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formulagdes contendo polissacarideo de Adenanthera pavonina e mangiferina contra
herpesvirus, in vivo. 2019. 98 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Universidade Estadual
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RESUMO

A alta prevaléncia de infec¢bes pelo virus herpes simplex (HSV) e a emergéncia de cepas
resistentes ao aciclovir tém estimulado a pesquisa e o desenvolvimento de novos agentes
antivirais. Neste contexto, 0s produtos naturais representam uma excelente fonte de
descoberta de compostos bioativos com grande diversidade estrutural e quimica, capazes de
apresentar multiplos mecanismos de acéo e, em geral, com baixa toxicidade. A mangiferina é
uma xantona glicosilada encontrada em muitas espécies de plantas, entre elas a mangueira
(Mangifera indica). Adenanthera pavonina é uma arvore nativa da Africa e da Asia,
introduzida no Brasil para reflorestamento e indistria madeireira. Ambas sdo tradicionalmente
utilizadas para o tratamento de muitas doencas e possuem diversas atividades farmacol6gicas
descritas cientificamente, inclusive atividade antiviral. O objetivo deste estudo foi investigar a
atividade anti-HSV-1 da mangiferina e do polissacarideo sulfatado de A. pavonina (SPAp),
bem como, desenvolver formulacGes topicas contendo estes compostos. Duas cepas virais
foram utilizadas, uma resistente (AR-29) e outra sensivel (KOS) ao aciclovir. A
citotoxicidade dos compostos foi avaliada pelo método colorimétrico de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-difeniltetrazélio, em células Vero. A atividade antiviral, in vitro, foi
previamente realizada por ensaio de reducdo de plaque, utilizando diferentes protocolos de
tratamento, tais como, tempo O h, virucida e inibicdo da adsor¢do para mangiferina e
simultdneo para SPAp. A inibicdo da sintese da proteina ICP4 pela mangiferina também foi
avaliada pelo ensaio de imunofluorescéncia. As formulacdes topicas foram desenvolvidas,
contendo 0,7% (p/p) de mangiferina e 0,5% (p/p) de SPAp. A atividade antiviral, in vivo, foi
realizada em camundongos Balb/c infectados por escarificacdo da pele e tratados com estas
formulacgdes, quatro horas apds a infeccdo, em intervalos de aproximadamente trés horas,
exceto a noite, durante oito a dez dias. A analise histoldgica da pele dos animais também foi
realizada. As concentracOes citotoxicas de 50% (CCso) foram acima de 500 pg/mL para
mangiferina e de 47,81 pug/mL para SPAp. As concentragdes inibitorias 50% (Clso) para
mangiferina foram de 2,9 pg/mL (indice de seletividade - IS > 172,4) e 3,5 pg/mL (IS >
142,8), para as cepas AR-29 e KOS, respectivamente. A mangiferina inibiu principalmente a
cepa AR-29, por contato direto com o virus, mas também foi capaz de interferir nos processos
de adsorcdo e sintese de proteinas. As Clso encontradas para SPAp foram de 0,54 pg/mL (IS =
88,5) ¢ 0,49 ug/mL (IS = 97,5), para as cepas AR-29 e KOS, respectivamente. No ensaio
antiviral, in vivo, os animais tratados com as formulagdes contendo mangiferina e SPAp
apresentaram um atraso no desenvolvimento e na progressdo das lesdes de pele em
comparagao ao grupo controle. Portanto, estas formulagdes exibiram atividade anti-herpética
promissora, com énfase na potencialidade da mangiferina no controle da infeccdo pela cepa
AR-29, resistente ao aciclovir.

Palavras-chave: Mangiferina. Adenanthera pavonina. Herpes simplex. Formulagdes.
Antiviral. Resisténcia. Aciclovir.
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ABSTRACT

The high prevalence of herpes simplex virus (HSV) infections and the emergence of resistant
strains to acyclovir have stimulated the search and development of new antiviral agents. In
this context, the natural products represent an excellent source of discovery of bioactive
compounds with great structural and chemical diversity, capable of presenting multiple
mechanisms of action and, in general, with low toxicity. Mangiferin is a glycosylated
xanthone found in many plant species, among them the mango tree (Mangifera indica).
Adenanthera pavonina is a native tree of Africa and Asia, introduced in Brazil for
reforestation and wood industry. Both are traditionally used for the treatment of many
diseases and have several pharmacological activities described scientifically, including
antiviral activity. The aim of this study was to investigate the anti-HSV-1 activity of
mangiferin and sulfated polysaccharide of A. pavonina (SPAp), as well as, to develop topical
formulations containing these compounds. Two viral strains were used, one resistant (AR-29)
and another sensitive (KOS) to acyclovir. The cytotoxicity of the compounds was evaluated
by the colorimetric assay (dimethyl-thiazolyl-diphenyltetrazolium bromide), in Vero cells.
The in vitro antiviral activity was previously performed by plaque reduction assay, using
different treatment protocols, such as, time O h, virucidal and inhibition of adsorption for
mangiferin and simultaneous for SPAp. Inhibition of ICP4 protein synthesis by mangiferin
was also evaluated by the immunofluorescence assay. Topical formulations were developed
containing 0.7% (w/w) mangiferin and 0.5% (w/w) SPAp. The in vivo antiviral activity was
performed in Balb/c mice infected by skin scarification and treated with these formulations,
four hours after infection, at approximately three hour intervals, except at night, for eight to
ten days. Histological analysis of the skin of animals was also performed. The cytotoxic
concentrations 50% (CCso) were above 500 pug/mL for mangiferin and of 47.81 ug/mL for
SPAp. The inhibitory concentrations 50% (ICso) for mangiferin were 2.9 ug/mL (Selectivity
index - SI > 172.4) and 3.5 pg/mL (SI > 142.8), for strains AR-29 and KOS, respectively.
Mangiferin inhibited mainly the AR-29 strain, by direct contat with the virus, but was also
able of interfering in the processes of adsorption and protein synthesis. The ICso found for
SPAp were 0.54 pg/mL (SI = 88.5) and 0.49 pg/mL (SI = 97.5) for the AR-29 and KOS
strains, respectively. In the in vivo antiviral assay, the animals treated with the formulations
containing mangiferin and SPAp presented a delay in the development and progression of skin
lesions in comparison to control group. Therefore, these formulations exhibited promising
anti-herpetic activity, with emphasis in the potentiality of mangiferin in the control of
infection by strain AR-29, aciclovir resistant.

Keywords: Mangiferin. Adenanthera pavonina. Herpes simplex. Formulations. Antiviral.
Resistance. Acyclovir.
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1 INTRODUCAO

As infec¢des virais continuam sendo responsaveis por elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, sendo notdria a ameaca que elas representam principalmente a satde publica,
além de gerarem um pesado 6nus socioeconémico. As infeccdes causadas pelo virus herpes
simplex (HSV), por exemplo, estdo entre as infec¢cbes humanas mais comuns, apresentando
grande importancia médica e epidemioldgica (CHENTOUFI et al., 2012).

Uma vez adquirido, o virus persiste no organismo por toda a vida do hospedeiro, pois
tem a capacidade de estabelecer laténcia, sendo reativado periodicamente. As infeccdes
causadas por estes virus sdo, normalmente, benignas. Porém, um aumento da morbidade e da
mortalidade é reportado em individuos transplantados, imunossuprimidos ou em recém-
nascidos. A intervencdo terapéutica ainda é uma estratégia crucial no controle das infec¢des
por HSV, devido a auséncia de uma vacina efetiva e segura disponivel para preveni-las
(BRODOEFEL et al., 2012; CARDOZO et al., 2013; CAVINESS, 2013).

Clinicamente, varios anédlogos de nucleosideos tém sido utilizados para tratar a
infeccdo por HSV, pois inibem a replicacdo viral e reduzem a frequéncia das ulceragdes.
Dentre eles, o aciclovir (ACV), que por apresentar um alto indice de seletividade, é
considerado o farmaco de escolha. Entretanto, o nimero de individuos infectados com HSV
resistente ao ACV e, consequentemente, aos seus pro-farmacos, tem aumentado de forma
significativa. Este fato, corrobora a necessidade da pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos anti-herpéticos, com mecanismos de acdo diferenciados, que atuem em outras etapas
da replicacdo viral ou em sinergismo com os farmacos ja disponiveis (FROBERT et al.,
2014). As terapias antivirais de segunda linha para infecgdes por HSV resistentes ao ACV
consistem no uso de fosfonoformato (foscarnet) e cidofovir, porém eles podem desencadear
diversos efeitos colaterais, além da inconveniéncia da administracdo, que deve ser realizada
em ambiente ambulatorial (JAMES; PRICHARD, 2014).

Os primeiros indicios da utilizagdo de compostos derivados de plantas como
produtos medicinais foram representados em tabuas de argila na Mesopotamia (2.600 a.C.) e
estes continuam sendo a fonte mais comum para o tratamento de varias doencas
(BERNARDINI et al., 2018). Estima-se que um ter¢co dos medicamentos aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA), nos ultimos vinte anos, sdo baseados em ativos
naturais ou seus derivados (THOMFORD et al., 2018). Os ativos naturais sdo, em geral,

metabolitos secundarios produzidos e utilizados pelos organismos para fins de defesa ou
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adaptacdo. Como potenciais medicamentos antivirais, eles oferecem algumas vantagens, tais
como, efeitos colaterais reduzidos, baixa toxicidade, maltiplos mecanismos de ac¢do, com
menor selecdo de cepas resistentes. Alem disso, apresentam uma grande diversidade quimica,
resultado de milhdes de anos de evolugdo, com modificacdo das vias biossintéticas das
plantas, em resposta a vérias tensdes bidticas e abidticas (HASSAN; MASARCIKOVA;
BERCHOVA, 2015; BERNARDINI et al., 2018). Os ambientes tropicais, como os biomas
brasileiros, oferecem um potencial particularmente rico em compostos biologicamente ativos
com estruturas Unicas e que podem contribuir para a descoberta de novos farmacos
(BOLZANI et al., 2012).

A mangiferina é uma xantona glicosilada isolada de vérias plantas, tais como a
mangueira (Mangifera indica), que pertence a familia Anacardiaceae. Ela exerce efeito
preventivo e terapéutico contra uma consideravel gama de doencas, pois apresenta as
seguintes atividades farmacoldgicas: antitumoral (GOLD-SMITH; FERNANDEZ; BISHOP
et al, 2016), imunomoduladora (RAJENDRAN et al., 2013), anti-inflamatoria (SAHA,
SADHUKHAN; SIL, 2016), antinociceptiva (LOPES et al., 2013) e antimicrobiana (SINGH
et al., 2012). Em razdo do grande nimero de estudos farmacol6gicos mostrando os efeitos
benéficos da mangiferina para a saude, tem tido um interesse no desenvolvimento de
formulacdes contendo esta substancia polifendlica (CANUTO, 2009).

Adenanthera pavonina é uma planta da familia Fabaceae, conhecida popularmente
como “carolina” ou “olho de pavdo”. Alguns estudos evidenciam o uso desta planta para
finalidade medicinal, demonstrando sua atividade anti-inflamatéria (JAYAKUMARI et al.,
2012), antioxidante (MUJAHID et al., 2015), anti-hipertensiva (ADEDAPO et al., 2009) e
antimicrobiana (ADEYEMI et al., 2015). Em especial, seus polissacarideos sulfatados tém
sido reportados como potentes inibidores virais. Eles mimetizam o receptor celular sulfato de
heparana, por apresentarem uma alta densidade de carga negativa e desta forma blogqueiam a
adsorcéo do virus as células (GHOSH et al., 2008).

Neste contexto, o desenvolvimento de novas formula¢Ges contendo diferentes
compostos anti-HSV torna-se necessario, devido a alta prevaléncia de infeccGes por HSV e a
emergéncia de cepas resistentes ao aciclovir (NOCCHI, 2016). Este trabalho teve a finalidade
de investigar a atividade anti-HSV-1 de formulagdes contendo mangiferina e polissacarideo
sulfatado de A. pavonina. A triagem desses compostos ativos de origem natural pode
direcionar a execucdo de estudos mais aprofundados e promover a inser¢do dessas substancias

como opgdes para o controle e tratamento da infeccdo por HSV.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antiviral, in vivo, de formulacdes farmacéuticas contendo
mangiferina e polissacarideo sulfatado de Adenanthera pavonina, além do efeito, in vitro, dos
mesmos em etapas da replicacdo do HSV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

a) Verificar a toxicidade dos compostos em células Vero, utilizando o teste do
MTT;

b) Analisar o efeito dos compostos nas vérias etapas da replicacdo viral, in vitro,
utilizando diferentes protocolos de tratamento (ensaio de reducdo de plague e

imunofluorescéncia);

c) Desenvolver formulagbes topicas contendo a mangiferina e o polissacarideo

sulfatado de Adenanthera pavonina;

d) Analisar o efeito antiviral, das formulacgdes, in vivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ViRUS HERPES SIMPLEX

3.1.1 Histérico

As primeiras descricdes de lesbes genitais herpéticas foram feitas nas Tabuas
Sumerianas (3.000 a.C.) e no Papiro de Ebers (1.500 a.C.), um dos tratados médicos mais
antigos. Hipdcrates, célebre médico grego, foi o primeiro a utilizar a palavra "herpes” para
relatar como as lesdes ulcerativas da doenga pareciam se arrastar ou rastejar pela pele. O
historiador grego Herddoto descreveu a infeccdo herpética como capaz de causar vesiculas
nos labios e Ulceras na boca além de febre, denominando-a de “herpes febrilis” (PELLET,;
ROIZMAN, 2013). Porém, no inicio a palavra “herpes” foi usada, genericamente, para
descrever muitas doencas de pele, do lupus ao zoster. A definicdo de herpes tornou-se mais
rigorosa apenas no século XVII. Posteriormente, 0 médico Galeno notou que as recorréncias
se desenvolviam no mesmo local anatdmico e dizia que as lesdes eram uma maneira de 0
corpo liberar os humores malignos, denominando-as de excretinas herpéticas (PARKS, 2006;
SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). Em 1736, um relato importante sobre a doenca foi
feito por Jean Astruc, médico do rei Luis XIV, ao perceber a ocorréncia de herpes genital em
prostitutas francesas (PELLET; ROIZMAN, 2013).

Experimentos realizados por Vidal (1873), em humanos, e Gruter (1924), em
coelhos, demonstraram pela primeira vez que o virus poderia ser transmitido através do
material obtido de lesGes vesiculares. Lowestein repetiu e aprimorou 0s experimentos
realizados por Gruter e foi reconhecido pela comunidade cientifica como o responsavel pelo
primeiro isolamento do virus em 1919 (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). Uma
descoberta verdadeiramente revolucionaria sobre os herpesvirus foi feita por Andrewes e
Carmichael (1930), que mostraram que 0 herpes labial recorrente ocorria apenas em adultos
gue ja tinham anticorpos neutralizantes contra o virus. Os pesquisadores Nahmias e Dowdle
(1968) classificaram o virus herpes no género Simplex e, com base em diferencgas antigénicas

e biologicas foi dividido em herpes simplex 1 (HSV-1) e herpes simplex 2 (HSV-2).
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3.1.2 Familia Herpesviridae

Os herpesvirus sdo muito antigos e podem ser encontrados infectando mamiferos,
aves, repteis, peixes e até mesmo moluscos. Existem mais de cem membros diferentes, dos
quais nove infectam humanos: herpes simplex 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), virus varicela-zoster
(VZV), virus Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano tipo 6A, 6B
e 7 (HHV-6A e HHV-6B e HHV-7) e 0 herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV).
O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), com base nas propriedades
bioldgicas, morfoldgicas, dados antigénicos e sequenciamento genético, dividiu 0s
herpesvirus em trés subfamilias, denominadas Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammabherpesvirinae (DAVISON, 2010; RIDDELL; JEFFERY-SMITH; TONG, 2017). A
classificacdo dos herpesvirus humanos em suas respectivas subfamilias pode ser obervada na
Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo dos herpesvirus humanos (HHV)

Subfamilia Género Virus Abreviaturas
a Simplexvirus Herpes simplex 1 HHV-1/HSV-1
Herpes simplex 2 HHV-2 / HSV-2
Varicellovirus Varicela-zoster HHV-3/VzZV
B Cytomegalovirus Citomegalovirus HHV-5/CMV
Roseolovirus Herpesvirus 6A, 6B HHV-6A, HHV-6B
Herpesvirus 7 HHV-7
Y Lymphocryptovirus Epstein-Barr HHV-4 /| EBV
Rhadinovirus Herpesvirus 8 HHV-8 / KSHV

Fonte: adaptado de Riddell, Jeffery-Smith e Tong (2017)

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae (HSV-1, HSV-2 e VZV) tém uma
ampla gama de hospedeiros, ciclos reprodutivos curtos e estabelecem laténcia em células
neuronais sensoriais. O HSV geralmente causa infecg¢Oes orais ou genitais, o que pode resultar
em uma ampla gama de condicdes clinicas, desde lesdes cutaneas autolimitadas até encefalite
fatal. O VZV causa a doenca infantil varicela, mais comumente conhecida como catapora,
caracterizada por lesdes cutaneas disseminadas. Este virus estabelece laténcia e,

principalmente em idosos, a reativagdo resulta em herpes zoster, uma erupgdo vesicular
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localizada (KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; RIAZ, MURTAZ-UL-
HASAN; AKHTAR, 2017).

Diferentemente, a subfamilia Betaherpesvirinae (CMV, HHV-6A e 6B ¢ HHV-7)
inclui virus com uma variedade restrita de hospedeiros, ciclo reprodutivo longo, com
progressdo lenta da infeccdo. As células infectadas tornam-se maiores (citomegalia), ao invés
de sofrerem lise. Neste caso, a infec¢do latente localiza-se nas glandulas secretoras, células
linforreticulares e outros tecidos. Condicbes clinicas graves do CMV sdo geralmente
observadas em neonatos e individuos imunossuprimidos. A infeccdo congénita pelo CMV,
por exemplo, pode resultar em pdrpura, hepatoesplenomegalia, microcefalia e perda auditiva
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; RIAZ; MURTAZ-UL-HASAN;
AKHTAR, 2017). O HHV-6 e 0 HHV-7 também sao conhecidos como roseolovirus, porque a
infeccdo primaria por esses virus causa a roseola infantum, uma doenca caracterizada por
erupcBes cutaneas e febre em criancas com menos de quatro anos de idade (CRUZ-MUNOZ;
FUENTES-PANANA, 2018). Posteriormente, duas variantes do HHV-6 foram reconhecidas,
HHV-6A e HHV-6B, devido a diferencas genéticas, variaces na reatividade com anticorpos
monoclonais, tropismo celular e manifesta¢6es das doencas (DOCKRELL, 2003).

Por fim, os membros da subfamilia Gammaherpesvirinae (EBV e KSHV) tém um
espectro limitado de hospedeiros e estabelecem e mantém laténcia em células B ou T. O EBV
causa a mononucleose infecciosa e também tem sido associado a numerosos linfomas em
individuos imunossuprimidos como o linfoma de Burkitt, o linfoma de Hodgkin, o carcinoma
nasofaringeo e a doenca linfoproliferativa pos-transplante (RIAZ; MURTAZ-UL-HASAN;
AKHTAR, 2017). O KSHV € menos prevalente que o EBV, mas tem uma associacdo
semelhante com disturbios linfoproliferativos e malignidades. Ele é responsavel por causar
principalmente o sarcoma de Kaposi, mas também pode gerar o linfoma de efusdo primario e
a doenca de Castleman (RIDDELL; JEFFERY-SMITH; TONG, 2017).

Entretanto, apesar das diferencas relatadas, os herpesvirus tém algumas propriedades
biolégicas comuns, incluindo a codificacdo de diferentes enzimas importantes para a sintese e
metabolismo do acido nucleico viral (timidino quinase, DNA polimerase) e regulacdo de
proteinas (cinases). A replicacdo dos herpesvirus ocorre no ndcleo e todos sdo capazes de
estabelecer e manter laténcia na célula hospedeira (RIAZ; MURTAZ-UL-HASAN;
AKHTAR, 2017).
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3.1.3 Estrutura do HSV

O virion consiste em quatro componentes: (I) o genoma de DNA fita dupla linear,
(I1) um capsideo icosaédrico, (I1) um tegumento contendo mais de 20 proteinas que
circundam o capsideo, e (IV) um envelope de bicamada lipidica com glicoproteinas
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014), como representado na Figura 1.

Figura 1 - A) Representacdo diagramatica dos principais componentes estruturais do HSV;

B) Micrografia eletronica do HSV

Envelope

Nucleocapsideo

Tegumento

Glicoproteinas

Fonte: adaptado de Riaz, Murtaz-Ul-Hasan e Akhtar (2017)

O genoma fita dupla linear do HSV possui 152 kbp de comprimento com 68% de
G/C, mais de 90 quadros abertos de leitura (open reading frames — ORF) e codifica pelo
menos 84 proteinas diferentes. Ele € composto por duas regides de sequéncias Unicas (U),
designadas de L (long) e S (short), UL e Us, respectivamente, ligadas covalentemente umas as
outras e separadas por um conjunto de repeticdes invertidas (KUKHANOVA; KOROVINA,
KOCHETKOV, 2014; SZCZUBIALKA; PYRC; NOWAKOWSKA, 2016). O HSV possui
trés origens de replicacdo (ori): uma copia do oriL e duas cépias do oriS. Estas origens séo
sequéncias palindrémicas e qualquer uma das trés regides é suficiente para iniciar a replicacéo
(VADLAPUDI; VADLAPATLA; MITRA, 2013).

O capsideo é formado pelas proteinas virais (VP- virion protein): VP5 (U.19), VP26
(UL35), VP23 (UL18) e VP19C (UL38). Ele é icosaédrico, com didmetro externo de 100-110
nm e é formado por 162 capsémeros, incluindo 150 hexons e 12 pentons, cada um contendo
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seis ou cinco coépias, respectivamente, da principal proteina do capsideo, a VP5. Além disso,
seis copias de VP26 ocupam as superficies externas dos hexons formados por VP5. Uma
unica molécula de VP19C e duas copias de VP23 formam um triplex que liga os capsémeros
circundantes, conectando-os. O capsideo contém também a proteina codificada pelo gene
U6, que forma um dodecdmero constituindo um portal, através do qual ocorre o
empacotamento e a liberacdo do DNA viral e, a protease VP24 (UL26), que desempenha um
papel importante durante a encapsidacdo do DNA (DAVISON, 2010; KUKHANOVA,
KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; RIAZ; MURTAZ-UL-HASAN; AKHTAR, 2017).

O tegumento, localizado entre o capsideo e o envelope, é composto por cerca de 26
proteinas. Algumas delas participam no transporte do capsideo para o nucleo e outras
organelas (U.36, UL37, ICPO, infected cell protein), na entrada do DNA viral no ndcleo (VP1-
2, UL36), na ativacgdo da transcricdo de genes precoces imediatos (VP16, também conhecida a
a-trans-inducing factor - a-TIF, UL48) e na supressdo da biossintese de proteinas celulares e
degradacdo de RNAmM (VHS ou virion host shut-off protein - VP22, U 41) (KUKHANOVA,
KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015; RIAZ;
MURTAZ-UL-HASAN; AKHTAR, 2017).

Externamente ao tegumento, encontra-se o0 envelope do virion, que consiste em uma
bicamada lipidica, com aproximadamente onze proteinas diferentes. Dessas, nove s&o
glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gL, gM), e contém pelo menos mais duas
proteinas de membrana ndo glicosiladas, codificadas pelos genes U20 e Us9
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2015). Embora 0 HSV-1 e 0 HSV-2 compartilhem 83% do genoma e mais de 85% do perfil
proteico, eles tém uma diferenca antigénica proeminente na glicoproteina G (ALDISI et al.,
2018). A funcéo principal de cada glicoproteina do envelope esta descrita na Tabela 2. Esta
bicamada lipidica é derivada da membrana celular durante a saida do virus por exocitose. O
tamanho do virus aumenta para aproximadamente 300 nm apdés a inclusdo do tegumento e
envelope (RIAZ; MURTAZ-UL-HASAN; AKHTAR, 2017).



24

Tabela 2 - Glicoproteinas do envelope do HSV e suas respectivas funcdes

Glicoproteina Funcéo

gB Participa nos processos de adsorc¢do e fuséo a célula hospedeira

gC Interage com HS ou CS durante a adsor¢éo/ Afinidade pelo fator C3 do
complemento

gD Interage com os receptores nectina, HVEM e 3-OS-HS/ Protege a célula
da apoptose

gE Participa do transporte dos virions/ Receptor para fracdo Fc de

imunoglobulinas

gGlegG2 Diferencia a infeccdo pelo HSV-1 ou HSV-2 em testes soroldgicos
gH O complexo gH-gL permite a fusdo entre o envelope e a membrana
gl O complexo gE-gl constitui um receptor viral para Fc na 1IgG

gL Regula a atividade fusogénica de gH

gM Participa da disseminacdo célula-célula

HS = sulfato de heparana; CS = sulfato de condroitina; HVEM = receptor mediador de entrada de
herpesvirus; 3-OS-HS = sulfato de heparana 3-O-sulfatado
Fonte: Santos, Romanos e Wigg (2015)

3.1.4 Replicagéo Viral

O HSV pode infectar uma variedade de células hospedeiras, como linfdcitos, células
epiteliais, fibroblastos e neurénios (VADLAPUDI; VADLAPATLA; MITRA, 2013). A
infeccdo inicia-se atraveés da adsorcdo do virus as células, processo mediado pelas
glicoproteinas virais gC e gB, que interagem com as cadeias de glicosaminoglicanas presentes
na superficie celular, como sulfato de heparana (HS) e sulfato de condroitina (SC)
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014).

A proxima etapa envolve uma ligacdo de alta afinidade da gD a um de seus
receptores presentes na superficie celular, como o receptor mediador de entrada do
herpesvirus (HVEM), as nectinas 1 e 2 e o sulfato de heparana 3-O-sulfatado (3-OS-HS)
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; AGELIDIS; SHUKLA, 2015). O
HVEM é um membro da familia dos receptores do fator de necrose tumoral, presente nos
linfocitos T e varios tipos de células epiteliais oculares. As nectinas 1 e 2 s&o membros da
superfamilia de imunoglobulinas, envolvidas na adesdo celular, com a nectina-1 servindo
como o principal receptor de gD do HSV-1 em células de origem epitelial ou neuronal. A
entrada do HSV-2 pode ser mediada pela nectina-1 ou nectina-2, mas a nectina-2 ndo
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funciona na entrada do HSV-1 do tipo selvagem. Por fim, o 3-OS-HS medeia a entrada do
HSV-1 em culturas primérias de fibroblastos da cérnea, que ndo possuem expressdo da
nectina-1 e demonstram niveis muito baixos de HVEM (AGELIDIS; SHUKLA, 2015).
Assim, a ligacdo de gD a um de seus receptores desencadeia uma alteracdo
conformacional que promove o recrutamento de um complexo de fusdo, constituido pela
glicoproteina gB e o heterodimero formado entre gH e gL, levando a fusdo do envelope viral
com a membrana plasmatica da célula alvo, como representado pela Figura 2 (IBANEZ et al.,
2018). Estudos prévios também identificaram receptores especificos que ligam a gB
independentemente do HS para promover a fuséo viral. Um deles foi um receptor encontrado
em mondcitos, macrdfagos e células dendriticas, PILRa, (paired immunoglobulin-like
receptor) (SATOH et al., 2008). O outro foi a glicoproteina associada a mielina (MAG),
expressa em células gliais, sugerindo sua importancia na regulacdo das interacdes mielina-
axonio (SUENAGA et al., 2010). Por ultimo, verificou-se que a cadeia pesada de miosina I1A
ndo muscular (NMHC-11A) também poderia ser um receptor para a gB do HSV-1, sendo ela

ubiquamente expressa nos tecidos humanos (ARII et al., 2010).

Figura 2 - Interacbes moleculares que ocorrem durante a adsorcéo e a penetracdo do HSV nas

células

1. Adsorcao viral

gB S
HSPG =
'
2.Ligagdo da gD, recrutamento 3. Ligacio da gB, 4. Liberagio do
do complexo de fusiao iniciacio da fasio nucleocapsideo
S ¥, Fusio da membrans Endocitose
S > & rel
5 g8 - S com o anvalope
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3 \I"/ gHigl {/ i gB <
Raceptores da gD: Raceptoras de gB: :\
- Nectinas 1 2 2; - PILRa;
- HVEM; - NMHC-IIA;
-3-OSHS - MAG

Fonte: adaptado de Agelidis e Shukla (2015)
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Em relacdo a entrada do HSV na célula, h& duas rotas principais: por fusdo direta do
envelope viral com a membrana plasmatica da célula ou por endocitose, através da fusdo do
envelope viral com a membrana endocitica (KARASNEH; SHUKLA, 2011). Enquanto a
primeira via é independente de pH, a segunda geralmente necessita de uma acidificacdo do
endossomo. Gianni et al. (2013) indicaram que as integrinas avfp6 e avp8 sdo receptores para
gH/gL, promovendo especificamente a entrada viral pela via endocitica. A escolha entre essas
duas rotas de entrada parece ser dependente do tipo celular. Em células Vero e HEp-2, a fusdo
direta do envelope com a membrana plasmatica é provavelmente preferida. Entretanto, a
endocitose tem sido relatada em tipos de células como HeLa, células epiteliais pigmentares da
retina, queratindcitos epidérmicos e células epiteliais da conjuntiva humana (AGELIDIS;
SHUKLA, 2015).

Apbs a fusdo, o nucleocapsideo viral e as proteinas do tegumento sdo liberados no
citoplasma da célula hospedeira e transportados para o ndcleo com o auxilio da dineina e da
dinactina. Entdo, na superficie da membrana nuclear, o capsideo associa-se com o complexo
de poro nuclear. A proteina do tegumento codificada pelo gene U 36 (VP1-2) e as
nucleoporinas Nup 358 e Nup 214 sdo essenciais nesse processo. Assim que o DNA viral
penetra no nucleo, ele é rapidamente circularizado pela DNA ligase IV/XRCC4 do hospedeiro
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; SZCZUBIALKA,; PYRC;
NOWAKOWSKA, 2016).

A proteina do tegumento VHS permanece no citoplasma e é responsavel pela
degradacdo do RNAm do hospedeiro, bloqueando a sintese de proteinas celulares. Ja a
transcricdo dos genes do HSV-1 e subsequente expressdo das proteinas virais € um processo
bem regulado. Os genes virais sdo divididos em grupos a (precoces imediatos), B (precoces) e
v (tardios), traduzidos em diferentes momentos da infeccdo litica, aumentando a eficiéncia do
processo. Os genes a, primeiros a serem transcritos pela RNA polimerase 1l da célula
hospedeira, ao contrario dos demais genes, contém varias copias da sequéncia consenso: 5'-
GYATGNnTAATGArATTCYyTTGnGGG-3', onde y € uma pirimidina, r € uma purina e n é
qualquer base. O fator celular de transcricdo Oct-1 (octdamero-1) se liga a essa sequéncia.
Entdo, a VP16 interage com este fator de transcri¢do e juntos com a proteina HCF-1 (fator
celular do hospedeiro) formam um complexo que ativa a transcrigdo dos genes a. ESses genes
sdo transcritos em RNAm e transportados para o citoplasma para que ocorra a traducdo. As
proteinas resultantes desta fase (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e Usl.5) voltam entdo para
0 nucleo, onde entre outras fungdes (Tabela 3), sdo responsaveis principalmente pelo

estabelecimento da infeccdo, ativando a transcricdo dos genes da fase seguinte
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(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; MELLO, BLOOM; PAIXAO, 2016;
SZCZUBIALKA; PYRC; NOWAKOWSKA, 2016). A taxa de pico de sintese das proteinas o
estd entre 2 e 4 h apds a infeccdo (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013).

Tabela 3 - Proteinas precoces imediatas codificadas pelo genoma do HSV

Proteina/Gene Funcéo

ICPO, a0 Promove a infeccdo e a expressdao dos genes virais. Localiza-se
proximo a ND10 para iniciar a replica¢do do acido nucleico viral

ICP4, a4 Liga-se ao DNA e interage com os fatores de transcricdo regulando
positivamente a maioria dos genes a. ¢

ICP22, a22 Participa como mediador da fosforilagio da RNA polimerase II.

Necessaria para 0 acimulo de proteinas tardias

ICP27, U 54 Bloqueia o splicing de RNAm e estimula a exportacdo de RNAm do
nacleo
ICP47, a47 Bloqueia o transporte de peptideos antigénicos para a apresentacdo de

antigenos pelo MHC de classe | em células infectadas
Usl.5 A maioria das fungdes conhecidas da proteina 022 pode ser

extrapolada para essa proteina.

RNAmM = RNA mensageiro; ND10 = dominios oncogénicos da proteina nuclear da leucemia
promielocitica; ICP = infected cell protein; MHC = major histocompatibility complex.
Fonte: Santos, Romanos e Wigg (2015)

Apos a transcri¢ao dos genes o, inicia-se a fase precoce, responsavel pela produgéo
das proteinas B, cujo pico de sintese ocorre entre 6 e 12 h apés a infeccdo (ROIZMAN;
KNIPE; WHITLEY, 2013). Elas estdo envolvidas na replicacdo do genoma viral, tais como, a
DNA polimerase, formada pela subunidade catalitica codificada pelo gene U 30 e o fator de
processamento, codificado pelo gene Ui42; o complexo helicase — primase (U.5, U8 e
UL52); a proteina de ligacdo a origem (OBP, UL9) e a proteina de ligacdo ao DNA de fita
simples, ICP8 ou SSB (UL29) e; no metabolismo dos nucleotideos, como a timidino quinase
(TK- UL23). A sintese de DNA tem inicio proximo aos dominios nucleares do genoma celular
denominados de PODs (dominios oncogénicos da proteina nuclear da leucemia
promielocitica), também conhecidos como dominio nuclear 10 (ND10). O primeiro passo na
replicacdo do DNA viral é o desenrolamento da dupla hélice pela OBP que se associa a ICP8
nas regides ricas em A/T das origens de replicacdo oriL ou oriS. Entdo, o complexo helicase-
primase é recrutado para origem, promovendo o desenrolamento do DNA e a sintese de um
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iniciador (primer). Consequentemente, ocorre a formacdo de uma bolha, permitindo que a
DNA polimerase exerca a sua fungdo. Inicialmente, a replicagdo do DNA viral circularizado é
por um mecanismo theta, que posteriormente é alterado para um mecanismo de circulo rolante
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2015).

Ap0s a sintese do DNA viral, os genes tardios ou y sdo transcritos ¢ o pico de
expressao ocorre entre 10 e 16 h apds a infeccdo. Esses genes podem ser subdivididos em y1
ou “fugazes” e y2 ou verdadeiramente tardios. Os transcritos yl sdo expressos em baixos
niveis antes da replicacdo do DNA e alcancam niveis elevados assim que a replicacdo se
inicia. Por outro lado, os transcritos y2 sdo dificeis de serem detectados até que termine a
replicacdo do DNA (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013; SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2015). A montagem dos capsideos a partir das proteinas estruturais y ocorre no nucleo. O
capsideo viral completo é formado por quatro proteinas (VP5, VP19C, VP23 e VP26). A
encapsidacdo do DNA viral requer varias proteinas virais, incluindo a U.6, que forma um
portal de entrada para o acido nucleico. Um complexo de trés proteinas virais, codificadas
pelos genes U 15, U 28 e U.33, foi proposto clivar os concatameros de DNA em mondmeros
durante a encapsidacio (SZCZUBIALKA; PYRC; NOWAKOWSKA, 2016).

A Figura 3 representa 0 modelo mais aceito proposto para o egresso viral, no qual os
capsideos maduros fundem-se inicialmente com a membrana nuclear interna (envelopamento
primario) e depois perdem esse envelope ao passar pela membrana nuclear externa. No
citoplasma, os capsideos passam por um envelopamento secundario por brotamento a partir
do complexo de Golgi e sdo finalmente liberados das células infectadas (VADLAPUDI,
VADLAPATLA; MITRA, 2013).

Figura 3 - Envelopamento e saida do HSV da célula hospedeira
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As principais etapas envolvidas na replicagdo do HSV estéo sintetizadas na Figura 4.

Figura 4 - Etapas do ciclo de replicagdo do HSV
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Fonte: adaptado de Ibafiez et al.(2018)

3.1.5 Patogénese

A patogénese da infeccdo pelo HSV é explicada pelos conhecimentos dos eventos de
replicacdo, estabelecimento da infecgdo persistente latente e reativacdo viral. A transmissao
do virus envolve o contato intimo e geralmente ocorre durante o beijo para 0 HSV-1 ou
relacdo sexual para 0 HSV-2. Ambos os virus também podem ser transmitidos verticalmente
durante o parto normal (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). O estabelecimento da laténcia
inclui a infeccdo primaria, a qual é caracterizada pela replicacéo viral no sitio de inoculagéo.

Posteriormente, 0 virus acessa 0s neurdnios através de axonios terminais e libera o capsideo,
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contendo o DNA, no citoplasma. Entdo, o genoma ¢ levado por transporte axonal retrogrado
até o nucleo do corpo celular localizado no génglio e estabelece a laténcia (Figura 5),
preferencialmente no ganglio trigémeo para o HSV-1 e nos nervos lombossacrais para o HSV-
2 (HAFEZI et al., 2012; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

No caso da laténcia, 0s genes necessarios para a replicacdo produtiva ndo sdo
expressos e a transcricdo viral € limitada aos transcritos associados a laténcia (LATS). Eles
sdo RNA produzidos por splicing e que formam um conjunto de RNA colineares transcritos
de um locus que se situa na regido repetida que flanqueia a regido U. (HAFEZI et al., 2012;
SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). As fungdes mais importantes dos LATSs s&o: reduzir a
expressdo dos genes liticos, proteger neur6nios infectados da apoptose, estabelecer e manter o
periodo de laténcia (MELLO, BLOOM; PAIXAOQ, 2016). Investigando a composicdo dos
epissomas latentes, demonstrou-se que as histonas associadas com genes reguladores liticos
carregam marcas tipicas de cromatina reprimida, nomeadamente a di- ou trimetilagdo da
histona H3 lisina-9 (H3K9me2/3) e lisina-27 (H3K27me3) e niveis reduzidos de histonas
acetiladas (WILSON; MOHR, 2012).

Alguns mecanismos podem prevenir a expressao dos genes liticos durante o periodo
de laténcia, tais como, a auséncia de fatores de transcricdo, que se ligam aos genes
promotores, N0s neurdnios sensoriais, a presenca de repressores transcricionais do hospedeiro,
como Oct-2, que impedem a ligacdo de Oct-1 aos genes promotores e, as proteinas que
participam do complexo de pré-iniciacdo (VP16 e HCF-1) e sdo importantes para ativar o
gene ICPO, permanecerem no citoplasma das células neuronais. Além disso, foi demonstrado
que a laténcia ocorre em neur6nios dependentes do fator de crescimento do nervo (NGF)
(SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015; MELLO, BLOOM; PAIXAO, 2016).

Os estimulos desencadeadores da reativacdo podem ocasionar muitas alteraces nos
neurdnios, incluindo o acimulo nuclear de HCF-1 e VP16, juntamente com outras proteinas
reguladoras. A transcricéo litica viral por VP16 leva a amplificacdo do DNA viral e sintese de
proteinas do virion. Os capsideos sdo entdo transportados de forma anterograda para 0s

terminais axonais onde estdo maduros e séo liberados (Figura 5) (WILSON; MOHR, 2012).
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Figura 5 - Fases de estabelecimento e reativagéo da laténcia do HSV
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Alguns dos estimulos desencadeadores da reativacdo sdo: estresse emocional ou
fisico, febre, exposi¢do a luz ultravioleta e desequilibrio hormonal. Durante periodos de
grande estresse emocional, por exemplo, ocorre ativagdo do sistema nervoso simpético e
liberacdo de catecolaminas, bem como a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e
liberacdo de glicocorticoides. Posteriormente, a ligacdo da epinefrina ao receptor [2-
adrenérgico, expresso em neurbnios sensoriais e simpaticos, ativa a adenilato ciclase,
aumentando os niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Na reativacdo mediada pela
febre e pela exposicdo a radiacdo ultravioleta, sugere-se o envolvimento da liberacdo de
citocinas pirogénicas, como IL-6 e, prostaglandinas, no primeiro caso, e de cortisol, no
segundo (HAN et al., 2017; BLACK et al., 2018; SUZICH; CLIFFE, 2018). De forma geral, 0
acumulo de AMPc, posteriormente ativa a proteina quinase A (PKA). A inducdo de PKA
aparentemente ativa a quinase c-jun N-terminal (JNK), que pode fosforilar a histona H3,
permitindo a ativacdo transcricional dos promotores (CLIFFE et al., 2015).

Quando ocorre a replicacdo viral, algumas mudancas que afetam a integridade
celular sdo observadas como, destruicdo dos cromossomos, desaparecimento do nucléolo,
fragmentacdo do complexo de Golgi e rearranjo dos microtubulos. As caracteristicas

histopatoldgicas de uma infeccdo primaria ou recorrente refletem a morte celular mediada
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pelo virus e pela resposta inflamatéria do hospedeiro. Com a lise celular, um fluido claro
contendo grandes quantidades de virus aparece entre a epiderme e a camada dérmica. Este
liquido contém restos celulares, células inflamatérias e, frequentemente, células gigantes
multinucleadas. A patologia é parecida na infeccdo primaria e nas recorréncias, mas a resposta
inflamatoria tem menor intensidade no ultimo caso. Todas as alteracGes celulares que ocorrem
durante a replicacdo viral possibilitam o ambiente necessério para a sintese do DNA, aumento
da glicosilacédo e exocitose viral, além de prevenir a resposta do hospedeiro contra a infeccao
(WHITLEY; KIMBERLIN; PROBER, 2007; ROIZMAN; KNIPE, WHITLEY, 2013).

A resposta inicial do hospedeiro é inflamatoria inespecifica e surge paralelamente a
infeccdo viral na célula. Ao mesmo tempo, ocorre inducdo da resposta especifica, com
recrutamento de mais células efetoras ao local de infeccdo inicial (SANTOS; ROMANOS;
WIGG, 2015). Evolutivamente, o0 HSV desenvolveu varias estratégias que o auxiliam na
evasdo do sistema imune do hospedeiro. A participacdo de glicoproteinas virais tem sido
descrita. Para neutralizar o efeito do sistema complemento, por exemplo, a gC do envelope
viral liga-se ao C3b do sistema complemento, bloqueando a quimioatracdo de células imunes
e a formacdo do complexo de ataque a membrana. Além da gC, a gE tem uma alta afinidade
pelo dominio Fc da IgG e, assim, bloqueia a ativacdo do complemento, a citotoxicidade
mediada por anticorpos e a fagocitose. Outro mecanismo mediado pelo HSV é a interferéncia
na sinalizacdo celular, pois a proteina ICPO é capaz de inibir o fator regulatério 3 de
interferons (IRF3), bloqueando a transcri¢do dos genes que codificam interferons tipo | (IFN-
o e IFN-B) (KUMAR et al., 2016; RETAMAL-DIAZ et al., 2016). O HSV também é capaz de
bloguear processos que conduzam a apoptose celular, através de gD, ICP10PK e UL14 e
também, a maturacdo de células dendriticas. Por fim, o virus também interfere na
apresentacdo dos antigenos ao bloquear a funcdo da proteina TAP hospedeira (transportadora
associada ao processamento de antigeno), que transloca os peptideos do citoplasma para o
reticulo endoplasmatico rugoso e liga-os as moléculas de MHC-1 (major histocompatibility
complex). Esta inibico é mediada por ICP47 e Us3 (RETAMAL-DIAZ et al., 2016).
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3.1.6 ManifestacGes Clinicas

As manifestacdes clinicas das infeccdes pelo HSV dependem do local de entrada ou
instalacdo da infeccédo, do estado imune do hospedeiro e também se a infec¢cdo é primaria ou
recorrente (LAWRENCE et al., 2016). A gengivoestomatite herpética priméria se desenvolve
quando um individuo ndo imune é exposto ao HSV-1 pela primeira vez. A maioria dos casos
afeta criangas de 1 a 5 anos e é subclinica. Os pacientes sintomaticos apresentam
linfadenopatia, febre, dor de garganta e les6es vesiculares e ulcerativas, afetando a regido oral
e perioral. Inflamacdo gengival generalizada e dor também sdo sintomas caracteristicos
(FATAHZADEH, 2017). A recorréncia das lesdes orolabiais, forma mais comum da doenca,
é precedida por um periodo prodrémico de dor, queimacdo, coceira ou formigamento, seguido
pela formacdo de vesiculas em 24 a 48 horas (Figura 6A). As vesiculas evoluem para Ulceras,
que formardo crostas entre 72 e 96 horas (Figura 6B), e a reparacdo geralmente se completa
espontaneamente entre 8 e 10 dias (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

Figura 6 - Representacdo da manifestacdo clinica da reativacdo do HSV. A) Vesiculas
produzidas pelo HSV no periodo clinico ativo; B) Vesiculas secas formando crostas no
periodo reparatdrio da infeccéo

Fonte: Consolaro e Consolaro (2009)

Normalmente, as infeccdes genitais sdo causadas pelo HSV-2, mas 0 HSV-1 também
tem sido isolado das infec¢BGes herpéticas nesse local. As infecgBes genitais primérias sdo
geralmente assintomaticas. J& as caracteristicas clinicas classicas consistem em lesdes
cutaneas e mucosas com maculas ou papulas, apds o contato sexual, que progridem para
vesiculas, pustulas e Ulceras. Os sintomas também podem incluir dor, queimacdo, disuria,
inchacgo inflamatorio da vulva e cervicite (em mulheres), proctite (em homens), linfadenopatia

e febre. As recidivas quase sempre apresentam inicialmente sintomas nevralgicos, disestesia
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ou dor no dermdtomo lombossacral um a dois dias antes do surgimento das lesGes
(SAUERBREI, 2016).

Além disso, 0 HSV pode afetar qualquer parte do olho, sendo que os sintomas mais
generalizados sdo lacrimejamento, vermelhiddo, visdo embacada e desconforto ocular. Pode
ocasionar ainda conjuntivite, blefarite, Ulceras e vesiculas na palpebra e leses da cornea,
como a ceratite epitelial ou estromal (ZHU; ZHU, 2014).

Cerca de 80% dos casos de encefalite neonatal séo causados pelo HSV-2, e a maioria
é adquirida de mées que tém infeccdo ativa por herpes genital, seja infeccdo primaria ou
recorrente, no momento do parto. Os neonatos apresentam achados sistémicos (alteraces na
temperatura corporal, letargia, desconforto respiratério, anorexia, vémitos e cianose) e sinais
neuroldgicos (irritabilidade, fontanelas protuberantes, convulsfes, opistétono e coma). A
infeccdo em neonatos pode ter um dos trés padrdes: infec¢do disseminada, encefalite ou uma
infeccdo localizada na pele, boca e olhos (STEINER et al., 2011).

Em criangas com dermatite atopica, a infec¢do cutanea pelo HSV pode resultar em
eczema herpético, caracterizado pelo aparecimento agudo, em uma area extensa, de nodulos
vesiculares e ulcerativos, e que pode estar associado a sintomas sistémicos. Se uma lesdo
primaria do HSV envolver os dedos ou a mao, é referida como panaricio herpético, que
envolve a formacdo de vesiculas, usualmente na falange distal dos dedos. J& a infeccdo
cuténea associada ao contato que ocorre durante a competicdo atlética, € denominada de
herpes do gladiador. As manifestacfes habituais sdo erupcdes cutaneas na face, nas orelhas e
no pescoc¢o, duas semanas apOs 0 contato, mas os membros e 0 tronco também podem ser
afetados (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007; SCHLEISS et al., 2009).

Por fim, as pessoas com sistema imunol6gico imaturo ou suprimido, como recém-
nascidos, transplantados ou pessoas com AIDS, sdo propensas a complicacGes graves, sendo
que as lesdBes podem afetar o trato respiratério, o eséfago e até a mucosa intestinal
(ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007; MUSTAFA et al., 2016).

3.1.7 Diagnostico Laboratorial

Os testes laboratoriais para auxiliar no diagnostico definitivo de infecgdo por HSV
incluem: isolamento viral em cultura de celulas, deteccdo de antigenos virais como &cido
nucleico ou proteinas, microscopia eletrobnica e testes sorologicos (Figura 7)
(FATAHZADEH; SCHWARTZ; 2007).
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Figura 7 — Resumo das técnicas disponiveis de diagnostico da infec¢do pelo HSV
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Fonte: adaptado de Thomas (2017)

O método para deteccdo de HSV baseado em cultura celular depende da coleta de
uma amostra de alta qualidade, através de swab ou aspiracdo com agulha, e do transporte e
manuseio adequados para o virus manter a sua infecciosidade. Como o HSV é envelopado e
extremamente labil, as amostras coletadas devem ser transferidas para meios adequados de
transporte viral, como M4, M6 ou 0 meio de transporte universal (UTM) e, transportadas para
o laboratério a 4°C (ANDERSON; BUCHAN; LEDEBOER, 2014; BISKUP; URSIC;
PETROVEC, 2015). Estes meios sdo solucdes salinas tamponadas contendo albumina para
ajudar na estabilizacdo dos virions e sdo suplementados com antimicrobianos, incluindo
anfotericina B, vancomicina e colistina. Vérias linhagens celulares podem ser utilizadas para
o isolamento viral e o efeito citopatico (CPE) é caracterizado pelo arredondamento celular,
granulacdo citoplasmatica, formacdo de sincicios e, eventualmente, lise. O tempo de
incubacdo necessario para observar o CPE depende da concentracdo do virus na amostra
clinica. A classificagdo do virus € subsequentemente conduzida usando anticorpos
monoclonais contra HSV-1 e 2 (ANDERSON; BUCHAN; LEDEBOER, 2014; LEGOFF;
PERE; BELEC, 2014). Uma desvantagem deste método é que a recuperac&o do virus pode ser
altamente varidvel e depende do estagio da lesdo. Uma alta sensibilidade (95%) pode ser
obtida usando amostras de lesdes vesiculares, diminuindo rapidamente quando as amostras
sdo de lesBes ulcerativas (32 a 72%) e crostosas (17 a 30%). Além disso, as lesdes de
infeccBes priméarias podem apresentar uma carga viral de trés a quatro vezes maior que as de
lesGes recorrentes (ANDERSON; BUCHAN; LEDEBOER, 2014).



36

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) aumenta as taxas de detec¢do do HSV em
11-71%, ou seja, tem maior sensibilidade que a cultura viral (AZWA; BARTON, 2009).
Como o HSV raramente pode ser cultivado a partir do liquido cefalorraquidiano (LCR), a
PCR é considerada o padrdo ouro para a deteccdo do virus em infeccdes do SNC. E um
método répido e altamente sensivel e diferencia os gen6tipos do HSV-1 e 2 (ANDERSON;
BUCHAN; LEDEBOER, 2014; MATHEW et al., 2018). A quantificacdo da carga viral por
PCR real time também pode ser util para avaliar o prognostico e fornecer informacdes
adicionais sobre o0 manejo da infeccdo pelo HSV (BHULLAR et al., 2014).

O antigeno viral também pode ser facilmente detectado por imunofluorescéncia
direta ou indireta, usando anticorpos monoclonais especificos, como por exemplo, anti-ICP4,
marcados com fluoresceina ou através do ensaio imunoenzimatico (ELISA). O exame direto
do liquido das vesiculas ou outro material clinico por microscopia eletrdnica, apesar de ser um
método rapido, tem sido menos utilizado por apresentar sensibilidade e especificidade baixas
(VERONESI; FOCACCIA, 2005; LEGOFF; PERE; BELEC, 2014).

Os testes sorologicos sdo importantes para confirmar a soroconversdo apos infeccéo
primaria. S&o principalmente utilizados na triagem pré-natal e de doencas sexualmente
transmissiveis em individuos de alto risco para ajudar na prevencao da transmissdo do virus
(ANDERSON; BUCHAN; LEDEBOER, 2014; SAUERBREI, 2016). Ensaios sorolégicos
precisos especificos para o0 HSV sdo baseados na gGl (HSV-1) e na gG2 (HSV-2). O
anticorpo 1gG tipo especifico é negativo no inicio da doenca, mas torna-se detectavel durante
as primeiras semanas ap0s a infeccdo e persiste indefinidamente. Assim, imediatamente apds
a infeccdo existe uma janela imunolégica que pode ocasionar resultados falso-negativos. O
teste de IgM para HSV-1 ou HSV-2 ndo é tipo especifico e pode ser positivo durante a
recorréncia (LEGOFF; PERE; BELEC, 2014). Uma vez que 0S imunoensaios S3o
dependentes da presenca de anticorpos, a sensibilidade desses testes é afetada pelo tempo
decorrido desde a infecgdo inicial e, também, a especificidade pode depender de
caracteristicas regionais e populacionais (ANDERSON; BUCHAN; LEDEBOER, 2014). No
teste de ELISA o potencial de reatividade cruzada entre as glicoproteinas G1 e G2 pode afetar
a especificidade do ensaio. Além disso, alguns ensaios sorologicos podem levar a resultados
falso-positivos, necessitando de confirmacdo por Western blot. Esta técnica baseia-se na
deteccdo de anticorpos contra uma bateria de proteinas virais para diferenciar o HSV-1 do
HSV-2, no entanto, é dispendioso e demorado (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007).
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3.1.8 Vacinas

Apesar de muitas tentativas, ainda ndo existe uma vacina profilatica ou terapéutica
eficaz contra 0 HSV-1 e 2. As vacinas profilaticas sdo para prevenir a infec¢do pelo HSV,
enquanto as terapéuticas sdo direcionadas a individuos que ja possuem a infecgdo para reduzir
0s sintomas, a gravidade das lesdes, a reativacdo da infeccdo e a excrecdo de virus que pode
ser transmitido a outras pessoas (WHITLEY; BAINES, 2018).

A VCL-HBO01, da companhia farmacéutica Vical, € uma vacina terapéutica de DNA
plasmidial, que codifica a gD do HSV-2 e os genes U.46 e U 47, responsaveis pela producéo
das proteinas do tegumento VP11/12 e VP13/14, respectivamente. Esta formulacdo também é
constituida por um adjuvante de base lipidica cationica, Vaxfectin® (VESELENAK et al.,
2012). Embora a vacina tenha sido bem tolerada durante um teste em humanos e demonstrou
ser eficaz contra lesdes recorrentes em modelos animais, outro teste em individuos infectados
com HSV-2 demonstrou reativagdo com relativa frequéncia (quatro a nove vezes por ano),
desvalorizando o seu investimento (GOTTLIEB; JOHNSTON, 2017).

Outra candidata, a vacina GEN-003, da empresa Genocea Biosciences, inclui a gD
do HSV-2 com delecdo do dominio transmembrana e um fragmento da ICP4 (residuos 383 a
766), formulados em uma matriz de adjuvante M-2 (SKOBERNE et al., 2013). Em um ensaio
de fase I/11, os participantes que foram vacinados com GEN-003 reduziram a excrecgéo viral e
a quantidade de dias com lesbes genitais. A resposta das células T foi significativamente
potencializada pela presenca do adjuvante M2, e algumas respostas imunes persistiram por até
doze meses ap6s a vacinagdo. Porém, ap6s os resultados de um estudo de fase Ill, ela
apresentou eficacia clinica limitada (FLECHTNER et al., 2016; WHITLEY; BAINES, 2018).

A vacina HSV529 da Sanofi, com delecdo dos genes U5 e UL 29, essenciais para a
replicacdo do DNA, induziu resposta imune especifica e reduziu significativamente a
mortalidade, excrecdo viral e duragdo das lesbes em animais desafiados com o virus
(HOSHINO et al., 2008).

A COR-1 é constituida pela mistura de dois plasmideos que carregam sequéncias de
genes que codificam a gD de comprimento total do HSV-2 e uma gD incompleta fundida com
ubiquitina. A vacina demonstrou-se segura em participantes soronegativos para HSV-1/2 em
um estudo de fase I, induzindo a resposta de células T especificas, mas ndo a humoral
(DUTTON et al., 2016).

Além delas, também vem sendo testada a vacina VC2 que contém delecBes em

sequéncias de gK e U.20 , dificultando a entrada do virus nos axdnios. No entanto, permite
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sua propagacao em células epiteliais. A VC2 induziu prote¢cdo em camundongos e anticorpos
neutralizantes em macacos Rhesus (STANFIELD et al., 2014, 2017).

Por fim, a vacina Herpevac, desenvolvida pela companhia farmacéutica britanica
GlaxoSmithKline, € constituida por uma gD truncada. Ela foi testada em mais de 8.000
mulheres soronegativas para HSV-1/2 e mostrou 35% de eficécia contra a infec¢éo por HSV-
1, mas nenhuma eficacia contra a infeccdo por HSV-2 (BELSHE et al., 2012). A Figura 8

representa as principais vacinas pesquisadas contra o HSV-2.

Figura 8 - Pesquisa e desenvolvimento de algumas vacinas para 0 HSV-2
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Fonte: adaptado de Gottlieb e Johnston (2017)

3.1.9 Tratamento

O primeiro anédlogo de nucleosideo anti-herpético relatado como eficaz na
clinica foi a 5-iodo-2'-desoxiuridina (IDU), seguida pela vidarabina, a droga mais antiga
utilizada para o tratamento sistémico da infeccio pelo HSV (IBANEZ et al., 2018). O
desenvolvimento do ACV, analogo aciclico da guanosina, e de seus pro-farmacos penciclovir,
valaciclovir e famciclovir representou uma grande melhoria em relacdo ao tratamento das
infecgdes por HSV, tornando-o mais eficaz e menos toxico. Os analogos de nucleosideos,
como 0 ACV, sdo seletivamente monofosforilados nas células infectadas pela timidino
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quinase (TK) viral. Posteriormente, quinases celulares convertem o derivado monofosfato de
ACV as formas di e trifosfato. Entdo, o ACV-trifosfato, sua forma ativa, atua como um
inibidor competitivo da DNA polimerase viral, resultando em terminacéo da cadeia de DNA,

como representado na Figura 9 (JIANG et al., 2016).

Figura 9 - Mecanismo de acdo do aciclovir nas células infectadas pelo HSV
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Fonte: adaptado de Szczubiatka, Pyr¢ e Nowakowska (2016)

O ACV apresenta toxicidade relativamente baixa, porém solubilidade e
permeabilidade também baixas, o que limita a sua biodisponibilidade (SZCZUBIALKA,;
PYRC; NOWAKOWSKA, 2016). Por outro lado, o valaciclovir, que é um pr6-farmaco L-
valil-éster de ACV, apresenta melhor biodisponibilidade ap6s administracdo oral do que o
ACV. Ja o penciclovir exibe poténcia antiviral semelhante a do ACV, mas é mal absorvido
quando administrado por via oral. Isto conduziu ao desenvolvimento do famciclovir, que é um
pro-farmaco diacetilado do penciclovir (JAMES; PRICHARD, 2014).

Como mencionado, estes andlogos de nucleosideos requerem fosforilagdo pela
TK viral para tornarem-se ativos. Portanto, mutagdes no gene U 23, que codifica esta enzima,
pode conferir resisténcia a estes farmacos. Trés fendtipos diferentes associados a resisténcia

tém sido relatados: mutantes negativos para TK, que ndo apresentam atividade enzimatica;
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mutantes de baixa produgdo de TK, que exprimem niveis muito baixos desta enzima; e
isolados alterados de TK, que sdo mutantes especificos do substrato (WHITLEY; BAINES,
2018). Em isolados clinicos de HSV, a resisténcia ao ACV é mediada em 95% dos casos por
mutacdes no gene U 23 e, nos demais casos, por mutacdes no gene U 30, que codifica a DNA
polimerase viral. A prevaléncia de infecgdes por HSV com suscetibilidade reduzida ao ACV
em pacientes imunossuprimidos é maior e varia de 2,5% a 10% (FROBERT et al., 2014).

As terapias antivirais de segunda linha para infecgdes por HSV resistentes ao
ACV consistem no uso de fosfonoformato (foscarnet) e cidofovir. Porém, devido aos seus
perfis de toxicidade e a auséncia de formulacdes orais, eles sdo geralmente reservados para
pacientes em que ha falha ou que nédo toleram o0 ACV e seus pro-farmacos. O foscarnet € um
analogo de pirofosfato que ndo requer fosforilacdo por quinases virais ou celulares. Inibe
diretamente a DNA polimerase viral por ligacdo ao sitio do pirofosfato, impedindo sua
clivagem, o que resulta no término do alongamento da cadeia de DNA. Ja o cidofovir é um
monofosfato aciclico de desoxicitidina que requer apenas duas fosforilacdes por quinases
celulares para se converter na sua forma ativa, atuando também como terminador da cadeia de
DNA. Tanto o foscarnet como o cidofovir séo inibidores independentes da TK viral, por isso
as mutacOes que ocasionam resisténcia a esses agentes ocorrem somente em U 30 (JAMES;
PRICHARD, 2014).

3.1.10 Epidemiologia

Em 2012, a prevaléncia global do HSV-1 foi de 67%, isto ¢, 3,7 bilhdes de pessoas
com até 49 anos, sendo maior na Africa, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental. Estimou-se
também que 140 milhdes de pessoas tiveram infecgdo genital por HSV-1, a maioria ocorrendo
nas Américas, Europa e Pacifico Ocidental (LOOKER et al., 2015a). Com relagdo ao HSV-2,
417 milhdes de pessoas entre 15 a 49 anos, das quais 267 milhdes eram mulheres, foram
registradas vivendo com este virus em todo o mundo, isto é, uma prevaléncia global de
11,3%. Esta taxa foi mais elevada na Africa (31,5%), sequida pelas Américas (14,4%)
(LOOKER et al., 2015b). Globalmente, cerca de 14.000 casos de herpes neonatal, devido ao
HSV-1 e 2, ocorreram anualmente entre 2010 e 2015. Estima-se que a maioria desses casos
tenha ocorrido na Africa, devido & elevada infeccio materna por HSV-2 e as altas taxas de
natalidade. O HSV-1 contribuiu com mais casos do que o HSV-2 nas Américas, Europa e
Pacifico Ocidental (LOOKER et al., 2017b).
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Durante 2015-2016, nos Estados Unidos, a prevaléncia do HSV-1 foi de 47,8% e do
HSV-2 foi de 11,9% entre pessoas com 14 a 49 anos. A prevaléncia de ambos o0s virus foi
maior entre as mulheres e aumentou linearmente com a idade. Diferencas relacionadas a raca
e a origem foram observadas para os dois virus, sendo que pessoas americanas mexicanas
tinham maior prevaléncia de HSV-1 (71,7%) e negras ndo hispanicas de HSV-2 (34,6%)
(MCQUILLAN et al., 2018).

Os principais fatores que influenciam a infeccdo por HSV-1 séo a idade, condigédo
socioeconémica e localizacdo geografica. Em paises em desenvolvimento e populacdes de
baixo nivel socioeconémico, a infeccdo ocorre em individuos mais novos, diferente do que
ocorre em sociedades industrializadas e em individuos de classe média, pois estes adquirem
esse virus quando mais velhos (PELLET; ROIZMAN, 2013). Muitos fatores de risco foram
descritos na aquisicdo do HSV-2, incluindo relacdes sexuais precoces, historia anterior de
doencas sexualmente transmissiveis e multiplos parceiros sexuais (CALDEIRA et al., 2013).

Embora 0 HSV-2 seja conhecido como a causa mais comum de herpes genital, um
nimero crescente de casos pelo HSV-1 tem sido observado. O estudo de Kiasari e
Tooranposhti (2016) relata algumas mudancas na epidemiologia da infeccdo pelo HSV-1,
incluindo o declinio da incidéncia de infeccdo na infancia e o aumento da taxa de herpes
genital. Além disso, os autores também descreveram alteracfes na epidemiologia de herpes
ocular, ou seja, a reducdo da taxa de herpes ocular primario em criangas € 0 aumento da
incidéncia de infeccdo ocular por HSV em adultos.

Poucos estudos investigaram a prevaléncia do HSV na populacdo brasileira. Um
deles, realizado na cidade de Rio Grande, no sul do pais, mostrou que a prevaléncia do HSV-2
em mulheres foi de 15,6% (CALDEIRA et al., 2013). Pereira et al. (2012) avaliaram a
prevaléncia de HSV-1 e 2 em mulheres sexualmente ativas que participavam do programa de
rastreamento do cancer de colo de Utero em Natal, demonstrando que a infeccdo genital por
HSV-1 (23%) é quatro vezes mais prevalente que a por HSV-2 (5,4%). Silva et al. (2015)
encontraram uma soroprevaléncia de HSV-1 e 2 de 85,2% entre homens que fazem sexo com
homens no Mato Grosso do Sul. Além disso, a prevaléncia dos anticorpos para 0 HSV-1, na
populacgéo geral brasileira, foi de 67,2%, sem diferenca quanto ao sexo, mas aumentando com
a idade e variando de 47% em Fortaleza a 73,3% em Manaus. Ja a taxa de infecgéo pelo HSV-
2 foi de 11,3%, alcancando 30% nos grupos etarios em que ha inicio da atividade sexual
(CLEMENS; FARHAT, 2010). No estado do Rio de Janeiro, a soroprevaléncia do HSV-2 foi
de 52% em pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (SANTOS et al., 2006).
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Este resultado afirma as evidéncias descritas no estudo de Looker et al. (2017a) de que a

infeccdo por HSV-2 aumenta o risco de aquisi¢do do HIV.

3.2 PRINCiPI0S ATIVOS DE ORIGEM NATURAL

A diversidade de espécies de plantas, animais, microrganismos e organismos
marinhos resulta em uma infinidade de metabolitos secundarios com estruturas quimicas
diversas, que desempenharam e continuardo desempenhando um papel vital no processo de
descoberta e desenvolvimento de drogas (GUO, 2017). As plantas tém sido utilizadas para
fins de cuidados de satde e médicos durante anos. O nimero de espécies de plantas superiores
na Terra é de cerca de 250.000. Estima-se que 35.000 a 70.000 espécies tenham sido, em um
momento ou outro, usadas em algumas culturas para fins medicinais (GEORGE; JOSEPH;
VENUGOPAL, 2017). Além disso, cerca de um terco dos medicamentos aprovados pelo
FDA nos ultimos 20 anos sdo baseados em ativos naturais ou seus derivados, o que tem
revolucionado a medicina (THOMFORD et al., 2018). Alguns exemplos de medicamentos
derivados de ativos naturais sdo: quinina, teofilina, penicilina G, morfina, paclitaxel, digoxina,
vincristina, doxorrubicina, ciclosporina e carotenoides (betacaroteno) (CHEUKA et al., 2016).

O surgimento de resisténcia do HSV aos medicamentos atualmente disponiveis,
gerou uma necessidade urgente por novos agentes antivirais. As plantas medicinais oferecem
uma alternativa potencial devido a sua ampla utilizacdo na medicina tradicional. Desta forma,
0S compostos naturais representam potenciais candidatos, pois apresentam algumas
vantagens, tais como, a possibilidade de exibir mecanismos de agéo alternativos, agindo em
varias etapas da replicagdo viral e dificultando o surgimento de resisténcia ao tratamento, o
facil acesso, 0 baixo custo e menos efeitos colaterais comparativamente as drogas sintéticas
(BAG et al., 2012; QAVI; HESSEL, 2015). Por outro lado, a pesquisa de novos candidatos a
medicamentos, a partir de ativos naturais, muitas vezes ¢ dificultada pela complexidade das
misturas moleculares. A atividade terapéutica dos extratos de plantas € geralmente devido a
acdo sinérgica e simultanea dos metabolitos secundarios (THOMFORD et al., 2018).
Alcaloides, flavonoides, saponinas, quinonas, terpenos, proantocianidinas, ligninas, taninos,
polissacarideos, esteroides, tiossulfonatos, 0leos essenciais e cumarinas Sa0 proeminentes
fitoquimicos bioativos que tém demonstrado combater infeccGes virais (KAPOOR,;
SHARMA; KANWAR, 2017).

Branddo et al. (2017) ressaltam que as xantonas tém importantes vantagens como

potenciais agentes antivirais, devido a possibilidade de serem facilmente sintetizadas e
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também pela interacdo demonstrada com alguns importantes alvos de microrganismos.
Segundo Chen e Huang (2018), alguns estudos também mostraram que 0s polissacarideos
naturais e 0s naturais quimicamente modificados tém efeito inibitorio contra HIV, HSV,
coxsackievirus B3 (CVB3), CMV, virus da gripe e virus da hepatite. A modificacao artificial
dos polissacarideos naturais, como por exemplo a sulfatacdo, pode melhorar a atividade
biologica dos mesmos. A atividade, in vitro, desta macromolécula parece estar relacionada a
presenca do grupo sulfato carregado negativamente, o que pode inibir a adsorcdo do virus as
células hospedeiras. Ja a atividade, in vivo, pode estar relacionada a uma acdo
imunoestimuladora (GEMIN et al., 2010).

3.2.1 Mangiferina

A mangiferina é um polifenol de estrutura C-glicosilxantona e sua nomenclatura
segundo a IUPAC é 1,3,6,7-tetra-hidroxi-2- [3,4,5-tri-hidroxi-6- (hidroximetil) oxan-2-il]
xanten-9-ona. (MATKOWSKI et al., 2013). As xantonas sdo compostos heterociclicos que
contém oxigénio, possuem uma coloracdo amarela e o esqueleto base dibenzo-y-pirona e
apresentam muitas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas interessantes (DIDEROT,;
SILVERE; ETIENNE, 2006). A mangiferina € obtida de vérias plantas tais como Mangifera
indica (Figura 10), comumente conhecida como mangueira, uma espécie frutifera,
dicotiledbnea, da familia Anacardiaceae e originaria da India, mas que foi difundida em
muitas regides tropicais (CARDOSO et al., 2007). E abundantemente encontrada em folhas

jovens e na casca do caule da mangueira (BARRETO et al., 2008).

Figura 10 - Folhas, frutos e flores da mangueira (Mangifera indica)

Fonte: Bally (2006)
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Algumas partes da planta sdo utilizadas ha milhares de anos com grande variedade de
uso medicinal. As raizes e as cascas, por exemplo, sdo utilizadas para tratar feridas, Ulceras e
vomitos. As folhas também sdo utilizadas em casos de feridas e Ulceras e para tratar
hemorragia, sensacdo de queimacdo e diarreia. Além disso, as frutas verdes sdo consideradas
antiescorbuticas e digestivas, enquanto as maduras sdo cardiotdnicas, hemostaticas e
afrodisiacas (PARVEZ, 2016). Em Cuba, extratos aquosos da casca de M. indica se tornaram
populares para o tratamento de distarbios gastricos, dermatologicos e asma. Os extratos das
cascas de caule, além da mangiferina, contém polifendis, terpenoides, esteroides, acidos
graxos e oligoelementos. O medicamento natural Vimang®, produzido a partir de extratos
aquosos de M. indica, contém aproximadamente 20% de mangiferina e esta disponivel em
comprimidos, cremes e xaropes (GOLD-SMITH; FERNANDEZ; BISHOP, 2016).

Além disso, multiplas atividades farmacoldgicas tém sido cientificamente
demonstradas, tais como, antitumoral (GOLD-SMITH; FERNANDEZ; BISHOP, 2016),
imunomoduladora (RAJENDRAN et al., 2013), analgésica e antioxidante (DAR et al., 2005),
anti-helmintica e antialérgica (GARCIA et al., 2003), anti-inflamatéria (SAHA;
SADHUKHAN; SIL, 2016), antinociceptiva (LOPES et al., 2013) e antimicrobiana (SINGH
et al., 2012). Extratos da folha de M. indica ja foram testados contra cepas de Proteus
vulgaris, Pseudomonas fluorescens, Shigella flexneri, Klebsiella pneumonia e Salmonella
typhi e apresentaram boa atividade antibacteriana (SAHRAWAT, PAL, SHAHI, 2013). A
atividade antiviral da mangiferina também ja foi demonstrada contra HIV-1 (WANG et al.,
2011), HSV-1 e HSV-2 (YOOSOOK et al., 2000) e poliovirus (RECHENCHOSKI et al.,
2018) e, também, contra os fungos Thermoascus aurantiacus, Trichoderma reesei,
Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus (STOILOVA et al., 2005).

3.2.2 Adenanthera pavonina

Adenanthera pavonina é uma leguminosa arbérea, pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae, originaria da india e da Malésia, mas encontrada em todo o litoral
brasileiro. Popularmente, a planta é conhecida como carolina, tento-vermelho, olho-de-dragao
e falso pau Brasil (KISSMANN et al., 2008; JAROMIN; KORYCINSKA; KOZUBEK,
2011). Ela e utilizada para fins ornamentais, arborizacdo de ruas e pracas, artesanato e
medicamentos, sendo suas sementes e madeira utilizadas como fitoterapicos, no tratamento de
infeccOes pulmonares e oftalmia cronica. Os frutos séo vagens estreitas, achatadas, marrons,

espiraladas quando se abrem, expondo as sementes globosas, achatadas, duras, com
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tegumento vermelho-brilhante e um endosperma gomoso e espesso, grande fonte de
galactomananas (Figura 11) (KISSMANN et al., 2008; RODRIGUES, 2017).

Figura 11 - Aspectos gerais da arvore e semente de Adenanthera pavonina

Fonte: Lorenzi et al. (2003) e Sousa (2014)

As sementes sdo tradicionalmente utilizadas para o tratamento de furinculos,
inflamacGes, desordens sanguineas, artrite, reumatismo, vémito, tontura, espasmo e indigestdo
(HUSSAIN et al., 2010; MUJAHID et al., 2016). Elas sdo toxicas cruas, mas podem ser
ingeridas quando cozidas e o pé da semente é utilizado como pigmento vermelho (GEORGE;
JOSEPH; VENUGOPAL, 2017). Ja as folhas e as cascas da planta sdo usadas para tratar
reumatismo, gota, hematuria, hematémese, UGlcera e diarreia (MUJAHID et al., 2016).

Além disso, varios estudos experimentais e cientificos comprovaram que a planta
possui multiplas atividades farmacoldgicas, tais como, anti-inflamatéria (JAYAKUMARI et
al., 2012), antioxidante (MUJAHID et al., 2015), antidiabética (PANDHARE;
SANGAMESWARAN, 2012), anti-hipertensiva (ADEDAPO et al., 2009), anticancer
(CHAUHAN et al.,, 2015) e antimicrobiana (ADEYEMI et al., 2015). A atividade
antibacteriana de extratos da planta foi demonstrada contra Salmonella enteritidis, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SOPHY et al., 2015). Em estudos
prévios, o polissacarideo sulfatado isolado das sementes, apresentou atividade contra o
poliovirus e 0 HSV-1, in vitro (GODOI et al., 2014, 2015). As propriedades medicinais da
planta estéo relacionadas principalmente a presenca de alguns metabolitos secundarios, como
flavonoides, triterpenoides, taninos, saponinas e esterois (ABBAS et al., 2017).

Enfim, considerando as mdltiplas atividades farmacol6gicas da mangiferina e da
Adenanthera pavonina e diante deste cenario de emergéncia de cepas de HSV resistentes ao
ACYV, este estudo baseou-se no desenvolvimento de formulagcfes contendo estas substancias e

na avaliacdo da atividade anti-herpética das mesmas, in vivo.
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* The in vitro and in vivo antiviral activity of mangiferin were investigated.
« In vitro, mangiferin blocked the early stages of HSV-1 replication.
« In vivo, mangiferin demonstrated a significant delay of skin lesions appearance.

« We demonstrated its potentiality on the control of acyclovir-resistant HSV infection.
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Abstract

Acyclovir (ACV) is the drug of choice for the treatment of herpes simplex virus (HSV)
infections. The high prevalence and the emergence of resistant strains to ACV have
stimulated the search for new drugs. In this study, we investigated the in vitro and in vivo
activity of mangiferin against ACV-resistant HSV-1 AR-29 strain, comparatively to the
sensitive KOS strain. The 50% cytotoxic concentration (CCsp) and the 50% inhibitory
concentration  (ICso) were determined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and plaque reduction assay (PRA), respectively.
The in vitro mangiferin activity was performed using different treatment protocols:
simultaneous, virucidal and inhibition of adsorption, by PRA and inhibition of viral ICP4
protein synthesis by immunofluorescence. The in vivo mangiferin antiviral activity was
performed in Balb/c mice infected by skin scarification and treated with topical 0.7% (w/w)
mangiferin formulation. The substance showed CCso > 500 pug/mL and ICso of 2.9 ug/mL and
3.5 pg/mL, respectively, for the AR-29 and KOS strains. The mangiferin inhibited mainly the
AR-29 strain likely by direct contact with the virus and in mice, attenuated the lesions,
postponed their appearance or enhanced healing, in comparison to control group. Therefore,
we demonstrated the potentiality of mangiferin to control HSV replication with emphasis to
ACV-resistant infection.

Keywords: Herpes simplex, Mangiferin, Antiviral, Acyclovir, Resistance.

1. Introduction

Herpes simplex virus (HSV) is a neuroepitheliotropic agent that establishes latent
infection in sensory neurons mainly after an acute onset, with episodes of reactivation
(Thellman and Triezenberg, 2017). This virus affects greatly the patients quality of life and
presents relevant epidemiological significance. The WHO estimated in 2012 more than 3,7
billion persons under 50 years of age worldwide infected with HSV-1 (Looker et al., 2015).

Acyclovir (ACV) is the drug of choice for the treatment of HSV infection, however,
it neither prevents latency nor recurrence. Furthermore, its widespread and haphazard use
have also cooperated in selecting resistant strains, either by mutation in the tk or DNA pol
genes or both. These strains also present cross-resistance to homologous antivirals (Frobert et

al., 2014; Jiang et al., 2016). It has been shown that in immunocompromised patients, the
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prevalence of ACV-resistant HSV strain is high from 3-10%, depending on the type of
immunosuppression (Whitley et al., 1982).

The management of ACV or its prodrug-resistant HSV infections include the use of
phosphonoformate (foscarnet) and cidofovir, however, their high toxicity causes significant
side effects, such as, renal failure (Torres et al., 2012). Although vaccines have been explored
in pre-clinical and clinical investigations, no efficacious vaccine is available against HSV
infections (Johnston et al., 2016). Therefore, the development of new antiherpetic drug
exhibiting alternative mechanism of action, with low toxicity and high selectivity is
challenging (Torres et al., 2012).

Mangiferin, a polyphenol of C-glycosylxanthone structure, is found in many plant
species, among them the mango tree (Mangifera indica), the major source (Matkowski et al.,
2013). It has been used to treat burns, cough, itch, fever, mouth and throat infections, scurvy,
gastrointestinal disorders and rheumatism, upon ethnopharmacological grounds (Sharma et
al.,, 2017; Wauthoz et al., 2007). Pharmacological properties, such as, antioxidant,
antimicrobial, antiallergic, anticancer, anti-inflammatory, antinociceptive, immunomodulatory
and adjuvant in dermatology have been suggested (Imran et al., 2017; Ochocka et al., 2017).
Herein, the present study aimed to investigate the in vitro activity of mangiferin and its topical
formulation in mice, against the infection by ACV-resistant and -sensitive HSV-1 strains.

2. Materials and Methods

2.1 Compound: The mangiferin, extracted, purified and characterized from of bark,
stem and leaves of Mangifera indica L., according to Barreto et al. (2008), was supplied by
DQOI/UFC, BR.

2.2 Cell and virus: Vero cells (African green monkey kidney epithelial cells,
ATCCCCL-81) used throughout were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (*Invitrogen - Gibco, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (*), 2 mM
glutamine (**Sigma Chem. Co., USA) and treated with 100 pg/mL streptomycin (Gibco
BRL, USA), 100 IU/mL penicillin (Novafarma Ind. Farm., BR) and 2.5 pg/mL of
amphotericin B (Meizler Biopharma S/A, BR). The HSV-1 strains AR-29 and KOS,
respectively, ACV-resistant and sensitive, were supplied by the LITDFC/DBS/UEM, BR. The

virus stock titer was worked out by plaque assay and stored at -20 °C in glycerol.
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2.3 Cytotoxicity assay: The mangiferin cytotoxicity was determined by the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) kit assay (**). Briefly, cells
grown in 96-well microplates (TPP, Switzerland) were treated with varying concentrations of
mangiferin (31.25 pug/mL to 500 pug/mL) and incubated at 37 °C with 5% CO,, for 72 h. The
test was carried out according to the manufacturer’s instructions. The percentage of cell
viability (% CV) was calculated using the formula % CV = (At/Ac) x100, where At and Ac
refer to the absorbance of test substance and control (untreated cells), respectively. The 50%
cytotoxic concentration (CCso) was defined as the concentration of the mangiferin capable to
reduce MTT product absorbance by 50% in relation to cell control by linear regression
analysis (Godoi et al., 2014).

2.4 The in vitro antiviral activity: The antiviral activity was conducted by the plaque
reduction assay (PRA), according to Espada et al. (2015). Briefly, cell cultures grown in 24-
well plates (TPP, Switzerland) were treated with varying concentrations of mangiferin (3.12,
6.25, 12.5 and 25 pg/mL), infected with HSV-1 AR-29 or KOS strain (10° PFU/mL - plaque
forming unit), under the following protocols: simultaneous treatment with the infection,
virucidal and inhibition of adsorption assays. Cultures were overlaid with nutrient agarose
(DMEM 2x/1.8% agarose [v/v]) containing 25 mM of MgCl> and the plates were incubated at
37 °C in a 5% CO. atmosphere. The plaques developed after 72 h of incubation were fixed
with 20% formaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.3, for 24 h and stained with
0.5% crystal violet in 20% ethanol. The percent of viral inhibition (%VI) was found as
follows: %VI = [1 — (PFU in treated cells/PFU in virus control)] x 100 (Nishimura et al.,
1977). The 50% inhibitory concentration (ICso) was determined as the concentration of the
compound capable to reduce virus titer by 50%, by linear regression of the viral inhibition
curves. The mangiferin relative safety determined by the selectivity index (SI) was calculated
by the ratio of CCso/ICso.

2.4.1 Simultaneous treatment: The cells were treated with mangiferin at the same
time of the infection (time 0 h) (Lopes et al., 2013).

2.4.2 Virucidal assay: Virus suspension was incubated with concentrations of
mangiferin for 1 h at 37 °C in water bath, followed by inoculation and incubation at 37°C for
1 h and PRA (Godoi et al., 2015).
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2.4.3 Inhibition of adsorption assay: The cells were pre-incubated at 4 °C for 30 min,
treated with varying concentrations of mangiferin simultaneously with infection. After 1 h

adsorption at 4 °C, PRA was carried out, according to Lopes et al. (2017), with modifications.

2.5 Immunofluorescence assay (IFA): Cells grown on coverslips in 24-well plates
were infected with AR-29 or KOS strains and treated with mangiferin at 1.56 to 12.5 pg/mL,
at time 0 h of infection. After 24 hours, the cells were washed with 0.05% Tween-20 PBS (0.1
M, pH 7.3), fixed with cold acetone (-20 °C) for 20 min and blocked with 2% powdered skim
milk in PBS during 30 min. The IFA was performed using mouse anti-HSV-1/ICP4 (Santa
Cruz Biotechnol., USA) and goat anti-mouse IgG conjugated with fluorescein isothiocyanate
(**). The cells were examined in a Zeiss fluorescence microscope (Zeiss Axio Imager Al)
and 100 cells/coverslips were scored. The percentage of fluorescent cells inhibition was

calculated in comparison to infected and untreated cells (Yamamoto et al., 2013).

2.6 Formulations: O/W emulsions were prepared by the phase-inversion
emulsification method in two steps, using cetearyl alcohol, ceteareth-20, glyceryl stearate,
mineral oil, caprylic/capric triglycerides, propylene glycol, glycerin, methylparaben, distilled
water with 0.7% (w/w) mangiferin (FM) or without (BF). Cetearyl alcohol, ceteareth-20,
glyceryl stearate, mineral oil and caprylic/capric triglycerides were dispersed in the oil phase.
Glycerin and methylparaben were dispersed in the aqueous phase. The oil and aqueous phases
were heated separately to 75 + 2 °C. The oil phase was slowly added to the aqueous phase
with stirring at 450 rpm (RW20 Digital Mixer, IKA, Wilmington, NC) until 40 °C.
Mangiferin dispersed in propylene glycol was added to the emulsion at 25 °C (Ribeiro, 2010).
Commercially available ACV cream (50 mg/g - Medley Pharm. Ltd, BR), was used as

positive control.

2.7 Characterization of the formulations: Organoleptic properties of the
formulations, as well as, morphology, pH and stability were carried out accordingly to Brasil
(2004, 2008), and, spreadability as previously (Borghetti and Knorst, 2006).

2.8 Animals: Experimental procedure was granted by the UEL Animal Ethics
Committee (CEUA n° 24414.2015.49). Balb/c mice (5 weeks old and 22-27 g weight)
supplied by UEM were acclimated before the experiments, under 12 h light/12 h dark diurnal
cycle, at 22 + 2 °C, with food (Nuvilab CR1-Nuvital®, BR) and water ad libitum. The mice
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were randomly separated into six groups with six animals: (I) animals scarified not infected
and not treated; (11) animals not scarified, not infected and treated with BF; (111) control group
- animals scarified, infected and not treated; (IV) animals scarified, infected and treated with
BF; (V) animals scarified, infected and treated with FM; (V1) animals scarified, infected and
treated with ACV.

2.9 The in vivo antiviral activity: Experiment performed as previously (Chuanasa et
al., 2008; Kurokawa et al., 1995; Lipipun et al., 2003) with minor modifications, consisted of
right mid flank depilation, under i.p. anesthetic, and needle scarification 24 h latter, followed
by inoculation of 70 pL of AR-29 or KOS strain (10° PFU/mL). Topical treatment initiated at
4 h after inoculation, 5 times a day, at, approximately, 3 h-interval, during 10 successive days,
without application at night. The development of skin lesions and mortality were monitored
and the severity of the lesions scored, as follows: 0 - no visible lesions; 1 - vesicles locally; 2 -
erosion and/or ulceration locally; 3 - mild zosteriform lesions; 4 - moderate zosteriform
lesions; 5 - severe zosteriform lesions (Fig. 1) or 6 - death. On the tenth day, the euthanasia

was performed and skin harvested for histological analysis.

2.9.1 Histological analysis: The skin was fixed in Bouin solution, dehydrated with
ethanol, diaphanized with xylol and embedded in paraffin. For each animal, four 5 um - thick
histological sections were stained with hematoxylin-eosin (HE) and analyzed at the
LAHip/UEL.

2.10 Statistical Analysis: Anova followed by Tukey’s test were applied to determine
the difference among experiments with mangiferin and controls. The experiments were
carried out in triplicate. The difference among animals treated with FM and control group was
also determined by Anova followed by Tukey's test. For data normality of the histological
analysis was performed the Shapiro-Wilk test. Heterogeneous data were analyzed by the
Kruskall-Wallis test complemented by Dunn’s post-test. For all data analysis GraphPad Prism
5.0 software (GraphPad Software Inc., CA, USA) was used. Values of p < 0.05 were
considered statistically significant and the results were expressed as the mean + standard
deviation (SD).
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4. Results

4.1 Cytotoxicity assay: The mangiferin was not cytotoxic to Vero cell until the

highest concentration tested (CCso> 500 pg/mL).

4.2 The in vitro antiviral activity: The in vitro mangiferin antiviral activity against
AR- 29 and KOS strains is shown in Fig. 2, 3 and 4.

In treatment simultaneously with infection (time 0 h), mangiferin exhibited high
%V1, 94.4%, 100% and 100% at concentrations of 6.25, 12.5 and 25 pg/mL, respectively, for
the AR-29 strain. Similar values of %V were found for KOS strain, 93.9%, 100% and 100%,
respectively, at the same concentrations (Fig. 2). The ICsg of 2.9 pg/mL (SI > 172.4) and 3.5
pg/mL (SI > 142.8) for the AR-29 and KOS strains were determined, respectively.

For the virucidal assay, mangiferin showed maximum inhibition for all the tested
concentrations for AR-29 strain. While, the inhibition rate was significantly lower for KOS
strain, reaching the maximum inhibition (74.8%) at the highest concentration (25 pg/mL)
(Fig. 3).

In addition, for the inhibition of adsorption assay, mangiferin inhibited the AR-29
strain by 71.3% and 74% at the concentrations of 12.5 and 25 pg/mL, respectively. Maximum
inhibition was observed, for the KOS strain at 25 pg/mL. However, at 3.12 ug/mL the %VI
decreased significantly to 29.2% (Fig. 4).

In relation to immunofluorescence, the inhibition in the synthesis of ICP4 protein by
mangiferin was also demonstrated by the decrease of fluorescent cells, showing a %VI of
54.1% and 29.6% for the AR-29 and KOS strains, respectively, at concentration of 12.5
png/mL (Fig. 5).

4.3 The in vivo antiviral activity: Figures 6 and 7 show the effect of mangiferin
against AR-29 strain. Regarding female mice, the same lesion pattern (only vesicles) was
demonstrated for all groups until 2 days post-infection (pi) (Fig. 6). On day 5 pi animals of
the control group and those treated with ACV developed similar skin ulcers. At the same
time, animals treated with FM presented minimization of the lesion evolution, since most of
the animals remained with vesicles. Some animals of control group and treated with ACV
developed zosteriform lesions on day 7 pi. By this time most of the infected and FM-treated
animals were already presenting significant difference (p < 0.05) either by retrieved skin or

with minor lesions.
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Figure 7 shows the same experiment in male mice infected with the AR-29 strain. On
day 5 pi animals of the control group and treated with ACV presented ulcerated lesions and,
in some cases, zosteriform. However, half of the animals treated with FM demonstrated
normal skin and no case of zosteriform lesion was found. From day 7 pi on most of animals
treated with FM showed no indication of visible infection, oppositely to the most of control
group animals, still showing ulcerations. The results demonstrated that male mice treated with
FM presented a significant delay in the development and progression of skin lesions
compared with the control (p < 0.05).

For the control group of females infected with KOS strain, ulcers appeared in all
animals on day 3 pi and on day 7 pi some developed zosteriform lesions. Females treated with
FM followed an evolution similar to that of the control group until day 2 pi, but, from day 7 pi
on, some animals were already with normal skin. However, no statistically significant
difference was observed among these groups (p > 0.05). Comparatively, the females treated
with ACV had a milder evolution of the lesions, because on day 3 pi some still had only
vesicles and on day 5 pi some already presented retrieved skin (Fig. 8).

KOS strain infected males of the control group developed signs of infection
(vesicles) on day 2 pi and on day 5 pi all the animals already presented ulcerated skin,
including zosteriform lesions. From day 6 pi some animals developed progressive zosteriform
lesions, evolving from moderate to severe grade. As in the control group, the group treated
with FM, also presented only vesicles on day 2 pi and on day 5 pi there was predominance of
ulcers, however, without intense lesions. This difference was not statistically significant (p >
0.05). Moreover, the ACV treated group developed ulcers on day 2 pi, but on day 7 pi all
animals showed retrieved skin (Fig. 9).

There was no significant change in the weight of the mice and no animal died during
the experiment at the end of day 10 pi. Concerning animals of the infected and treated with
BF group, in general, mostly evolved with the lesion with only some cases of wound healing.
While the animal group neither submitted to scarification nor infected showed no signs of

toxicity after BF application.

4.3.1 Histological analysis: The thickness of the dermis and epidermis was evaluated
for all animals and briefly, no statistically significant difference was observed between the
group treated with BF formulation only without being scarified and infected and the group
treated with FM (p > 0.05).
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5. Discussion

The proposal to study this compound, as a potential inhibitor of virus replication, is
based upon desirable features. Being a natural compound it would be less prone to side
effects, such as, toxicity. Moreover, the following profile could be shown in the substance
under scrutiny: a) A drug with multistep mechanism of action in the key points of viral
replication; b) A drug with lesser possibility to select resistant strains comparatively to
synthetic ones; ¢) Presenting an uncomplex chemical structure the synthesis of the compound
would be facilitated (Branddo et al., 2017). Therefore, in this study we showed that
mangiferin complied with most of those principles.

The mangiferin showed low cytotoxicity with (CCso > 500 pg/mL) and ICso for AR-
29 strain of 2.9 pug/mL resulting in high selectivity (SI > 172.4). This relatively high SI
indicates that mangiferin exhibits good activity against HSV and can selectively inhibit virus
replication without being significantly toxic to host. This is one of the main features required
for a potential antiviral agent. Our results are similar to those reported by Wang et al. (2011),
who also found low toxicity of mangiferin in C8166, peripheral blood mononuclear cells and
H9 cells when evaluating resistant strains of HIV-1. Extract of Schinus terebinthifolia, an
Anacardiaceae family plant, the same as that of Mangifera indica, presented similar toxicity
in Vero cells as in our experiment with mangiferin (CCso > 500 ug/mL) (Nocchi et al., 2017).

Our results showed that mangiferin inhibited more effectively the AR-29 strain than
the KOS strain, in vitro, and, therefore, it is conceivable to presume a mechanism of action
different to that of ACV. Being ACV an analogue of guanosine it interferes blocking the viral
DNA synthesis in the HSV replication (Bag et al., 2013; Piret and Boivin, 2011), meaning
that ACV does not eliminate virus in latent infection or avoid recurrence. In the present study,
we also found that mangiferin inhibited mainly HSV-1 AR-29 by direct contact with the
virus, as shown by virucidal assay. According to Zhu et al. (2004), being HSV enveloped, the
virucidal effect of mangiferin may be associated with chemical modification or masking
essential envelope proteins. In addition, mangiferin also inhibited the viral adsorption to cell
receptors. Supporting this finding, studies have demonstrated that some substances may
mimic receptors or only accumulate in target cell, hindering virus attachment (Colpitts and
Schang, 2014; Johari et al., 2012; Sametband et al., 2014). Ueda et al. (2013) observed that
not only xanthones but also other polyphenols, such as tannins, interacted with viral proteins,
inducing aggregation and restricting virus adsorption to the cells. In corroboration with these

results, Vazquez-Calvo et al. (2017) analyzed the antiviral properties of the polyphenols and
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also observed that the compounds acted during the early stages of the infection. It is thought
that polyphenols act by associating with the positively charged region of viral glycoprotein
and/or the negatively charged heparan sulfate chains of host cell surfaces, resulting in a
prevention or reduction of viral adsorption (Mendes et al., 2010). Moreover, mangiferin
inhibited the synthesis of ICP4, an immediate early protein required for efficient transcription
of early and late viral genes.

Therefore, the HSV-1 inhibition by mangiferin involves the blockage of early stages
of replication, which precede the step of DNA synthesis, avoiding dissemination of virus in
the host. Thus, it is suggested that, mutations in tk or DNA pol genes, in ACV resistant strain
will not necessarily show cross-resistance with mangiferin. The mangiferin virucidal effect
with high SI might be useful as topical agent to inactive virus or in combination with other
antiviral drugs. This combination may suppress virus replication to undetectable levels and
minimizes the selection of resistance (Prichard et al., 2011). It has been shown that ethanol
extracts of Brazilian propolis moderately alleviated the symptoms of cutaneous herpetic
infection in mice, after their oral administration (Shimizu et al., 2011). Lobelia chinensis
methanolic extracts significantly blocked HSV-1 replication in HelLa cells, and, orally treated
mice had a sustained protection (Kuo et al., 2008). Bidens pilosa extract showed activity
against HSV-1 in vitro and when orally administered in mice was effective against ACV
resistant strains (Nakama et al., 2012). In our study, besides of the antiviral efficacy of
mangiferin in vitro, the compound was extracted, purified and incorporated in a topical
formulation. Cardozo et al. (2013) showed that a sulfated derivative of Agaricus brasiliensis
polysaccharide was not effective as topical treatment model in mice; however, orally
administered formula accelerated HSV lesions healing. Sushanth et al. (2016) studied a
formulation of M. indica fruit powder and honey and showed effective wound healing activity
in mice.

In conclusion, our findings demonstrated that mangiferin exhibited in vitro and in
vivo antiviral activity for HSV-1 AR-29 and KOS strains. It is remarkable the effect of the
compound in AR-29 strain by its potentiality to the control of ACV-resistant infection. One of
the suggested mechanisms for this inhibition is the direct effect that mangiferin exerts on the
viral particle. Furthermore, we develop FM formulation that is in conformity with the
predetermined criteria of pH, spreadability and stability. Our results showed that the topical
application of this formulation attenuated the lesions, postponed their appearance or enhanced
healing compared with the control group. Further investigation should be conducted to

improve our understanding of the effect of mangiferin to control HSV replication.
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Fig. 1. Score of the severity of skin lesions in Balb/c mice. The animals were infected by skin
scarification and inoculation of HSV-1 AR-29 or KOS strains.

0 - no visible lesion 2 - ulceration locally

3 - mild zosteriform lesion 4 - moderate zosteriform lesion 5 - severe zosteriform lesion
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Fig. 2. The effect of the mangiferin in the replication of HSV-1 AR-29 and KOS strains when
added concomitantly to viral infection (time O h), in Vero cells by plaque reduction assay. The
percentage of viral inhibition is expressed as the mean + SD of triplicate independent

experiments.
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Fig. 3. The virucidal effect of the mangiferin on HSV-1 AR-29 and KOS strains in Vero cells
by plaque reduction assay. The percentage of viral inhibition is expressed as the mean + SD of

triplicate independent experiments.

B AR-29 (ACV resistant)
1 KOS (ACV sensitive)
_I_
I’_P‘ T T
3.12

6.25 125 25
Concentrations (ng/mL)

100+

o
s 8 3

Viral Inhibition (%0)

[N
e

<



76

Fig. 4. The effect of the mangiferin in the inhibition of the adsorption of HSV-1 AR-29 and
KOS strains in Vero cells by plaque reduction assay. The percentage of viral inhibition is

expressed as the mean £ SD of triplicate independent experiments.
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Fig. 5. The effect of the mangiferin in the synthesis of HSV-1 AR-29 and KOS strains ICP4
protein by immunofluorescence assay. The compound was added at the time O h of the
infection, at the indicated concentrations (1.56 - 12.5 ug/mL). The percentage of viral
inhibition is expressed as the mean + SD of duplicate independent experiments.
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Fig. 6. The effect of the FM (0.7%; w/w) mangiferin formulation in the development of skin
lesions caused by HSV-1 AR-29 strain, in female Balb/c mice. The animals were infected by
skin scarification and topically treated either with FM or ACV (50 mg/g) 4 h after infection, 5

times a day, for 10 days. Each point represents the mean value of 6 animals per group (+ SD).
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Fig. 7. The effect of the FM (0.7%; w/w) mangiferin formulation on skin lesions caused by
HSV-1 AR-29 strain in male Balb/c mice. The animals were infected by skin scarification and
topically treated either with FM or ACV (50 mg/g) 4 h after infection, 5 times a day, for 10

days. Each point represents the mean value of 6 animals per group (£ SD).
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Fig. 8. The effect of the FM (0.7%; w/w) mangiferin formulation on skin lesions caused by
HSV-1 KOS strain in female Balb/c mice. The animals were infected by skin scarification and
topically treated either with FM or ACV (50 mg/g) 4 h after infection, 5 times a day, for 10

days. Each point represents the mean value of 6 animals per group (£ SD).
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Fig. 9. The effect of the FM (0.7%; w/w) mangiferin formulation on skin lesions caused by
HSV-1 KOS strain in male Balb/c mice. The animals were infected by skin scarification and
topically treated either with FM or ACV (50 mg/g) 4 h after infection, 5 times a day, for 10

days. Each point represents the mean value of 6 animals per group (£ SD).
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4.1.1 PATENTE

RECHENCHOSKI, D. Z.; AGOSTINHO, K. F.; FACCIN-GLHARDI, L. C.; LONNI, A.
A.S. G.; SILVA, J. V. H.; ANDRADE, F. G.; CUNHA, A. P.; RICARDO, N. M. P. S;;
NOZAWA, C.; LINHARES, R.E. C.

Patente Pl BR 10.2018.072702.8. Formulacdo topica contendo mangiferina com
atividade contra o virus herpes simplex tipo 1, cepas sensivel e resistente ao aciclovir e

seu processo de producéo, 2018.

Categoria: Produto. Instituicdo onde foi depositada: INPI — Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Pais: Brasil. Natureza: Patente de Invencdo. NuUmero do registro:
BR102018072708. Numero do depdsito PCT: 2940916180508530. Data de deposito:
05/11/2018. Depositante/Titular: DANIELE ZENDRINI RECHENCHOSKI.
Depositante/Titular: Universidade Estadual de Londrina. Resumo: A presente invencao
refere-se a uma formulacdo de um antiviral topico para o auxilio no controle de
infeccBes pelo virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), cepas sensivel e resistente ao
aciclovir. A formulagdo contém mangiferina, xantona glicosilada, que possui como fonte
priméaria a mangueira (Mangifera indica). Trata-se de uma formulacéo semissélida topica
que deverd ser aplicada cinco vezes por dia durante dez dias e utilizada por pacientes
gue necessitam de uma melhora dos sintomas da infeccdo pelo HSV-1. A formulacao
contendo mangiferina apresentou maior acéo contra a cepa resistente do HSV-1 ao aciclovir,
sendo de grande interesse médico e farmacéutico. Finalmente, a invencdo é importante para o
controle de infecgdo por HSV-1, inclusive nos casos em que a cepa do virus € resistente a
outros medicamentos disponiveis no mercado. Portanto, pode interessar, preferencialmente, as

industrias farmacéuticas, visando a uma melhoria da area da salide humana.
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Highlights

« Sulfated polysaccharides have been reported as potent inhibitors of virus.

* We investigated the anti-HSV effect of SPAp.

« In vitro, high percentages of HSV inhibition were observed.

* In vivo, the groups treated with SPAp showed a milder evolution of the lesions.
» SPAp is a valuable candidate in antiherpetic therapy.
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Abstract

Adenanthera pavonina is a native tree of Africa and Asia, introduced in Brazil for
reforestation and wood industry. Several pharmacological activities have described
scientifically, including antiviral activity. This study evaluated the antiviral effect of sulfated
polysaccharide of Adenanthera pavonina (SPAp) against ACV-resistant (AR-29) and
sensitive (KOS) herpes simplex virus strains. The 50% cytotoxic concentration (CCso) and the
50% inhibitory concentration (ICso) were determined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method and plaque reduction assay, respectively. The in
vivo SPAp antiviral activity was performed in Balb/c mice infected by skin scarification and
treated with topical 0.5% (w/w) SPAp formulations, 4 h after infection, 4 times a day, for 8
days. SPAp showed a CCsp of 47.81 ug/mL and the 1Cso were 0.49 pg/mL (Selectivity index
= 97.5) and 0.54 pg/mL (SI = 88.5) for the strains KOS and AR-29, respectively. Our results
demonstrated that mice treated with SPAp presented a delay in the development and
progression of skin lesions compared with the control group. Therefore, SPAp is a valuable

candidate in antiherpetic therapy.

Keywords: Adenanthera pavonina, Antiviral, Herpes simplex, Polysaccharide.

1. Introduction

Herpes simplex virus (HSV) is a common human pathogen, causal agent of
remarkable diseases in the public health. Acyclovir (ACV) is the drug of choice for the
treatment, nevertheless, for several reasons, drug-resistant HSV strains has emerged.
Therefore, a succedaneum drug has been pursued, preferentially with broad spectrum of
action and, consequently, less prone to select resistant strains [1]. Polysaccharides from
several origin present conspicuous biological activities which can be enhanced by chemical
modifications, such as sulfation [2, 3]. Adenanthera pavonina (Ap) L (family Fabaceae,
subfamily Mimosoideae), popularly known as red-bead tree, carolina, pigeon's eye and
dragon's eye, is a native tree of Africa and Asia, introduced in Brazil for reforestation and
wood industry [4]. In traditional medicine Ap has been used for diarrhea, fever, gout,
rheumatism, ulcers and asthma [5-7]. Triterpenoids, flavonoids, steroids and saponins are the
major secondary metabolites [8, 9]. Pharmacological properties have been reported, such as,

anti-inflammatory, antioxidant, antidiabetic, antihypertensive, anticancer and antimicrobial
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[10-15]. Herein, we aimed to investigate the in vitro and in vivo activity of sulfated
polysaccharide of Ap against the HSV-1 infection.

2. Materials and Methods

2.1. Compound

Ap seeds were harvested at the Pici Campus, UFC, Fortaleza, Brazil, in November
and December 2010, and polysaccharide (PAp) extracted from the endosperms with hot water
(85 °C) [16]. The polysaccharide solution was filtered in 5- um polyester membrane and

lyophilized. The sulfation of Ap polysaccharide (SPAp) was accomplished as previously [17].

2.2. Cells and virus

Vero cells (AGMK epithelial cells, ATCC CCL-81) grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (*Invitrogen - Gibco, USA) were used throughout. The cultures
were supplemented with 10% fetal bovine serum (*), 2 mM glutamine (**Sigma Chem. Co.,
USA) and treated with 100 pg/mL streptomycin (Gibco BRL, USA), 100 IU/mL penicillin
(Novafarma Ind. Farm., BR) and 2.5 pg/mL of amphotericin B (Meizler Biopharma S/A, BR).
The ACV-sensitive (KOS) and -resistant (AR-29) HSV-1 strains were kindly supplied by the
LITDFC/DBS/UEM, BR. The virus stock titer was worked out by plaque assay and stored at
-20 °C in glycerol.

2.3. Cytotoxicity assay

The SPAp cytotoxicity was determined by MTT assay, according to manufacturer’s
recommendations (). Briefly, cultured Vero cells, in 96-well microplates (Nunc A/S,
Denmark), were exposed to various concentrations of the compound (0.95 pg/mL to
2000 pg/mL) in triplicate. After 72 h, each dilution was added of 10 uL of MTT, incubated for
3h, solubilized with 90 uL solubilizing solution and OD read at 570 and 690 nm. The
percentage of cell viability (% CV) was calculated by the formula % CV = (At/Ac) x 100,
where At and Ac refer to the OD of SPAp and control, respectively. The 50% cytotoxic
concentration (CCsp) is the concentration of the SPAp capable to reduce MTT product OD by

50% by linear regression analysis [18].
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2.4. The in vitro antiviral activity

The in vitro antiviral activity was performed as in Espada et al. [19] and briefly, cells
were treated with varying concentrations of SPAp (0.18 - 3 pug/mL). Infection with KOS or
AR-29 strain (10° PFU/mL) was performed simultaneously to treatment (time 0 h). After 72 h
incubation cells were fixed with 20% formaldehyde in PBS and stained with 0.5% crystal
violet in 20% ethanol. The viral inhibition was calculated by: % VI = [1 — (PFU in treated
cells/PFU in virus control)] x 100 [20]. The 50% inhibitory concentration (ICso) is the
concentration of the compound capable to reduce PFU in 50%, by linear regression. The

selectivity index (SI) is the ratio of CCso/ICsp.

2.5. Formulations

O/W emulsion was prepared by the phase-inversion method as in Ribeiro [21], using
cetearyl alcohol, ceteareth-20, glyceryl stearate, mineral oil and caprylic/capric triglycerides,
dispersed in the oil phase and glycerin and methylparaben, dispersed in distilled water until
complete 100 mL. The oil and aqueous phases were heated separately to 75 + 2 °C. The oil
phase was slowly added to the aqueous phase with stirring until 40 °C, forming the base
cream and 0.5% (w/w) SPAp dispersed in propylene glycol was added to the emulsion at 25
°C.

The gel was prepared using glycerin and methylparaben in distilled water until 100
mL and heating at 75 °C. Under stirring, hydroxyethylcellulose was sprayed until the
formation of gel. When the temperature reached 40 °C, cyclomethicone was added, forming
the base gel. Finally, 0.5% (w/w) SPAp dispersed in propylene glycol was added to the
formulation.

Commercially available ACV cream (50 mg/g - Medley Pharm. Ltd, BR) was used

as positive control.

2.6. The in vivo antiviral activity

Male Balb/c mice (5 weeks old; weight 22-27 g; n = 6 per group) were supplied by
UEM and the experiment was approved by the UEL Animal Ethics Committee (CEUA n°
24414.2015.49). The animals were randomly separated into nine groups I to IX. The right mid
flank was depilated, under anesthesia, and one day later, the skin was scarified with sterile
needle and 50 pL of HSV-1 (KOS or AR-29 strain - at 10° PFU/mL) were applied. The mice
were submitted to procedures according to the group, as follows: (I) animals scarified, not

infected and not treated; (11) animals not scarified, not infected and treated with base gel; (I11)
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animals not scarified, not infected and treated with base cream; (I\V) control group — mice
scarified, infected and not treated; (V) animals scarified, infected and treated with base gel,
(V1) animals scarified, infected and treated with base cream; (VII) animals scarified, infected
and treated with 0.5% (w/w) SPAp gel; (VIII) animals scarified, infected and treated with
0.5% (w/w) SPAp cream; (1X) animals scarified, infected and treated with ACV. Formulations
containing SPAp or ACV were administered topically 4 h after infection, 4 times a day for 8
successive days, except at night. The skin lesions were daily scored, as follows: 0 - no lesion;
1 - vesicles in local region; 2 - erosion and/or ulceration locally; 3 - mild zosteriform lesion; 4

- moderate zosteriform lesion; 5 - severe zosteriform lesion and 6 — death [22-24].

2.7. Statistical analysis

Anova followed by Tukey’s test were applied to determine the difference among
experiments with the SPAp and control group. Values of p < 0.05 were considered significant.
GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., CA, USA) was used throughout.

3. Results

SPAp showed a CCsg of 47.81 ng/mL and the in vitro SPAp antiviral activity for KOS
and AR-29 strains is shown in Fig. 1. In the treatment simultaneously with infection (time 0
h), with SPAp at concentrations of 3, 1.5 and 0.75 pg/mL, it is shown the percentages of viral
inhibition (%V1) of 100%, 88.7% and 70% respectively, for the KOS strain. Similar values
were found for AR-29 strain, at the same concentrations, with %VI of 97.8%, 85.7% and
50.7%, respectively. The ICso were 0.49 ug/mL (SI = 97.5) and 0.54 pug/mL (SI = 88.5) for
the strains KOS and AR-29, respectively.

Regarding the in vivo SPAp activity, mice infected with the KOS strain treated with
0.5% (w/w) SPAp gel or cream followed an evolution similar to that of the control group until
day 3 post-infection (pi). However, on day 4 pi, in the control group all animals showed
ulcerated skin and some developed a mild zosteriform lesion. While most of the animals
treated with the cream had only vesicles and for those treated with gel half had only vesicles
and half had skin ulcerated, but without zosteriform lesions. On day 8 pi, there was a
predominance of moderate to severe zosteriform lesions in the control group. The groups
treated with 0.5% (w/w) SPAp gel or cream showed a milder evolution of the lesions.
Comparatively, mice treated with ACV had a milder evolution of the lesions, because on day

7 pi all animals showed retrieved skin (Fig. 2).
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Concerning mice infected with the strain AR-29, controls and groups treated with
0.5% (w/w) SPAp gel or cream presented only vesicles on day 2 pi. On day 3 pi, all mice
treated with the gel had ulcers, as well as, those of the control group, however, some animals
treated with the cream still had vesicles. On day 8 pi, most of the mice in the control group
had moderate to severe zosteriform lesions, with one death. While for the group treated with
the gel, most of the lesions were mild zosteriform and most of the mice treated with the cream
still had only focal ulceration (Fig. 3).

4. Discussion

Sulfated polysaccharides have been reported as potent inhibitors of virus. They
present a high density of negative charge, mimicking the cell receptor heparan sulfate (HS).
Therefore, able to interact with the positively charged viral glycoproteins, blocking
attachment of virus to cell [2].

Fucoidans derived from marine brown alga Padina tetrastromatica exhibited potent
antiherpetic activity, inhibiting the virus adsorption to the cell [25]. In the study of Wang et
al. [26] a fucoidan, isolated from brown algae Kjellmaniella crassifolia, showed in vitro
activity against influenza A virus. Moreover, the intranasal therapy with fucoidan in
infected mice improved their survival and significantly decreased the pulmonary virus
titers. Tsubara et al. [27] observed that recurrent oral herpes labialis in two patients was
successfully treated with power fucoidan cream, improving the time to healing and time to
loss of discomfort.

However, the biological properties of sulfated polysaccharides are also associated to
structural characteristics, such as sulfation degree, molecular weight and specific positioning
of the sulfate groups [2]. Sulfated xylogalactofucan and alginic acid, extracted from a marine
alga Laminaria angustata, potently inhibited the infectivity of HSV and the content of sulfate
groups enhances the inhibition [28]. Cooper et al. [29] reported that the ingestion of a
preparation of Undaria pinnatifida, enriched in sulfated polyanions, such as galactofucan, has
inhibitory effects on reactivation of HSV and increased healing rates in patients with active
infections. Lopes et al. [30] evaluated the antiherpetic activity of seven polysaccharides from
green algae Enteromorpha compressa. They demonstrated that the antiviral activity of ulvan
significantly increased after chemical derivatization. Corroborating with these results, Tang et
al. [31] also demonstrated that sulfated depolymerized carageenans were more effective
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against influenza A virus than native carrageenan, proposing that the antiviral activity of
carrageenan could be potentiated by its sulfate content and molecular weight.

Yamamoto et al. [32] evaluated a polysaccharide obtained from Agaricus brasiliensis
and its derivatives sulfated and carboxymethylated, among which only the sulfated form
demonstrated stronger inhibition for both HSV-1 and BoHV-1 replication, when the cells
were treated simultaneously to infection. Moreover, in this study, they also observed that of
three polysaccharide fractions, the one that had more B-glucan, demonstrated greater antiviral
effect. Similar findings were described by Cardozo et al. [33], since they reported that the
glucomannan polysaccharide, isolated from the mycelium of same basidiomycete and sulfated
chemically, presented a promising inhibitory activity against HSV-1, with selectivity indexes
higher than 439 and 208, for KOS and AR-29 strains, respectively. Posteriorly, the in vivo
potential of glucomannan was demonstrated for the oral treatment of cutaneous herpes.
However, its topical application on skin lesions was also not effective [34].

Sulfated galactomannans from plants of Caatinga biome, including Adenanthera
pavonina, may act early step of dengue virus 2, according to Marques et al. [35]. Previous
studies also investigated the antiviral activity of same A. pavonina polysaccharide and its
sulfated derivative against poliovirus and HSV-1 [18, 36]. The SPAp, in the study of Godoi et
al. [36] showed antiviral effect almost 50 times higher than that native. They also found a
CCso for SPAp of 500 pg/mL, differing of the value found in our study (47.81 pg/mL),
justifiable difference, since the cell lines used were different, HEp-2 cells in the first and Vero
in the second. Regarding the ICso, they found a value of 15 pug/mL, but the virus used was
isolated from a clinical sample, already in our work we used standard strains sensitive or
resistant to ACV. The previous study by Godoi et al. [36] was important to detect the
promising in vitro antiviral activity of this polysaccharide, that demonstrated maximum HSV-
1 inhibition between the times 8 and 16 h, period approximately coincident with the
expression of early and late genes genes.

Based on the study of Melo et al. [37] that a galactomannan extracted from A.
pavonina presented favorable properties for its use in pharmaceutical formulations, and
knowing the in vitro mechanism of action of SPAp, we decided to incorporate it into
formulations and test it in vivo assays.

In summary, our results demonstrated that male mice treated with SPAp presented a
delay in the development and progression of skin lesions compared with the control group,
demonstrating that it is a valuable candidate in antiherpetic therapy.
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Fig. 1 The effect of the SPAp in the replication of HSV-1 strains KOS and AR-29 when added
concomitantly to viral infection (time O h), in Vero cells by plaque reduction assay. The

percentage of viral inhibition is expressed as the mean = SD of triplicate independent

experiments.
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Fig. 2. The effect of 0.5% (w/w) SPAp gel and cream on skin lesions caused by HSV-1 KOS
strain in Balb/c mice. The animals were infected by skin scarification and topically treated, 4
h after infection, 4 times a day, for 8 days. Each point represents the mean score values of 6

animals per group (£ SD).
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Fig. 3. The effect of 0.5% (w/w) of SPAp gel and cream on skin lesions caused by HSV-1
AR-29 strain in Balb/c mice. The animals were infected by skin scarification and topically
treated, 4 h after infection, 4 times a day, for 8 days. Each point represents the mean value of

6 animals per group (£ SD).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, investigamos a atividade anti-herpética de dois compostos originados
de plantas, a mangiferina, proveniente de residuos das cascas, caule e folhas da mangueira
(Mangifera indica) e o polissacarideo do endosperma da semente de Adenanthera pavonina,
quimicamente sulfatado. O cenario atual, caracterizado pela emergéncia de cepas de HSV
resistentes ao ACV € o que nos impulsiona a buscar novas op¢oes de tratamento.

Estas substancias ndo apresentaram toxicicidade elevada em células Vero e
demonstraram atividade antiviral em baixas concentracdes, gerando 6timos indices de
seletividade, o que possibilitaria um tratamento seguro e efetivo.

Diante desta atividade antiviral, in vitro, promissora, foram desenvolvidas
formulacBes tdpicas contendo esses dois ativos para serem testadas, in vivo. Ambas as
formulacgdes quando aplicadas nos animais atrasaram o desenvolvimento e a progressdo das
lesBes de pele em comparag&o ao grupo controle. Enfase deve ser dada a formulagio contendo
mangiferina, que inibiu de forma significativa a cepa resistente ao aciclovir, demonstrando a
sua potencialidade no controle destas infecces (nimero do registro da patente:
BR102018072708). Estudos mais aprofundados poderiam ser executados com o intuito de
utilizar essas substéncias como opc¢oOes terapéuticas ou de controle das infec¢des por HSV.



