realizar a avaliagdo da potencial atividade
antiviral das amostras, é de suma importancia o conhecimento da
infecciosidade dos indculos virais produzidos. A infecciosidade
pode ser determinada como unidades formadoras de placas
(UFP) e assim, sera conhecida a concentragéo viral (UFP) por
mL, ou seja, o titulo viral. O titulo infeccioso de todos os estoques
virais foi determinado através do método de contagem de placas
de lise, descrito por Burleson; Chambers e Wiedbrauk (1992).

Todos os ensaios foram realizados em placas de 24
cavidades, preparadas da seguinte maneira: suspensbes de
células VERO para HSV-1 ou GMK AH1 para HSV-2, na
densidade de 2,5 x 10° células/cavidade/0,75 ml, foram
cultivadas em meio MEM, suplementado com 5% de SFB e 1%
de PSA, e incubadas a 37°C em estufa de CO, até a confluéncia
(24h).

No dia seguinte, o meio de cultura de cada cavidade foi
aspirado cuidadosamente e a monocamada celular foi lavada
com PBS. Essas células foram infectadas com 400 uyL da
suspensao-estoque viral, diluida na razdo 1:10, em meio MEM
com 1% de PSA sem SFB (trés réplicas para cada diluicao). As
placas foram incubadas durante 1 h, tendo sido agitadas
cuidadosamente a cada 15 min para uma melhor distribuicdo da
suspensao viral. Apos esse tempo, a suspenséo viral foi aspirada
e as células mais uma vez lavadas com PBS. A cada cavidade,
foram adicionados 500 pL de uma solugdo de CMC'
(carboximetilcelulose). As placas foram novamente incubadas
por 72 e 48 h para o HSV-1 e HSV-2, respectivamente. Apos
este periodo, o meio foi retirado e as células fixadas e coradas
pela adicdo de 200 pL da solugdo do corante preto de naftaleno?
por 30 min, a temperatura ambiente, em agitador mecanico

! Preparo da solugado de carboximetilcelulose: Meio MEM 2X + solu¢do aquosa a
1,5 % de carboximetilcelulose (Sigma), na proporgdo 1:1, ambos previamente
esterilizados e acrescidos de 1% de PSA.

2 Preparo da solugio de preto de naftaleno: 100 mg do corante preto de naftaleno
(Sigma) foram dissolvidos em 100 mL de uma solu¢do aquosa a 5% de &cido acético
(v/v) (Merck), sendo o pH ajustado, se necessario, para 2,3-2,5. Esta mistura foi
filtrada através de papel filtro e estocada a 4°C, sendo aquecida em banho-maria a
37°C, antes de seu uso.
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horizontal. Apos este tempo, o corante foi aspirado e as placas
de cultura foram colocadas para secar, a temperatura ambiente.
As placas de lise viral foram quantificadas através da
visualizagdo em microscopio estereoscopico. Para calcular os
titulos virais, foram contados os focos de infeccdo na ultima
diluicdo, que se caracterizam por areas claras de lise celular,
chamadas de placas de lise ou focos.

O titulo viral (T) foi calculado através da seguinte formula
e expresso em Unidades Formadoras de Placas por mililitro
(UFP/mL):

Onde: N = n°® médio de placas de lise da ultima diluicdo que
apresentou focos;
d = reciproca da ultima diluicdo, onde foram contadas as
placas de lise;
V = volume de indéculo em mL (neste caso, 0,4 mL)

4.4 Avaliagao da citotoxicidade

O método utilizado foi o ensaio colorimétrico com sal de
tetrazdlio (MTT), conforme proposto por Mosmann (1983),
modificado por Sieuwerts et al. (1995), e padronizado no
Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC por Freitas (2001).

Procedimento: Uma suspensdo de células VERO ou
GMK AH1, contendo aproximadamente 25 x 10
células/cavidade/0,1 mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de
cultura celular, foi distribuida em uma placa de 96 cavidades
(100uL/cavidade). A placa foi incubada por 24 h, a 37°C, em
estufa de CO, até a confluéncia. Apods 24 h, o meio foi retirado
por aspiragao e substituido por 200 uL das amostras diluidas
(razdo 1:2), em diferentes concentragbes, em cada cavidade.
Foram feitos controles celulares (200 pL de meio
MEM/cavidade). Em seguida, a placa foi incubada por 72 h
(VERO) ou 48 h (GMK AH1), e apds este tempo, 0 meio de cada
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cavidade foi substituido por 50 pL de uma solucdo de MTT? a
1 mg/mL (em meio MEM). A placa com MTT foi incubada por
mais 4 h, nas mesmas condi¢gdes. Apos, foi retirado o meio
contendo MTT e adicionados 100 pL de DMSO
(Nuclear)/cavidade para dissolver os cristais de formazana. A
placa foi agitada por 10 min a temperatura ambiente para que
toda a formazana fosse dissolvida e a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Labsystems Multiskan MS 352, Haverhill, MA
USA) a 540 nm.

Os valores de absorbancia, medidos para cada
concentracdo de cada amostra, foram transformados em
porcentagens de viabilidade celular (X %), em relacdo a média
dos controles celulares, que é considerada 100% viavel, através
da seguinte férmula, onde DO= Densidade Optica:

X % = DOmaterial-teste X 100

DOcontrole celular

Em seguida, os percentuais calculados referentes as
diferentes concentracbes das amostras, foram inseridos em um
grafico, e através de anadlise de regressao linear, foi possivel
calcular a CCsp, ou seja, a concentragdo de cada amostra que
reduziu em 50% a viabilidade celular. Os valores de CCsxq
calculados representam a média de trés experimentos
independentes + desvio padrao.

4.5 Avaliagao da potencial atividade antiviral - triagem anti-
herpética

4.5.1 Ensaio de inibicao da formagao das placas de lise

Esta avaliagao foi realizada pelo ensaio de placas de lise
conforme descrito por Burleson et al. (1992) e seguiu o

3 Preparo da solugao-estoque de MTT: foram utilizados 5 mg de MTT (Sigma) para
cada mL de PBS (p/v). Para uso, foi feita a diluicdo em meio MEM (1mg/mL).
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procedimento proposto por De Logu et al. (2000), com pequenas
modificacdes.

Através deste ensaio, foi realizada inicialmente a triagem
anti-herpética
(HSV-1 cepa KOS) de cardenolideos e derivados, e o controle
positivo aciclovir (ACV - Sigma). Além disso, para cada ensaio
foram realizados controles virais, nos quais as células foram
infectadas e nao tratadas, e controles celulares, onde as células
nao foram infectadas nem tratadas.

Nesta primeira triagem, os compostos 1 a 28 foram
testados até as maiores concentragdes que ndo mostravam ser
citotoxicas, e os outros compostos foram todos testados até
1 uM.

Num segundo momento, apds selecionar os 21
compostos mais ativos, este mesmo ensaio foi utilizado com as
demais cepas virais (HSV-1 cepa 29R e HSV-2 cepa 333).

Procedimento: Células VERO ou GMK AH1 foram
cultivadas em placas de 24 cavidades (2,5 x 10°
/cavidade/0,75mL) e incubadas a 37°C, 5% de CO, até a
confluéncia (24 h). Apés 24 h, o meio foi aspirado, a
monocamada celular confluente foi lavada 3X com PBS e 400 uL
das suspensdes virais foram adicionados, na concentragdo de
100 UFP/cavidade, em cada cavidade, por 1 h a 37°C e 5% CO..
Apds a adsorgao viral, as células foram lavadas com PBS e
foram adicionados 500 uL de uma solugdo de CMC dissolvida em
meio MEM 2X (controle viral); ou esta mesma solugdo contendo
as amostras em diferentes concentragdes ou aciclovir (10 uM -
controle positivo) por 72 h para HSV-1 ou 48 h para HSV-2, a
37°C e 5% CO,. Por fim, o meio foi aspirado, as células foram
coradas com 200 pL de preto de naftaleno. Apés 40 min, a
temperatura ambiente e em agitador horizontal, o corante foi
aspirado e as placas contadas através da visualizacdo em
microscopio estereoscopio. A porcentagem de inibicdo da
replicagdo viral de cada amostra, com relagdo aos controles
virais, foi calculada através da seguinte formula:

% de inibicao =1 — | n° placas amostra x 100
N° placas controle viral
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Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos
em um grafico, e através da anadlise de regressao linear, foi
possivel calcular os valores de Cls, ou seja, a concentragédo de
cada amostra que inibiu 50% a infecgéo viral. Os valores de Clsg
representam a média de, no minimo, trés experimentos
independentes * desvio padrio.

Com posse dos valores de CCsy € Clsg foi possivel
calcular o indice de seletividade (IS) de cada amostra, em
relagdo a cada cepa viral utilizada, através da seguinte formula:

IS =CCs
Clso

O IS indica quao promissora € a atividade antiviral de
cada material testado, ou seja, quanto maior for o valor do IS,
mais seletivo serda o material-teste ao virus e ndo a célula
hospedeira (COS et al., 2006).

4.6 Ensaio de reducdao do numero de particulas virais
infecciosas (Yield Reduction Assay)

Para a realizagdo de um ensaio que compara a atividade
anti-herpética de varias amostras, faz-se necessario que isto seja
efetuado em diferentes MOls (Multiplicity of Infection), ou seja, na
presenca de diferentes concentragbes virais €, assim, € possivel
determinar a poténcia da atividade antiviral dos compostos que
estdo sendo avaliados. O MOI é a relagdo entre o numero de
particulas virais infecciosas e o niumero de células que serao
infectadas (CONDIT, 2007).

Este ensaio foi realizado conforme proposto por Hussein
et al. (2008), com algumas modificagdes.

Procedimento: Iniciou-se o cultivo de monocamadas
confluentes de células VERO ou GMK AH1 em placas de 24
cavidades (2,5 x 10° células/ cavidade/0,75 mL) até a confluéncia
(24h). Estas células foram infectadas com HSV-1 ou HSV-2 em
trés diferentes MOls (0,4; 0,04 e 0,004) e incubadas por 60 min a
37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, 0 meio com 0s virus que
ainda nao tinham penetrado, foi aspirado e as células lavadas
com PBS para a remogao dos virus residuais. Foi adicionado
meio MEM contendo diferentes concentragcdes dos materiais-
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teste e do aciclovir (controle positivo), e a placa foi nhovamente
incubada a 37°C e 5% de CO; por 48 h (HSV-2) ou 72 h (HSV-1).
Foram feitos controles virais para cada MOI. Decorrido este
tempo, os sobrenadantes foram coletados (500 uL) e colocados
em microtubos de microcentrifuga com capacidade para 1,5 mL,
armazenados a -80°C e congelados/descongelados por 3x. Apds
os trés ciclos de congelamento/descongelamento, as suspensbées
foram centrifugadas por 8 min a 350 Xg em centrifuga refrigerada
a 4°C para separar os restos celulares dos virus. As suspensodes
virais foram transferidas para novos microtubos, que foram
armazenados a -80°C até sua utilizagdo. A quantidade de
particulas virais infecciosas foi determinada por titulagdo (item
4.3.3) e o potencial antiviral das amostras foi avaliado,
comparando-se o titulo do controle viral de cada MOI (sem
inibicdo) com as amostras tratadas.

4.7 Avaliagao do mecanismo da ag¢ao anti-herpética dos
cardenolideos selecionados

Baseando-se nos resultados obtidos na triagem anti-
herpética, foram escolhidos dois cardenolideos (compostos 4 e
12), pois eles apresentaram resultados promissores. Os motivos
da escolha destas duas amostras serdo apresentados no item 5
de “Resultados e Discusséo”.

4.7.1 Avaliagao da agao virucida direta

O ensaio foi realizado conforme proposto por Ekblad et
al. (2006), com algumas modificagdes.

Procedimento: As misturas de 50 uL das diferentes
concentragdes dos compostos e 50 L de 4 x 10* UFP/0,05 mL
dos diferentes virus, em meio MEM sem SFB, ou 50 uL de MEM
(controle viral), foram homogeneizadas e incubadas por 15 min a
37°C em banho-maria. Feito isto, os fluidos virais tratados foram
diluidos em série (1:100), a fim de se obter concentragbes nao
inibitérias das amostras, utilizando-se MEM gelado com 1% de
PSA. Placas de 24 cavidades, contendo uma monocamada
celular confluente (24 h) de células VERO (para HSV-1) ou GMK
AH1 (para HSV-2) foram lavadas 3x com PBS. O tampéo foi
aspirado e 400 uL de cada diluigao (1:100) foram distribuidos nas
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placas, que foram, entdo, incubadas por 60 min, a 37°C e 5% de
CO,. Apo6s esse tempo, as diluicbes foram retiradas, as
monocamadas celulares lavadas com PBS e recobertas com
500 uL da solugdo de CMC. As placas foram incubadas a 37°C
durante 72 h para o HSV-1 e 48 h para o HSV-2. Apds esse
periodo, a solugdo de CMC foi retirada e as células fixadas e
coradas com a solugao de preto de naftaleno e as placas de lise
foram contadas com auxilio de microscopio estereoscépio. De
posse dos numeros das placas de lise, nos diferentes
tratamentos e nos controles virais, foi possivel determinar a
infecciosidade residual (IR) em % das diluicdes das amostras,
através da seguinte formula:

% IR = N° placas amostra X100

Média n° placas controle viral

Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos
em um grafico, e através da anadlise de regressao, foi possivel
calcular os valores de CVsy, ou seja, a concentragdo de cada
amostra que foi virucida para 50% dos virions.

4.7.2 Avaliacao do efeito do tempo de adigcao e remogao
das amostras no ciclo de replicagao viral

A atividade antiviral das amostras foi avaliada em varios
periodos de tempo, de acordo com a técnica descrita por
Carlucci et al. (1999) e Su et al. (2008), com algumas
modificagbes. Como controle, foi empregado o aciclovir.

Procedimento: Células VERO ou GMK AH1 foram
cultivadas em placas de 24 cavidades (2,5 x 10° /cavidade/0,75
mL) até confluéncia (24h), e diferentes tratamentos de adigéo ou
remocgao dos compostos foram executados.

No processo de adi¢do foram realizados:

- Pré-tratamento (3 h antes da infecg¢ao viral): as amostras,
diluidas nas concentragdes desejadas, foram adicionadas as
células, as quais foram incubadas por 3 h, a 37°C e 5% de CO..
Apos este periodo, as amostras foram aspiradas, as
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monocamadas lavadas com PBS e as suspensdes virais
contendo 100 UFP/0,4 mL do HSV-1 (cepa KOS) ou HSV-2
(cepa 333) foram adicionadas as células. As placas foram
incubadas por 1 h para possibilitar a adsorgéo viral. Apos este
tempo, o meio com o indculo viral foi aspirado, as células lavadas
com PBS e adicionados 500 yL de CMC. Por fim, as placas
foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, por 72 ou 48 h
para o HSV-1 ou HSV-2, respectivamente, e apds esse periodo,
as placas foram tratadas conforme procedimento descrito no item
451.

- Tratamento simultaneo — tempo zero (T,): as amostras,
diluidas nas concentragbes desejadas, foram adicionadas as
células concomitantemente com as suspensoes virais contendo
100 UFP/0,4 mL do HSV-1 ou do HSV-2. As placas foram
incubadas por 1 h, a 37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, o
meio foi aspirado, as células lavadas com PBS, e 500 yL de
CMC foram adicionados. As placas foram incubadas em estufa a
37°C e 5% de CO,, por 72 ou 48 h para o HSV-1 ou HSV-2
respectivamente, e, apos esse periodo, as mesmas foram
tratadas conforme procedimento descrito no item 4.5.1.

- Tratamento poés-infecgao (P.l.): as células foram infectadas
com 400 uL das suspensoes virais contendo 100 UFP/0,4 mL do
HSV-1 ou do HSV-2. Apés 1 h de adsorgao, foram lavadas com
PBS e receberam apenas uma solugao de CMC, permanecendo
incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C. Nos tempos
subsequentes de 3, 6, 9, 12, 18 e 24h P.l, essa solugao foi
aspirada e as células foram tratadas com as amostras diluidas
em meio e CMC. As placas foram incubadas em estufa de CO, a
37°C até completar o periodo de 72 h (HSV-1) ou 48 h (HSV-2).
Apdés esse periodo, as mesmas foram ftratadas conforme
procedimento descrito no item 4.5.1.

Em relagédo ao ensaio de remogao das amostras, este foi
realizado nos tempos 3, 6, 9, 12, 18 e 24 h P.l. Estes horarios
foram escolhidos com o intuito de se verificar se os compostos
mantinham suas capacidades de reducdo do numero de placas
de lise, mesmo apdés serem removidos. Portanto, este
experimento foi realizado da mesma forma descrita para o
tratamento pds-infecgdo, o qual seguiu os seguintes passos: as
monocamadas celulares foram infectadas com 400 uL das
suspensbes virais contendo 100 UFP/0,4 mL do HSV-1 ou do
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HSV-2 e as placas foram incubadas por 1 h. Apds este periodo,
os virus adsorvidos foram removidos, as células lavadas com
PBS e adicionou-se 500 yL de CMC com os compostos nas
concentragdes desejadas. Apods 3, 6, 9, 12, 18 ou 24 h P.l,, o
meio contendo os compostos foi retirado, as células lavadas com
PBS e adicionou-se apenas a solugdo de CMC. As placas
permaneceram em estufa de CO,, a 37°C até completar o
periodo de 72 h (HSV-1) ou 48 h (HSV-2). Apos esse periodo, as
mesmas foram tratadas conforme procedimento descrito no item
451.

4.7.3 Avaliagao do efeito das amostras na adsorgao viral

O ensaio foi conduzido conforme descrito por Cheng et
al. (2004), com algumas modificagdes.

Procedimento: Células VERO ou GMK AH1 foram
cultivadas em placas de 24 cavidades (2,5 x 10°/ cavidade/0,75
mL) até a confluéncia (24h) e, apds este periodo, foram
resfriadas a 4°C por 30 min em geladeira. As amostras, nas
concentragbes desejadas, foram misturadas a volumes
equivalentes das suspensdes virais (HSV-1 ou HSV-2) a
100 UFP e adicionadas (500 uL) as placas, as quais foram
novamente incubadas a 4°C por 2 h. Foram feitos controles
celulares, controles virais e controles positivos (sulfato de
dextrana - Sigma). Apos 2 h de incubagdo em geladeira, o meio
foi aspirado e as células lavadas 2x com PBS gelado para retirar
0s virus nao adsorvidos e o restante das amostras. Com o intuito
de controlar a metodologia empregada, foi realizada a lavagem
de um dos controles virais com tampao citrato® (pH 3), pois neste
valor de pH ocorre a desestabilizacdo das particulas virais
adsorvidas nas membranas plasmaticas, fazendo com que os
virus se liberem e sejam eliminados apos aspiracdo e lavagem e,
assim, este controle ndo apresentara placas de lise. Para
finalizar o experimento, 500 yL da solugdo de CMC foram
adicionados cuidadosamente as monocamadas celulares e as
placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO,, por 72 e 48 h para

* Preparo da solugio tampéo citrato: 4,2 g de acido citrico (Carlo Erba), 0,375 g de
KCI (Sigma) e 4,0 g de NaCl (Sigma) foram dissolvidos em 500 mL de agua ultra-pura
e filtrados com auxilio de papel filtro. O pH foi ajustado para 3,0, a solugédo
esterilizada por autoclavagéo a 121°C e armazenada em geladeira a 4°C até o uso.
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0 HSV-1 e HSV-2, respectivamente. O restante do método
seguiu as orientacdes dispostas no item 4.5.1.

4.7.4 Avaliacao do efeito das amostras na penetragao viral

Este ensaio foi realizado como descrito previamente
por Piret et al. (2002) e Su et al. (2008), com algumas
modificacdes.

Procedimento: Células VERO ou GMK AH1 foram
cultivadas em placas de 24 cavidades (2,5 x 10°/cavidade/0,75
mL) até a confluéncia (24h) e, apds este periodo, foram
resfriadas a 4°C por 30 min em geladeira, infectadas com HSV-1
ou HSV-2 (100 UFP) e incubadas por 2 h a 4°C. Decorrido este
periodo, as células foram lavadas com 2x com PBS gelado para
remover as particulas virais ndo adsorvidas, sendo que o PBS da
segunda lavagem foi mantido em contato com as células e as
placas foram incubadas para que a temperatura do experimento
fosse rapidamente elevada a 37°C por 5 min, com o intuito de
maximizar a penetragdo viral. Apos este curto periodo, foram
rapidamente adicionados 400 uL das diferentes concentragoes
das amostras e do sulfato de dextrana (controle positivo), todos
diluidos em MEM sem SFB. Foram feitos controles virais, onde
as células foram infectadas e nao tratadas, e os controles
celulares, onde as células ndo foram infectadas nem tratadas. As
placas foram recolocadas a 37°C e 5% de CO,, durante 1 h.
Posteriormente, o meio com as amostras foi aspirado e as
células lavadas com tampao citrato (pH 3) a 37°C por 1 min para
inativar os virions, que supostamente n&o penetraram nas
células. O pH foi neutralizado através de uma lavagem com PBS
pH 7,0. As células receberam, entdo, 500 uL da solugao de CMC,
e o restante seguiu as orientagdes dispostas no item 4.5.1.

4.7.5 Avaliacao do efeito do composto 4 na expressao
génica viral

A avaliagéo da expressao génica do HSV-1 (cepa KOS)
foi conduzida através da técnica de RT-PCR e os iniciadores
utilizados estao listados no Quadro 4.
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Quadro 4: Iniciadores utilizados na avaliagdo do efeito das
amostras na expressao génica do HSV-1 (cepa KOS).

Fa§e do Gene | Proteina Iniciadores Referéncia
ciclo
. (F)5-TTT CTC CAG
'me(‘:(')ata U4 | ICP27 | TGC TAC CTG AAG
G-3 Tal-Singer et
(R)5-TCAACT CGC | al., (1997)
AGA CAC GAC TCG-
3
(F) 5-CAT CGA AAC
Precoce | ;55 | .52 CCA CTT TCC CGA
(B) ACA-3’ Su et aI.,
(R)5-GCT GTC GCA | (2008)
TTT GGC AA-3’
. (F)5-CGA TCG CCC
Ta}:f)"a UA13 | U3 | GGG GGC AGT TT-
3 Kleymann et
(R) 5-ACG GGT al., (2002)
TGG TGT GAC ACA
GG-3’
Proteina (F) 5’-TCC TGT GGC
constitutiva | ACTB | B-actina | ATC CAC GAA ACT-
celular 3 Su et al.,
(R)5-GAA GCATTT (2008)
GCG GTG GAC
GAT-3'

Procedimento: Células VERO, em uma densidade de
2x10° células/cavidade/2 mL, foram cultivadas em placas de 6
cavidades com meio MEM, 5% de SFB e 1% de PSA até
atingirem confluéncia. Apés 24 h, as monocamadas celulares
foram infectadas com uma suspenséo viral do HSV-1 (cepa KOS)
no MOI de 0,2, sendo que o processo de infecgdo viral e
tratamento foram realizados de duas maneiras:

e Infeccdo e tratamento simultdneo: virus e compostos
foram adicionados ao mesmo tempo, permanecendo em
contato com as células durante 1 h a 37°C;

e Tratamento péds-infeccdo: as células foram infectadas
com o virus por 1 h, a suspenséo viral foi retirada e os
compostos foram adicionados e incubou-se por 6 ou 12 h
a 37°C.
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O efeito do composto 4 (na Clsg de 0,13 yM), do aciclovir
(na concentragdo de 5 pM, que inibe em torno de 50 a 60 % da
replicagao viral) e da furosemida (na concentragdao de 500 uM,
que é um farmaco depletor de potassio)’ na expressdo génica
viral foi avaliada através de diversas combinacdes destes
compostos, além da utilizagdo de meio de cultura suplementado
com potassio. As justificativas destes tratamentos estédo
explicitadas no item 5.4.5 de “Resultados e Discussao”.

Apos os tratamentos, as células foram lavadas 2X com
PBS e a extracdo do material genético total foi realizada pela
técnica do Brazol (LGC Biotecnologia), conforme recomendagdes
do fabricante, utilizando-se 1 mL deste reagente por cavidade.
Apdés a adigdo do Brazol, as amostras foram mantidas a
temperatura ambiente, por 5 min e, entdo, transferidas para
microtubos estéreis e livres de RNAases. Nesses microtubos
foram adicionados 300 pL de cloroférmio, o qual foi
homogeneizado com as amostras. As misturas foram incubadas
a temperatura ambiente, por 15 min, e centrifugadas a
12.000 Xg, por 15 min a 4°C. As fases aquosas, onde se
encontravam os RNAm, foram transferidas para outros
microtubos e adicionou-se 500 pL de alcool isopropilico. As
amostras foram novamente homogeneizadas e incubadas por 10
min, a temperatura ambiente, para que ocorresse a precipitagao
do RNA. Apods este tempo, as amostras foram centrifugadas a
12.000 Xg, por 10 min a 4°C e os sobrenadantes foram
removidos. Os precipitados receberam 1 mL de etanol 75%
gelado (preparado em agua DEPC - dietilpirocarbonato 0,1%,
IDT ) e novamente centrifugadas a 7.500 Xg por 5 min, a 4°C.
Apds a centrifugagao, o etanol foi descartado e o RNA seco por
5 min, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o RNA foi
ressuspendido em 20 yL de agua DEPC e as amostras
armazenadas a -70°C para posterior quantificacdo e reacdo de
transcricdo reversa. A quantificacdo foi realizada a 260 nm
através da utilizagao do aparelho Nanovue.

Apos o doseamento do RNA, 1 ug de cada amostra foi
tratado com DNAase para degradar o DNA residual e evitar uma
possivel contaminagédo. O tratamento foi realizado segundo as
especificagbes do fabricante do kit Desoxiribonuclease | (Dnase

® Agradecemos ao Laboratério de Produgdo de Padrdes Secundarios

(LAPPS/Faculdade de Farmacia/UFRGS) pela doagéo deste farmaco.
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I, Invitrogen, USA), o qual consistiu no tratamento das amostras
com 1 uL de desoxirribonuclease | e incubagao por 15 min, a
temperatura ambiente. Apds este periodo, a DNAase | foi
inativada pela adigdo de 1 yL de EDTA (25 mM) e as amostras
foram aquecidas por 10 min a 65°C. Apds o tratamento, realizou-
se a transcrigdo reversa e obtengdo do cDNA.

A reacado de RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction) foi realizada com o auxilio do Kit Superscript™
Il (Invitrogen) segundo especificagbes do fabricante.
Primeiramente, o DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir
de uma concentragéo estabelecida de 800 ng do RNA purificado
das amostras, em uma reacao de volume final de 25 pL. O RNA
foi desnaturado em presenga de 50 ng do Iniciador Randémico
Oligoyg (dT) € 10 mM de oligonucleotideos (ANTPs), a 65°C, por
5 min, e resfriado por 1 min em gelo antes de ser adicionado a
mistura da reagdo. Esta reacdo continha 200U de Transcriptase
Reversa (SuperScript™ IIl), 40U de RNaseOUT™, em condi¢des
salinas adequada. A incubacdo foi feita a 50°C por 50 min,
seguida de 85°C por 5 min em termociclador Mastercycle
Gradient (Eppendorf) e resfriamento por 1 min em gelo. Apos
esse periodo, foi adicionada a reagdo 1U de RNase H, e
incubou-se a 37°C por 20 min, a fim de degradar o RNA residual.

Para a reagdao de amplificagdo génica (PCR), foram
adicionados a um volume final de 25 pL: 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Promega), 1 uM de cada iniciador sense e anti-
sense (descritos no Quadro 4), tamp&o da enzima (1X final),
1,5 mM de MgCl, e 0,2 mM de dNTPs. Os pares de iniciadores,
para cada gene alvo, foram adicionados em tubos de reagéo
separados. Os tubos foram submetidos a um ciclo de
desnaturacdo de 94°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 40 seg, hibridizagcao de iniciadores a 55°C por 40 seg,
extensdo a 72°C por 40 seg e 1 ciclo de elongacao a 72°C por
10 min.

Como controle positivo da amplificagdo foram utilizados
5 uL de RNA purificado a partir da suspensdo do HSV-1 (cepa
KOS), e como controle negativo foi utilizado agua DEPC no lugar
do RNA.

Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampé&o TBE 1X (Tris
89 mM-acido bérico 89 mM-EDTA 2 mM) tendo sido corados com
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Gel Red 20X (Biotium), visualizados e fotodocumentados com
sistema Bio-Imaging Systems da BioAmerica Inc.

4.7.6 Avaliacao do efeito das amostras na expressao das
proteinas virais

A avaliacao do efeito dos compostos 4 € 12 na expressao
das proteinas virais do HSV-1 (cepa KOS), descritas no
Quadro 5, foi conduzida através do ensaio de Western blotting,
conforme descrito por Kuo et al. (2001), com algumas
modificacdes.

Quadro 5: Proteinas expressas pelo HSV-1 (cepa KOS)
analisadas por Western blotting.
Gene

Fase o Proteina
codificador
a (imediata) U, 54 ICP27
proteina acessoéria da
B (precoce) Ui42 DNA polimerase viral
y (tardia) U 27 gB
Us6 gD

Procedimento: Células VERO, em uma densidade de
2x10° células/cavidade/2 mL, foram cultivadas em placas de 6
cavidades com meio MEM, 5% de SFB e 1% de PSA até
atingirem confluéncia. Ap6s 24 h, as células foram incubadas ou
nao (controle celular) com 2 mL de uma suspenséo viral do HSV-
1 (cepa KOS) com MOI de 0,2, por 1 h a 37°C. Em seguida, as
células foram lavadas 3X com 1 mL de PBS, e adicionou-se 2 mL
das amostras nas concentragdes desejadas, € 2 mL de meio
MEM nos controles viral e celular. Foi feito um controle positivo
com o aciclovir (15 yM). As placas foram incubadas a 37°C, em
estufa de CO,, durante 18 h (1 ciclo de replicagao viral). Apds
este periodo, o meio foi retirado, as células lavadas 2x com 2 mL
de PBS e adicionou-se 150 uL de tampao de lise [2% dodecil
sulfato de sédio (SDS); 5% p-mercaptoetanol; 0,125 M Tris-HCI
pH 7.,4; 30% de glicerol; 1,5% inibidor de proteases (Sigma)]. As
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amostras foram transferidas para microtubos, fervidas durante
5 min a 99°C e centrifugadas a 10.000 Xg por 10 min, a 4°C.
Ap6s, as amostras foram transferidas para novos tubos e
armazenadas a -20°C. A determinagdo da concentragdo proteica
foi realizada pelo método classico de Bradford (BRADFORD,
1976).

As proteinas (aproximadamente 5 ug), foram analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS a 12% (SDS-
PAGE). Em seguida, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) em tampao de
transferéncia [25 mM de Tris Base (Sigma) e 192 mM de Glicina
(Amresco) dissolvidos em 100 mL de uma solugao aquosa a 20%
de metanol (v/v)], a 100 V. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas por 1 h com 5% de leite desnatado (Molico) em
tampéo de bloqueio [25 mM de Tris Base (Sigma); 0,15 M de
NaCl (Amresco) e 0,1 % de Tween 20 (Usb) dissolvidos em
1.000 mL de &gua ultrapura e armazenado a 4°C até o uso],
lavadas 5x por 6 min (cada lavagem) com este tampao. Apds, as
membranas foram incubadas por 90 min, a temperatura
ambiente, separadamente e sob agitacdo, com os seguintes
anticorpos primarios diluidos neste mesmo tampéo, contendo 2%
de leite desnatado: anticorpo policlonal de cabra contra ICP27
(diluicdo 1:700, proteina de fase a do HSV-1, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo monoclonal de
coelho contra B-actina (proteina constitutiva, diluigdo 1:5.000,
Chemicon, Millipore); anticorpo monoclonal de camundongo
contra U 42 (diluicdo 1:5.000, proteina de fase B do HSV-1,
Chemicon, Millipore); anticorpo monoclonal de camundongo
contra gD (diluigdo de 1:10.000, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), e anticorpo monoclonal de camundongo
contra gB [(diluicdo de 1:10.000) (Chemicon, Millipore), ambas
proteinas de fase y do HSV-1]. Apds este periodo, as membranas
foram lavadas 5X por 5 min (cada lavagem) no tampéo de
bloqueio e incubadas com os anticorpos secundarios
(conjugados a peroxidase), durante 1 h, a temperatura ambiente
e sob agitacdo, de acordo com a origem do anticorpo primario:
IgG anticabra (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
IgG anticamundongo (Chemicon, Millipore) e IgG anticoelho
(Chemicon, Millipore), todos diluidos 1:5.000 em tampao de
bloqueio contendo 2% de leite desnatado. Apds o periodo de
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incubagdo, as membranas foram lavadas 5X por 5 min (cada
lavagem) com o tampao de bloqueio e detectados pelo kit de
quimioluminescéncia Pierce ECL Western Blotting (Thermo
Scientific), segundo especificagbes do fabricante, misturando-se
500 uL de cada reagente (reagentes 1 e 2), sendo que esta
mistura foi colocada na membrana por 2 min. Apos este tempo,
eliminou-se o excesso dos reagentes sobre a membrana, e a
mesma foi adequadamente acomodada no hypercassete. A
revelagdo foi realizada com o filme radiografico (IBF-Medix,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) no processador de filmes SRX-
101A (Konica Minolta Medical & Graphic, INC - China).

4.7.7 Avaliacao do efeito das amostras sobre a liberagao
viral

Para determinar se os compostos 4 e 12 inibiam a
liberagdo dos virus a partir das células, foi realizada a titulagao
dos virus intracelulares e extracelulares, na presenga e auséncia
destas amostras, segundo metodologia proposta por Su e
colaboradores (2008).

Procedimento: As monocamadas de células VERO ou
GMK AH1, ja confluentes (placas de 24 cavidades), foram
infectadas (MOI 0,4) e incubadas por 60 min, a 37°C e 5% de
CO.. Apos este periodo, as placas foram lavadas com PBS para
a remogao das particulas virais residuais. Os compostos foram
adicionados nas concentragdes desejadas e as placas foram
incubadas por 24 h a 37°C. Foi feito um controle positivo com a
digitoxina, que € um cardenolideo que apresenta a capacidade
de inibir a liberagdo de virus herpéticos, como relatado por Su et
al. (2008). Passado este tempo, o0 meio de cultura de todas as
cavidades (sobrenadantes) foi coletado e armazenado a -80°C. A
monocamada celular ainda presente na placa, foi lavada 1X com
PBS, adicionada de meio MEM com 1% de PSA e
congelada/descongelada 3X para provocar a liberagdo dos virus
intracelulares, sendo que o precipitado celular foi coletado e
armazenado a -80°C. Tanto os sobrenadantes quanto os
precipitados foram centrifugados a 350 Xg, por 8 min a 4°C e,
entao, titulados através do método de contagem das placas de
lise (item 4.5.1).

A porcentagem de liberagao viral foi calculada através da
seguinte formula, proposta por Su et al. (2008):
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% liberagao viral: Te x 100
(Te + Ti)

Onde: Ti = titulo viral intracelular e Te = titulo viral

extracelular.

4.7.8 Avaliagao do efeito das amostras na propagagao
intercelular viral

Foram utilizadas as mesmas placas de 24 cavidades
obtidas no experimento descrito no item 4.5.1, quando foi
demonstrada a atividade anti-herpética (HSV-1 cepa KOS e 29R
e HSV-2 cepa 333) dos compostos 4 e 12. O procedimento de
leitura seguiu as orientagbes propostas por Nyberg et al. (2004) e
Kratz et al. (2008).

Procedimento: Imagens de 20 placas de lise de cada
concentragdo dos compostos foram capturadas usando-se uma
camera digital colorida refrigerada de 3,3 megapixels, acoplada
ao microscopio de luz Olympus BX41. O programa utilizado para
a captura das imagens foi o Q-capture PRO 5.1 da Q-imaging. As
areas médias das placas de lise de cada concentragado dos dois
compostos foram determinadas através do programa Image J
versao 1.43u, expressas como média + desvio padrdo e
comparadas com a area dos controles virais.

4.8 Avaliacio da potencial atividade anti-ATPasica das
amostras

Os compostos 4 e 12 foram testados quanto a sua
capacidade de inibir a enzima NKATPase. Para tal, foi utilizado o
kit Quantichrom ATPase/GTPase (Bioassay, Hayward, CA, USA),
segundo informagbes do fabricante.

Procedimento: De acordo com a metodologia descrita
por Hu e colaboradores (2009), os compostos, em diferentes
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concentragdes, foram adicionados as cavidades de uma placa de
96 cavidades, juntamente com volumes iguais da enzima
ATPase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), por 15 min, a temperatura
ambiente. Subsequentemente, o ATP (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) foi adicionado as cavidades e a placa foi incubada por
30 min. Também foram feitos controles positivos com
cardenolideos inibidores desta enzima (digitoxina e digoxina) e
controles negativos (sem os inibidores). Finalmente, o reagente
do kit (corante verde malaquita) foi adicionado as cavidades e a
placa foi incubada novamente por 30 min. Apés este periodo, foi
realizada a leitura das absorbancias a 620 nm
(Espectrofotdmetro Infinite M200 - Tekan) e a atividade anti-
ATPasica foi determinada através da comparagdo das
porcentagens das absorbancias dos controles positivo e
negativo, em relagédo as absorbancias das amostras.

4.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Nos experimentos, foram utilizados delineamentos de
blocos completamente casualizados (BCC) e um arranjo fatorial
dos tratamentos, onde cada cavidade constituiu uma unidade
experimental e os tratamentos foram as diferentes concentragbes
das amostras. Os tratamentos e os controles foram distribuidos
aleatoriamente entre as cavidades e as repetigdes foram feitas
em placas e momentos diferentes, garantindo a casualizagao.
Cada placa correspondeu a um bloco, permitindo uma melhor
avaliagdo das possiveis variagdes entre as repetigoes.

O estudo de qualquer atividade biolégica em cultura celular
tem como vantagem, entre muitas outras, a homogeneidade das
amostras. Um erro grave que, normalmente, é cometido quando
se trata de experimentos realizados em placas de multiplas
cavidades, ¢é acreditar que, colocando-se as mesmas
concentragdes de uma amostra, em duas ou trés colunas na
placa, se estaria fazendo uma duplicata ou ftriplicata.
Estatisticamente, esse procedimento € considerado uma réplica
de um mesmo tratamento e ndo uma repeticdo, pois a variancia
devido a fatores externos (erro experimental) ndo estaria sendo
levada em consideragado (SOKAL; ROHLF, 1995).

Os valores de CCsy e Clsy foram estimados através de
curvas concentragao-resposta por analise de regressao linear.
Os experimentos foram realizados em ftriplicata ou duplicata e os
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resultados expressos através da média de experimentos
independentes + desvio padrao.

As diferencas estatisticamente significativas ou n&o dos
tratamentos, com relagdo aos controles virais, foram realizadas
através do teste ANOVA/Dunnett e para separacdo de médias foi
empregado o teste ANOVA/Tukey, utilizando o programa
GraphPad Prism (Graph Pad Software Inc., Versdo 5.01, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacgao dos titulos infecciosos virais

Os titulos infecciosos das suspensdes-estoques virais
constam no Quadro 6. Devido ao uso constante de algumas das

suspensoes virais, elas foram produzidas e tituladas duas vezes
durante o desenvolvimento desta Dissertacao.

Quadro 6: Titulos infecciosos dos estoques virais

utilizados.
Virus Suspensao | 10 (UFP/mL)
estoque viral

1 9,8 x10°
HSV-1 (cepa KOS) 7

2 7,8x 10
HSV-1 (cepa 29R) 1 6,6 x 10°

1 1,6 x 10°
HSV-2 (cepa 333) 5

2 7,3x 10

5.2 Avaliagao da potencial atividade antiviral
5.2.1 Avaliagao da citotoxicidade

Antes de se realizar a avaliacdo anti-herpética das
amostras, € indispensavel que se avalie sua toxicidade em
relacdo as células utilizadas e permissivas aos virus em estudo.
Esta avaliagdo permitiu a determinacdo dos valores de CCsg
(concentracao toxica para 50% das células) dos cardenolideos e
derivados testados. A CCsq foi a concentragao inicial a ser usada
na avaliacdo antiviral subsequente. Portanto, este parametro de
citotoxicidade oferece uma maior seguranga na utilizagdo das
amostras frente as células, garantindo que a atividade antiviral
seja determinada sem interferéncia da citotoxicidade.

A citotoxicidade é considerada, primariamente, como a
capacidade de um composto em induzir injuria ou morte celular
(EISENBRAND et al., 2002).
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No processo de P&D de um novo farmaco é necessario
que o mesmo apresente algumas caracteristicas, dentre elas
uma citotoxicidade minima, ja que um composto atdxico €
praticamente impossivel de ser obtido. A avaliagdo da toxicidade
nao tem o intuito de prever a extensao e a natureza de todos os
possiveis efeitos toxicos que poderdo acontecer in vivo, mas
estima-los. Logo, a avaliagdo do potencial citotéxico in vitro de
um possivel agente terapéutico pode apenas predizer sua
toxicidade in vivo (EVANSA et al., 2001).

Os testes de citotoxicidade in vitro sao Uuteis e
necessarios para definir a citotoxicidade basal, ou seja, a
habilidade intrinseca de um composto em causar alteragdes e
morte celular, como consequéncia de danos das fungdes
celulares basicas. Esses testes sdo necessarios para definir o
limite de concentragédo utilizado para testes in vitro realizados
posteriormente a avaliagdo da citotoxicidade (EISENBRAND et
al., 2002).

Além disso, a avaliacdo da toxicidade deve ser realizada
0 mais cedo possivel durante o processo de P&D de um novo
farmaco, pois 30% dos candidatos falham devido aos seus
efeitos toxicos (KAOLA; LANDIS, 2004).

O farmaco antiviral ideal é aquele que inibe somente a(s)
etapa(s) do ciclo de replicagdo viral, sem interferir no
metabolismo da célula hospedeira, possibilitando que essa se
recupere da infeccdo e mantenha sua atividade metabdlica
normal (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986). Na
P&D de novos farmacos antivirais, deve-se considerar seus
efeitos téxicos sobre as células hospedeiras, pois se 0s mesmos
forem excessivamente toxicos, a sua utilizagao se torna inviavel,
mesmo se eles apresentarem agao antiviral significativa, ja que
algumas substancias podem exibir tal atividade em virtude dos
seus efeitos citotdxicos (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN
BERGHE, 1997).

Portanto, neste trabalho as amostras foram
primeiramente testadas quanto a sua potencial capacidade
citotoxica frente as células VERO e GMK AH1, e assim, os
valores de CCsy de alguns dos cardenolideos e derivados foram
determinados, através da utilizagdo do ensaio colorimétrico do
MTT. Este ensaio nido foi realizado com todas as amostras
devido a estratégia de selegcdo utilizada, a qual selecionou
somente aquelas com os melhores resultados antivirais, e a
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mesma sera explicada no proximo item. Estes resultados estéo
compilados na Tabela 1.

Como ja dito anteriormente, os cardenolideos
apresentam a capacidade de inibir a bomba de Na*/ K* presente
na superficie celular, a qual é responsavel pelo estabelecimento
e manutencdo de um gradiente eletroquimico, que € essencial
para diversos processos fisiologicos, entre eles a multiplicacéo
celular.

O ciclo celular € um processo em que uma célula
somatica duplica seu material genético e o divide igualmente as
células-filhas. Esse processo é didaticamente dividido em duas
fases: interfase e mitose. Na interfase ocorre a duplicagdo do
DNA e a preparagdo para a fase seguinte, a mitose, na qual
ocorre a divisdo celular propriamente dita, finalidade maior do
ciclo celular (GUYTON; HALL, 2006).

A interfase é dividida em quatro fases: GO, G1, S e G2.
Na fase GO, as células estdo em repouso, ou seja, nesta fase
nao ocorrem eventos que as preparem para a divisdo. A fase G1
€ conhecida como a fase de crescimento, onde ocorre a sintese
intensa de varias moléculas importantes para a sobrevivéncia
celular, tais como proteinas estruturais, enzimas e RNA. Na fase
S, ocorre a duplicagdo do material genético. A fase G2 ¢
chamada de fase de preparacgao, pois nela ocorre a sintese de
moléculas e organelas relacionadas ao processo de divisdo
celular, preparando a célula para entrar no processo mitético
(divisdo) (GUYTON; HALL, 2006; SMITH; MARTIN, 1973).

Diversos autores tém relatado que a inibigdo dos canais
de K*, sensiveis ao ATP, tem como consequéncia a retengdo das
células na fase GO/G1, ou seja, a despolarizagdo da membrana
inibiria a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S,
sugerindo que a hiperpolarizagdo € requerida para o inicio da
fase S (BLACKISTON; MCLAUGHLIN; LEVIN, 2009; ORR;
YOSHIKAWA-FUKADA; EBERT, 1972; WILSON; CHIU, 1993).
Entretanto, alguns estudos revelaram que esta retengcdo das
células na fase GO0/G1, ocasionada pela inibigdo dos canais
ibnicos, € um efeito reversivel (CHANDY et al., 1984; CHIU;
WILSON, 1989; PRICE; LEE; DEUTSCH, 1989).

Durante os experimentos de avaliagdo da citotoxicidade
dos cardenolideos frente as células VERO pelo método do MTT,
foi visto que estes compostos, mesmo nas menores
concentragdes testadas (inferiores aos valores de Clsg
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determinados posteriormente), acarretavam uma reducgao da taxa
do metabolismo das células n&o infectadas, ou seja, ocorria uma
redugdo da capacidade de multiplicacdo celular. Esta reducgéo
poderia ser justificada pela retengdo das células na fase G0/G1,
devido & possivel inibicdo da bomba de Na*/K*, ocasionada pelos
cardenolideos em estudo, como comprovado posteriormente
neste trabalho. Portanto, os valores de Clsy, obtidos durante a
avaliacdo da atividade antiviral destes compostos, apresentam a
capacidade de redugao da multiplicagéo celular.

Hartley e colaboradores (2006) investigaram a
capacidade citotdxica da digoxina em relagédo a quatro linhagens
celulares (VERO, MRC5, BHK21 e A459), através do ensaio com
MTT, além de verificarem a atividade antiviral deste composto.
Os autores obtiveram resultados semelhantes aos encontrados
no presente trabalho, pois a digoxina, testada no seu valor de
Clso, apresentou uma reducédo da taxa do metabolismo celular
das células nao infectadas de 10 a 30%, sendo que esta redugao
também foi observada com os cardenolideos em estudo (dados
ndo mostrados).

O mesmo foi evidenciado em outro trabalho (TOMITA;
KUWATA, 1978), no qual foi demonstrada a atividade antiviral da
ouabaina frente ao virus da leucemia murina, sendo que esse
composto, no seu valor de Clsg, reduziu de 22 a 29 % a
replicagdo das células Ksb (células de sarcoma de camundongo)
e JLS-Vq (células da medula éssea de camundongo).

5.2.2 Triagem anti-herpética - ensaio de inibigao da
formacgao das placas de lise

O ensaio de inibicdo da formagéo das placas de lise é o
ensaio mais utilizado para se quantificar infecgdes virais. E uma
metodologia relativamente simples e muito precisa. E baseada
na capacidade de uma unica particula viral infecciosa, em
contato com uma monocamada celular, causar a formagao de
uma area macroscopica de efeito citopatico. Mais
especificamente, se uma Unica célula é infectada por uma Unica
particula viral ocorrera a formagao de novos virions, que poderao
infectar as células vizinhas, sendo que esta nova progénie
infectara outras células vizinhas e assim por diante. Apés um
periodo de tempo, o qual depende do tipo e da quantidade de
virus inoculado, a infecgdo inicial da origem, apds muitos ciclos
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de replicagcédo, a uma area de infecgdo, chamada de placa de lise
(CONDIT, 2007).

Neste trabalho, o ensaio de inibicdo da formacdo das
placas de lise (item 4.5.1) foi utilizado na maioria dos
experimentos com a intencéo de quantificar uma suspenséo viral
de concentragao desconhecida e também com a finalidade de se
avaliar a reducdo do numero dessas placas quando da avaliagao
da atividade antiviral, tanto no processo de triagem quanto no de
elucidagdo do mecanismo da acgao anti-herpética. Para isso, foi
utilizado um agente espessante (carboximetilcelulose - CMC)
sobre a monocamada celular infectada para que ndo ocorresse a
formacéo de placas de lise secundarias, devido a difusdo do
virus para as células vizinhas, assegurando que as placas
formadas originaram-se da primeira particula viral que iniciou o
efeito citopatico. A visualizagdo destas placas de lise pode ser
feita através da coloracdo das células com um corante, neste
caso, o preto de naftaleno, o que possibilitou a contagem das
placas com o auxilio de um microscopio esteroscopico (CONDIT,
2007).

Os resultados obtidos na triagem da atividade anti-HSV-1
(cepa KOS) estdo demonstrados na Tabela 1, juntamente com os
resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade em células VERO.
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Tabela 1: Resultados da avaliagao da citotoxicidade, em células
VERO, e da atividade anti-HSV-1 (cepa KOS) dos cardenolideos

e derivados testados. (continua)
Composto CCso° (UM) Cls,” (UM) IS°

1 139,90+5,23 3,04+0,07 46
2 6,60+0,28 0,14+0,00 47
3 10,05+2,33 0,12+0,01 84
4 273,95+46,46 0,13+0,01 2.107
5 65,10+0,99 1,37+0,06 47
6 5,67+0,22 0,34+0,06 17
7 10,55+0,49 0,36+0,01 29
8 1940,28 0,54+0,00 35
9 >200,00 12,70+0,57 >16
10 148,50+6,79 0,83+0,01 179
1 >250,00 12,05+4,17 >21
12 174,25+24,68 0,27+0,01 645
13 >15,62 SA -
14 27,10+0,85 1,2710,07 21
15 22,15+0,21 0,94+0,05 23
16 34,70+3,39 SA -
17 >250,00 SA -
18 >31,25 3,72+0,01 8
19 >31,25 2,1+0,00 15
20 >65,00 SA -
21 >62,50 SA -
22 >250,00 SA -
23 26,05+3,18 8,13+0,81 3
24 196,21+18,65 SA -
25 225,1315,76 SA -
27 113,65+4,74 SA -
26 209,75+4,88 SA -
28 >250,00 3,5+0,49 >71
29 5,57+0,40 0,66+0,01 8
30 NR SA -
31 NR SA -
32 NR SA -
33 NR SA -
34 NR SA -
35 NR SA -
36 NR SA -
37 NR SA -
38 >250,00 0,33+0,03 >757
39 NR SA -

40 NR SA -
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Tabela 1: Resultados da avaliagado da citotoxicidade, em células
VERO, e da atividade anti-HSV-1 (cepa KOS) dos cardenolideos

e derivados testados. (conclusao)
Composto CCs,° (UM) Clsy° (M) IS¢
4 27,60+7,92 0,39+0,03 71
42 115,70+£12,59 0,83+0,16 139
43 NR SA -
44 NR SA -
45 NR SA -
46 NR SA -
47 NR SA -
48 NR SA -
49 NR SA -
50 NR SA -
51 NR SA -
52 NR SA -
53 NR SA -
55 NR SA -
56 NR SA -
57 NR SA -
58 NR SA -
59 >62,50 0,23+0,04 >272
60 >31,25 0,39+0,06 >80
61 NR SA -
62 NR SA -
63 NR SA -
64 88,50+10,69 0,12+0,02 737
65 132,30+8,14 0,14+0,02 945
66 201,90+11,46 0,02+0,00 10.095
67 >250,00 0,08+0,00 >3.289
68 >250,00 0,14+0,02 >1.786
ACV >2000,00 3,45+0,42 >580
Valores representam a média de trés ou mais experimentos independentes + desvio
padréo.

@ CCso = concentragdo que reduziu em 50% a viabilidade das células VERO.
® Clgy = concentragéo que inibiu 50% da replicagdo do HSV-1 (cepa KOS).
©1S = CCs/Clso.

NR = n&o realizado.

SA = sem atividade.

Como a primeira etapa da triagem anti-herpética foi
realizada apenas com o HSV-1 (cepa KOS), foi necessario
escolher as amostras com maior probabilidade de apresentar
também atividade antiviral na segunda etapa de avaliagao, frente
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as outras cepas virais [HSV-1 (cepa 29R) e HSV-2 (cepa 333)].
Para esta selecdo, utilizou-se o mesmo critério de Su e
colaboradores (2008), que testaram inicialmente 960 compostos
e depois focaram sua investigagdo em somente oito deles, a
saber: valor de Clso igual ou inferior a 1 yM. Apesar do composto
28 ter apresentado um valor de Clsg de 3,5 uM, decidiu-se que
ele seria avaliado também nesta segunda etapa por ser uma
aglicona, que é a mesma de muitos dos cardenolideos e
derivados testados, e também por sua atividade anti-herpética ter
sido relatada pelos autores citados acima.

Com base neste critério, foram escolhidos, entdo, 21
compostos para a préxima etapa do estudo e, assim, foi
determinada a atividade anti-herpética dos mesmos, frente as
outras cepas virais (Tabela 2).
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Composto a HSV-1 HSV-1 a HSV-2
CCso” (M) (cepa KOS) (cepa 29R) CCso” (M) (cepa 333)
VERO Clso® (uM) IS® Clso” (uM) IS® GMK AH1 Clso® (uM) IS®
2 6,60£0,28 0,14+0,00 47 0,110,012 60 >250,00 0,03+0,00 >8.333
3 10,05+2,33 0,12+0,01 84 0,10+0,01 100 >250,00 0,09+0,01 >2.777
4 273,95+46,46 0,13+0,01 2.107 0,06+0,01 4.566 >250,00 0,04+0,00 >6.250
6 5,67+0,22 0,34+0,06 17 0,32+0,02 18 >25,00 0,2040,02 >125
7 10,55+0,49 0,36+0,01 29 0,34+0,01 31 >250,00 0,50+0,01 >500
8 19,00£0,28 0,54+0,00 35 0,39+0,04 49 >250,00 0,24+0,00 >1.042
10 148,50+6,79 0,83+0,01 179 0,60+0,01 247 >250,00 0,45+0,02 >555
12 174,25+24,68 0,27+0,01 645 0,22+0,01 792 284,65+16,62 0,23+0,02 1.238
15 22,15+0,21 0,94+0,05 23 0,44+0,03 50 >250,00 0,54+0,00 >463
28 >250,00 3,50+0,49 >71 3,56+0,79 >70 >250,00 1,22+0,01 >205
29 5,57+0,40 0,66+0,01 8 0,18+0,01 31 >25,00 0,65+0,01 >38
38 >250,00 0,33+0,03 >757 0,50+0,03 >500 >250,00 0,34+0,04 >735
41 27,60+7,92 0,39+0,03 71 0,37+0,06 75 15,30£0,28 0,18+0,04 85
42 115,7012,59 0,83+0,16 139 1,70£0,00 68 106,30%1,13 2,08+0,22 51
59 >62,50 0,23+0,04 >272 0,62+0,01 >101 >62,50 0,24+0,04 >260
60 >31,25 0,39+0,06 >80 0,32+0,06 >98 >31,25 0,22+0,01 >142
64 88,50+10,69 0,12+0,02 737 0,25+0,05 354 >250,00 0,05+0,02 >5.000
65 132,30+8,14 0,14+0,02 945 0,26+0,01 509 >250,00 0,09+0,01 >2.777
66 201,90+11,46 0,02¢0,00  10.095 0,03+0,00 6.730 >250,00 0,02¢0,00  >12.500
67 >250,00 0,08£0,00  >3.125 0,11£0,01  >2.273 >250,00 0,04+0,00 >6.250
68 >250,00 0,14+0,02 >1.786 0,13+0,01 >1.923 >250,00 0,11+0,01 >2.273
ACV >2,000,00 3,45+0,42 >580 SA SA >2.000,00 8,60+1,96 >232

Valores representam a média de trés ou mais experimentos independentestdesvio padrao.
# CCs = concentragdo que reduziu em 50% a viabilidade das células VERO ou GMK AH1.

® Clgo = concentragéo que inibiu 50% da replicagao viral.® IS = CCs0/Clsp; SA = sem atividade.
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De posse dos resultados desta segunda etapa da
avaliacdo dos 21 compostos, frente aos trés tipos de virus,
necessitou-se escolher os que possuiam os maiores indices de
seletividade para elucidar seu mecanismo de ac&o. Partindo-se
da analise deste parametro, foi determinado que os proximos
passos da pesquisa seriam realizados com os compostos 4
(IS = 2.107) e 12 (IS = 645), considerando-se também sua
disponibilidade. Os compostos 38, 64, 65, 66, 67 e 68 também
apresentaram elevados valores de IS; entretanto, a quantidade
disponivel destes compostos era insuficiente para a realizagao
dos demais experimentos.

A atividade anti-herpética da digitoxigenina (1), digitoxina
(6), digoxigenina (28) e digoxina (29) ja havia sido relatada por
Su e colaboradores (2008), e esses resultados foram
confirmados durante a triagem anti-herpética realizada neste
estudo.

Vale ressaltar que o HSV-1 29R (cepa resistente ao ACV)
foi sensivel ao tratamento com os cardenolideos, o que pode
sugerir que o mecanismo de agao destes compostos é diferente
do mecanismo de agao do ACV.

Os resultados ja presentes na literatura e os obtidos
neste trabalho propiciaram a formulacdo de uma hipotese em
relagdo ao mecanismo da agado antiviral detectada, pois a
reducdo da capacidade de multiplicagdo celular, relatada
anteriormente (item 5.2.1), esta intimamente ligada a capacidade
de inibicdo da bomba de NKATPase. Portanto, a atividade
antiviral poderia estar sendo ocasionada pela alteragdo do
equilibrio iénico celular, visto que os HSV necessitam de uma
concentracdo ideal de K' para que seu DNA seja sintetizado
(HARTLEY et al., 1993). A partir dessas constatacdes, a inibigdo
especifica da bomba NKATPase, causada pelos cardenolideos,
causaria também a inibicdo da replicacdo viral e o repouso
celular, sendo o ultimo um efeito reversivel (CHANDY et al.,
1984; CHIU; WILSON, 1989; HARTLEY et al., 2006; PRICE;
LEE; DEUTSCH, 1989). Logo, os cardenolideos e derivados
poderiam atuar primeiramente sobre as células e, como
consequéncia, sobre os virus.
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5.3 Ensaio de redugdo do numero de particulas virais
infecciosas (Yield reduction assay)

Para a realizacdo deste ensaio, utilizaram-se os valores
de Clso (Tabela 2) de cada amostra frente as cepas virais, e
também foram testados os valores de cada Clsg X 2. O uso desta
maior concentragdo € justificado pela intengdo de se verificar a
dependéncia da concentragao versus atividade antiviral.

O aciclovir (ACV) foi utilizado como controle positivo, na
concentragédo de 7 uM, a qual inibe a replicagdo do HSV-1 (cepa
KOS) em torno de 85%. Na infeccéo pelo HSV-2 (cepa 333), foi
utilizado 20 uM de ACV, e na infecgédo pelo HSV-1 (cepa 29R)
usou-se uma concentracdo extremamente elevada (100 pM),
tendo em vista que essa cepa é resistente ao ACV.

5.3.1 Resultados obtidos com o composto 4
5.3.1.1 Frente ao HSV-1 (cepa KOS)

A anadlise dos resultados demonstrados na Figura 3, que
representam os titulos virais (log ufp/mL), apds os diferentes
tratamentos, e na presenga de diferentes concentragdes virais,
permitiu concluir que o composto 4 apresentou um perfil
concentragdo-dependente. Além disso, os tratamentos, nos
diferentes MOIs, apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05), quando comparados aos respectivos
controles virais, indicando que as amostras foram capazes de
inibir a replicagdo viral, mesmo na presenga do maior valor de
MOI utilizado.
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Figura 3: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepa KOS)
do composto 4 e do aciclovir, frente a trés diferentes MOIs.Os
resultados representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relagdo a
cada tratamento e cada MOI e seu respectivo controle viral, sem
tratamento.

A Figura 4 apresenta, de outra forma, os valores reais de
redugdo dos titulos virais (log ufp/mL), ocasionados pelo
tratamento com as diferentes amostras. Estes valores foram
obtidos através de uma subtragdo [média do titulo viral sem
tratamento (CV) — média do titulo viral da amostra (tratada)].
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Figura 4: Efeito do aciclovir e do composto 4 na redugéo do titulo do
HSV-1 (cepa KOS), frente a trés diferentes MOIs. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrao.

A redugdo do titulo viral pelo aciclovir se manteve
praticamente constante nos trés MOIs testados, ou seja, este
farmaco inibiu na mesma intensidade as trés diferentes
concentragdes virais. Esta inibigdo significa uma redugao média
do titulo viral de aproximadamente 2,5 log UFP/mL, o que
representa uma inibicdo > 99% em relagdo a média dos controles
virais.

Em relagdo ao composto 4, a redugdo do titulo viral,
obtida na menor concentragéo testada (0,13 uM), também se
manteve praticamente constante nos trés diferentes MOls. Esta
inibicdo indica que a concentragao de 0,13 uM reduz o titulo viral
em torno de 3,8 log UFP/mL, o que representa ~99,99% em
relagdo a média dos controles virais.

O composto 4, na concentragdo de 0,26 uM, néo
apresentou esta constancia, ocorrendo diferencas na inibigcao
viral, nos diferentes MOIls testados, ou seja, a capacidade de
inibicao viral foi reduzida com o aumento da concentragao viral.
Entretanto, mesmo com tal reducéo, a maior concentracio deste
composto ainda apresentou uma média de redugao do titulo viral
de 5,1 log UFP/mL no MOI mais elevado (0,4), valor que equivale
a uma inibigdo > 99,999% das particulas virais infecciosas. Na
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presenca da concentragdo viral intermediaria (MOl 0,04), o
cardenolideo apresentou uma média de redugdo de 5,9 log
ufp/mL, equivalendo a praticamente 100% de inibicdo viral. Por
fim, o menor MOI (0,004) apresentou 6,5 log UFP/mL de
redugdo, significando também 100% de inibicdo da replicagao
viral.

Com estes resultados, conclui-se que o composto 4 e o
ACV mantiveram seu potencial antiviral, mesmo no maior MOI
testado, o qual, representa um numero 1000X maior de
particulas virais do que no menor MOI (0,0004) testado (usado
para a determinacdo dos valores de Clsy no processo de
triagem). Entretanto, o composto 4, em ambas as concentragdes
testadas, apresentou maior capacidade de inibi¢cao viral, quando
comparada a do ACV.

5.3.1.2 Frente ao HSV-1 (cepa 29R)

A analise da Figura 5 revelou que o composto 4, frente ao
HSV-1 (cepa 29R), apresentou um perfil concentragao-
dependente, mas menos intenso do que o obtido na presenga do
HSV-1 (cepa KOS).
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Figura 5: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepa 29R)
do composto 4 e do aciclovir, frente a trés diferentes MOls. Os
resultados representam a média de dois experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relagdo a
cada tratamento e cada MOI e seu respectivo controle viral, sem
tratamento.

Entretanto, ocorreu uma reducgdo brusca do titulo viral na
maior concentragao testada (0,12 uM) frente ao MOI 0,004,
inibindo 100% das particulas virais infecciosas, o que equivale a
uma redugao de 5,9 log UFP/mL, em comparagdo a média do
titulo do controle viral. Porém, a analise visual da monocamada
celular infectada com o MOI 0,004 e tratada com esta
concentragdo do composto 4, revelou a presenca de efeito
citopatico caracteristico da infecgdo herpética, sugerindo que o
composto 4 estaria inibindo a liberagao viral e, por isso, nao
existiam virus extracelulares, apenas intracelulares, os quais ndo
foram quantificados neste ensaio.

O aciclovir (ACV), frente ao HSV-1 (cepa 29R) (Figura 5),
nao inibiu a replicagdo deste virus, nos trés MOIs testados, ja
que os ftratamentos com este farmaco nado apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (teste de Dunnett -
p<0,05), quando comparados aos seus respectivos controles
virais, comprovando a resisténcia desta cepa viral ao aciclovir e
sua sensibilidade frente ao composto 4.
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A analise da reducgéao dos titulos do HSV-1 (cepa 29R), no
maior MOI testado (0,4) e com o tratamento na menor
concentragdo do composto 4 (0,06 uM), mostrou que ocorreu
mais do que 99,99% de inibi¢gdo da replicagdo herpética (redugao
de 4,3 log UFP/mL).

5.3.1.3 Frente ao HSV-2 (cepa 333)

Quando este experimento foi realizado frente ao HSV-2
(cepa 333) (Figura 6), os resultados obtidos ndo mantiveram o
padrdo que havia sido mostrado com as outras cepas virais
testadas (Figuras 3 e 5), ou seja, ndo ocorreu maior redugao do
titulo viral, em relagdo a diminuigdo do MOI e ao aumento da
concentracao das amostras.
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Figura 6: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-2 (cepa 333)
do composto 4 e do aciclovir, frente a trés diferentes MOls. Os
resultados representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relagdo a
cada tratamento e cada MOI, e, seu respectivo controle viral, sem
tratamento.

Como mostrado na Figura 6, o composto 4 apresentou
diferengas estatisticas significativas em relagdo ao controle viral,
em todos os MOIs e nas diferentes concentragdes testadas, o
que nao aconteceu com o aciclovir. A baixa redugao do titulo viral
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ocasionada pelo aciclovir pode ser justificada pelo possivel
aumento da resisténcia desta cepa ao farmaco, pois quando se
confirmou o valor de Clsg deste farmaco frente ao HSV-2 (cepa
333), os resultados demonstraram que este valor havia
aumentado substancialmente de 8,6 uM para 24,5 pM.

Esta diminuicdo da sensibilidade do HSV-2 frente ao
aciclovir talvez possa ser explicada pelo longo tempo de uso
desta mesma cepa no laboratdério, 0 que pode levar a mutacdes
no material genético viral, as quais podem ter o tornado mais
resistente ao farmaco. Quando o acido nucleico viral é replicado,
erros na sua transcrigdo sdo muito mais comuns que a
possibilidade disto acontecer com o sistema da célula
hospedeira, pois diferentemente das polimerases celulares, o
complexo de replicagéo viral raramente possui a capacidade de
editar as falhas cometidas durante a replicagcdo do material
genético viral. Consequentemente, a sequéncia génica viral pode
acumular mudangas que resultardo na produgdo de proteinas
com variagdes nas suas sequéncias de aminoacidos e a continua
replicacdo destes virus podera levar ao surgimento de novos
virus resistentes aos farmacos utilizados (CHALLAND; YOUNG,
1998).

A analise da redugao dos titulos do HSV-2 (cepa 333), no
maior MOI testado (0,4) e na menor concentragdo do composto 4
(0,036 pM), mostrou que ocorreu mais do que 99,9% de inibigcdo
da replicagdo herpética (redugdo de 3,3 log UFP/mL). O
tratamento com o ACV (20 pM) acarretou um % de redugao do
titulo viral > 99%, demonstrando que esta cepa foi mais sensivel
ao tratamento com o composto 4.

5.3.2 Resultados obtidos com o composto 12
5.3.2.1 Frente ao HSV-1 (cepa KOS)

As Figuras 7 e 8 apresentam os resultados obtidos com o
composto 12, frente aos trés diferentes MOIs do HSV-1 (cepa
KOS), e revelaram visivelmente que ele € menos potente que o
composto 4, pois sua média de redugao do titulo viral, na maior
concentragao testada, independentemente do valor do MOI, foi
de 3,7 log UFP/mL (versus 5,8 log UFP/mL quando o tratamento
foi feito com o composto 4 na maior concentragdo e
independente do MOI). Entretanto, todos os tratamentos, nos
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diferentes MOIs, apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05), quando comparados aos respectivos
controles virais, indicando, assim que o composto 12 também foi
capaz de inibir a replicacao viral, apesar de ser numa intensidade
menor que a do composto 4.
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Figura 7: Resultados da avaliagao da atividade anti-HSV-1 (cepa KOS)
do composto 12 e do aciclovir, frente a trés diferentes MOls. Os
resultados representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relagdo a
cada tratamento e cada MOI e seu respectivo controle viral, sem
tratamento.
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Figura 8: Efeito do aciclovir e do composto 12, na redugao do titulo do
HSV-1 (cepa KOS), frente a trés diferentes MOIs. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrao.

A analise dos resultados da redugéo do titulo viral (log
UFP/mL) obtidos com o composto 12 (Figura 8) revelou que
ambas as concentragdes testadas (0,27 e 0,54 uM)
apresentaram praticamente a mesma capacidade inibitéria da
replicagdo viral, nos diferentes MOIs. A menor concentragéo
provocou uma redugdo média do titulo viral de 2,8 log UFP/mL
equivalendo a ~99,9% de inibicdo do numero de particulas virais.
Ja a maior concentragéo reduziu o titulo viral em torno de 3,7 log
UFP/mL, o que representa uma inibicdo de ~99,99% das
particulas virais infecciosas.

Desta forma, pode-se concluir que, o0 composto 12, assim
como o composto 4, apresentou melhor atividade antiviral que a
do aciclovir, na presenca dos trés MOIs, pois este farmaco
apresentou uma redugao média do titulo viral de 2,5 log UFP/mL,
equivalendo a uma inibicado maior que 99%, mas inferior a 99,9%.
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5.3.2.2 Frente ao HSV-1 (cepa 29R)

A capacidade inibitéria do composto 12 frente ao HSV-1
(cepa 29R) (Figura 9), também apresentou um perfil
concentracdo-dependente, e os tratamentos, nos diferentes
MOls, apresentaram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05), quando comparados aos respectivos controles virais.
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Tratamento

Figura 9: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-1 (cepa 29R)
do composto 12 e do aciclovir, frente a trés diferentes MOIls. Os
resultados representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relagdo a
cada tratamento e cada MOI e seu respectivo controle viral, sem
tratamento.

A analise da redugéao dos titulos do HSV-1 (cepa 29R), no
maior MOI testado (0,4) e na menor concentragdo do composto
12 (0,22 uM), mostrou que ocorreu mais do que 99,9% de
inibicdo da replicagcéo herpética (reducao de 3,2 log UFP/mL).

5.3.2.3 Frente ao HSV-2 (cepa 333)
Todas as concentracdes testadas do composto 12

apresentaram diferencgas estatisticamente significativas (teste de
Dunnett - p<0,05), em relagdo aos seus controles virais (Figura
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10). Além disso, esta amostra, quando em contato com o HSV-2
(cepa 333), nao apresentou um padrao de redugao do titulo viral
dependente do MOI, como ja foi explicado para o composto 4
(item 5.3.1.3).
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Figura 10: Resultados da avaliagdo da atividade anti-HSV-2 (cepa 333)
do composto 12, frente a trés diferentes MOIs. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo. (*) indica p<0,05, teste ANOVA/Dunnett em relacdo a cada
tratamento e cada MOI, e, seu respectivo controle viral, sem tratamento.

A andlise da redugéo dos titulos do HSV-2 (cepa 333), no
maior MOI testado (0,4) e na menor concentragdo do composto
12 (0,23 uM), mostrou que ocorreu mais do que 99,9% da
replicagédo herpética (redugédo de 3,4 log UFP/mL). Assim como
relatado para o composto 4 (item 5.3.1.3), o composto 12
apresentou maior % de inibi¢ao viral que o ACV (> 99%).

Neste trabalho, ficou evidenciado que os compostos 4 e
12 apresentaram atividade antiviral superior a do aciclovir, em
todos os MOIs testados. Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo que investigou a poténcia de dois
diterpenos isolados de algas marinhas brasileiras, frente a altas
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concentragbes do HSV-1. No maior MOI testado, os diterpenos
foram mais potentes do que o aciclovir (ABRANTES et al., 2010).

Este ensaio comprovou a habilidade dos compostos 4 e
12 de interferir na replicagdo herpética, mesmo nas
concentragdes virais testadas mais elevadas. Tal poténcia
antiviral ndo é comumente encontrada em agentes antivirais e
representa uma clara vantagem desses compostos (TALARICO;
DAMONTE, 2007).

5.4 Avaliagcdo do mecanismo da acao anti-herpética dos
cardenolideos 4 e 12

5.4.1 Avaliagao da agao virucida direta

Uma estratégia para o tratamento de algumas infecgdes
virais humanas € a aplicagao topica de compostos que podem
inativar permanentemente as particulas virais (EKBLAD et al.,
2010). A inativagao direta dos virions pode ser causada pela sua
desintegragdo completa, solubilizacdo do envelope viral,
modificagdes quimicas ou degradagao de algumas glicoproteinas
essenciais do envelope (BULTMANN; TEUTON; BRANDT,
2007).

Com a intengdo de se investigar a possivel atividade
virucida dos compostos 4 e 12, este ensaio foi conduzido
partindo-se de concentragées 80X maiores que seus valores de
Clso (Tabela 2) e se realizou sete diluigbes seriadas (1:2), a partir
da maior concentragdo. A utilizagdo de concentragbes bastante
superiores aos valores de Cls justifica-se pela necessidade de
se ter certeza de que a acdo anti-herpética determinada pelo
ensaio de inibicdo da formacdo de placas de lise nao foi
acarretada pelo efeito direto das amostras sobre os virus, antes
do contato com as células hospedeiras, mas sim pela sua
interferéncia em alguma etapa do processo de replicagao viral.

Ambos os compostos nao apresentaram atividade
virucida frente as trés cepas virais testadas (dados nao
mostrados), sugerindo que a atividade anti-HSV destes
compostos ndo é exercida diretamente sobre as particulas virais
antes da entrada dos virus nas células.

Nagai e colaboradores (1972) estudaram a agao antiviral
da ouabaina sobre a replicagdo do virus Sendai, que s&o virus
RNA de fita simples, pertencentes a familia Paramyxoviridae e
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que infectam principalmente mamiferos, acarretando lesées no
trato respiratério. Os autores relataram que a ouabaina nao
inativou diretamente as particulas virais, mas provocou a inibicao
de algum evento viral intracelular.

Hartley e colaboradores (2006) relataram a atividade
antiviral da digoxina frente a diversos virus, sendo que este
farmaco nao apresentou atividade virucida, quando em contato
com os virus DNA testados (adenovirus, virus da varicela-zoster,
citomegalovirus e HSV), assim como quando em contato com o
virus RNA testado (virus da encefalomiocardite).

O mesmo comportamento foi relatado por Su e
colaboradores (2008) para a digitoxina, sendo que neste estudo
também foram utilizadas concentragbes 80X maiores que seu
valor de Clsq (0,05 pM).

Assim, pode-se constatar que os cardenolideos testados
nao apresentaram atividade virucida frente aos virus RNA e DNA
testados, e que os resultados obtidos nesta Dissertagcéo
corroboram os achados acima citados.

5.4.2 Avaliagao do efeito do tempo de adi¢ao e remocgao
das amostras no ciclo de replicagao viral

A avaliacdo do tempo de adicdo e remocéo das amostras
foi realizado para se determinar em qual(ais) estagio(s) da
replicagdo herpética estes compostos estariam exercendo sua
atividade antiviral, visto que eles ndo sao virucidas.

O ciclo de replicagdo dos virus herpéticos tem duragao
de 18 h e caracteriza-se, resumidamente, pelo processo de
entrada dos virus nas células (adsorgdo e penetragao), com
subsequente expressdo dos genes a (imediatos), genes J
(precoces) e genes y (tardios) estruturais. Apos esta biossintese
proteica, é iniciado o processo de maturagdo (montagem) e
liberagéao viral, finalizando a replicacao viral.

Desta forma, os resultados obtidos com essa estratégia
metodoldgica indicaram as etapas que poderiam estar sendo
inibidas pelos compostos 4 e 12. Essas etapas foram
posteriormente investigadas individualmente, através de
experimentos especificos para cada estagio da replicagao viral.

Neste ensaio, foi testada apenas uma concentragdo de
cada composto para cada cepa dos HSV, sendo que tal
concentragao foi escolhida por ter provocado uma inibicdo de
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90-100% nos ensaios de inibicdo da formacao das placas de lise.
Além disso, foi utilizado o aciclovir como controle positivo para o
HSV-1 (cepa KOS), na concentracdo de 20 yM, a qual inibe
100% a replicagao desta cepa.

Os resultados estdo apresentados de acordo com a
amostra testada, frente as duas cepas virais utilizadas [HSV-1
(cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333)]; entretanto, o aciclovir foi
testado apenas em relacdo ao HSV-1.

A Figura 11 mostra a agédo anti-HSV-1 (cepa KOS) do
aciclovir, em relagdo aos seus tempos de adicdo e remocao.
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Figura 11: Efeito do tempo de adigdo e remogao do aciclovir no ciclo de
replicagdo do HSV-1 (cepa KOS), em células VERO. Os resultados
estao representados como % de inibicdo da replicacao viral em relagéo
ao controle viral, sem tratamento. Os valores obtidos representam a
média * desvio padrao de trés experimentos independentes. (*) p<0,01
indica diferenca estatisticamente significativa, teste ANOVA/Dunnett.

A analise dos resultados indicou que o ACV exerce sua
atividade antiviral se adicionado até 9 h P.l., pois no tempo de
12 h P.1,, tal atividade decai para aproximadamente 50%. A curva
de remogao do farmaco em fungdo do tempo comprovou essa
acao, pois se ele for retirado antes de 9 h P.l., a atividade
antiviral ndo ultrapassa 25%. Estes dados confirmam que o ACV
atua realmente inibindo a replicagdo do DNA viral devido a
inibicao da atividade da DNA polimerase viral.

O pré-tratamento foi realizado com a adicdo dos
compostos 4 e 12 as células previamente a infecgdo (-3h), e os
resultados obtidos mostraram que estes compostos nao
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possuem efeito profilatico in vitro da infecgao pelas duas cepas
virais testadas (dados ndo mostrados).

O tratamento simultaneo foi realizado através da adigao
dos compostos 4 e 12, juntamente com os virus, e os resultados
obtidos indicaram que esses dois compostos ndo inibiram os
estagios iniciais da infecgao (adsorcao e penetragao) pelos HSV,
0 que sera confirmado através de outros experimentos
especificos (itens 5.4.3 e 5.4.4), apresentados adiante.

A Figura 12 mostra o comportamento inibitério do
composto 4 (0,26 uM) quando adicionado ou removido, em
diferentes tempos, com relagdo ao HSV-1 (cepa KOS).
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Figura 12: Efeito do tempo de adicdo e remog¢do do composto 4
(0,26 pM) no ciclo de replicagdo do HSV-1 (cepa KOS) em células
VERO. Os resultados estdo representados como % de inibicdo da
replicagao viral em relagdo ao controle viral, sem tratamento. Os valores
obtidos representam a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. (*) p<0,01 indica diferenga estatisticamente significativa,
teste ANOVA/Dunnett.

Como pode ser observado, o efeito inibitério deste
cardenolideo reduziu drasticamente quando ele foi adicionado
18 h P.l., e sua atividade antiviral manteve-se em 100% quando
adicionado até 12 h P.l. Concordantemente, sua capacidade de
inibicdo viral foi profundamente afetada quando ele foi removido
até 12 h P.I. Quando ele foi retirado 18 h P.l., detectou-se uma
inibicdo superior a 50%, comprovando que, se o composto for
deixado por 18 h em contato com os virus e as células, ele
conseguira exercer sua atividade antiviral mesmo ao ser
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removido. Portanto, estes dados sugerem que o composto 4,
para exercer acao anti-herpética in vitro, deve ser administrado
até 12 h P.l

A Figura 13 mostra o perfil de atuagdo do composto 4
(0,072 uM) frente ao HSV-2 (cepa 333). Pode-se perceber que
ele manteve um perfil de inibigdo similar ao apresentado em
relagdo ao HSV-1 (cepa KOS), agindo quando adicionado 3 a
12 h P.l. e reduzindo seu % de inibicdo viral quando removido
antes ou até 12 h de contato com as células e os virus.
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Figura 13: Efeito do tempo de adicdo e remogdo do composto 4
(0,072 yM) no ciclo de replicagdo do HSV-2 (cepa 333) em células GMK
AH1.0s resultados estdo representados como % de inibicdo da
replicagao viral em relagao ao controle viral, sem tratamento. Os valores
obtidos representam a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. (*) p<0,001 indica diferenga estatisticamente
significativa, teste ANOVA/Dunnett.

O composto 12 (Figuras 14 e 15) revelou o0 mesmo perfil
de inibi¢do da replicagao viral que o composto 4, em relagao aos
dois virus testados. Isto era esperado devido a sua similaridade
estrutural e com base nos relatos da literatura (Dodson et al.
2007; Su et al., 2008) para esta classe de compostos, quando os
autores mostraram perfis semelhantes de inibicdo para outros
cardenolideos.
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Assim sendo, os dados obtidos também sugerem que o
composto 12 pode inibir a replicacao viral se for adicionado até
12hP.L
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Figura 14: Efeito do tempo de adigdo e remogédo do composto 12
(0,54 pM) no ciclo de replicagdo do HSV-1 (cepa KOS), em células
VERO. Os resultados estdo representados como % de inibicdo da
replicagao viral em relagao ao controle viral, sem tratamento. Os valores
obtidos representam a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. (*) p<0,001 indica diferenga estatisticamente
significativa, teste ANOVA/Dunnett.



110 Resultados e Discussao

1254

-8~ Adicao

T 100- - Remogéo
E

Q754

2

2

£ 501

)

o

2 251

c T T T T T T

Tempo (h)

Figura 15: Efeito do tempo de adigdo e remogédo do composto 12
(0,46 puM) no ciclo de replicagdo do HSV-2 (cepa 333) em células GMK
AH1. Os resultados estdo representados como % de inibicdo da
replicagao viral em relagao ao controle viral, sem tratamento. Os valores
obtidos representam a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. (*) p<0,01 indica diferenga estatisticamente significativa,
teste ANOVA/Dunnett.

Concluindo, tanto o composto 4 quanto o composto 12,
frente as duas cepas virais testadas, se forem adicionados até
12 h P.l. ou removidos apds este periodo de tempo, irdo inibir
significativamente replicagéo viral.

Nagai e colaboradores (1972) demonstraram que a
ouabaina inibiu a replicacado do virus Sendai, se adicionada até
9 h P.l., e concluiram que ele poderia estar inibindo o estagio de
maturagao viral ou a sintese dos componentes virais estruturais,
ou ainda, a sintese de algum componente essencial para a
producdo da progénie viral. Estas mesmas etapas poderiam
estar sendo inibidas pelos compostos 4 e 12.

Dodson e colaboradores (2007) investigaram a atividade
anti-herpética da ouabaina adicionando-a em diferentes tempos
P.l. Os resultados revelaram uma atividade tempo-dependente,
com uma reducdo da capacidade de inibi¢cao viral quando ela foi
adicionada 8 h P.l. ou apds este periodo de tempo, indicando
que o efeito anti-HSV-1 (cepa KOS) da ouabaina ocorre antes de
8hP.
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Su e colaboradores (2008) investigaram a atividade anti-
herpética da digitoxina e relataram que ela pode afetar a
replicagao dos HSV-1 (cepa KOS) se adicionada até 6 h P.I.

Portanto, os estudos realizados até o momento
mostraram que os cardenolideos parecem exercer sua atividade
antiviral se adicionados até 12 h P.l. Assim sendo, optou-se
neste trabalho por realizar diversos experimentos envolvendo
cada uma das etapas que ocorrem neste periodo para elucidar o
mecanismo de agado anti-herpética dos compostos 4 e 12. Os
resultados podem ser visualizados a partir dos itens 5.4.5, que
serao apresentados adiante.

5.4.3 Avaliagao do efeito das amostras na adsorg¢ao viral

Todos os virus contém material proteico na sua
superficie, como parte integral do capsideo ou na forma de
espiculas no envelope viral. A principal fungao dessas proteinas
da superficie €& reconhecer especificamente as proteinas
receptoras que estdo na superficie das células alvo hospedeiras.
Esse reconhecimento € similar a qualquer outra interagao
proteina-proteina, que ocorre através de uma rede
estereoespecifica de ligagdes de hidrogénio e associagbes
lipofilicas (CHALLAND; YOUNG, 1998). No caso dos HSV, esse
reconhecimento acontece via glicoproteinas do envelope (gB
e/ou gD) a um receptor celular, que é geralmente o sulfato de
heparana (CHALLAND; YOUNG, 1998; ROIZMAN; KNIPE;
WHITLEY, 2007).

Experimentalmente, a adsorgdo viral ocorre a baixas
temperaturas, sendo que para o virus penetrar no interior celular,
esta temperatura precisa ser aumentada (COLBERE, 1975). Por
isso, a avaliagdo do efeito de um composto no evento da
adsorcdo viral deve ser realizada a baixa temperatura (4°C),
ocasionando apenas a adsorc¢do viral as células e, assim, apenas
sera avaliada a possivel interferéncia da amostra nesta etapa do
processo de replicagao viral.

Este ensaio foi conduzido partindo-se de concentragdes
16X maiores que os valores de Clsy dos dois compostos e
realizou-se sete diluicdes seriadas (1:2), a partir da maior
concentracdo. O sulfato de dextrana foi utilizado como controle
positivo, ja que sua capacidade de inibicdo da adsorgao viral é
bem conhecida (AGUILAR; HELD; WAGNER, 2007;
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MARCHETTI et al, 1995; SAKDARAT et al., 2009). Os
resultados obtidos constam da Tabela 3.

Tabela 3: Resultados referentes ao ensaio de inibicdo da
adsorcao viral, expressos como valores de Cls, das amostras
testadas.

Amostras Clso (ug)
HSV-1 KOS HSV-1 29R HSV-2 333
Composto 4 SA SA SA
Composto 12 SA SA SA
Sulfato de

0,097 + 0,004 0,075+ 0,007 0,14 +0,014
dextrana

SA: sem atividade; Os valores obtidos representam a média + desvio
padrao de trés experimentos independentes.

Os compostos 4 e 12 n&o inibiram a adsorgédo dos virus
testados. Isto significa que o mecanismo da sua agao anti-
herpética ndo pode ser atribuido ao bloqueio das interacbes
ligante-receptor, comprovando os resultados obtidos no
tratamento simultaneo (item 5.4.2).

Dodson e colaboradores (2007), que investigaram o
efeito da ouabaina sobre a adsor¢do do HSV-1 (cepa KOS),
também demonstraram que esta etapa ndo havia sido inibida até
mesmo quando utilizaram uma concentragao 100X maior do que
aquela que reduziu 100 a 10.000X a replicagao viral (100 nM), na
presenca de MOl 10. O mesmo foi relatado por Su e
colaboradores (2008), que utilizaram uma concentragdao da
digitoxina 16X maior que o seu valor de Clsg e também nao
demonstraram inibicdo da adsorgédo do HSV-1 (cepa KOS).

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos no
presente trabalho.

5.4.4 Avaliagao do efeito das amostras na penetragao viral

Apos a adsorgao dos virus as células, é necessario que
0S mesmos insiram seu material genético e suas proteinas no
interior celular; para tal, os virus necessitam penetrar a
membrana plasmatica celular. Os compostos que agem inibindo
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ou desregulando esta etapa devem interferir no processo de
fusdo do virus com a membrana plasmatica e/ou desnudamento
viral (CHALLAND; YOUNG, 1998).

Considerando-se que os virus adsorvem nas células a
4°C e as penetram somente quando a temperatura é elevada
(McCLAIN; FULLER, 1994), a infecgdo viral foi realizada em
células que haviam sido resfriadas, garantindo que os virus
apenas adsorveriam as células e as penetrariam somente
quando a temperatura de 37°C fosse restabelecida.

Este ensaio foi conduzido partindo-se de concentragdes
16X maiores que os valores de Clsy dos compostos 4 e 12 e
realizou-se sete diluicdbes seriadas (1:2), a partir da maior
concentragdo. O sulfato de dextrana foi utilizado como controle
positivo, ja que sua capacidade de inibigdo da penetragéo viral
também ¢é conhecida (AGUILAR; HELD; WAGNER, 2007;
MARCHETTI et al, 1995; SAKDARAT et al., 2009). Os
resultados obtidos constam da Tabela 4.

Tabela 4: Resultados referentes ao ensaio de inibicdo da
penetragéo viral, expressos como valores de Clsy das amostras
testadas.

Amostras Cls (ng)
HSV-1 KOS HSV-129R  HSV-2 333
Composto 4 SA SA SA
Composto12 SA SA SA
Sulfato de

d 0,44 £0,028 0,51 +£0,007 0,350,035
extrana

SA: sem atividade; Os valores obtidos representam a média + desvio
padrao de trés experimentos independentes.

Os compostos 4 e 12 também n&o inibiram a penetragao
dos virus testados, confirmando os resultados obtidos no
tratamento simultaneo (item 5.4.2).

Mais uma vez, os resultados de Dodson e colaboradores
(2007) e de Su e colaboradores (2008) foram confirmados neste
estudo, ao mostrar-se a incapacidade dos compostos 4 e 12 de
inibirem a penetragao viral, ja que os cardenolideos ouabaina e
digitoxina, testados nesses dois trabalhos citados, também nao
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inibiram este estagio do ciclo de replicagdo do HSV-1 (cepa
KOS).

5.4.5 Avaliagao do efeito do composto 4 na expressao
génica viral

Como relatado anteriormente, os resultados obtidos pela
adicdo e remocao das amostras indicaram que a atividade
antiviral poderia estar acontecendo através da inibigdo das
etapas posteriores a entrada (adsor¢do e penetragédo) dos virus
nas células, ja que o tratamento simultdneo com os compostos 4
e 12 nao provocou inibi¢ao deste processo. Por isso, foi avaliado
se sua atividade anti-HSV estaria relacionada a inibicdo do
processo de transcrigdo viral, em células VERO, infectadas com
0 HSV-1 (cepa KOS). A inibicdo deste processo em células GMK
AH1 infectadas com o HSV-2 (cepa 333) nao foi realizada neste
estudo, pois ndo havia disponibilidade no laboratério dos
iniciadores especificos para este virus.

Ja estd bem descrito, que apdés o desnudamento viral, o
genoma chega ao nucleo iniciando a expressédo génica, sendo
esta coordenada e regulada no HSV-1 em trés fases sequenciais
(ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007):

e Fase imediata (a): a expressdo dessas proteinas nao
necessita de sintese proteica prévia, sendo estimulada
pela proteina do tegumento VP16 e por quinases
dependentes de ciclina. Os produtos desses genes séo
indutores transcricionais, estimulando a expressao de
todos os genes do HSV (a, B e y). Os RNAm dos genes a
sdo detectados 1-2 h P.. e atingem seu pico de
expressao em torno de 3 h P.l. As proteinas chamadas
de Infected Cell Proteins (ICPs) 0, 4, 22, 47 e Us1.5 sao
sintetizadas nesta fase.

e Fase precoce (B): a expressao dos genes precoces €&
dependente de, pelo menos, uma proteina imediata e,
geralmente, os genes [ codificam proteinas nao
estruturais, que exercem sua fungcdo na sintese do DNA
viral, além de ativarem a expressdo das proteinas vy.
Exemplos dessas proteinas: DNA polimerase Vviral,
proteina de ligacdo de DNA fita simples (ICP8), DNA
helicase-primase, proteina U 9 e as enzimas necessarias
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para o metabolismo do acido nucleico Vviral
(ribonucleotideo redutase, timidina quinase, dUTPase,
uracil DNA glicosilase, etc). A transcrigdo dos RNAm dos
genes (3 € detectada em torno de 2-3 h P.l. e o pico de
expressao génica ocorre ente 5-10 h P.1.

o Fase tardia (y): a expressdo das proteinas y € maxima
apo6s a replicagdo do DNA viral. A maioria dessas
proteinas apresenta funcao estrutural e formam os novos
virions. Exemplos: glicoproteinas gB, gC, gD e gE. A
transcricdo dos RNAm dos genes y ocorre até, pelo
menos, 12 h P.l. em uma taxa crescente de transcritos,
sendo que os mesmos ja podem ser detectados desde as
primeiras horas do ciclo replicativo herpético.

Em vista das caracteristicas da expressdo génica do
HSV-1, realizou-se neste estudo os tratamentos simultaneo (1 h)
e pos-infeccdo com duracido de 6 e 12 h. Optou-se pelo
tratamento simultdneo, uma vez que, segundo dados da
literatura, apés 1 h de infecgdo, ja se encontra quantidade
expressiva de RNAm, principalmente referentes as proteinas a
(REZUCHOVA et al., 2003; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).
Sendo assim, neste periodo estes transcritos estariam ainda
sendo sintetizados, e talvez ndo fosse possivel detectar agao
antiviral. Os demais tempos foram realizados com o intuito de
investigar se, mesmo apds o inicio do processo de transcrigéo,
0s compostos conseguiriam inibir a formagao dos RNAm.

De acordo com trabalhos que relatam a importancia do
K" para a replicagao herpética (HARTLEY et al., 2006; HARTLEY
et al., 1993; NAGAI et al., 1972), decidiu-se investigar se a
adicdo deste ion ao meio de cultura utilizado para a realizacao
destes experimentos acarretaria alteragdes na expressao génica
viral. Para isto, o0 meio de cultura utilizado foi suplementado com
27 mM de cloreto de potassio, sendo esta concentragdo 5X maior
do que aquela contida nos meios de cultura usuais. Nagai e
colaboradores (1972) utilizaram esta concentracéo de KCl para a
avaliacdo da potencial atividade inibitéria da replicacdo do virus
Sendai pela ouabaina, e relataram que o meio suplementado
com o KCI reverteu a capacidade de inibicdo da ouabaina e o
virus replicou-se normalmente. Por isso, esta concentracédo foi
utilizada neste trabalho.
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A transcricao do gene U 54, que codifica a proteina
ICP27 (a), foi avaliada, e os resultados referentes ao tratamento
simultdneo a infecgcdo viral, com o composto 4 (0,13 uM),
aciclovir (ACV - 5 uyM) ou furosemida (FUR - farmaco depletor de
K" - 500 uM) estéo representados na Figura 16.

Além dos tratamentos realizados com cada umas destas
amostras individualmente (colunas 3, 4 e 8), foram também
realizados tratamentos concomitantes com o composto 4 e o
ACV (coluna 5); o composto 4 e a furosemida (coluna 7); o
composto 4 na presenca de K, através da adicdo de KCI
(27 mM) ao meio de cultura (coluna 9); e, por fim, foi feito um
controle viral na presenga de K*, pela adi¢gdo de KCI (27 mM) ao
meio de cultura (coluna 10).

100pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

283pb

Figura 16: Efeito do tratamento simultaneo (virus + amostras, 1 h) com
o composto 4, aciclovir (ACV) ou furosemida (ELION et al.) e suas
combinagbes na expressao génica de U 54 (HSV-1 cepa KOS), através
da técnica de RT-PCR. Colunas: 1- Controle negativo da reagao; 2-
Controle viral - CV (sem tratamento); 3- tratamento com o composto 4;
4- tratamento com o ACV; 5- tratamento com o composto 4 + ACV; 6-
Controle celular (CC); 7- tratamento com o composto 4 + FUR; 8-
tratamento com FUR; 9- tratamento com o composto 4 na presenga de
meio suplementado com KCI; 10- CV na presenga de meio
suplementado com KCI.

A Figura 16 mostra que os RNAm virais ndo foram
detectados nas células nao infectadas (CC - coluna 6) e no
controle negativo da reagdo (coluna 1), sendo fortemente
detectados nas células infectadas e nao tratadas (CV - coluna 2).
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A analise do tratamento individual realizado com o
composto 4 revelou que ele reduziu a expressdo dos RNAmM
(quando comparado com o CV) referente a codificagdo da
proteina ICP27 (coluna 3), assim como aconteceu, em menor
intensidade, com o aciclovir (coluna 4) e com a furosemida
(coluna 8). Entretanto, ficou claro que a maior inibicdo da
transcrigao foi ocasionada pelo composto 4 (coluna 3).

Quando se realizou a adigdo concomitante do composto
4 e do ACV (coluna 5), ocorreu uma maior inibigdo da expressao
génica do que quando o tratamento foi realizado apenas com o
ACV (coluna 4); porém, esta inibicdo parece ser semelhante
aquela obtida com o tratamento feito apenas com o composto 4
(coluna 3). Estes resultados sugerem que o composto 4 parece
exercer um efeito sinérgico ou aditivo, quando utilizado
juntamente com o ACV.

Uma inibigdo importante da expressao génica também
ocorreu quando o tratamento foi realizado com o composto 4 € a
furosemida (coluna 7), em comparagdo com os tratamentos
realizados com os mesmos compostos, mas individualmente
(colunas 3 e 8). Isto também sugere que tal combinagao poderia
acarretar um efeito sinérgico em relagdo & atividade antiviral. E
importante ressaltar que a furosemida € um farmaco que inibe a
acdo da bomba transportadora dos ions Na*, K" e CI,, chamada
de NKCC. A inibicdo da NKCC pela furosemida inibe a entrada
nas células do ion K* (RUSSEL, 2000), e assim falta potassio
para que o processo de replicagdo viral ocorra normalmente.
Desta forma, quando ambos os compostos foram utilizados
juntos, ocorreu a inibicdo da NKATPase e da NKCC pelo
composto 4 e furosemida, respectivamente. A inibicdo
ocasionada pelo composto 4 é esperada por ele ser um
cardenolideo, e sua capacidade de inibicdo da bomba
NKATPase foi detectada neste estudo e sera demonstrada
posteriormente no item 5.5.

Hartley e colaboradores (2008) patentearam a
formulagdo de um gel antiviral contendo um farmaco diurético
(furosemida) e um cardenolideo (digoxina). De acordo com os
inventores, este gel podera ser usado no tratamento de infecgdes
causadas por virus DNA, tais como o adenovirus,
citomegalovirus, virus da varicela zoster e os HSV. Esta proposta
demonstra o efeito sinérgico destes compostos sobre a inibigdo
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da replicagao viral, deixando evidente sua importancia na P&D
de novos farmacos antivirais.

Por fim, foi analisado o comportamento do composto 4
quando o meio utilizado continha uma concentragdo de K* 5X
maior do que aquela do meio de cultura geralmente usado (meio
MEM), que contém 5,4 mM de KCI (coluna 9). A coluna 10
representa as células infectadas que receberam meio
suplementado com KCI e nao foram tratadas. A replicacao
herpética ocorreu normalmente na presenga da alta
concentragéo do ion, sugerindo através da intensidade da banda,
que ocorreu um aumento no processo de transcrigao génica, em
comparagao com o controle viral (coluna 2). Ja quando as células
infectadas receberam o composto 4, no meio suplementado com
KCI (coluna 9), ocorreu a inibicdo da expressdo génica; no
entanto, essa inibigdo foi menor do que aquela detectada quando
as células foram tratadas apenas com o composto 4 e
permaneceram em um meio nao suplementado com KCI (coluna
3).

Estes resultados indicam que, realmente, o ion K* é
necessario para a replicagcdo herpética, comprovando o estudo
de Nagai e colaboradores (1972).

A analise da expressao génica da proteina constitutiva
celular B-actina também foi realizada a fim de avaliar se a sua
transcrigdo ndo havia sido afetada pelos tratamentos realizados.
A Figura 17 mostra que o processo de transcrigdo referente ao
RNAm da B-actina n&o foi alterado em nenhum dos tratamentos.
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100pb 1 2 3 4 5 6

Figura 17: Efeito do tratamento simultaneo (virus + amostras, 1 h) com
o composto 4, aciclovir (ACV) e furosemida (ELION et al.) e suas
combinagbes na expressao génica da (-actina, através da técnica de
RT-PCR. Colunas: 1- Controle viral - CV (sem tratamento); 2-
tratamento com o composto 4 + ACV; 3- tratamento com o composto 4;
4- tratamento com o composto 4 + FUR; 5- tratamento com o composto
4 na presenga de meio suplementado com KCI; 6- tratamento com o
ACV.

A Figura 18 mostra alguns dos resultados obtidos quando
os tratamentos foram feitos 1 h P.l. e duraram 12 h; apds este
periodo os RNAs foram extraidos.

100pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 18: Efeito do tratamento de 12 h P.I. com o composto 4, aciclovir
(ACV) e furosemida (ELION et al.) e suas combinagdes na expressao
génica do HSV-1 (cepa KOS), através da técnica do RT-PCR. Colunas:
1 a 4- tratamento com o composto 4 e ACV; colunas 5 a 8- tratamento
com o ACV; colunas 9 a 12- controle viral- CV (sem tratamento);
coluna 13- controle negativo da reacao;

Genes avaliados: colunas 1, 5 e 9 — ACTB (B-actina — 315pb); colunas
2, 6 e 10: U 54 (ICP27 — 283pb); colunas 3, 7 e 11: U 52 (259pb);
colunas 4, 8 e 12: U .13 (600pb).
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Pode-se constatar que todos os tratamentos n&o foram
capazes de inibir a expressao génica, ou seja, a transcrigdo dos
genes a (ICP27 - colunas 2, 6 e 10), B (U.52 - colunas 3, 7 e 11)
e y (U113 - colunas 4, 8 e 12). Os mesmos resultados foram
obtidos quando as células foram infectadas por 1 h e foram
posteriormente tratadas por 6 h (dados ndo mostrados). A
expressao génica do RNAm da B-actina também nao foi alterado
(colunas 1,5¢e9).

A partir dos resultados obtidos, ou seja, a inibicdo da
expressdo génica viral, quando do tratamento simultaneo, e
auséncia de inibicdo no tratamento pés-infecgdo, € possivel
supor que o composto 4, a furosemida e o aciclovir ndo inibem o
processo de transcricdo, ja que a inibicdo ocorreu apenas
quando o tratamento foi simultdneo, ou seja, quando o processo
de infecgao ocorreu na presenga dos compostos, no periodo de
1 h P.l. Assim, ndo foi possivel concluir que os compostos
interferiram diretamente na transcri¢éo, ja que qualquer processo
ocorrido apdés a entrada dos virus nas células poderia estar
sendo alterado pela presenca dos mesmos. Para melhor
entender o ocorrido, outras estratégias metodologicas poderao
ser utilizadas para comprovar tal efeito.

5.4.6 Avaliagao do efeito das amostras na expressao das
proteinas virais

A expressao das proteinas virais ICP27 (a), U42 (B), gB
e gD (y) e da proteina constitutiva celular, B-actina, foi analisada
pelo método de Western blotting.

Como relatado no item anterior em relagdo a expressao
génica viral, os resultados referentes a curva de adigdo e
remogao das amostras também sugeriram que 0 mecanismo de
acao dos compostos 4 e 12 poderia ocorrer através da inibicao
da expressao proteica, ou seja, apds a sintese do RNAm. Entao,
foi avaliado se esta atividade estava relacionada ao processo de
sintese das proteinas virais em células VERO infectadas com o
HSV-1 (cepa KOS). A inibigdo desta sintese em células GMK
AH1 infectadas com o HSV-2 nao foi realizada neste estudo, pois
o laboratério ndo possui os anticorpos especificos para este
sorotipo.

Os tratamentos das culturas de células VERO infectadas
com HSV-1 foram feitos, separadamente, com os compostos 4 e
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12, nas concentragdes que inibiram 90 a 100% da replicagao
viral. Portanto, o composto 4 foi testado a 0,26 uM e o composto
12 a 0,54 pM. O aciclovir foi utilizado como controle positivo na
concentragdao de 15 pM, que inibe 100% a replicagao viral. Os
tratamentos foram realizados apds 1 h de adsorcgao viral e seu
término ocorreu 18 h P.l.,, quando completou-se um ciclo de
replicagdo viral. Assim, as proteinas foram extraidas
(aproximadamente 5 ug) e analisadas em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para posterior realizagdo da reagdo com os
respectivos anticorpos.

Os resultados obtidos com esta estratégia metodologica
estdo representados na Figura 19. A B-actina, proteina celular
constitutiva, foi expressa em todos os tratamentos, o que
significa que as amostras nao interferiram na homeostase celular
e que a mesma quantidade de proteinas foi adicionada em todas
as reagodes. Ainda de acordo com a Figura 19, percebe-se que as
proteinas virais ndo foram detectadas nas células ndo infectadas
(CC - coluna 3) e que todos esses produtos génicos foram
detectados nas células infectadas e nao tratadas (CV - coluna 2).
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Figura 19: Efeitos dos compostos 4 e 12 na expressao das proteinas
ICP27, UL42, gD e gB do HSV-1 (cepa KOS) em células VERO e da
proteina constitutiva B-actina, detectados por Western Blotting. Coluna
1: células infectadas e tratadas com 15 uM de aciclovir; Coluna 2:
células infectadas e sem tratamento (controle viral - CV); Coluna 3:
células nao infectadas (controle celular - CC); Coluna 4: células
infectadas e tratadas com o composto 4 (0,26 uM); Coluna 5: células
infectadas e tratadas com o composto 12 (0,54 yM).

Os compostos 4 e 12 inibiram a expressdo das quatro
proteinas testadas (colunas 4 e 5). Esta inibigédo foi total para as
proteinas precoce (B) U42 e tardia (y) gB, sendo que a
expressao da proteinas imediata (a) ICP27 e tardia (y) gD
também foi quase totalmente suprimida.
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De acordo com Jones (2003), apesar da sintese proteica
viral ocorrer em cascata, ou seja, as proteinas imediatas induzem
a tradugdo das precoces, que, por sua vez, induzirdo as tardias,
a expressao do RNAm das proteinas 3 € y necessita da presenga
de proteinas a e, portanto, esses produtos génicos séao
requeridos durante todo o processo de sintese proteica. A ICP27
(a) tem diversas fungdes na replicagdo viral, entre elas:
redistribuir os complexos ribonucleoproteicos; interferir no
processo de splicing (remogado dos introns) dos transcritos
imediatos; transportar RNAs tardios do nucleo para o citoplasma
e bloquear o processamento do mRNA, acarretando a diminuig¢ao
da producgéo de proteinas celulares. Mais especificamente, esta
proteina € necessaria para a replicacao eficiente do DNA, por
promover o acumulo de proteinas B e, ap06s isto, reprimir os
genes a e 3, promovendo a transi¢gdo da expressao génica de 3
para y (JONES, 2003; SMITH; MALIK; CLEMENTS, 2005).
Assim, a proteina ICP27 é de fundamental importancia para
todas as etapas dos processos de transcrigdo e tradugéo viral.

Como pode ser visto na Figura 19, a ICP27 teve sua
expressao bastante reduzida pelos compostos 4 e 12, sendo que
esta redugéo poderia ser a causa da inibicdo ou da redugéo da
sintese das demais proteinas virais testadas, conforme pode
também ser observado nesta mesma Figura 19.

Estes resultados podem ser correlacionados com aqueles
obtidos e apresentados no item 5.4.2, quando foi demonstrado
que estes dois compostos exercem sua acdo antiviral se
adicionados até 12 h P.l.,, sendo que neste periodo de tempo
ocorrerd a expressao de todas as proteinas virais (COLBERE,
1975). Portanto, estas amostras atuariam diretamente no
processo de traducdo viral, em qualquer um dos estagios de
sintese proteica (a, B ou y). Isto fica mais claro se for
considerado, por exemplo, o fato de que a porcentagem de
inibicdo do composto 4, quando adicionado apenas 12 h P.I., foi
de 97%, quando grande parte da expressao das proteinas a e 3
ja ocorreu sem nenhuma intervengao, ocorrendo, principalmente,
a expressao das proteinas y.

Dodson e colaboradores (2007) relataram a atividade
anti-herpética da ouabaina e também investigaram sua agao
sobre a expressao da proteina ICP27. Estes autores também
demonstraram que a sintese desta proteina foi totalmente inibida
pela ouabaina, concluindo que ela atua no processo de sintese
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das proteinas a. Em outro estudo, Su e colaboradores (2008)
relataram que a digitoxina inibiu a expresséo da proteina gD (y).
Portanto, os resultados do presente trabalho corroboram os ja
existentes na literatura.

Sabe-se que para que ocorra a sintese dos polipeptideos
Yy € necessario que a sintese do DNA viral esteja ocorrendo
normalmente, ja que o DNA viral ativa a sintese destas proteinas
virais tardias (HONESS; ROIZMAN, 1975). Além disso, ja foi
relatado que os promotores de transcricdo dos genes tardios sado
relativamente fracos e, por isso, um numero alto de coépias é
requerido para sua expressao eficiente (JOHNSON et al., 1986).
Estes dados sugerem que o processo de replicagdo do DNA do
HSV-1 poderia estar sendo inibido pela acdo dos cardenolideos
testados, assim como ocorre com o aciclovir, o qual inibe o
processo de replicagdo viral e, consequentemente, reduz a
expressao génica.

Em relacdo ao tratamento com o farmaco aciclovir
(coluna 1), foi obtido o mesmo padrao de inibigdo da expresséo
proteica, ou seja, as proteinas U 42 e gB foram completamente
inibidas e as proteinas ICP27 e gD foram inibidas em menor
intensidade.

O aciclovir quando em contato com uma célula infectada
pelo HSV, sera fosforilado pela timidina quinase viral e as demais
fosforilagbes serdo realizadas pelas timidinas quinases celulares,
até a sua forma trifosfatada, que é a forma ativa. O trifosfato de
aciclovir ira interferir no funcionamento da DNA polimerase viral,
pois € um analogo de nucleosideo, sendo incorporado no DNA
viral que estd em processo de sintese, inibindo o término da
sintese da cadeia do DNA viral e sua consequente replicacao
(ELION et al., 1977). Portanto, a inibicdo total ou parcial da
atividade da DNA polimerase viral acarretara a redugdo do
processo de sintese das demais proteinas virais, ja que o
acumulo de DNA viral influencia diretamente o processo de
transicao da transcricao dos genes B para genes vy, funcionando
como um ativador deste processo, juntamente com as proteinas
. Entdo, o numero de virions formados serd menor ou nulo,
dependendo da concentragao de aciclovir utilizada, e a atividade
antiviral observada sera atribuida apenas a inibicdo da enzima
viral e ndo a capacidade de inibicdo de alguma fase da sintese
proteica, sendo esta, apenas uma consequéncia (BOEHMER,;
LEHMAN, 1997; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).
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5.4.7 Avaliagao do efeito das amostras sobre a liberagao
viral

Os resultados obtidos no ensaio de redugdo do numero
de particulas virais infecciosas (item 5.3) possibilitaram a
formulagédo da hipotese de que os compostos 4 e 12 poderiam
inibir a liberacdo viral; por isso, esta avaliagdo tornou-se
necessaria.

Este processo final do ciclo de replicagdo herpética ainda
nao estd completamente desvendado, pois existem diferentes
teorias quanto a forma pela qual os virions deixam as células
infectadas para alcangarem as células vizinhas e continuarem se
replicando. Entretanto, todas as teorias estdo de acordo de que
os HSV podem ser envelopados na membrana nuclear interna e
para que isso ocorra € necessario que a membrana interna e a
I&mina nuclear passem por extensivos rearranjos executados
por, pelo menos, trés proteinas virais: Us3 PK, U.31 e U 34
(ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

A via de liberacdo herpética mais aceita seria o
envelopamento dos capsideos na membrana nuclear interna,
estas estruturas fusionam-se a8 membrana externa nuclear, se
tornam desenvelopados e o capsideo nu é liberado no
citoplasma. As vesiculas citoplasmaticas envelopam esses
capsideos e os transportam até a membrana plasmatica celular.
No momento em que eles sio liberados das vesiculas, séo
novamente envelopados e seus envelopes externos se fundem a
membrana plasmatica, sendo liberados no espago extracelular
(ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

Para a realizagdo deste ensaio, foram utilizados os
valores de Clso (Tabela 2) de cada composto, frente as diferentes
cepas virais, e também foram testadas 2X Clsy e Clso/2. O uso
destas concentragdes ¢é justificado pela intengao de se verificar a
dependéncia da concentragao versus atividade antiviral.

A inibicdo da liberagdo do HSV-1 (cepa KOS) causada
pelos compostos 4 e 12 esta representada na Figura 20. Como
controle positivo da inibicado desta etapa foi usada a digitoxina
(composto 6), tendo em vista os resultados obtidos por Su e
colaboradores (2008).
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Figura 20: Efeito dos compostos 4 e 12 e da digitoxina (composto 6)
sobre a liberagdo do HSV-1 (cepa KOS). Os resultados representam a
média de dois experimentos independentes + desvio padréo. (*) indica
p<0,0001, teste ANOVA/Dunnett em relagdo ao controle viral, sem
tratamento.

Todas as concentragbes testadas dos trés cardenolideos
inibiram a liberagdo viral. Além disso, pode-se notar que os
percentuais de virus liberados foram gradualmente diminuidos, a
medida que a concentracdo das amostras aumentou, ou seja, 0s
perfis de inibigdo da liberagdo viral s&o concentragado-
dependentes. Entretanto, o composto 4 se mostrou muito mais
eficaz na inibicdo desta etapa da replicagao viral, visto que na
menor concentragao (0,065 uM) apresentou 99,7% de inibicdo da
liberagdo do HSV-1 (cepa KOS). Os compostos 6 e 12, nas suas
menores concentragdes (0,17 e 0,135 uM, respectivamente),
inibiram 76 e 64% da capacidade de liberacdo Vviral,
respectivamente. Os resultados obtidos com o composto 6
confirmaram os dados apresentados por Su e colaboradores
(2008).

A quantificagdo das particulas virais presentes no
sobrenadante (extracelular) e no interior das células infectadas
(intracelular) permitiu, além da investigacdo da inibicdo da
liberagdo viral, a analise da capacidade de inibicdo dos virus
intracelulares pelos compostos 6, 4 e 12 (Figuras 21, 22 e 23).
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Figura 21: Titulo viral (HSV-1 cepa KOS) intracelular e extracelular na
presenca da digitoxina (composto 6). Os resultados representam a
média de dois experimentos independentes + desvio padrdo. (*) indica
p<0,0001, teste ANOVA/Dunnett em relagdo ao controle viral, sem
tratamento.

A andlise dos resultados da Figura 21 indica que a
digitoxina, utilizada como controle positivo, realmente inibiu a
liberagdo viral, ja que foi possivel detectar que o titulo viral
extracelular foi reduzido bruscamente e de forma significativa,
quando comparado ao titulo do controle viral, na maior
concentragao testada (0,68 uM), sendo essa uma redugéo maior
que 99,9% das particulas virais, que deveriam ter sido liberadas.
Esta reducdo do numero de virus extracelulares indica que as
particulas virais ndo foram liberadas do interior da célula para o
meio extracelular.
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Figura 22: Titulo viral (HSV-1 cepa KOS) intracelular e extracelular na
presenca do composto 4. Os resultados representam a média de dois
experimentos independentes + desvio padrdo. (*) indica p<0,001, teste
ANOVA/Dunnett em relagdo ao controle viral, sem tratamento.

Os resultados da avaliagdo do efeito do composto 4 nos
titulos intracelulares e extracelulares do HSV-1 (cepa KOS)
(Figura 22) confirmaram o seu potencial de inibicdo da liberagéo
viral, devido a importante e significativa redugéo do titulo viral
extracelular, quando comparado ao titulo do controle viral,
alcangando mais do que 99,99% de redugdo, na menor
concentragao testada (0,065 uM).

Ao contrario do composto 6, o composto 4 provocou um
decaimento significativo do titulo viral intracelular, nas duas
maiores concentragdes testadas (0,13 e 0,26 uM), o que significa
capacidade de inibir as particulas virais intracelulares, além de
inibir a liberagdo viral. Isto demonstra que, além de inibir a saida
da progénie viral das células, ele inibe também a replicagédo
intracelular viral, reduzindo o numero de integrantes desta
progénie. No caso do composto 4 (0,26 uM), esta inibicdo do
numero de particulas virais intracelulares representa mais do que
99,999% de redugédo, quando comparado ao controle viral.
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Figura 23: Titulo viral (HSV-1 cepa KOS) intracelular e extracelular na
presenca do composto 12. Os resultados representam a média de dois
experimentos independentes + desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste
ANOVA/Dunnett em relagédo ao controle viral, sem tratamento.

A analise da Figura 23 indicou que o composto 12
também inibiu significativamente a liberagao viral, ja que o titulo
viral extracelular foi reduzido em mais de 99,9% na concentracao
intermediaria (0,27 pM) testada, quando comparado ao titulo do
controle viral. Assim como aconteceu com o composto 4 (Figura
22), o titulo viral intracelular também foi reduzido em mais do que
99,9%, quando este composto foi testado na sua maior
concentragao (0,54 uM). Entretanto, esta redugdo foi menos
significativa quando comparada a do composto 4.

A mesma avaliacdo, em relacdo aos percentuais de virus
liberados, foi realizada para o HSV-1 (cepa 29R) (Figura 24) e foi
visto que todas as concentragbes testadas dos trés
cardenolideos inibiram a liberagdo viral. Além disso, pode-se
constatar que os compostos 4 e 12 foram mais eficazes em
relagdo a esta cepa do que o composto 6, enfatizando a maior
sensibilidade dos compostos 4 e 12 a cepa resistente ao ACV.
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Figura 24: Efeito dos compostos 4 e 12, e da digitoxina (composto 6),
sobre a liberagdo do HSV-1 (cepa 29R). Os resultados representam a
média de dois experimentos independentes + desvio padréo. (*) indica
p<0,001, teste ANOVA/Dunnett em relagdo ao controle viral, sem
tratamento.

O padrdo de inibicdo da liberagdo viral exibido pelos
compostos 4 e 12 foi muito semelhante, pois ambos inibiram
100% da liberagao viral, em concentragdes intermediarias (0,06 e
0,22 uM, respectivamente), e apresentaram uma média de
inibicdo da liberagdo viral de 99,5% na menor concentragédo
testada (0,03 e 0,11 yM, respectivamente).

O composto 6 inibiu a liberagao viral, em todas as
concentragdes testadas; entretanto, isto ndo ocorreu de maneira
concentragdo-dependente, mas mesmo assim ele inibiu 100% da
liberagao viral, na maior concentracgao testada (0,64 uM).

Os resultados da redugdo dos titulos virais do HSV-1
(cepa 29R), pelos trés cardenolideos, constam na Tabela 5.
Cabe ressaltar que foram testadas trés concentragbes de cada
composto, mas os resultados apresentados referem-se a menor
concentracao testada, equivalente ao Clso/2.

Os resultados revelam que o composto 4 apresentou o
maior % de redugdo dos titulos virais intra e extracelulares,
demonstrando seu maior potencial de inibi¢gao tanto da liberacao
quanto da replicagao viral.
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Os compostos 12 e 6 ndo apresentaram % de reducgao
dos titulos virais intracelulares  significativos nestas
concentragdes, que sao seus valores de Cls/2.

Tabela 5: Efeito dos compostos 4, 12 e 6 sobre a reducdo dos
titulos virais (%), intra e extracelulares, do HSV-1 (cepa 29R).
Amostras Reducéo dos titulos virais (%)
(menor concentragao

testada - M) Intracelular Extracelular
Composto 4 (0,03) 99* > 99,99*
Composto 12 (0,11) <90 99,9*
Composto 6 (C+ - 0,16) <90 99*

Os resultados representam a média de dois experimentos
independentes + desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste de Dunnett em
relacdo ao controle viral, sem tratamento.

Para finalizar, os resultados obtidos para os trés
compostos, em relacédo a capacidade de inibi¢gdo da liberagcédo do
HSV-2 (cepa 333) estdo apresentados na Figura 25. Assim como
aconteceu com o HSV-1 (cepas KOS e 29R), os trés compostos
inibiram, de forma significativa, (p<0,001), a liberagdo do HSV-2.
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Figura 25: Efeito dos compostos 4 e 12, e da digitoxina (composto 6)
sobre a liberagdo do HSV-2 (cepa 333). Os resultados representam a
média de dois experimentos independentes + desvio padrdo. (*) indica
p<0,001, teste ANOVA/Dunnett em relagdo ao controle viral, sem
tratamento.
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Além disso, o composto 4 foi mais eficaz em relagdo a
esta cepa do que os demais compostos testados, pois nas
concentragdes de 0,036 e 0,072 uM ocorreu a inibicao total da
liberagao viral, fato que ndo aconteceu com os compostos 12 e 6.
O composto 4, na sua menor concentragdo (0,018 pM) inibiu
93% da liberagao viral.

Os compostos 6 e 12 inibiram totalmente a liberagao viral,
apenas nas maiores concentragbes testadas (0,4 e 0,46 uM,
respectivamente).

Os resultados da redugdo dos titulos virais do HSV-2
(cepa 333), pelos trés cardenolideos, constam na Tabela 6. Cabe
ressaltar que foram testadas trés concentragdes de cada
composto, mas os resultados apresentados referem-se a menor
concentragao testada, equivalente ao Clso/2.

Tabela 6: Efeito dos compostos 4, 12 e 6 sobre a redugdo dos
titulos virais (%), intra e extracelulares, do HSV-2 (cepa 333).
Amostras Reducao dos titulos virais (%)
(menor concentragao

testada - uM) Intracelular Extracelular
Composto 4 (0,018) > 90* > 99*
Composto 12 (0,115) 90* > 99~
Composto 6 (C+ - 0,1) <90 99*

Os resultados representam a média de dois experimentos independentes
+ desvio padrdo. (*) indica p<0,05, teste de Dunnett em relagdo ao
controle viral, sem tratamento.

O composto 4 apresentou a maior inibicdo da replicacao
dos virus intracelulares (> 90%), seguido do composto 12 (90%),
ambos nas menores concentragdes testadas. Ja o composto 6
nao apresentou inibigado significativa do titulo viral intracelular na
menor concentragao (0,1 uM), apenas quando testado no valor
da sua Clsg (0,2 pM).

Em relacdo a reducgéo dos titulos virais extracelulares, os
compostos 4 e 12 apresentaram % de redugdo muito
semelhantes e superiores ao % de redugao do composto 6.

Como mostrado em todos os resultados obtidos neste
ensaio, os trés compostos testados inibiram significativamente a
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liberagao viral e, quando seus titulos virais (log ufp/mL) intra ou
extracelulares foram comparados com seus respectivos controles
virais, todos o0s compostos apresentaram perfis de inibigao
concentragao/dependente.

5.4.8 Avaliagao do efeito das amostras na propagagao
intercelular viral

Os HSV infectam as células do epitélio escamoso
estratificado, que formam a epiderme e a mucosa, em diferentes
sitios anatdmicos, incluindo as regides orais e genitais. A rapida
propagagao desses virus de célula para célula é de vital
importancia para que ocorra o estabelecimento da infecgcéo
primaria produtiva ou da infecgdo recorrente, em humanos. Por
isso, essa dispersao dos virus para as células € um alvo atrativo
para uma intervengdo antiviral (AMMENDOLIA; MARCHETTI;
SUPERTI, 2007; NYBERG et al., 2004).

In vitro, os HSV infectam as células através do processo
de adsorgdo, seguido pela fusdo do envelope viral com a
membrana celular plasmatica, ou através da dispersdo viral
célula a célula, por um mecanismo que ainda €& pouco
compreendido. A dispersédo viral célula a célula nos tecidos
epiteliais envolve o movimento das particulas virais através das
jungdes celulares, em um espago que € resistente aos efeitos
dos anticorpos que neutralizariam os virus. Acredita-se que as
mesmas glicoproteinas e os mesmos receptores celulares que
mediam a entrada dos HSV na superficie apical celular,
promovem a disperséo radial dos virus (COCCHI et al., 2000;
ROLLER; RAUCH, 1998). Sabe-se que o complexo glicoproteico
gE/gl promove a dispersdo célula a célula dos virus, ordenando
novos virions em diregdo as jungbes celulares epiteliais, sendo
que poucos virions chegardo na superficie apical celular. Esse
complexo proteico é requerido para a dispersao eficiente dos
virus através de células epiteliais, neurbnios e outras células
polarizadas com juncgdes celulares. Os HSV mutantes, sem gE
ou apenas sem o dominio citoplasmatico de gE, s&o raramente
encontrados nas jungdes celulares, sendo encontrados nas
superficies celulares, fluidos das culturas celulares e acumulados
no citoplasma (JOHNSON et al., 2001; MCMILLAN; JOHNSON,
2001; WISNER et al., 2000).
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Este ensaio foi realizado com o intuito de avaliar se os
compostos 4 e 12 eram capazes de promover a inibicdo da
dispersao radial dos virus herpéticos célula a célula e, assim,
reduzirem o tamanho da area das placas de lise formadas
(JENSSEN et al., 2008). Sendo assim, os efeitos destes
compostos na dispersao radial celular do HSV-1 (cepas KOS e
29R) e do HSV-2 (cepa 333) foram investigados. Neste
experimento, foi utilizado o] agente espessante
carboximetilcelulose (CMC) para assegurar que a dispersédo dos
virus estava ocorrendo somente pela transmissao célula a célula.
Os resultados obtidos foram expressos como a area (mm?) das
placas de lise virais formadas, em comparagdo com aquelas dos
controles virais ndo tratados.

Os compostos 4 e 12 reduziram a area das placas de lise
formadas pelos virus HSV-1 (cepas KOS e 29R) e HSV-2
(cepa 333), sugerindo que eles, além de inibirem a replicagéo
viral, também reduzem a disperséo viral célula a célula (cell to
cell spread).

Em todas as concentracdes testadas, os compostos 4 e
12 reduziram significativamente (p<0,001) a area das placas de
lise formadas pelas trés cepas virais (Figuras 26 e 27,
respectivamente).
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Figura 26: Efeito do composto 4 na inibigdo da propagacéo intercelular
dos virus HSV-1 (cepas KOS e 29R) e HSV-2 (cepa 333). Foram
medidas as areas de 20 placas de lise formadas pelos diferentes virus
na presenca da amostra (0,0078 a 0,25 pyM). Os resultados foram
analisados com relagdo ao controle viral (CV) pelo teste
ANOVA/Dunnett e expressos como meédia + desvio padrdo de dois
experimentos independentes. (*) p<0,001.
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Figura 27: Efeito do composto 12 na inibicdo da propagacao intercelular
dos virus HSV-1 (cepas KOS e 29R) e HSV-2 (cepa 333). Foram
medidas as areas de 20 placas de lise formadas pelos diferentes virus
na presenga da amostra (0,025 a 0,5 pM). Os resultados foram
analisados com relagdo ao controle viral (CV) pelo teste
ANOVA/Dunnett e expressos como média + desvio padrdao de dois
experimentos independentes. (*) p<0,05.
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A analise destes resultados pode ser ambigua, pois um
composto antiviral, ou seja, que é capaz de inibir a replicagao
viral e, consequentemente, diminuir o numero de placas de lise
formadas, pode também reduzir a area das placas de lise apenas
por diminuir o numero de virus formados intracelularmente.
Portanto, quanto menor o numero de virus, menor sera sua
capacidade de infeccado e dispersao para as células. Por isso,
para que se possa concluir que os compostos 4 e 12 afetam
diretamente o processo de dispersédo viral seria necessario a
conducdo de experimentos mais especificos. Para tal, pode-se
utilizar gamaglobulina humana, que ira prevenir o movimento dos
virus através do compartimento extracelular, ou seja, a dispersao
viral ocorrera apenas através das juncbes celulares, ja que os
virus presentes no meio extracelular serdo inativados pelos
anticorpos adicionados ao meio de cultura (WISNER et al.,
2000).

Porém, os resultados aqui obtidos sdo um indicio de que
este processo esta sendo afetado pelos cardenolideos testados,
visto que o tratamento acarretou a reducdo do tamanho das
placas de lise, até mesmo nas menores concentragdes testadas.

Apesar do conhecimento de que os cardenolideos afetam
a replicagdo herpética (DODSON et al., 2007; HARTLEY et al.,
2006; SU et al., 2008), pouco foi estudado em relagédo ao efeito
destes compostos na transmisséao intercelular dos HSV. Apenas
o trabalho de Su e colaboradores (2008) relatou brevemente que
os cardenolideos por eles testados (digitoxina, digoxina,
ouabaina octahidratada e G-estrofantina) reduziram o tamanho
das placas de lise.

5.5 Avaliagdao da potencial atividade anti-ATPasica das
amostras

Alguns estudos ja relataram a importancia dos ions K*
(HARTLEY et al., 1993) e Na® (HOFFMANN; PALESE; SHAW,
2008) para o processo de replicagao viral.

Portanto, sabendo-se que o0s cardenolideos sao
inibidores da bomba NKATPase e, consequentemente, reduzem
a quantidade de ions K* e aumentam as dos ions Na* e Ca*", foi
necessario investigar a potencial atividade anti-ATPasica dos
compostos 4 e 12, ja que ndo ha dados publicados a esse
respeito.
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Para a realizagdo deste ensaio foi utilizado o kit
ATPase/GTPase (Bioassay), como descrito no item 4.8.

Além dos compostos 4 e 12, foram utilizados os
cardenolideos digitoxina e digoxina (compostos 6 e 29,
respectivamente) e suas agliconas: digitoxigenina e digoxigenina
(compostos 1 e 28, respectivamente). Todos esses compostos
inibem a bomba NKATPase (PULLEN; BROOKS; EDWARDS,
2004). Como controle negativo foi utilizado a D-(+)-digitoxose
(Figura 28) que é um dos agucares que pode se ligar a aglicona
dos cardenolideos, sem atividade anti-ATPasica e antiviral.

H,C

o)
HO OH

OH

Figura 28: Estrutura quimica da D-(+)-digitoxose.

Foram testadas cinco concentragées de cada composto,
partindo-se de 100 uM e realizando-se uma diluicdo 1:10, tendo
sido construidas as curvas dos percentuais de inibicdo de cada
composto. Por fim, através da analise de regresséo linear, foram
calculados os valores de Cls, ou seja, a concentragao de cada
amostra que inibiu 50% da atividade enzimatica. Os resultados
obtidos estdo demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Inibicdo da atividade da enzima ATPase
ocasionada pelos cardenolideos testados.

Composto Clso (MM)
1 0,34+0,03
4 0,67+0,16
6 0,34+0,01
12 0,80+0,13
28 1,04£0,19
29 4,98+0,6
Digitoxose (C-) SA

SA: sem atividade. Os valores obtidos representam a
média + desvio padrao de dois experimentos independentes.
C- (controle negativo).

De acordo com os resultados obtidos, todos os
compostos apresentaram atividade anti-ATPasica, em diferentes
graus.

Os compostos testados mais ativos foram digitoxigenina
(1), digitoxina (6) e o composto 4 (glucoevatromonosideo), sendo
que os compostos 4 e 6 (heterosideos) possuem como aglicona
a digitoxigenina (composto 1).

No outro grupo, os compostos com menor atividade
foram digoxigenina (28), digoxina (29) e o composto 12
(digoxigenina-bisdigitoxosideo); da mesma forma, os compostos
12 e 29 possuem como aglicona a digoxigenina (composto 28).

As diferengas detectadas em relagdo ao potencial de
inibicdo da atividade anti-ATPasica pelos compostos 4 e 12
poderiam estar correlacionados com sua acgdo antiviral, pois o
composto 4 € mais ativo do que o composto 12.

A inibigdo da bomba NKATPase também poderia justificar
a possivel inibicdo dos estagios de montagem e liberagdo dos
virions, visto que a energia utilizada para que estes processos
ocorram pode ser obtida por esta enzima (NAGAI et al., 1972).

Di Cera (2006) relatou que varias enzimas, incluindo
aquelas relacionadas & sintese proteica, requerem K' para sua
ativagdo. Portanto, a inibicdo da sintese das proteinas virais,
ocasionada pelos cardenolideos testados, poderia ser explicada
pela redugdo da concentragéo do K* no interior das células.
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A importancia do ion K* para a replicagéo viral ja havia
sido comprovada pelo trabalho de Nagai e colaboradores (1972).
Eles demonstraram que a ouabaina perdia sua capacidade de
inibicdo da replicacdo do virus Sendai quando o meio utilizado
era suplementado com uma concentracdo de K* 5X maior que a
concentragcdo normal dos meios de cultura.

Em outro trabalho, o efeito de alguns cations na
replicagdo dos virus herpéticos também foi investigado e foi
demonstrado que calcio, sédio e magnésio, quando adicionados,
individualmente, em altas concentragdes no meio de realizagdo
do experimento, ndo afetaram a replicagdo viral. Entretanto,
quando as células nao infectadas foram mantidas por 18 h, em
um meio sem K* e, apods este periodo, foram infectadas com o
HSV-1, ndo ocorreu a sintese do DNA viral. No entanto, quando
estas mesmas células infectadas, na auséncia de K*, receberam
meio de cultura suplementado com este ion, a sintese do DNA
viral foi restabelecida aos niveis normais. Os autores enfatizaram
que esta inibigdo da sintese do DNA poderia ter ocorrido pelos
efeitos citotéxicos decorrentes da falta de K', mas em
experimentos onde as células passaram por um processo de
privacdo de K* por 36 h antes da infecgdo, a replicagdo viral
voltou a ocorrer em niveis usuais, apos o restabelecimento das
concentragdes deste ion (HARTLEY et al., 1993).

O conjunto dos resultados sugere que a inibicdo da
sintese das macromoléculas virais pelos cardenolideos ndo é
completa, devido & falta de K* ocasionada pela inibicdo da
bomba NKATPase, visto que a atividade antiviral & reversivel
caso a concentragéo de potassio seja restabelecida.

Além disso, a hipotese formulada no item 5.2.2 (p. 81) foi
confirmada, pois com a comprovagao de que os compostos 4 e
12 inibem a NKATPase, a agédo antiviral dos cardenolideos é€,
entdo, uma consequéncia da sua agao primaria sobre o gradiente
eletroquimico celular, levando a uma acéo secundaria, que é a
inibicdo da replicagdo viral. Entretanto, a deplecdo do ion K*
altera o metabolismo celular, mas sem causar danos as mesmas
(HARTLEY, 2009).
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5.6 Proposta do mecanismo da agdo anti-herpética dos
compostos 4 e 12

A partir dos resultados obtidos, foi proposto o mecanismo
da acao anti-herpética dos cardenolideos 4 e 12, frente ao HSV-1
(cepas KOS e 29R) e ao HSV-2 (cepa 333), como pode ser
visualizado na Figura 29.

Como o mecanismo da acdo anti-herpética foi similar
para os dois cardenolideos, frente as trés cepas virais testadas, o
esquema apresentado € representativo de todas elas e também
dos dois compostos testados.

Seria importante salientar que, apesar da promissora
acao anti-herpética detectada neste trabalho e em outros,
publicados por diferentes grupos de pesquisadores, o0s
cardenolideos ndo podem ser considerados como potenciais
candidatos a farmacos antivirais, por sua ja reconhecida
toxicidade oral em humanos (BARRUETO et al., 2003; RATES;
BRIDI, 2003; SLIFMAN et al., 1998). No entanto, seu mecanismo
de acdo, principalmente, em relacdo ao controle dos teores
intracelulares de potassio, é bastante interessante e poderia ser
uma estratégia para a P&D de outros farmacos antivirais.

No entanto, pouco ainda se conhece sobre a absorgéo
tépica dos cardenolideos em geral, e esta abordagem ja
comegou a ser investigada no nosso laboratério (CARVALHO,
2010-2012; SCNHEIDER, 2011), cujos resultados serao
publicados oportunamente.
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Figura 29: Proposta do mecanismo da acdo anti-HSV-1
glucoevatromonosideo (4) e digoxigenina-bisdigitoxosideo (12).
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6 CONCLUSOES

4 As concentragbes que apresentaram 50% de toxicidade
(CCs) frente as células VERO e GMK AH1 foram, no
geral, superiores as concentragdes que apresentaram
atividade antiviral (Clsp);

v Dos 65 -cardenolideos e derivados testados, os
compostos 4 (glucoevatromonosideo) e 12 (digoxigenina-
bisdigitoxosideo) apresentaram  atividade antiviral
promissora durante a triagem da atividade anti-HSV-1
(cepa KOS), com elevados valores de IS (2.107 e 645,
respectivamente). Eles também apresentaram altos
valores de IS quando foi investigada sua ag¢ao anti-HSV-1
(cepa 29R) e anti-HSV-2 (cepa 333), sendo que o
composto 4 apresentou valores de IS de 4.566 e >6.944,
respectivamente. O composto 12 apresentou IS de 792
em relagdo a atividade anti- HSV-1 (cepa 29R) e IS de
1.238 frente ao virus HSV-2 (cepa 333). Portanto, eles
foram selecionados para a realizagdo do estudo do seu
mecanismo de agao anti-herpética;

v A avaliagédo da atividade antiviral, dos compostos 4 e 12,
na presenca de concentragdes virais elevadas,
demonstrou que sua atividade inibitéria viral foi mantida
mesmo no maior MOI testado (0,4), que apresenta 1.000
particulas virais a mais que no MOI (0,0004) usado para
a determinacéao dos valores de Clsg;

v Os compostos 4 € 12 ndo apresentaram acdo virucida
direta;
v O pré-tratamento e o tratamento simultdneo com os

compostos 4 e 12 nao inibiram a replicacao herpética,
indicando que estes compostos ndo apresentam efeito
profilatico in vitro e nem atuam nos processos de entrada
dos  virus (adsorcao e penetragdo  virais),
respectivamente;
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v Os tratamentos com os compostos 4 e 12, realizados
apés 1 h de infeccdo, quando os mesmos foram
adicionados ou removidos, indicaram que eles mantém
sua atividade antiviral se adicionados até 12 h P.l. e,
caso sejam removidos antes deste periodo, tal atividade
diminui consideravelmente. Estes dados sugerem uma
provavel interferéncia na sintese proteica, ja que o pré-
tratamento e o tratamento simultdneo n&o resultaram em
inibicao viral;

v Na avaliagdo do efeito do composto 4 sobre a transcrigéo
dos genes do HSV-1 (cepa KOS), este aparentemente
nao afetou esta etapa do ciclo de replicagdo viral. A
expressao do RNAm referente a proteina celular B-actina
nao foi alterada;

4 A suplementacao do meio de cultura com KCI, durante os
experimentos de RT-PCR, demonstrou que os ions K"
exercem papel fundamental no processo da replicacao
viral, pois quando este ion estava presente, juntamente
com os compostos 4 e 12, a replicagao viral foi restituida
parcialmente;

v Na avaliagédo da interferéncia sobre a sintese proteica do
HSV-1 (cepa KOS), os compostos 4 e 12 inibiram a
expressao das proteinas U42 (B) e gB (y), além de
reduzirem a expressao das proteinas ICP27 (a) e gD (y).
A expressao da proteina celular B-actina n&o foi alterada;

v Os compostos 4 €12 inibiram significativamente a
liberagao viral;

4 Além de inibirem a liberagao viral, os compostos 4 € 12
reduziram significativamente os titulos virais
intracelulares, confirmando que houve inibigdo da
replicacao viral intracelular;

v A difuséo intercelular viral foi inibida significativamente
pelos compostos 4 e 12;
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Os compostos 4 e 12 apresentaram atividade anti-
ATPasica, podendo indicar que na inibicdo do ciclo de
replicagcdo viral, houve alteracgdo do gradiente
eletroquimico celular.
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Avaliar a integridade dos virions apds contato com os
compostos 4 e 12 por microscopia eletrénica de
varredura;

Avaliar o efeito das amostras 4 e 12 na sintese do DNA
viral em células VERO e GMK AH1, utilizando a técnica
da PCR e iniciadores especificos;

Reavaliar o efeito dos compostos 4 e 12 durante o
processo de transcrigdo (mMRNA) em células VERO e
GMK AH1, verificando se ha inibicao da formacdo dos
mRNA, que poderia causar interferéncia na produgao das
proteinas nas células tratadas, através da técnica do

RT-PCR;

Verificar o possivel sinergismo das amostras 4 e 12 com
0 aciclovir;

Verificar o possivel sinergismo com farmacos depletores
de K" intracelular;

Avaliar a possivel interferéncia dos compostos 4 e 12 na
expressao das proteinas virais durante o ciclo de
replicagdo do HSV-2 (cepa 333), utilizando o ensaio do
Western blotting;

Avaliar a possivel interferéncia dos compostos 4 e 12 na
expressao das proteinas US3 PK, UL31 e UL34, as quais
estdo envolvidas no processo de liberagdo viral,
utilizando o ensaio do Western blotting;

Avaliar a possivel interferéncia dos compostos 4 e 12 na
expressao das glicoproteinas gE e gl, as quais estao
envolvidas no processo de dispersao radial, utilizando o
ensaio do Western blotting;

Avaliar a genotoxicidade dos compostos 4 e 12 em
células VERO, através do ensaio do Cometa;
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Realizar o experimento de inibicdo da dispersédo radial
viral na presenca de gamaglobulina humana;

Avaliar a atividade citotoxica da série de cardenolideos e
derivados testados, através de ensaios antiproliferativos
em células tumorais;

Investigar o efeito da concentragdo dos ions K' em
células infectadas e nao infectadas, e que foram tratadas
com os compostos 4 e 12;

Investigar o efeito da alteragdo da concentragdo do ion
K" no meio de cultura utilizado durante os experimentos
de avaliacao da atividade antiviral;

Investigar a capacidade de reversibilidade da inibicdo da
atividade antiviral quando o meio de cultura utilizado for
suplementado com altas concentragdes de K';

Avaliar os efeitos citotoxicos que a deplecdo de K*
podera causar as células VERO e GMK AH1;

Avaliar o efeito dos cardenolideos sobre o funcionamento
da NKCC.
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