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RESUMO

As infecgbes pelo Virus Herpes Simples do tipo 1 (HSV-1) s&o consideradas um grave
problema de saude publica em todo mundo, acometendo uma parcela significativa da
populagéo. O aciclovir e o penciclovir, assim como seus pré-farmacos, o valaciclovir
e o fanciclovir, respectivamente, ainda sdo a terapia padrao para tratamento dessas
infeccdes. Porém, algumas cepas do HSV ja apresentam resisténcia a esses
medicamentos, principalmente, em pacientes imunodeprimidos. Desta forma, o uso
de produtos de origem natural, aparecem como uma alternativa, juntamente com o
uso de novas tecnologias de liberacao de farmacos, para o tratamento das infeccoes
resistentes por HSV. Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antiviral do fitol incorporado ou nao as nanoparticulas lipidicas sélidas de 1,3-
diesteraril-2-oleil-glicerol TG1 contra o virus HSV-1 em células Vero E6 através de
ensaios de reducao de placa. A escolha desse composto se deve ao fato de que ja
foram observados resultados positivos em sua acédo antimicrobiana, antiviral, entre
outras. Além disso, foram avaliadas diferentes condi¢des de tratamento durante o
periodo de 48 horas, em que nas condigbes de pré-tratamento e pds-tratamento, o
fitol incorporado as nanoparticulas exibiu uma reducao significativa no numero de
placas em relacdo ao controle. Portanto, conclui-se que o fitol associado as
nanoparticulas mostra-se eficaz no tratamento da infec¢ao por HSV-1 em culturas de
células Vero EB6.

Palavras-chave: HSV. Células Vero. Fitol. Nanoparticula. Redugéo de placa.



ABSTRACT

Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) infections are considered a serious public health
problem worldwide, affecting a significant portion of population. Acyclovir and
penciclovir, as well as their prodrugs, valacyclovir and fanciclovir, respectively, are still
the standard therapy for treating these infections. However, some strains of HSV have
already shown resistance to these drugs, mainly in immunodepressed patients. Thus,
the use of products of natural origin, come out as an alternative, along with the use of
new drug delivery technologies, for the treatment of HSV-resistant infections.
Therefore, this study aimed to evaluate the antiviral activity of phytol incorporated or
not to the solid lipid nanoparticles of TG1 against the HSV-1 virus in Vero E6 cells
through plaque reduction assay. The choice of this compound is due to the fact that
positive results have already been observed in its antineoplastic, anti-ulcer, anti-
inflammatory, immunostimulating, antimicrobial, antiviral action, among others. In
addition, different treatment conditions were evaluated during the 48-hour period, in
which, the pre-treatment and post-treatment conditions, the phytol incorporated in
nanoparticles exhibited a significant reduction in the number of plaques compared to
the control. Thereby, it follows that phytol associated with nanopatrticles is effective in
the treatment of HSV-1 infection in cultures of Vero E6 cells.

Keywords: HSV. Vero cells. Phytol. Nanoparticles. Plaque Reduction.
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1. INTRODUGCAO

Os Virus Herpes Simples (HSV), HSV-1 e o HSV-2, pertencem a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvitinae e do género Simplexvirus (ICTV, 2018)
e causam as infec¢des virais mais prevalentes em humanos por todo mundo, estando
presentes tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (WALD e
COREY, 2007). A prevaléncia das infec¢des causadas por HSV-1 € de 60% a 80% na
populagdo mundial, variando conforme alguns fatores: idade, etnia, localizagao
geografica e situacdo socioeconémica da populacdo estudada (WALD e COREY,
2007; FATAHZADEH e SCHWARTZ, 2007). De acordo com Xu et al. (2002), cerca de
90% da populagdo mundial esta infectada por um ou ambos os virus, uma vez que a
maior parte das infeccbes provocadas por estes agentes patoldgicos sao
assintomaticas e raramente fatais ja que o virus permanece em estado de laténcia
sendo reativado em situagdes como estresse, exposi¢cao a radiacao ultravioleta (UV),
imunodepressao entre outras (SANTOS et al., 2008).

Atualmente, o tratamento convencional das infec¢coes causadas pelo HSV é
através do uso do aclicovir, que tem como efeitos: diminuicdo da carga viral,
aceleracao da cicatrizacdo das lesdes e interrupcdo do surgimento de novas lesdes
(NIKKELS e PIERARD, 2002). No entanto, algumas cepas do HSV ja apresentam
resisténcia antimicrobiana a esse antiviral (PIRET e BOIVIN, 2014). Essa resisténcia
se da por mutacdes que promovem a deficiéncia em timidina-quinase, enzima que
fosforila o aciclovir (GELLER et al., 2012). Além disso, tém sido observados efeitos
colaterais, como insuficiéncia renal aguda e neurotoxicidade (ORION et al., 2005).
Dessa forma, o desenvolvimento de novas formulas farmacéuticas é necessario para
o tratamento das infeccdes por HSV.

Segundo Guido et al. (2010), desenvolver um novo farmaco e introduzi-lo no
mercado é um processo complexo, longo e oneroso com chances de sucesso
pequena. Entretanto, os avangos da quimica e da biologia em relagdo as vias
bioquimicas, alvos moleculares e da histéria natural de doencas, permitiram a
descoberta de inovagdes terapéuticas que proporcionam uma melhor qualidade de
vida as pessoas de todo mundo.

A utilizacdo de plantas como matéria prima para desenvolvimento de novas
drogas na terapéutica tem sido relatada ha séculos (SIMOES et al., 2010). Mesmo

agora, mais de trés quartos da populacdo mundial depende, principalmente, de
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plantas e extratos de plantas para a manutencado da sua saude (RAIl et al., 2011).
Segundo Clark (1996), aproximadamente metade dos medicamentos no mercado é
de origem sintética, dos quais 25% provenientes de plantas, isolados diretamente ou
produzidos por semi-sintese, a partir de um precursor vegetal e os 25% restantes sao
provenientes de outras fontes naturais. Cerca de 55% de todas as novas substancias
ativas descobertas entre 1981 e 2014 sado produtos naturais ou sdo derivados de
produtos naturais (NEWDEN e CRAGG, 2016).

Varios estudos mostram que diversas substancias ativas derivadas de plantas
como proteinas, saponinas, flavonoides, alcaloides, terpenos, entre outras
apresentam atividade antiviral contra o HSV (KHAN et al., 2005; NAITHANI et al.,
2010). Segundo Simoni (2003), mesmo com uma grande quantidade de produtos
fitoquimicos ativos com atividade antiviral descobertos, apenas uma pequena parcela
€ utilizada para no tratamento das infecgbes virais devido a elevada toxicidade,
espectro de acao limitado ou auséncia de evidéncias para assegurar sua aplicacao
especifica.

Os terpenos, ao longo do tempo, tém atraido bastante atencdo de
pesquisadores por causa das suas atividades farmacologicas (SILVA et al., 2013). O
fitol, € um diterpeno, bastante encontrado em plantas medicinais que apresentam
varias atividades terapéuticas incluindo atividade antiviral, antibacteriana,
anticonvulsivante, antiespasmddica, antitumoral, anti-inflamatéria, antiparasitaria,
ativacdo de enzimas responsaveis na produgao de insulina, diminuicdo dos niveis
séricos de colesterol entres outras acdes (DAINES et al., 2003; SAIKIA et al., 2010;
SILVA et al., 2013).

O fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-0l) € um produto secundario do
metabolismo da clorofila nas plantas. E classificado como um 4lcool diterpeno
monoinsaturado de cadeia longa e é encontrado nos 6leos esséncias de algumas
plantas aromaticas, como Cleome serrata e Lantana radula (MCNEIL, PORTER e
WILLIAMS, 2012; PASSOS et al.,, 2012). Santoyo et al., (2010) ja relatou a
propriedade antiviral do fitol contra o HVS em seus estudos utilizando a extragéo
liquida pressurizada de microalgas comestiveis.

Apesar de sua eficacia antimicrobiana e antiviral, o fitol ainda ndo foi aceito
como agente farmacéutico, devido a fraca solubilidade, a baixa biodisponibilidade e a
natureza hidrofébica da molécula (ANAND et al., 2007).
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Nesse contexto, as nanotecnologias sdo uma parte importante do futuro mais
promissor para alcancar os desafios de entrega de drogas. As nanoparticulas sao
particulas contendo farmaco com tamanho inferiora 1 um (COUVREUR e VAUTHIER,
2006). As nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) sdo uma 6tima opgdo como um
sistema transportador alternativo, devido ao tamanho, distribuicdo restrita,
biocompatibilidade e adequacao a diferentes rotas de administragao (GASCO, 2007).

Lima et al., (2018), ao avaliarem a eficiéncia do uso difosfato de cloroquina
contra o HSV-1, observaram uma melhora da atividade antiviral do composto quando
esse estava incorporado as nanoparticulas de poli(acido-latico) em comparag¢ao com
o disfostato de cloroquina livre de nanoparticulas.

Diante da necessidade de novos medicamentos de menor custo, de baixa
toxicidade e de maior eficacia para o tratamento da infeccdo por HSV-1, se faz
necessario um estudo para avaliar a atividade antiviral de novos compostos, como o

do fitol incorporado em nanoparticulas.
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2. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral in vitro do fitol incorporado ou nao em

nanoparticulas sobre a replicagdo do HSV-1.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Incorporar o fitol as nanoparticulas lipidicas solidas de 1,3-diesteraril-2-
oleil-glicerol (TG1) em concentragdo nao téxica para o cultivo de células
Vero E6;

e Avaliar a atividade antiviral do fitol incorporado ou ndo a nanoparticulas
poliméricas sobre a replicacdo do HSV-1 em culturas de células Vero EB,
nas seguintes estratégias metodolégicas: (i) ensaio pré-tratamento; (ii)

ensaio concomitante; (iii) ensaio pos-infecgéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. HISTORIA E EPIDEMIOLOGIA

De acordo Elsawy et al. (2012), as infec¢Oes virais sdo as maiores causas de
doencgas e mortalidade em todo o0 mundo acometendo todos os organismos vivos. No
decorrer da histéria humana, diversas epidemias acometeram a populagdo mundial,
como, por exemplo, as causadas pelo virus influenza, as quais levaram ao
desenvolvimento de vacinas e programas de saude publica. Porém, algumas
infeccbes como, o herpesvirus humano e o HIV n&o houve o sucesso no
desenvolvimento de vacinas para o controle de novas infecgées (KNIPE e HOWLEY,
2013).

O virus Herpes Simplex Humano tipo 1 e tipo 2 (HSV-1 e HSV-2) pertencem
a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvitinae e do género Simplexvirus
(ICTV, 2018), estas duas espécies de herpesvirus foram os primeiros a serem
descritos na literatura (VARELLA et al., 2005).

Atualmente, além do HSV-1 e do HSV-2, existem mais seis espécies de
herpesvirus com capacidade de provocar infec¢des em células humanas: varicela
zoster (VZV); Epstein-Barr (EHB) responsavel pelo desenvolvimento da
mononucleose infecciosa conhecida popularmente por acarretar a doenca do beijo;
citomegalovirus (CMV); os virus do exantema subito infantil (HHV-6 e HHV-7); e 0
virus do sarcoma de Kaposi (HHV-8) (ICTV, 2018). Todos esses virus compartilham
das mesmas caracteristicas, como padrao arquitetural semelhante, enzimas capazes
de interferir no DNA e nas proteinas do hospedeiro, e genoma relativamente grande
com aproximadamente 200 genes (SPODE e SCHMITT, 2003)

Atualmente, o virus HSV é considerado endémico em todo mundo com cerca
de 640 mil novas infecgdes por ano, o que leva a crer que aproximadamente 90% da
populacdo mundial esta infectada por este patégeno (WALD e COREY, 2007;
CLEMENS e FARHAT, 2010). As infeccbes pelo virus HSV (Tipo 1 e Tipo 2) estao
entre as mais comuns no mundo, principalmente, em paises em desenvolvimento.
Contudo, novos estudos epidemiolégicos vém mostrando que o numero de novas
infeccdes de HSV-2 estd aumentando em paises desenvolvidos (XU et al., 2006). A
prevaléncia da infecgéo pelo HSV varia de acordo com a regido e € influenciada por
alguns fatores, como a idade, em que a ocorréncia da infeccao pelo HSV-1 é de mais
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de 40% aos 15 anos de idade e de 60 a 90% em adultos (FATAHZADEH e
SCHWARTZ, 2007).

De acordo com Xu et al. (2002), nos Estados Unidos, 65% da populacao
apresenta anticorpos para HSV-1. Na Europa, quase 50% da populagéo é soropositiva
para o HSV-1 (WALD e COREY, 2007). Em paises em desenvolvimento a prevaléncia,
de acordo com Whitley et al. (1998), é quase universal e geralmente a infeccao ocorre
na primeira infancia quando o sistema imunolégico ainda ndo esta completamente
desenvolvido.

Cowan et al. (2003) realizaram um estudo no Brasil, na Estonia, na india, no
Marrocos e no Sri Lanka para avaliar a soroprevaléncia do HSV-1 e HSV-2. Na
pesquisa, 45% da amostra era composta por pessoas do sexo feminino, 32,7% do
sexo masculino e 22,3% da amostra era composta por criangas e adolescente com
idade variando entre 0 e 19 anos. Os resultados mostraram que dependendo da regidao
a soroprevaléncia do HSV-1 entre adultos do sexo masculino varia de 78,5% a 93,6%,
e entre as mulheres adultas de 75,5% a 97,8%. Este estudo mostrou também que em
todos os paises a soroprevaléncia aumentou significativamente com a idade.

No Brasil, a soroprevaléncia das infec¢des causadas pelo HSV esta presente
em todas as faixas etarias sendo mais presente nos individuos na faixa etaria de 30 a
35 anos de idade (95,20%) (GELLER et al., 2012).

2. HERPES SIMPLEX HUMANO

O HSV-1 (figura 1) € um virus grande que apresenta um diametro o qual varia
de 120 a 200 nm e é composto por um cerne elétron-denso contento um DNA linear
de fita dupla com aproximadamente 152 kb, com uma propor¢cédo G+C de um 68%, um
capsideo formado por 162 capsémero arranjados em simetria icosaédrica, sendo 150
hexaméricos e 12 pentaméricos, composto por quatro proteinas virais estruturais, com
o didmetro variando entre 100 e 110 nm, um tegumento amorfo, presente entre o
capsideo e o envelope, contento ao menos 20 proteinas virais e um envelope, camada
mais externa do virus, composto por uma bicamada de lipidios, com aproximadamente
11 glicoproteinas (BROWN e NEWCOMB, 2011; ICTV, 2018; KELLY et al., 2009).
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Envelope

Tegumento

Capsideo

Cerne

Figura 1. estrutura do HSV-1: formado pelo cerne onde esta localizado o DNA viral;
capsideo com formato icosaédrico; tegumento amorfo localizado entre o envelope e o
capsideo; e o envelope sendo a camada mais externa do virus. Fonte: ZOLINI (2012).

O genoma viral do HSV-1, consiste de dois seguimentos ligados, denominados
de L (longo) e S (curto). Cada segmento apresenta sequéncias Unicas flanqueadas
por repeticdes invertidas relativamente grandes, em que, pelo menos, 84
glicoproteinas sao codificadas pelo genoma viral (figura 2).

UL US

Figura 2. genoma do HSV-1: Estrutura de cada molécula de DNA formadas por
duas sequéncias ligadas de forma covalente, um longo (L) e um curto (S). cada uma
desses segmentos é composto por sequéncias unicas (UL e US) flanqueadas por
repeticoes invertidas.As repeticoes do segmento longo sdo as ab e a’ b’; ja as
repeticées curto sdo desianadas como a’ ¢’ e ca. Fonte: ROIZMAN et al. (2007).

3. TRANSMISSAO E DIAGNOSTICO

A infeccao e a replicagao viral, consiste no uso de todo 0 maquinario da célula
hospedeira, iniciando quando a célula adsorve o virus, que ocorre por meio da ligagéao,
ou seja, uma fusao entre o envelope viral com a membrana plasmatica da célula por
uma interagdo de glicoproteinas, a gB e gC virais, presentes no envelope, que
apresentam uma grande afinidade por glicosaminiglicanos das células, em especial
os receptores de sulfato de heparan, e a transmissao ocorre quando ha um contanto
direto ou indireto com fluidos biolégicos contaminados (NEVILLE et al., 2004).
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As infecgcdes causadas pelo HSV-1 podem ser assintomaticas ou
sintomaticas. As infecgdes sintomaticas ou liticas ocorrem no primeiro momento que
o individuo tem contato com o virus (10% dos casos) ou quando o virus é reativado,
0S genes virais estdo sendo expressos e a sua replicacéo € intensa. Nas infec¢des
liticas, o paciente desenvolve sintomas caracteristico da doenga além de febre, mal-
estar, disfagia e adenopatia (WHITLEY e ROIZMAN, 2001). Ja as infeccdes
assintomaticas ocorrem logo ap6s uma infec¢ao aguda ou apds o primeiro contato do
paciente com o virus (90% dos casos) e sdo aquelas em que o virus esta em seu
estado de laténcia alojado nos ganglios neurais. Neste momento, a replicacao viral é
reduzida e o hospedeiro ndo desenvolve sinais clinicos. Todavia, a espécie humana
o virus se mantém viavel para transmisséo por toda a vida (GELLER et al., 2012),
indicando que a espécie humana se torna um reservatorio viral (WHITLEY e
ROIZMAN, 2001).

Diversos processos podem desencadear a reativacdo do HSV, como o
estresse fisico e emocional, a febre, a menstruagéo, o desequilibrio hormonal, a
exposicao a luz ultravioleta, além da injaria ao tecido infectado. Como resultado da
reativacdo, observa-se a transmissao ativa para outros individuos (SANTOS et al.,
2008).

O diagnéstico pode ser realizado utilizando varias técnicas como, o Método
de Tzanck, que consiste na raspagem basal da lesdo de material citol6gico; Cultura
viral, o material é coletado a partir de raspagem de vesiculas dérmicas e semeados
em meio de cultura; Sorologia, que pode ser utilizada tanto em infecgdes sintomaticas
quanto assintomaticas; e PCR, técnica de biologia molecular, bastante utilizada para
o diagnéstico de infeccdes cerebrais pelo HSV (SIMMONS, 2002).

4. TRATAMENTO

O tratamento das infecgdes por HSV pode ser realizado por via topica, oral ou
parenteral. No tratamento tépico, € indicado o uso de aciclovir 5% creme, penciclovir
1% creme, idoxuridina, doconasol e cidofovir. O objetivo do tratamento tépico é
melhorar o quadro clinico local do paciente diminuindo a sensacdo de dor e
acelerando o processo de cicatrizacao. Entretanto, os beneficios do tratamento tépico
séo limitados ja que a biodisponibilidade do farmaco é baixa. No tratamento por via

oral, o aciclovir € o farmaco de primeira escolha também podendo ser utilizado o



18

penciclovir e seus pro-farmacos valaciclovir e famciclovir, respectivamente. Ja no
tratamento parenteral pode-se utilizar o aciclovir intravenoso, foscarnet IV e o cidofovir
IV (FATAHZADEH e SCHWARTZ, 2007).

De acordo com Gilbert el al. (2002) e Peng (2010), o grande problema que
vem se observando no tratamento do HVS é a resisténcia viral a drogas sintéticas
disponiveis, como o aciclovir onde cepas ja sao resistentes a sua acao devido a
mutagbes que reduzem o numero da enzima timidina-quinase, responsavel por
fosforilar o aciclovir. Além disso, a elevada toxicidade e a interacdo com outros
medicamentos, que podem elevar ou reduzir os niveis séricos do aciclovir, assim,
chamando a atencao para o uso generalizado dos antivirais (GELLER et al., 2012).

Portanto, devido as cepas virais resistentes as drogas comercialmente
disponiveis para o controle da doenca, além da ampla distribuicdo das infeccdes
herpéticas e da facilidade de transmiss&o, existe uma necessidade clinica urgente de
desenvolver novos compostos com atividade antiviral (BRADY e BERNSTEIN, 2004).

5. FITOL

O fitol (8,7,11,15-tetrametil hexadec-2-en1-ol) é um diterpeno membro dos
alcoois primario de cadeia longa, insaturada e hidrofébico (Figura 3), derivado do
metabolismo da clorofila e sdo encontrados principalmente em plantas verdes, mas
também pode estar presente em algas, cianobactérias, intestino de ruminantes, e em
derivados de leite e de pescados. Logo, o fitol € bastante abundante na natureza
(ISLAM et al., 2017).

A4 |
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Figura 3: estrutura quimica do fitol (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol).
Fonte: (COSTA, 2014).

Varios autores tém investigado a aplicabilidade de substancias fitoterapicas,
como os isoprendides, no tratamento de varias doengas. De acordo com Islam (2017),
o fitol apresenta uma consideravel atividade biolégica positiva sobre o organismo por

ter uma capacidade de atuar como agente antioxidante em funcao da sua estrutura
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quimica, uma vez que apresenta um grupo hidroxila na sua cadeia. Desta forma, foi
observado que o fitol foi capaz de reduzir a producdo de radicais livres gragas sua
caracteristica estrutural. Provavelmente, o fitol, ao reagir com um radical livre, doa
atomos de hidrogénio para um elétron ndo emparelhado, o0 que proporciona conversao
de radicais livres em espécies menos reativas (SOUSA, 2011; GUIMARAES et al.,
2010; FACCHINI, 2018).

Além dessa atividade antioxidante, foi observado em outros estudos que o fitol
apresenta varias outras propriedades farmacolégicas que podem ser utilizadas na
medicina moderna como antineoplasico, antiulceroso, anti-inflamatério,
imunoestimulante, antimicrobiana, antiviral, antiprotozoaria, citotéxica,
anticancerigena, antigenotéxica, antimutagénica, quimiopreventiva, organoprotetiva,
antidiabética, antialérgica, ansiolitica e antidepressiva.

O fitol, ao longo do tempo, tem exibido importante potencial tecnoldgico e de
pesquisa nas areas de quimica, farmacologia e farmacia, ciéncia polimérica,
microbiologia aplicada a biotecnologia entre outras conforme o Derwent Innovations
Index (2018), tendo um volume consideravel de registros de patentes (488) nos
ultimos anos. Analisando as patentes de acordo o Codigo Internacional de Patentes
(CIP), pode-se ainda observar que o maior numero de registros esta relacionado com
a secao A de Necessidades Humanas.

6. NANOPARTICULAS

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de nanomateriais tem se mostrado como
uma alternativa viavel em diversas areas das ciéncias e, principalmente, na
farmacéutica. Diante das limitacdes comumente encontradas no desenvolvimento de
novos medicamentos (concentracdo insuficiente de farmaco devido a ma absorc¢ao,
metabolismo rapido e eliminagéo; distribuicdo de medicamentos a outros tecidos
combinados com alta toxicidade de medicamentos; baixa solubilidade do
medicamento e alta variacdo dos niveis plasmaticos devido a biodisponibilidade
imprevisivel apds administracdo oral, incluindo a influéncia dos alimentos nos niveis
plasmaticos), as nanoparticulas tém sido avaliadas como sistemas carreadores de
substancias, tendo em vista que esses possuem ac¢ao mais controlada e localizada na
liberagéo das substancias (MEHNERT e MADER, 2012).
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Os sistemas de liberacdo com nanoparticulas exibem fatores positivos na
administracdo de substancias, os quais abrangem o fornecimento controlado da
substancia ativa no sitio de acao, evitando a liberacdo precoce do farmaco, a
administracao de farmacos hidrofébicos e maior biodisponibilidade, permitindo que o
farmaco esteja na maior parte do tempo dentro da janela terapéutica. Mais além, é
esperado que esses sistemas nanoestruturados tenham maior eficacia pela sua maior
seletividade como também menor concentracdo, diminuindo os efeitos adversos e
prevenindo o acumulo em células saudaveis. Dessa forma, entende-se as
propriedades biofarmacéuticas sdo otimizadas, resultando em alteragdes vantajosas
nos processos farmacocinéticos de absorcéao, distribuicdo, metabolismo e eliminagao
de farmacos (LEE, 2016).

Singh et al. (2017) expdem que as melhorias obtidas com o uso de nanosistemas
estdo relacionadas com as propriedades intrinsecas das nanoparticulas, como
pequeno tamanho de particula e consequente alta &rea superficial e volume (o que
garante que grandes cargas uteis de medicamentos possam ser acomodadas) e carga
superficial sintonizavel (para facilitar a entrada celular através da membrana celular
carregada negativamente). Além disso, as nanoparticulas podem conter propriedades
biomiméticas que proporcionam atividades antivirais inerentes. Por fim, ha a
possibilidade de encapsulamento do medicamento e formagao de estruturas estaveis
ou modificadas que pode melhorar a dosagem do medicamento e entrega.

Franco (2013) define as nanoparticulas farmacéuticas como um material ou
particula coloidal que esteja compreendida entre o intervalo de 1 a 1000 nm, estando
presentes nessa definicho os complexos de inclusdo, os lipossomas, as
nanoemulsdes, as nanocapsulas e nanoesferas, as nanoparticulas lipidicas sélidas
(SLN) e vetores lipidicos nanoestruturados (NLC), os conjugados farmaco - lipido
(LDC), as nanoparticulas magnéticas e os quantum dots (QD).

As nanoparticulas lipidicas sélidas sé&o particulas composta por uma matriz
lipidica solida, a qual permanece no estado sélido tanto na temperatura ambiente
quanto dentro do corpo humano. Elas sdo capazes de transportar substancias
hidrofilicas ou lipofilicas (SILVA et al., 2012).

O uso dessa nova técnica tem atraido atencao para a possibilidade da aplicacao
de antivirais a pele e mucosas por ter em sua composicao lipideos similares aos

lipideos fisiolégicos. Além disso, nanocapsulas lipidicas oferecem facilidade de
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preparacao, baixo custo de material, auséncia de solventes organicos e boa eficiéncia
de carregamento (ABOZAID, 2018)

Lv et al., (2009) aponta que diversos estudos tém sido feitos a fim de avaliar a
capacidade de facilitar a absorcdo de drogas por via cutdnea. O principal
medicamento para tratamento do HSV é o aciclovir. Porém, devido a sua baixa meia
vida e absorcao incompleta, € preciso que o paciente administre a medicacao varias
vezes ao dia, alcancando um valor de 1200 mg/dia. A dosagem intravenosa e a topica
também apresenta uma alta frequéncia de aplicacdo (PRAJAPATI, PANCHAL e
VARIA, 2017; DONALISIO et al., 2018).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7. CULTURA DE CELULAS

No presente estudo, foram utilizadas células Vero E6 (linhagem continua,
proveniente de rim de macaco verde africano). As células foram mantidas em estufa
de COz2 (5%) a 37 °C e cultivadas em meio de cultura Leibovitz-15 (Invitrogen, New
York, USA) com L-glutamina (Sigma) suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF)
(Invitrogen) inativado, 1% de antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 1

mg/mL) (Sigma) e 10% triptose fosfato (Invitrogen).
8. LINHAGEM VIRAL

O HSV-1 (linhagem KOS) foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Claudia Simdes
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil. Células
Vero E6 foram utilizadas para propagacao do virus. Posteriormente, este foi titulado
através do ensaio de unidade formadora de placa (PFU) e os estoques virais foram
armazenados a -80 °C até serem utilizados.

9. TITULAGAO DO HSV-1 A AVALIACAO DO NUMERO DE UNIDADES
FORMADORAS DE PLACA (PFU)

Apés a propagacao do virus em cultura de células, foi realizada a titulacao viral
através da técnica de PFU. Para isso, as células Vero E6 foram cultivadas em garrafa
de 75 cmz (Corning) até atingir uma monocamada confluente de células. Apés atingir
a confluéncia de 90% ou mais, as células foram removidas com a adicdo de 1 mL de
tripsina (Sigma) diluida em PBS pH 7,4 (1:3). O conteudo da garrafa foi ressuspendido
em 23 mL de meio L-15 (Sigma) suplementado com SBF (10%), triptose fosfato (10%)
e antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 1 mg/mL). Ap6s homogeneizacao,
2x10s5 células/pogo/mL foram adicionadas em placas de 24 pogos (Corning) e
incubadas por 1 dia em estufa de 37 °C em 5% de COz2 para formar uma monocamada
confluente. Apds 24 horas, a suspensdo viral proveniente do estoque viral foi
descongelada lentamente em gelo e realizadas diluicoes seriadas decimais até a
diluicdo de 10-6 do virus com o0 meio de cultura L-15 sem adigao de SBF. Em seguida,
foi removido 0 meio de cultura das placas de 24 pocos e adicionados 400uL da diluicao
em cada pogo. O meio L-15 sem suplemento de SBF foi utilizado como controle
negativo. Cada amostra foi feita em duplicata. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C
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em 5% de COz2, sendo agitada lentamente de 15 em 15 minutos para aperfeicoar o
processo de adsorgao viral. Apds este tempo, foi retirado o inéculo viral e adicionado
1 mL/pogo de Overlay (meio L-15 2% SBF sem vermelho fenol e carboximetilcelulose
a 3% estéril) (Sigma). A placa foi incubada em estufa por 48 horas a 37 °C em 5% de
COso.

Apos o periodo de 48 horas, a camada viscosa foi removida e os pogos foram
lavados com PBS. Para observar as placas virais, foram adicionados 250 uL do
corante preto de naftaleno (Sigma) e a placa foi incubada por 40 minutos a
temperatura ambiente. Foi realizado o calculo para observar a maior diluicao, no qual
€ possivel visualizar as placas de lise. Foram levados em consideracao a dilui¢cao e o
volume total do indculo. Os valores foram expressos em PFU/mL.

10.FORMULAGCAO DA NANOPARTICULA

O fitol (Sigma) incorporado em nanoparticulas lipidicas sélidas de TG1 foi
preparado pelo Laboratério de Tecnologia e Biotecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Brasil, em colaboragdo com o Prof. Dr.
Arndbio Anténio da Silva Juanior. Solucées do fitol e do fitol incorporado em
nanoparticulas foram preparadas a uma concentracao de 250 pug/mL e esterilizadas
por filtracao através de filtros de 0,22 um e de 0,45 um, respectivamente.

O 1,3-distearil-2-oleil-glicerol (TG1) foi doado pela Universidade Federal do Piaui
(Teresina, Brasil). O fitol foi fornecido por Sigma-Aldrich (Alemanha). Alcool polivinilico
(PVA), com massa molecular de viscosidade de 4,7 x 10 g/mol foi obtida pela Vetec
(Sao Paulo, Brasil) e Tween 80 (monooleato de sorbitano de polioxietileno (20) por
Synth (Brasil)). O tampao fosfato, dimetilsulféxido (DMSO) e 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-di-hidro-difeniltetrazélio (MTT) foram adquiridos da Sigma Aldrich (CA, EUA).

Nanoparticulas lipidicas sdélidas contendo TG1 foram preparadas pelo método
de emulsificacdo por evaporacdo de solventes (MEHNERT; MADER, 2012). Onde a
fase organica (OP) compondo 6 mL, contendo 250 mg de lipidios e solvente
diclorometano foi injetado na fase aquosa (AP) composta por 14 mL de solucao
aquosa com surfactante Tween 80 ou PVA sob agitacado magnética a 720 rpm a 25°
t 2° C. A fase aquosa foi pré-filtrado usando membrana de 0,45 pm. Em seguida, a
emulsao foi levada ao equipamento Ultra-turrax (IKA T18-Labortechnik, Alemanha)
por 18 minutos e a evaporagédo do solvente ocorreu a 25 °C sob agitacdo magnética
a 720 rpm durante a noite (SANTOS-SILVA et al., 2017). As amostras foram colocadas
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em frascos de vidro hermeticamente fechados e armazenadas a 25 + 2 °C. Apds a
escolha de uma concentragdo de lipideo e surfactante, o fitol foi incorporado as
nanoparticulas na concentracdo de 250 um/mL.

11.DILUIGAO DOS COMPOSTOS

Foram desenvolvidas quatro concentracées de trabalho para o fitol, o fitol
incorporado em nanoparticulas lipidicas sdlidas de TG1, as nanoparticulas sem o fitol
e aciclovir, baseadas na viabilidade celular apés 48 horas. As concentracées que
foram utilizadas nos experimentos: 100; 50, 25 e 12,5 pg/mL para cada um dos
compostos.

Os compostos apresentaram uma concentragao padrao de 250 pg/mL exceto o
aciclovir que apresentou uma concentracdo padrdo de 250 mg/mL. A solugao
contendo apenas o fitol foi filtrada em filtro de 0,22 um e o fitol incorporado em
nanoparticulas lipidicas sélidas de TG1 e as nanoparticulas sem o fitol foram filtradas
em filtros de 0,45 pym. Logo apéds, as concentragcdes mae foram diluidas em meio L-
15 suplementado com 2% de SBF ou overlay a 3% de carboximetilcelulose (CMC),
originando as concentragoes trabalho.

Os meios utilizados para a diluicdo das concentracées padrdo variaram de
acordo com o ensaio antiviral. Dessa forma, no ensaio antiviral concomitante e pré-
tratamento os compostos foram diluidos em meio L-15 suplementado com 2% de SBF
enquanto, no ensaio pos-infeccao os compostos foram diluidos em overlay a 3% CMC.

Tabela 1. volumes dos compostos utilizados nos ensaios de pré-tratamento e concomitante.

Concentracoes de trabalho Solucao Padrao (uL) L-15 sem suplemento
(ng/mL) (mL)
12,5 0,100 1,900
25 0,200 1,800
50 0,400 1,600

100 0,800 1,200
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Tabela 2. volumes dos compostos utilizados no ensaio pés-infecgéo.

Concentracoes de trabalho Solucao Padrao (uL) Overlay 3% CMC
(ng/mL) (mL)
12,5 0,100 1,900
25 0,200 1,800
50 0,400 1,600
100 0,800 1,200

O farmaco aciclovir, terapia padrao, foi utilizado nos experimentos na forma
farmacéutica suspensao de 250 mg/mL. Foi realizada uma diluicao seriada para

chegar nas concentragdes de trabalho dos experimentos de 100; 50, 25 e 12,5 pg/mL.

™m
250£= 250.{]{]{]% — 250,000 g X V1 =100pug x 4000 uL — V1= 1,6 uL

6. TESTE CITOTOXIDADE

O teste de viabilidade celular foi realizado em cultura de células Vero E6 com o
objetivo de avaliar se os tratamentos seriam citotoxicos para as células apds
exposicdo de 48 horas. Foram utilizados o fitol, o fitol incorporado em nanoparticulas
(FIN) lipidicas sélidas de TG1, as nanoparticulas sem o fitol (NSF) e o aciclovir em
diferentes concentragdes. Através desses, foi possivel estabelecer as concentracdes
que foram utilizadas no ensaio de avaliagao da atividade antiviral.

Para os ensaios, placas de 96 pocos (Corning) foram utilizadas, nas quais 100ul
de meio contendo as células Vero E6 (2x10s5 células/pogco/mL) foram semeados e
mantidos a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, as células foram incubadas por
48 horas, com varias concentragdes do fitol, do FIN, NSF e aciclovir. Foram testadas
quatro diluicdes em triplicada (100; 50; 25 e 12,5 ug/mL). O fitol, as nanoparticulas e
o aciclovir foram diluidos em meio L-15 suplementado com 2% de SBF. Os
experimentos foram feitos em triplicada e em cada poco foi adicionado 200 yL das
diferentes concentragbes. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle e

nesses pocos foram adicionadas 200 pL de meio L-15 a 2%.
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A viabilidade foi quantificada pela clivagem do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5 (MTT),
um sal de coloracdo amarela e soluvel em agua, a formazan (um sal de coloragao
roxa e insolivel em agua). A mudanca de cor pode ser quantificada medindo a
absorbancia (MOSMANN, 1983).

Ap06s o periodo de incubagéo, o fitol, o FIN, as NSF e o aciclovir foram removidos
e 50uL da solugdo de MTT (1 mg/mL) foram adicionados. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa de CO2 a 5% durante 4 horas a 37 °C. Posteriormente, o MTT
foi removido e foram adicionados 100 pL de dimetilsulféxido (DMSQO), responsavel por
solubilizar os cristais de formazan. As placas foram levemente homogeneizadas, por
10 minutos, para que os cristais fossem completamente dissolvidos. Ao final, a leitura
foi realizada em espectrofotébmetro a 540 nm. A viabilidade celular foi calculada como
uma porcentagem da densidade Optica (DO) das culturas tratadas em comparacao
com os controles n&o tratados.

A porcentagem de células viaveis foi obtida pela razéo:

o : DO do grupo controle — DO do grupoe tratado
Viabilidade celular (%) = ® 100
DO do grupo controle

Onde “DO” corresponde a densidade 6ptica medida em espectrofotémetro.
Foram consideradas concentragcdes ndo téxicas aquelas que mantiveram

viabilidade celular igual ou maior que 80%.
7. PREPARO DA AMOSTRA VIRAL

Apos a titulagao do HSV-1, foram realizadas diluigdes para obter o inéculo viral.
Para realizar a primeira diluicdo, um eppendorf foi retirado do estoque viral e
descongelado lentamente em gelo. Uma aliquota de 100 pL foi retirada do estoque
viral e diluida em 900 pyL de meio L-15 sem suplemento. Em seguida, foi realizada
uma nova diluicdo da etapa anterior, em que uma aliquota de 200 L foi diluida em
800 pL L-15 sem suplemento. Afim de atingir a concentragcao de 100 PFU/400 pL, foi
retirada uma aliquota de 100 pyL da etapa anterior e diluida em 9,9 mL L-15 sem
suplemento. Finalmente, foi realizada a infecg&o celular por 1 h a 37 °C. Em seguida,
foi retirado o indculo viral e as células infectadas foram tratadas de acordo com o

ensaio.
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8. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DO FITOL INCORPORADO EM
NANOPARTICULAS

Para a avaliacdo da atividade antiviral do fitol incorporado em nanoparticulas
lipidicas sélidas de TG1 foram realizados os ensaios antivirais.

Os ensaios de citotoxicidade e de atividade antiviral foram realizados no
Laboratério de Pesquisa em Imunologia Basica e Aplicada da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte, Brasil em colaboracao com o Profa. Dra. Paula Renata Lima
Machado.

9. ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

O fitol incorporado ou ndo em nanoparticulas lipidicas sélidas de TG1, as
nanoparticulas sem o fitol e aciclovir foram testados quanto a atividade antiviral pelo
ensaio de reducgéao de placa, nas concentragdes de trabalho, frente ao HSV-1.

Em todos os ensaios, as células Vero E6 foram cultivadas em garrafa 75 cmz
(Corning) até atingir uma monocamada confluente. Apés atingir a confluéncia de 90%
ou mais, as células foram removidas com a adicao de 1 mL de tripsina (Sigma) diluida
com tampao salino (PBS) (1:3). O conteudo da garrafa foi ressuspendido em 23 mL
de meio L-15 (Sigma) suplementado com SBF (10 %), triptose fosfato (10%) e
antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 1 mg/mL). Ap6s homogeneizacao,
2x10s5 células/poco/mL foram adicionadas em placas de 12 e 24 pocos (Corning) e
incubadas por 1 dia em estufa de 37 °C em 5% de COz para formar uma monocamada
confluente para posteriormente ser realizados os ensaios. Os controles negativo e
positivo foram realizados em todos os experimentos com o objetivo de se ter um
parametro de normalidade. A porcentagem de inibicao viral foi determinada usando a

seguinte relacao:

(ntimero de placas dos testes)

% de inibicdo = | 1 % 100

" Ntmero de placas do controle vilra

10.TRATAMENTO DAS CELULAS VERO COM AS AMOSTRAS TESTE E
ANTERIOR INFECCAO COM HSV-1 (PRE-TRATAMENTO)

As células foram incubadas em meio de cultura L-15, suplementado com SBF
(10%), triptose fosfato (10%) e antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 1
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mg/mL). ApGs 24 horas, foi observado 90% da monocamada em cada poco, sendo o
meio de cultura descartado e adicionada 1 mL das solu¢cdes de trabalho com
concentragdes variando de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. Decorridas 2h de incubacao, a
solugéo foi retirada e inoculada com 400 yL de HSV-1, seguida de incubagéo por 1 h
nas mesmas condi¢des ja descritas. Passado o periodo de adsorcao do virus, o
mesmo foi removido e adicionado 1 mL de overlay em cada poco e a placa foi
incubada por 48h. O experimento de controle foi realizado nas mesmas condigdes,
diferindo no momento da adigdo das solugbes de trabalho em que foi adicionado
overlay a 3 % de CMC.

11.TRATAMENTO DAS CELULAS VERO COM AS AMOSTRAS TESTE E
POSTERIOR INFECCAO COM HSV-1 (POS-TRATAMENTO)

As células foram cultivadas em meio de cultura L-15 modificado, suplementado
com SBF (10 %), triptose fosfato (10 %) e antibidticos (penicilina 100U/mL,
estreptomicina 1mg/mL). Apds 24 horas, quando foi observado 90 % de confluéncia
em cada pogo, o meio de cultura foi descartado e as células foram infectadas com 400
ML do HSV-1 incubando por 1 h e homogeneizadas a cada 15 min. Ao fim da adsorgao
viral, o inéculo viral foi retirado. Em seguida, foi adicionado 1 mL das seguintes
solucdes: solucao de fitol, fitol incorporado a nanoparticulas sélidas, solucao branco
e solucdo de aciclovir nas concentracdes de 12,5, 25, 50 e 100 uyg/mL em cada po¢o
e incubado por 48 horas em estufa de 37 °C com 5% de CO2. O experimento de

controle foi realizado nas mesmas condi¢des.
12. TRATAMENTO CONCOMITANTE

As células foram cultivadas em meio de cultura L-15 modificado, suplementado
com SBF (10%), triptose fosfato (10%) e antibidticos (penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 1 mg/mL). Ap6s 24h, quando foi observado 90% de confluéncia em
cada poco, foi retirado o meio de cultura e no mesmo momento foi adicionado 400 uL
da solugao viral e 1 mL das solucbes de fitol, FIN, solugcdo branco e solucdo de
aciclovir nas concentracgoes de 12,5, 25, 50 e 100 yg/mL em cada po¢o e incubado
por 48 horas em estufa de 37 °C com 5% de CO2. O experimento de controle foi

realizado nas mesmas condigoes.
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13.ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os resultados, fordo utilizado o programa estatistico GraphPad
Prism® (GraphPad Software Inc., EUA) versdo 4.0. Os resultados obtidos foram
submetidos ao teste estatistico one-way ANOVA (ndo-paramétrico), seguido pelo
teste de Bonferroni. Para todas as analises, valores de p< 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

14.CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS

Antes dos ensaios para avaliar a atividade antiviral dos compostos, foi
realizada a avaliacdo da citotoxicidade em células Vero E6 do fitol, do FIN, das NSF
e do aciclovir usando o ensaio MTT, observou-se que nas concentragcdes de 100, 50,
25 e 12,5 yg/mL ndo demostraram citotoxicidade, apresentando, uma viabilidade

superior que 80%.
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Figura 4. viabilidade de células Vero E6, pela técnica de MTT, submetidas a tratamento
com diferentes concentracoes do fitol, FIN, Aclovir e NSF. Experimentos realizados em
triplicata. Fonte: autor.

15.UNIDADES FORMADORES DE PLACA

Apoés serem realizados os calculos, com base na maior diluicdo dos titulos
virais onde as placas foram visiveis, obteve-se a titulagdo viral de 2,5 x 10e PFU/mL
proveniente da infecg¢ao viral da cultura de células Vero E6. Esta titulagao foi utilizada
nos experimentos para avaliar a atividade antiviral do fitol, do fitol incorporado em

nanoparticulas lipidicas sélidas de TG1, das nanoparticulas sem o fitol e do aciclovir.
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Figura 5. ensaio de placa para titulacao do HSV-1. A titulacdo obtida foi de 2,5 x 104
PFU/mL a partir do sobrenadante de culturas de células Vero E6 apds 48 horas de infeccao.
O ensaio foi realizado sob uma monocamada de células Vero E6. CN (Controle Negativo).
Fonte: autor

16.EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE A INATIVAGAO DO HSV-1

Como mencionado na metodologia, foram utilizadas trés condigbes para
avaliar a capacidade antiviral do FIN, da NSF, do aciclovir e do fitol: pré-tratamento;
pods-tratamento e tratamento concomitante a infeccdo. Para a analise dos dados,
utilizou-se o controle viral, replicacdo 100%. No ensaio, as células do controle viral
foram infectadas e mortas pelo virus. Portanto, as porcentagens de inibicdo de
formacao de placa detectadas, para cada concentragdo, correspondem ao numero
médio de placas no controle positivo e no teste.

Na condi¢do pré-tratamento, seguido de infec¢do, objetivou-se avaliar a
capacidade dos compostos de exercerem uma protecdo para as células Vero E6
contra 0 HSV-1. Apds o ensaio, observou-se que o FIN demonstrou atividade antiviral
quando comparado com o controle positivo, tendo assim, em todas as concentragdes
testadas, uma inibicdo de 100% do HSV-1. J& aciclovir, demostrou uma inibi¢do viral
menor que 30% comparada ao controle positivo. O fitol, neste ensaio, ndo demonstrou
inibicdo viral em nenhuma das concentracoes testadas. As NSF, como esperado, nao
apresentaram nenhuma alteracdo, uma vez que este composto ndao apresentava
nenhum principio ativo em sua constituicdo e assim constatar que as nanoparticulas

nao interferem no processo de replicacao viral (Figura 6).
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Figura 6. pré-tratamento das células por fitol, FIN, aciclovir e NSF. As concentracdes dos
compostos (100, 50, 25 e 12,5 pg/mL) foram adicionado a cultura celular duas horas antes da
infeccdo. Fonte: autor.

Ao administrar os compostos concomitante a infec¢ao viral, notou-se que o
FIN ndo demonstrou nenhum tipo de inibi¢cdo viral do HSV-1. Por outro lado, tanto o
aciclovir quanto o fitol, sem estar incorporado as nanoparticulas, demonstraram uma
reducao significativa da formacdo de placas do HSV-1 quando comparados ao
controle positivo (Figura 7). Este ensaio teve como objetivo investigar se os farmacos

inferiam no inicio do ciclo replicativo do virus.
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Figura 7. tratamento com fitol, FIN, aciclovir e NSF concomitante com a infecc¢ao viral.
As concentragdes dos compostos (100, 50, 25 e 12,5 pg/mL) foram adicionados
simultaneamente a infeccao viral. Fonte: autor.

Na condicdo de pds-tratamento, foi demonstrado que o FIN, em todas as
concentragdes, exibiu uma reducéo significativa no nimero de placas comparado ao
controle positivo quando administrada apos a infeccdo. Enquanto o fitol sem estar
incorporado as nanoparticulas lipidicas sélida de TG1 sé apresentou inibicao viral na
concentragdo maxima estudada. O aciclovir em todas as concentragdes avaliadas,

neste ensaio, demonstrou reducdao do numero de placas virais de 100%.
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Figura 8: tratamento das células com o fitol, FIN, aciclovir e NSF. As concentra¢des dos
compostos (100, 50, 25 e 12,5 yg/mL) foram adicionados ap6s a adsorcao viral as células
Vero E6. Fonte: autor.
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6. DISCUSSAO

As infeccbes causadas pelo HSV sdo um grave problema de saude publica em
todo mundo, atingindo mais de um tergo da populagdo mundial (AL-DHUBIAB et al.,
2015). Atualmente, estas infeccbes podem ser tratadas com o aclicovir. Porém,
diversos fatores interferem no sucesso do tratamento como resisténcia viral (PIRET e
BOIVIN, 2014), efeitos colaterais, como insuficiéncia renal aguda e neurotoxicidade
(ORION et al., 2005). Dessa forma, € esperado o desenvolvimento de novas formulas
farmacéuticas a fim de superar essas limitacdes supracitadas e garantir uma melhor
qualidade de vida para os pacientes durante o tratamento das infeccdes pelo virus
herpes.

Assim, 0 nosso estudo almeja que no futuro o fitol possa ser utilizado como
uma droga alternativa no tratamento das infec¢des por HSV-1 resistentes a terapia
convencional, o que corrobora com a Politica Nacional de Medicamentos (PNM) do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001), em que é incentivada a revisdo de tecnologias
de formulagdes farmacéuticas, além do apoioas pesquisas que visam o
aproveitamento do potencial terapéutico da flora e fauna nacionais.

No presente estudo, o aciclovir foi utilizado como controle positivo e s6 foram
observados efeitos inibitérios nos ensaios concomitante e pds-tratamento. No ensaio
pré-tratamento ndo foram observados nenhuma atividade anti-HSV-1, uma vez que o
aciclovir age intracelularmente, ou seja, este farmaco sé apresenta eficacia de
tratamento em células ja infectadas por HSV (SCHLEISS, 2009).

A atividade antiviral do fitol tem sido relatada na literatura (SANTOYO et al.
2010; SANTOYO et al., 2012; KESHARWANI et al. 2017). Porém, o mecanismo de
acao do fitol ainda nao foi totalmente esclarecido (PRABHA, PARTHIK e
CHANDRIKA, 2019). De acordo com Gavaniji et al. (2015), compostos vegetais
naturais tém varios mecanismos de agado anti-herpéticos que dependem dos
compostos ativos da planta. Lee et al. (2016) sugerem que o fitol provoque a
inativagcao de proteinas e enzimas gerando um dano a membrana celular pela indugao
do estresse oxidativo.

Estes dados sugerem que apenas o FIN interferiu no processo de infeccao do
HSV-1 intracelularmente por processos de endocitose, uma vez que de acordo com
Radaic et al, (2016) as nanoparticulas podem ser internalizadas nas células

eucariontes por meio de danos a membrana celular e/ou por endocitose.
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Segundo Sahay, Alakhova e Kabonov (2010), as nanoparticulas utilizam
diferentes vias de endocitose para entrada celular sendo um processo dinamico onde
as macromoléculas sao transportadas para diferentes destinos subcelulares.
Cavalliet al. (2009) relataramque o0 wuso de nanoparticulas alterou a
biodisponibilidade e a biodistribuicdo dos principios ativos, reduzindo efeitos colaterais
e melhorando a eficacia dos medicamentos.

Santoyo et al.,, (2010) ao avaliarem a atividade anti-HSV-1 do fitol em
experimentos de reducgao de placa observaram que nos ensaios em que as células
Vero foram pré-tratadas com fitol, em doses de 75 ug/mL e de 100 ug/mL ocorreu uma
inibicao viral significativa de, aproximadamente, 65% e 90% respectivamente para um
tempo de exposicéo de trés horas, tendo assim uma inibicao viral dose-dependente.
Em nossos ensaios, o fitol ndo apresentou atividade anti-HSV. Portanto, acredita-se
haver influéncia do tempo sobre a atividade antiviral do fitol, uma vez que compostos
solubilizados em meio aquoso apresentam um tempo de meia vida curto e/ou
absorcdo lenta pelo organismo (SZUNERITS et al.,, 2015), além disso, séo
necessarias varias doses para manter o nivel da droga relativamente constante
(TYRING, BAKER e SNOWDEN, 2002).

Medini et al.,, (2014) ao avaliar o uso de exiratos vegetais em hexano,
diclorometano, etanol e metanol sobre a inibicdo viral do HSV-1 em células Vero nao
observaram valores significativos nos ensaios de reducédo de placa em testes pré-
tratamento.

Lin et al. (2011) realizaram estudos para avaliar a potencial atividade antiviral
de taninos em ensaios de pré-tratamento analisando a infecgdo primaria e secundaria,
ligagdo e ou adsorgéo viral e infeccdo célula a célula. O pré-tratamento das células
Vero com os taninos nao teve efeito na replicagdo do HSV-1 indicando que é
improvavel mascarar os receptores da superficie celular ou os fatores de entrada do
HSV-1 pelos taninos estudados.

Os ensaios realizados com o0s compostos adicionados as células
concomitantemente a infecgao viral também demonstraram uma redugao significativa
da inibicdo do HSV-1. Porém, somente o fitol apresentou essa caracteristica, tendo
uma melhor eficacia na maior concentracdao, sendo dose-dependente, enquanto o
FIN, nessas condi¢des, nao demonstrou eficacia para o tratamento.

Medini et al. (2014) observaram resultados similares ao nosso ao utilizarem
extrato etandlico Limonium densiflorum e obtiveram 100% de inibicdo do HSV-1 em
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gue o resultado obtido foi atribuido pela presenca de compostos polares e do grupo -
OH do solvente, os quais sdo responsaveis por atividades antivirais. Os autores
atribuiram o desempenho do composto observado ao mecanismo de solubilizagdo do
envelope do virus e degradacdo ou mascaramento de algumas das proteinas
essenciais presentes no envelope as quais sdo necessarias para adsor¢ao ou entrada
dos virus nas células hospedeiras. Além disso, também ressaltaram que esses
extratos podem ter componentes ativos responsaveis por melhorarem a inativagéo do
virus, podendo impedir a replicagéo no sistema hospedeiro.

Assim como observado por Medini et al. (2014), os quais explicam que
polifendis se ligam as proteinas e formam complexos instaveis deixando o virus mais
susceptivel, uma vez que o composto interage com facilidade com as glicoproteinas
do envelope viral, Islam, (2017) afirma que os diterpenos em altas concentracoes
penetram na membrana criando poros em diversos organismos, como virus, causando
a perda de componentes essenciais como organelas, ocasionando a morte dos
organismos, podendo promover o aumento da permeabilidade da membrana celular
devido a sua alta hidrofobicidade.

Em relacdo aos resultados obtidos para o FIN, ndo houve atividade antiviral
significativa. Durante este ensaio, o FIN ficou simultaneamente em contato com o
virus e com as células Vero por um periodo de uma hora. A falta de inibi¢cdo viral do
FIN provavelmente ocorreu pelas caracteristicas das nanoparticulas terem uma acao
controlada do farmaco impedindo, assim, a inibigdo viral, de modo que o tempo de
exposicdo ndo tenha sido suficiente para a liberagdo do ativo. Santos-Silva et al.
(2017), Kang et al. (2016) e Lin et al. (2010) apud Lima et al., (2018) as nanoparticulas
tém a capacidade de preservar o farmaco aprisionando na matriz polimérica, |he
dando uma caracteristica promissora para o direcionamento de farmacos destinado
as células ou tecidos afetados especificos.

Nos ensaios pds-tratamento o FIN apresentou uma inibicdo da replicagdo do
virus em todas as concentragdes enquanto que o fitol apresentou eficacia na
concentracao de 100 ug/mL. Levando em consideracdo o tempo de exposicao igual
para todos o0s ensaios, o fitol pode ter atuado impedindo a infecgédo célula a célula,
ocasionando o efeito inibitério. Ja para o FIN, acredita-se que o periodo tenha sido
suficiente para liberar o principio ativo, sendo assim tendo uma inibigcdo viral
significativa em todas as concentragdes. Santoyo et al. (2012) avaliaram a atividade
antiviral de extratos de algas marinhas, principalmente na etapa da ligacao viral, e
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perceberam que os compostos foram capazes de inibir a replicacéo viral intracelular
do HSV-1 em 75% em uma concentracdo de 150 ug/mL, atribuindo esta atividade
antiviral a compostos ativos presentes nos extratos etandlicos das algas, entre eles o
fitol.

Kesharwani et al. (2017), ao investigarem a atividade antiviral de extratos
etandlicos de Terminalia chebula, afirmaram que a inibi¢do da replicagao viral do HSV-
1 da-se através de uma ligacdo entre estes extratos e a glicoproteinas virais
expressadas na superficie das células Vero infectadas, impedindo a replicagéo viral
célula a célula e nao intracelularmente.

De acordo com os nossos resultados, serdo necessarios novos estudos para
verificar como ocorre 0 mecanismo de acao do FIN, j4 que ele tanto pode agir na
membrana celular das células infectadas como na inibicao intracelular, além de uma
otimizacdo sobre o0 uso de nanoparticulas como sistemas de liberagcdo de
medicamentos. Além do mais, nosso grupo realizara novos estudo mais aprofundado
para avaliar a influéncia dos solventes ndo aquosos sobre o fitol, assim como o
comportamento do sistema celular e viral.

Os resultados deste estudo sao considerados promissores para o tratamento
de infeccOes resistentes por HSV-1 a terapia convencional, sendo uma possivel
abordagem no tratamento com o uso de novas tecnologias de liberacdo de farmaco.
Nesse caso, ressalta-se o uso das nanoparticulas lipidicas sélidas de TG1, que séao
sistemas capazes de atuar no organismo ocasionando menores efeitos colaterais
pelos medicamentos, assim como manter o principio ativo dentro da janela terapéutica

por mais tempo que as tecnologias convencionas utilizadas no mercado atualmente.



39

7. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente estudo avaliou a possibilidade do uso do fitol
como agente antiviral frente ao virus HSV-1, podendo o principio ativo estar ou nédo
incorporado as nanoparticulas. Para tanto, a metodologia abordada teve como base
expor o sistema trabalhado em condi¢des diferentes (pré-tratamento, concomitante e
pds-tratamento) para fim de compreender a possivel atuagao do fitol e se o complexo
fitol-nanoparticulas proporcionaria um melhor efeito inibitério.

De tal modo, nossos resultados indicam que o fitol incorporado as
nanoparticulas de TG1 nas concentracdes testadas foi capaz de reduzir o nimero de
placas do HSV-1 na cultura de célula Vero E6. Igualmente, o agente antiviral
administrado antes ou apés a infecgdo conseguiu inibir a replicagéo viral do HSV-1.

Pondera-se ainda que o ativo, quando incorporado as nanoparticulas de TG1
administrado simultaneamente a infeccao viral nas concentracdes testadas, nao foi
capaz de inibir a replicagdo do virus HSV-1 em células Vero E6. Ja o fitol apresentou
melhor atividade antiviral nos ensaios concomitantes.

Por fim, dentro das hipéteses do mecanismo de agéo do fitol, acredita-se que
0 mesmo possa ter impedido a entrada do HSV-1 nas células Vero EB, interferindo no
seu ciclo replicativo, como também na ligacao célula a célula.
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