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Apresentagao

Prezado leitor,

Essa dissertacdo sera apresentada no formato de artigo cientifico. A primeira
parte € constituida por uma revisdo bibliografica dos aspectos epidemioldgicos e
imunopatoldgicos dos Herpes Simples Virus. Na segunda parte foi adicionado o
manuscrito Anti-herpetic activity evaluation of Salvia uliginosa exudate and Icetexone
diterpene, conforme normas estruturais da revista cientifica JOURNAL OF APPLIED
PHARMACOGNOSY AND PHYTOCHEMISTRY (normas no link abaixo). A terceira
parte € constituida pela discussdo com informagfes adicionais, ndo apresentadas no

artigo, e concluséo final.

Link para normas da Revista JOURNAL OF APPLIED PHARMACOGNOSY AND
PHYTOCHEMISTRY:

https://www.joapponline.com/index.php/joapp/about/submissions



Resumo

Herpes Simples Virus-2 (HSV-2) é um virus dermatotropico. Estudos recentes indicam
gue a porcentagem de individuos infectados pelo HSV-2 no Brasil € em média 11,3%
e estima-se que cerca de 90% da populacdo mundial possui sorologia positiva por um
ou ambos os virus. O HSV-2 também é uma infec¢cdo sexualmente transmissivel que
ocasiona sérios problemas em individuos com sistema imunoldgico debilitado ou sob
tratamento imunossupressor, ou ainda quando € transmitido durante o parto. Os
antivirais ja existentes para o tratamento ndo atuam na laténcia do virus e ja existem
cepas resistentes ao aciclovir, principal farmaco utilizado. Tratamentos com derivados
de plantas tém apresentado eficacia contra o herpes, em modelos in vitro e in vivo.
Algumas espécies de Salvia ja foram estudadas frente a virus e outros
microrganismos. Analises publicadas pelo nosso grupo demonstraram que Salvia
uliginosa apresenta uma atividade significativa frente a Leishmania amazonensis, um
parasita intracelular responsavel por causar leishmaniose. Assim, o objetivo desse
trabalho foi verificar o possivel efeito anti-herpético de Salvia uliginosa frente ao HSV-
2 in vitro. Salvia uliginosa foi coletada e identificada por um botanico. O exsudato da
planta e o composto majoritario, o diterpeno icetexona (ICT), foram obtidos no
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. A ICT foi isolada no mesmo laboratorio, por cromatografia em
coluna de gel de silica. A técnica de MTT foi utilizada na linhagem celular VERO para
a analise da citotoxicidade dos extratos e composto isolado, determinando os valores
de ICso e CCso. O efeito virucida das amostras no HSV-2 foi avaliado por ensaio de
placa. Os resultados indicaram que o exsudato de S. uliginosa possui atividade anti-
herpética in vitro, com CCso de 193,5ug/mL, embora a ICT ndo. Sdo necessarios
experimentos adicionais in vitro para elucidar o mecanismo de agéo, e in vivo para

testar a hipdtese anti-herpética da Salvia uliginosa no hospedeiro infectado.

Palavras-chaves: Herpes genital. Antiviral. Salvia. Citotoxicidade.



Abstract

Herpes Simplex Virus-2 (HSV-2) is a dermotropic virus. Recent studies indicate that
the percentage of HSV-2 infections in Brazil averages 11.3%, and it is estimated that
about 90% of the world's population has positive serology for one or both viruses. HSV-
2 is a sexually transmitted infection that leads to serious problems in individuals with a
weakened immune system or undergoing immunosuppressive treatment.
Furthermore, primo-infection or recurrence infections present a high risk of
transmission from mother to child during delivery. The existing antiviral treatments are
not effective during the latency phase and some strains are already resistant to the
primarily used drug acyclovir. Therapies with plant derivatives have proven to be
effective in the treatment of herpes. Some species of Salvia have already been studied
and demonstrated efficacy against viruses and other microorganisms. Analyses
published by our group demonstrated that Salvia uliginosa exhibits significant activity
against Leishmania amazonensis, an intracellular parasite responsible for causing
Leishmaniasis. Our objective was to evaluate and characterize the possible anti-
herpetic effect of Salvia uliginosa against HSV-2 in vitro. Salvia uliginosa was collected
and identified by a botanist. The plant exudate and the major compound, the diterpene
icetexone (ICT), were obtained in the Pharmacognosy Laboratory of the Federal
University of Rio Grande do Sul. The ICT was isolated in the same laboratory by
column chromatography in silica gel. The MTT technigue was used on the VERO cell
line to analyze the cytotoxicity of the extracts and isolated compound, determining the
ICs0 and CCso values. A plaque assay was used to evaluate the virucidal effect of the
plant exudate and ICT on HSV-2. The results indicated that the exudate of S. uliginosa
has anti-herpetic activity, with CCso of 193,5ug/mL, although ICT doesn’t. Additional
experiments are needed in vitro to elucidate the mechanism of action, and in vivo to

test the antiherpetic hypothesis of Salvia uliginosa in the infected host.

Keywords: Genital herpes. Antiviral. Salvia. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os Virus Herpes Simples (HSV), HSV-1 e o HSV-2, pertencem a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e do género Simplexvirus. A prevaléncia
das infec¢Bes causadas por HSV-1 é cerca de 60% a 80% na populacdo mundial,
variando conforme alguns fatores como a idade, etnia, localizacdo geogréafica e
situacao socioeconémica da populacéo estudada (1,2). De acordo com Xu et al., cerca
de 90% da populacdo mundial possui sorologia positiva para um ou ambos 0s virus.
Apos a primo-infeccéo, o HSV permanece em estado de laténcia, sendo reativado em
situacbes como estresse, exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), imunodepressao
entre outras (3,4). Clemens e Fahart em 2010 mostraram que a taxa de infeccao pelo
HSV-2 no Brasil é em média 11,3%, e em 2013 uma pesquisa realizada na Fundacéo
Universidade de Rio Grande (FURG) mostrou que de 158 mulheres que haviam
recebido assisténcia na Unidade Bésica de Saude e 144 que foram atendidas na
FURG, a prevaléncia de HSV-2 nestes grupos foi de 10,8 e 20,8%, respectivamente
(5,6). O HSV-2 é uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) bastante comum, e
apresenta alto risco de infeccdo da mée para o filho durante o nascimento, além de
aumentar o risco da infeccéao pelo HIV (3,7).

Atualmente, ndo existe nenhuma vacina disponivel para prevencdo dos HSVs. Os
antivirais ja existentes para o tratamento, como o aciclovir e panciclovir, ndo atuam na
laténcia do virus e muitas vezes acabam sendo ineficazes em pacientes que possuem
imunodepressdo e nos quais o virus desenvolve resisténcia ao farmaco (8). Na
literatura encontra-se que o uso continuo de aciclovir, além de poder resultar na
resisténcia, pode causar problemas renais. Os medicamentos tépicos como o
ganciclovir sdo alternativas, mas mostram baixo tempo de retencéo na clrnea e na
mucosa vaginal, demandando que o paciente reaplique diversas vezes o produto (9).

Salvia é o género de plantas da familia Lamiaceae mais abundante, com mais de
900 espécies. Muitas espécies de Salvia ja foram estudadas, inUmeras dessas
demonstraram atividade antimicrobiana, incluindo a antiviral (10). No caso de HSV-1
e HSV-2, Nolkemper et al. analisaram o efeito da Salvia officinalis L. contra esses dois
virus in vivo. Eles adicionaram os extratos aquosos durante o periodo de adsor¢éo do
virus, e observaram que o numero de unidades de formacé&o de placas diminuiu em

ambos os virus (11). J& em 2016, Cagno et al., publicaram o efeito antiviral do dleo
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essencial de Salvia desoleana Atzei & V. Picci frente ao HSV-2, ocorrendo uma
supressao significativa da replicacdo HSV-2 (8).

Diante disso, é de grande importancia o desenvolvimento de novas alternativas de
tratamento aos HSVs, principalmente aqueles baseados em produtos de origem
vegetal, que podem apresentar baixa toxicidade e custo para uso da populacao.
Assim, no presente trabalho foi avaliado o efeito antiviral do exsudato da espécie
Salvia uliginosa e da icetexona, composto majoritério, frente ao HSV-2, utilizando

modelo in vitro.
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2 HSV-2

A infeccéo por HSV-2 apresenta transmissdo comunitaria, assim como também é
uma IST, sendo normalmente associada a lesdes genitais ou orais, além de uma maior
susceptibilidade para contrair outras infec¢cdes, como o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e o papiloma virus humano (HPV) (9,12). O individuo infectado pode
sentir ardor, prurido e formigamento antes das erupcfes na pele, esses sintomas
aparecem em meédia 4 a 7 dias ap0s o contato, ou na reativacédo (13).

O tropismo do HSV-2 &, inicialmente, células epiteliais e, posteriormente, 0s
neurénios, entretanto, de forma nado preferencial, também podendo infectar outros
tipos celulares, como fibroblastos e linfocitos. A presenca dos virions no citoplasma
induz uma fusdo e integracdo entre células vizinhas e adjacentes, que formam
estruturas multinucleadas gigantes, caracteristica da analise citopatoldgica,
danificando-as e fazendo com que formem "abscessos" preenchidos com debris
celulares, células inflamatorias e virions (14).

O HSV-2 é um virus envelopado, de DNA fita dupla, que € protegido por um
capsideo icosaédrico, envolto pelo tegumento. O genoma € dividido em dois
segmentos conectados covalentes, chamados longos (L) e curtos (S), ambos contém
sequéncias Unicas (UL e Us respectivamente), o mais externo possui um envelope
lipoproteico proveniente das membranas plasmaticas das células infectadas,
glicoproteinas virais (g), diversas proteinas nédo glicosiladas, lipidios e poliaminas
(Figura 1) (15,16).
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Glicoproteinas
Envelope

dsDNA
Capsideo

Tegumento

Figura 1 - Representacdo esquematica do virion do HSV-2.
O material genético é uma dupla fita de DNA (dsDNA, que é revestida por
nucleocapsideo e tegumento, na parte externa esta o envelope viral que ancora
glicoproteinas do virus. Fonte: (16) Criado com https://biorender.com

As funcdes de ligacdo do receptor de entrada e fusdo de membranas sédo
realizadas pelas glicoproteinas virais multifuncionais. A ligacdo a um receptor de
entrada aciona alteracdes conformacionais nas glicoproteinas (g) que sinalizam a
proteina de fusdo gB para fazer a fusdo na membrana (12). Inicialmente, a gB adere
ao sulfato do heparano, seguido da adsorcdo de gD, gH e gL com o mediador de
entrada do virus (HVEM), nectina 1, nectina 2 e 3-O proteoglicano sulfato de heparano
(HSPG) resultando em mudancas conformacionais, que permitem a fusdo da

membrana (Figura 2).


https://biorender.com/
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gC

| Sulfato de heparana

HVEM/Nectinas &
Meio extracelular Sulfato de Heparana

Citoplasma

Figura 2 - Mecanismo de adsorcao e penetragao dos HSV.

Fonte: (4) Criado com https://biorender.com

No citoplasma, complexos de proteinas virais utilizam a tubulina para transferir o
nucleocapsideo ao ndcleo, que se liga ao poro nuclear e libera o seu genoma, nesse
momento ocorre a reorganizacao do nucleo, aumentando o tamanho, rompimento do
o nucléolo e condensacao da cromatina (17,18).

A transcricdo das proteinas virais ocorre de forma sequencial, sendo transcritos 0os
genes imediatamente iniciais (alfa), apds os iniciais ou de (beta) e por Gltimo os tardios
(gama) (Figura 3). A proteina viral (VP) 16 se liga aos fatores de transcricao celular
host cell factor 1 (HCF-1) e octamero 1 (OCT-1) e penetra no ndcleo, produzindo seis
proteinas: Infected cell protein (ICP)0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e US1.5. Esses
genes estao relacionados com a reorganizagéo dos processos celulares, beneficiando
a replicacéo viral (3,18). As proteinas formadas pelos RNAm ICP4, ICPO e ICP27
ativam a expressao dos genes virais durante. Quando as proteinas alfa j4 estéo
acumuladas elas retornam ao nucleo e ativam a transcricdo e traducdo dos genes
beta, quando os niveis de proteinas beta sdo suficientes, ocorre a replicagdo do DNA
viral, sendo elas importantes para a sintese de novas moléculas de DNA e regulagéo
de genes correlacionados com sua expressao completa (13).

A expressao dos genes tardios/gama ocorre depois da sintese de DNA viral, sendo
responsaveis por formar as proteinas estruturais do virion, como as proteinas do

tegumento, capsideo e espiculas glicoproteicas (Figura 3) (3).


https://biorender.com/
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Figura 3 - Ciclo litico da replicacdo do HSV em uma célula.

Os estagios de infeccdo: (1) Ligacdo ao receptor e fusdo com a membrana; (2)
Liberacdo do nucleocapsideo viral no citoplasma celular e transporte do
nucleocapsideo ao poro nuclear; (3) Liberacao do nucleocapsideo viral no citoplasma
celular e transporte do nucleocapsideo ao poro nuclear; (3) Liberagdo do DNA viral
dentro do nucleo; (4) Transcrigdo e traducéo dos genes a e B3; (5) Sintese do DNA
viral; (6) Transcricdo e tradugdo dos genes y; (7) montagem do capsideo e
empacotamento do DNA (8) saida da progénie viral. Fonte: (15) Criado com

https://biorender.com

No inicio da infeccéo, o virion penetra nas termina¢des nervosas, é transportado
pelo axdnio para os neurdnios do ganglio sensorial onde ocorre a laténcia. Durante a
laténcia, todos os genes que codificam proteinas estruturais e liticas estéo reprimidos,
de forma que ndo h& producdo de particulas virais. Nesse mecanismo o DNA viral

migra para o nucleo dos neurdnios, fica circularizado na forma de epissoma (molécula
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de DNA capaz de se replicar autonomamente no citoplasma da célula hospedeira) que
fica associado as histonas por interacdes quimicas, quando ocorre alguma alteracéo
fisiologica resultante de estresse, exposicao a radiacao ultravioleta, menstruacao ou
mesmo uso de alguma substancia que altere o padrdo de metilacdo da histona, o
epissoma se desprende e inicia a transcricdo de genes iniciais, primarios e tardios. A
partir disso, o virion é formado e um novo ciclo se inicia, esse € liberado do nervo,
sem destrui-lo, e faz o caminho anterégrado pelas células adjacentes até a regido da
primo-infeccdo (Figura 4) (3,16).

#. Sl
§ %‘ # Neurdnio sensorial DNA viral

Figura 4 - Laténcia do HSV-2.

Apo6s a infeccdo nas células da mucosa ou epiderme, o0s virus penetram pelas
terminacbes nervosas e sao transportados pelos axoénios, sentido retrégrado ao
estimulo nervoso, para os neurénios do ganglio sensorial. O DNA viral é encontrado
no ndcleo de alguns neurdnios até que sinais de reativacdo sejam recebidos e ele
retorne ao sitio inicial de infeccdo, causando a reativacdo da doenca. Durante a
laténcia o DNA viral ndo esta completamente silenciado, alguns RNAs denominados
LAT, que promovem a laténcia, podem ser encontrados nessas células. LAT =
transcritos associados a laténcia. Fonte: (3) Criado com https://biorender.com

Existem trés classes de medicamentos aprovados para o tratamento de infec¢des
por HSV e todas elas inibem a replicacdo viral: andlogos de guanosina aciclica,
analogos aciclicos de nucleotideos e analogo de pirofosfato. O aciclovir (ACV), um é
analogo de nucleotideo que é fosforilado em derivado de monofosfato dentro das
células infectadas pela timidina quinase (TK), e depois em trifosfato pelas enzimas
celulares. O trifosfato de ACV interfere a replicacdo do DNA viral, resultando na
terminacdo da replicacdo. A resisténcia do virus ao farmaco em pacientes
imunocomprometidos se deve principalmente pela utilizacdo a longo prazo que pode
induzir a selec&o de cepas resistentes ao farmaco. Existe uma baixa prevaléncia (de
0,1% a 0,6%) de resisténcia tanto do HSV -1 e HSV-2 ao ACV, relatada em pacientes


https://biorender.com/

20

imunocompetentes, todavia a resisténcia dos HSVs ao ACV é mais comum em
pacientes imunocomprometidos variando entre e varia de 3,5% a 10% dos casos
(29).

2.1 Resposta Imune ao HSV-2

O HSV-2 infecta indmeras células do organismo, inclusive as do sistema
imunoldgico, o que resulta na modulacéo da resposta favoravel a replicagéo viral (20).
Quando o virus entra na célula o DNA viral é reconhecido pelo toll like receptor (TLRS)
9, receptor intracelular, o que leva a ativacdo de uma cascata de fosforilagdo
intracelular e a translocacéo nuclear de fatores de transcricdo. O resultado desse
processo é a expressdo de citocinas inflamatérias e interferons (IFN) do tipo | (alfa e
beta), a producédo do estado antiviral, a maturacéo de células dendriticas (DC) e a
ativacdo de linfocitos TCD8 e células NK. As DCs também utilizam TLRs para o
reconhecimento de patdégenos, fagocitam e apresentam antigenos pelas proteina
MHC classe | (via citosolica) e classe Il (via endocitica) para linfocitos T CD8 ou T CD4
virgens, respectivamente, nos linfonodos (21,22). O reconhecimento de antigenos
leva a sinalizacdo de conversao da ativacao do Tank binding kinase 1 (TBK-1), do
Inibidor de NFkB epsilon (IKKe) e a ativacdo dessas quinases leva a ativacao do fator
regulador 3 do IFN (IRF-3) um fator de transcricdo que € importante para a expressao
de IFN tipo | (23).

O controle da infeccdo por HSV-2 nao tem sucesso na imunidade inata. Quando
as DCs ou macréfagos que fagocitaram o virus apresentam antigenos virais aos
linfécitos T, ocorre a secrecdo de interleucina-12 (IL-12) e esse linfécito auxiliar
diferencia-se no subtipo Thl, que secreta IFN-y. O IFN-y também induz a troca de
subclasse para a IgG1 e/ou 1gG3, subclasses de anticorpos com funcbes efetoras
antivirais. Os linfocitos Thlsecretam a citocina IL-2, que promove a proliferacdo deles
mesmos e de outros linfocitos. As células B produzem IgG e IgA, que neutralizam
particulas de HSV-2 assim como opsonizam antigenos livres (24).

No que tange o término da resposta, as células T reguladoras liberam citocinas IL-
10, IL-14 e TGF-B, e induzem a expressao de Fas/FasL (CD95) que levam a apoptose
das células infectadas. Contudo, estudos mostraram que o HSV-2 consegue prevenir
a apoptose semelhante ao modo do HSV-1, a proteina quinase viral US3 e o

ribonucleotideo redutase participam nesse processo que blogueia o processo de
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apoptose. A proteina ICP10PK encontrada no HSV-2 atua no estabelecimento da
laténcia viral e reativacdo, inibindo a ativacdo da caspase-3 pela habilidade de ativar
Ras (25). Por fim, a laténcia é estabelecida no nervo mais proximo e os linfocitos T
CD8 e TCD4 ficam justapostos ao nervo regulando imunologicamente o retorno ou

ndo do virus ao sitio da lesao.
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3 GENERO SALVIA

Algumas espécies da familia Lamiaceae e do género Salvia sdo conhecidas por
apresentarem efeito antiviral. Entre elas, Salvia officinalis, uma planta utilizada na
medicina popular contra dor de garganta e infeccdes das membranas mucosas orais,
foi bastante explorada quanto aos seus efeitos antivirais (26—28). InUmeras acfes
biolégicas ja foram observadas com extratos de diferentes espécies de Salvia, como
ante epilepsia, alivio de sintomas de resfriados, tratamento de bronquite e até mesmo
a tuberculose. Essas acbOes se relacionam com as atividades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatodrias, antidiabéticas, antitumorais, anticanceres e
antivirais (29). Entretanto, o uso de plantas medicinais podem apresentar reacoes
adversas (30). No caso de S. officinalis foi observado que o consumo néo induz efeitos
colaterais severos, apenas 0 uso prolongado ou até uma overdose pode levar a
salivagédo excessiva, taquicardia, vertigens entre outros sintomas (6).

Salvia uliginosa Benth. (Figura 5) € uma planta nativa da América do Sul, é
encontrada, principalmente no Brasil, regido nordeste da Argentina e Uruguai (31,32).
Essa planta caracteriza-se como uma espécie ainda pouco estudada, principalmente
guanto ao seu possivel efeito antiviral. Na medicina popular é utilizada por suas
propriedades carminativas (recurso terapéutico usado para reducdo de gases
intestinais), tdnica e estimulante (33). Em 2019, Cezarotto et al., apresentaram a acao
leishmanicida e efeito antiquimotatico dos diterpenos icetexona (ICT) e isoicetexona
(IsolCT). Os autores observaram o potencial anti-inflamatério, que reside
principalmente nos produtos isolados ICT e IsoIlCT, os quais inibiram totalmente a
migracdo de neutréfilos polimorfonucleares (PMNs), além do aumento da acao
leshmanicida de macro6fagos, in vitro. Esses compostos também provocaram a morte
da forma promastigota da L. amazonenses de maneira dose-dependente e induziram
a fragmentacdo do DNA indicando a perda da integridade da membrana — sugerindo

morte celular por necrose (10).
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Figura 5 - Planta Salvia uliginosa.
Flores azuladas e glandulas de cor laranja onde se acumulam diterpenos. Fonte:
(32)

3.1 Atividade Antiviral de espécies de Salvia

Salvia spp. demonstrou efeitos antivirais positivos frente a diferentes virus, tais
como: Influenza, HIV-1, HSV-1 e 2, HIV, Sars-CoV-2, Hepatite B, entre outros (11,33-
36). Em 2023 foi publicado um estudo computacional e experimental com o acido
salviandlico A no modelo de infeccao por Enterovirus 71 (EV71), responsavel pela
forma mais exacerbada e letal da doenca Mao-pé-boca. O acido salviandlico A é
polifendlico e foi isolado a partir de Salvia miltiorrhiza Bunge, apresentando efeito
inibitorio frente ao virus EV71 de maneira dose-dependente. Os resultados indicam
gue a atividade antiviral € maior que a de outros polifendis naturais reportados. O
modo de acao proposto é através do ancoramento do acido na proteina E71, que faz
parte da triade enzimética catalitica, que induz a H40 a se afastar do centro catalitico,
diminuindo a eficacia da proteina viral 3C, envolvida na hidrélise de todas as 7
proteinas ndo-estruturais do EV71 e na supressdo da sinalizagdo do receptor RIG-I
(37).
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O acido litospérmico, um polifenol isolado das raizes de Salvia miltiorrhiza,
apresentou atividade frente ao virus da Hepatite B, inibindo a replicacdo de DNA em
células e camundongos C57BL-6 de uma maneira dose e tempo-dependente (36). O
acido litospérmico aumentou a expressdo da proteina LC3-Il, utilizada para o
monitoramento da autofagia (38), niumero de autolisossomos/autofagossomos. Os
pesquisadores confirmaram a a¢ao do acido na proteina LC3 in vitro com o knockdown
dos genes relacionados a autofagia, e a administracdo in vivo do 3-methyladenine, um
inibidor de autofagia, que apresentou a desativacédo da eficacia do efeito inibitério do
acido na replicagdo do DNA do virus.

A partir das raizes de Salvia miltiorrhiza foram isolados compostos de tansinonas
(39), incluindo 7 compostos lipofilicos como quinolonas diterpeno e fendis hidrofilicos
como o acido salvianolico B. Foi analisada a atividade antiviral frente as cisteino
proteases (3CLpro e PLpro) do SARS-CoV-2, todos apresentaram-se como inibidoras
tempo-dependente do PLpro. A analise do mecanismo cinético mostrou que todas as
tansinonas exceto o composto rosmariquinona foram identificadas como inibidoras da
isomerizacdo enzimatica ndo competitiva, rosmariguenona apresentou um
mecanismo cinético diferente por meio da inibicdo de ligacéo lenta reversivel simples
de tipo misto. Eles confirmaram que as inibicdes eram seletivas quando testaram
frente a outras proteases como a quimotripsina, pepsina, e protease do HIV (40).

Os efeitos antivirais de dois compostos soluveis em agua de Salvia miltiorrhiza
foram testados frente ao HIV-1. Nesse estudo os compostos fenélicos denominados
M522 (acido litospermico) e M532 (acido litospermico B) apresentaram significativa
acao anti-HIV. Mecanisticamente, os compostos inibiram a atividade catalitica da
integrase desse virus, inibindo a infec¢cdo em células H9 (41). Outro membro da familia
gue apresentou atividade antiviral foi Salvia plebeia, demonstrando efeito anti-
influenza. Nesse estudo foram avaliadas as atividades inibitorias do extrato metandlico
e seus compostos contra o virus HINL1 in vitro. Observou-se que o efeito anti-influenza
dos compostos 7-O-B-d-glicosideo e a neptrina foi maior em concentracdes menores
(50 uM) do que com o oseltamivir (100 uM) utilizado como controle positivo (42).

O screening in silico de flavondides frente ao Sars-CoV-2 (33) indicou que 0s
compostos luteolina-7-glucoside, apigenina, hispidulin e rutina presentes em Salvia
officinalis tém a capacidade de interacdo de forma seletiva com a principal protease
do virus. Essa ligacdo parece ser maior que alguns farmacos disponiveis para o
tratamento da COVID-109.
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Schnitzler et al., em 2008, realizaram um estudo comparativo in vitro sobre o efeito
anti-herpético dos extratos aquosos e etandlicos de Salvia officinalis cultivados em
dois locais diferentes, Garden e Montanhas Suabias regido do sudoeste da Alemanha,
baseados na diferenca de compostos que podem ser expressos ou nao devido a
alteracbes climéticas. Ambos os extratos apresentaram uma forte atividade antiviral
contra o0 HSV-1 e 0 HSV-2. Os dados experimentais mostraram uma sensibilidade
significativamente maior do HSV quando extratos derivados de Garden cultivados em
um clima quase mediterraneo e com 449 m de altitude foram utilizados, em
comparacdo com os das Montanhas Suabias, mais frio e com 757 m de altitude.
Ambos os extratos mostraram resultados positivos quando os virus foram pré-tratados
com eles e em seguida utilizados para infectar células. A proposta dos autores é um
efeito inibidor na ligagéo do virus no seu receptor. O extrato etanodlico da planta do
Garden reduziu a formacao das placas para 6% para o HSV-2, enquanto o extrato
etanolico do material das Montanhas Sudbias reduziu para 1%, ambos em relacdo ao
controle. A hipétese seria de que 0s extratos interagem com estruturas do envelope
do virion, necessarias para adsor¢cdo ou entrada em células. Especula-se que
atividade antiviral observada se deve principalmente a quantidade e composicéao de
componentes fendlicos nas plantas, e que o mecanismo antiviral seria antes ou
durante a adsorcao do virus na superficie da célula (26).

Salvia pebleia R. Br. (SP) mostrou um bom efeito anti-RSV (Virus Sincicial
Respiratério) tanto in vitro em células Hep-2 quanto in vivo em camundongos Balb/c
(43). A atividade antiviral das fragdes com peso molecular = 10.000 possui atividade
antiviral mais potente do que outras fracées. A Salvia, quando utilizada em modelos
animais, mostrou-se capaz de inibir a proliferacdo do RSV, e reduziu as lesbes
pulmonares induzidas por ele. O mecanismo de acdo envolve a inibicdo dos
receptores de reconhecimento de padrdo TLR-3 e TLR-4 nos pulmdes, aumento da
guantidade do IFN-y e IL-2, e reducéo da quantidade do TNF-a no soro.

Utilizando analise computacional, observou-se que constituintes fitoquimicos de
Salvia plebeia apresentam maior afinidade de ligacdo com a principal protease do
SARS-CoV-2, e os isolados rutina e plebeiosidase B mostraram maior poténcia de
inibicdo dessa protease. A analise da dindmica molecular foi realizada para os

complexos proteina-ligante selecionados para confirmar sua estabilidade. (44)
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a atividade antiviral do exsudato de Salvia uliginosa e da icetexona frente
ao HSV-2 em modelo in vitro.

4.2 Especificos:

4.2.1 Avaliar se o exsudato de S. uliginosa e/ou a icetexona apresentam atividade

anti-HSV-2 in vitro, em doses nao citotéxicas.
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Abstract

Herpes Simplex Virus-2 (HSV-2) is a dermotropic virus. Recent studies indicate that
the percentage of HSV-2 infections in Brazil is 11.3%, and it is estimated that
approximately 90% of the world's population has a positive serology for one or both
viruses. HSV-2 is a sexually transmitted infection that leads to serious problems in
individuals with weakened immune systems or those undergoing immunosuppressive
treatment. Furthermore, primo-infections or recurrent infections present a high risk of
transmission from mother to child during delivery. Existing antiviral treatments are not
effective during the latency phase, and some strains are already resistant to the
primarily used drug acyclovir. Therapies using plant derivatives have proven effective

in the treatment of herpes. Some species of Salvia spp. have already been studied and
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have demonstrated efficacy against viruses and other microorganisms. Analyses
published by our group have demonstrated that Salvia uliginosa exhibits significant
activity against Leishmania amazonensis, an intracellular parasite responsible for
causing leishmaniasis. Our objective was to evaluate and characterize the possible
antiherpetic effects of S. uliginosa against HSV-2 in vitro. S. uliginosa was collected
and identified by a botanist. The plant exudate and major compound, the diterpene
Icetexone (ICT), were obtained from the Pharmacognosy Laboratory of the Federal
University of Rio Grande do Sul. ICT was isolated in the same laboratory via column
chromatography using silica gel. The results indicated that the exudate of S. uliginosa
has anti-herpetic activity, with CCso of 193,5ug/mL, although ICT doesn’t. Additional
experiments are needed in vitro to elucidate the mechanism of action, and in vivo to

test the antiherpetic hypothesis of Salvia uliginosa in the infected host.
Keywords: Genital herpes. Antiviral. Salvia. Cytotoxicity.
Introduction

The Simplex Herpes Viruses (HSV), HSV-1 and HSV-2, belong to the Herpesviridae
family, Alphaherpesvirinae subfamily, and simplexvirus gender. Approximately 90% of
the world’s population has positive serology for one or both viruses (1), which remain
in a latent state and are reactivated in situations such as stress, exposure to ultraviolet
radiation (UV), and immunosuppression, among others. HSV-2 is a very common
sexually transmitted infection (STI) (2). Antivirals already available for treatment, such
as acyclovir and panciclovir, do not affect viral latency and are often ineffective in
patients who are immunosuppressed and in whom the virus develops resistance to the
drug (3). According to the literature, the continuous use of acyclovir can not only result
In resistance but can also cause kidney problems. Topical drugs, such as ganciclovir,
are alternatives but present low retention times in the cornea and vagina, requiring the
patient to reapply the product several times (4). Salvia is the most abundant plant
genus in the Lamiaceae family, with more than 900 species. Many species of Salvia
have been studied and demonstrated effects against viruses and other
microorganisms (5). We evaluated the possible antiviral effect of Salvia uliginosa
exudate and the major compound, Icetexone (ICT) against HSV-2, using an in vitro

model.
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Materials and methods
Exudate production

The aerial parts of Salvia uliginosa were collected in September 2020 from the
municipality of Segredo, Brazil. Dried leaves of the plant were placed in a beaker
containing dichloromethane at the Pharmacognosy Laboratory of the Pharmacy
School of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS). The resulting liquid,
containing the chemical components of the glands that were ruptured by the action of
the solvent, was placed in a rotary evaporator. The exudate was dried, weighed, and

diluted with DMSO to a final concentration of 550 pg/ml.
Icetexone isolation

After removing the solvent in the rotary evaporator, a portion of the exudate was
subjected to silica gel column chromatography for compound isolation. One
compound, which was pure in the thin-layer chromatography analysis, was analyzed
by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy, which allowed the identification of the

ICT molecule, the major compound of the exudate (5).
Cell and Virus

VERO E6 Cells ATCC1 1586 were grown to monolayers in Dulbecco's modified
Eagle’s medium (DMEM) (Gibco/BRL, Gaithersburg, MD, USA) supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) and 1% antibiotic-antimycotic solution
(Zell Shield, Minerva Biolabs GmbH, Berlin, Germany), and The HSV-2 333 strain was
produced in VERO cells and titrated by plaque reduction assay. The virus stocks were

maintained at -80°C.
Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was evaluated using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) cell viability assay. VERO cells were plated in 96-well microplates until
a monolayer and exposed to different concentrations of the exudate and ICT, as
previously described by Cezarotto et al. in 2018 (5). Exudate concentrations of 500,
250, 100, 50, 25, 15, 10, 5, 2.5 and 1.25 ug/mL were used; for ICT, concentrations of
2.5, 5, 10, 15, 25, 50, and 100 uM were used, respectively. Untreated cells and cells
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treated with 2% dimethyl sulfoxide (DMSO) were used as viability controls. The cells
were then incubated at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere for 72h. Subsequently, 10 yL
MTT (5 mg/mL in PBS) was added to each well and incubated for 4 h under the same
conditions. The cells were resuspended in 100 yL DMSO, and the optical density was

measured at 540 nm using a microplate reader spectrophotometer.
Antiviral Assays-Direct plaque assay

Inhibition of HSV-2 replication was examined using a plaque reduction assay (3).
VERO cells were pre-plated 24 h before in 24-well plates at a density of 1 x 1075 cells.
Based on the cytotoxicity assay, concentrations of the exudate, ICT compound, and
acyclovir were added to 6,5.10"3 PFU/mL of HSV-2 strain 333 for one hour at 4°C, and
then incubated with cells at 37°C for one hour and 30 min for adsorption. The inoculum
was removed, the cells were washed and overlaid with DMEM 2% FBS containing 1%
agarose, and acyclovir control was added during the adsorption time and then diluted
in the medium containing agarose. After further incubation at 37°C for 72 h, cells were
fixed and stained with crystal violet and 0,4% paraformaldehyde to count the viral
plagues. The concentration producing a 50% reduction in plague formation (ECso) was
determined using Prism software by comparing the treated with untreated wells. Three

independent experiments were performed in triplicates.
Data analysis

All results are presented as the mean values from three independent experiments
performed in triplicate. The ECso and CCso values were calculated by regression
analysis using GraphPad Prism (version 9.0; GraphPad Software, San Diego,
California, U.S.A.) by fitting a dose—response curve. The selectivity index (SI) was

calculated by dividing the CCso by the ECso value.
Results and discussion
Cytotoxicity of Salvia uliginosa exudate and ICT in VERO cells

The cytotoxicity results, as indicated by the CCso values (Figure 1, Table 1), diverged
from those reported by Cezarotto et al. (5), who found a value of 81.56 (uM) (67 - 99.

3) using RAW (macrophage) strain. However, such disparities in CCso values are not
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uncommon across different cell strains, such as VERO (monkey kidney fibroblasts)
and MDCK (dog kidney fibroblasts), owing to the inherent cellular variations (6).
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Figure 1: Salvia uliginosa exudate and Icetexone cytotoxicity.

Table 1: Results of the cytotoxicity test carried out on VERO cells

Compound CCso? (Cl 95%P)
Exudate (ug/mL) 193.50 (169.8-218.3)
Icetexone (M) 49.43 (40.05-61.84)

aCCso: concentration of the compound that causes 50% mortality of Vero cells.
95% CI: 95% confidence interval

In the antiviral assay (Figure 2) the exudate showed antiviral activity when added to
the virus before cell infection, with the highest statistical significance at concentrations
of 25ug/mL. However, when the ICT was analyzed using the same tests, there was no

concentration with statistical significance.
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Figure 2: Salvia uliginosa exudate and Icetexone plaque reduction assay result.

The antiviral activity observed when the samples were incubated with the virus may be
due to an interaction with virions and/or cell receptors, which reduces viral adhesion.
The 1Cso values of the samples were calculated and are shown in Table 2 with

confidence intervals.

Table 2: Results of the direct antiviral assay carried out on VERO cells.

Compound ICs02 (Cl 95%") Sle
Exudate (ug/mL) 3,81 (0,01-16,58) 50,7
Icetexone(uM) 27,87 (5,84-84,97) 1,77

21Cso: concentration of the compound that inhibits 50% of the viral infection.
b 95% CI: 95% confidence interval
¢ 1S: selectivity index

The results revealed that the exudate had an ICso of 3.81pg/mL against HSV-2 virus.
This indicates that a relatively low concentration of exudate is required to inhibit viral
replication by 50%. The 95% confidence interval for ICso (0.01-16.58) highlights the
consistency and precision of this result, although there is some variation in the data.
However, ICT showed an IC50 of 27.87 uM against HSV-2. Although its concentration
was higher than that of the exudate, this difference can be attributed to the presence
of other components in the exudate, which may have contributed to the observed
antiviral activity. The 95% confidence interval for the ICso of ICT (5.84-84.97) highlights

the potential variability in the data.
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Conclusion

The exudate from Salvia uliginosa exhibited a dose-dependent anti-HSV-2 effect in
vitro. The phenomenon of polymorphism, characterized by the possibility of the same
chemical substance adopting different crystalline arrangements, is a crucial
consideration in the study of ICT, as discussed in different articles (7,8,9). These
different crystalline forms can result in notable variations in physical properties, such
as melting point, rotation index, and spectroscopic characteristics, which in turn can
significantly affect their biological activity and behavior in assays. In the context of ICT,
these molecules can exist in multiple polymorphic forms, each with specific properties.
This intrinsic characteristic may explain the lack of reproducibility observed in the tests
using ICT. Such structural variations can influence several aspects, including solubility,
stability, and interactions with other molecules, whether in the viral or host cells.
Consequently, these differences can trigger variations in the assay results, including
ICs0 and CCso values, and directly impact the calculation of the selectivity index.
Furthermore, it is crucial to investigate in depth the mechanisms underlying
polymorphisms as well as their implications for biological interactions. Future research
could shed light on these aspects, providing a robust foundation for a more in-depth
understanding of ICT activities. Further studies are required to elucidate the

mechanism of antiviral action and identify cellular and/or viral targets.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho caracterizam-se como o primeiro
estudo para caracterizar a atividade antiviral da Salvia uliginosa, utilizando o HSV-2
como modelo, in vitro. Diferente da maioria dos trabalhos, que utiliza o extrato de
plantas, foi inicialmente utilizado o exsudato, que € originado das glandulas (tricomas)
(Figura 6) que sao rompidas por acdo do solvente, esse método de extracdo garante
gue apenas o material secretado seja obtido, evitando a extracdo de componentes da

parede celular.

s < &
Figura 6 - Glandulas (tricomas) presenf(?nas folhas deﬁs:glvia uliginosa.
Fonte: imagem da autora.

Antes da avaliagdo da atividade anti-herpética das amostras, € preciso que
determine a faixa de concentracdo que nao apresente toxicidade para as ceélulas
hospedeiras. A analise de citotoxicidade é a capacidade de um composto em induzir
dano ou morte celular (46). Um antiviral ideal € aquele que inibe uma ou mais etapas
do ciclo de replicagdo viral sem interferir no metabolismo da célula hospedeira,
permitindo que a mesma se recupere da infeccdo e mantenha sua atividade
metabdlica normal (47). A linhagem celular VERO ¢é utilizada mundialmente para
ensaios de citotoxicidade e ensaios antivirais (48-51) devido a caracteristica de
permissibilidade viral e rapido crescimento.

Os resultados obtidos permitiram a determinacdo do CCso (concentracao toxica
para 50% das células) do exsudato e a icetexona. Os valores de CCso da icetexona
(49,43uM) diverge dos achados previamente reportados por Cezarotto e seus
colaboradores (10), os quais observaram um valor de 81.56 (uM) (67 — 99.3) ao

empregar a linhagem RAW (macrofagos). Contudo, € pertinente ressaltar que essa
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diferenca pode ser considerada aceitavel, uma vez que divergéncias nos resultados
de CCso de compostos ja foram constatadas entre as linhagens VERO (fibroblasto de
rim de macaco) e MDCK (fibroblasto de rim de cachorro) (52). Tais discrepancias
podem ser atribuidas, em grande parte, a variacdes inerentes as caracteristicas das
células, bem como possiveis diferengcas nos métodos de ensaio, que podem variar no
gue diz respeito as condicdes de cultivo celular, concentracbes de composto testadas,
duracdo do ensaio e divergéncias nos lotes de células. Mesmo lotes pertencentes a
mesma linhagem celular podem apresentar distintos niveis de sensibilidade a um
composto especifico.

E imprescindivel ressaltar que o CCso constitui um valor médio, e a sensibilidade
individual das células a um dado composto pode manifestar variagbes substanciais,
sendo de suma importancia conduzir ensaios de CCso para cada linhagem celular que
sera empregada em estudos de toxicidade. Apos a determinacdo das concentracdes
citotoxicas da amostra foi produzido e titulado o virus HSV-2. A concentracao titulada
foi de 1,3x10°% um titulo alto para os ensaios de placa realizados, pois os efeitos
citopaticos observados destruiram a monocamada de células VERO em menos de
trés dias, necessarios para o ensaio. Assim, foi realizado um ensaio para determinar
uma concentracdo em que nao ocorresse a morte de todas as células em trés dias.
Foi padronizada a concentracdo de 6,5x103, na qual foi possivel visualizar e contar as
unidades formadoras de placas. No ensaio virucida direto, foi analisado o possivel
efeito dos compostos diretamente no virus HSV-2, através do ensaio de inibicdo da
formacgéo das placas de lise, avaliando a reducdo do numero dessas placas.

O exsudato apresentou atividade antiviral quando adicionado ao virus antes de
infectar as células, tendo maior significancia estatistica a concentragcédo de 25 ug/mL.
O teste de analise estatistica realizado no grafico de PFU foi o ANOVA/Dunnett
comparando cada concentragdo com o controle viral. Entretanto, quando foi analisada
a amostra da ICT, realizando os mesmos testes para a analise, ndo houve
concentracdo com significAncia estatistica. A atividade antiviral observada pode ser
decorrente de uma interacdo com 0s virions e/ou com os receptores celulares, o que
diminui a adesao viral. O exsudato possui um ICso de 3,81ug/mL frente ao virus HSV-
2, indicando que uma concentragdo relativamente baixa do exsudato € necesséria
para inibir 50% da replicagéo viral. O intervalo de confianca de 95% para o ICso (0,01-

16,58) reforga a consisténcia desse resultado.
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O fenbmeno do polimorfismo, caracterizado pela possibilidade de uma mesma
substancia quimica adotar diferentes arranjos cristalinos, € uma consideracao
importante no estudo da ICT, conforme é discutido em diferentes artigos (45,53,54).
Essas distintas formas cristalinas podem resultar em variacbes notaveis nas
propriedades fisicas, como ponto de fusdo, indice de rotacdo e caracteristicas
espectroscopicas, as quais, por sua vez, podem afetar significativamente sua
atividade biol6gica e comportamento em ensaios. No contexto da ICT, esta molécula
pode existir em diferentes formas polimérficas, cada uma com propriedades
especificas. Essa caracteristica intrinseca poderia talvez explicar a falta de
reprodutibilidade observada nos ensaios utilizando-a. Tais variagdes estruturais
podem influenciar diversos aspectos, incluindo solubilidade, estabilidade e as
interagcbes com outras moléculas. Consequentemente, essas diferencas podem
desencadear variagdes nos resultados dos ensaios, incluindo os valores de ICso €
CCso, assim como impactar diretamente o calculo do indice de seletividade.

A relacdo entre 0 ICso e 0 CCso € uma indicacdo importante da seletividade do
exsudato e da ICT, ou seja, sua capacidade de inibir o virus sem causar danos
significativos as células saudaveis. No caso do exsudato, o indice de seletividade é
aproximadamente 50,7, enquanto para a ICT, é cerca de 1,77. Isso sugere que 0
exsudato possui uma seletividade mais favoravel, com uma maior margem de
seguranca entre sua atividade antiviral e a toxicidade para as células hospedeiras, em
comparacao com a ICT. Esses resultados sdo apenas um ponto de partida, e estudos
futuros sdo necesséarios para compreender 0s mecanismos subjacentes a essas
atividades, explorar possiveis sinergias com outros compostos e investigar a
aplicabilidade desses compostos em contextos clinicos.

O trabalho realizado apresentou algumas limitacdes experimentais relaciona a
disponibilidade de outros compostos isolados do exsudato e néo reprodutibilidade dos
resultados relacionados ao objetivo de investigar se o exsudato e/ou icetexona
apresentam atividade anti-HSV-2 por acao direta no virus, na ligacdo a célula ou na
replicacdo viral. Houve algumas questdes experimentais as quais impediram de se
obter culturas de células VERO viaveis para a repeticdo dos testes em tempo habil
antes do término do prazo de finaliza¢do do estudo. Entretanto, as analises continuam

em andamento, de forma a responder as lacunas ainda deixadas por esse estudo.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos concluimos que o exsudato e a ICT retirados da
planta Salvia uliginosa podem ser utilizados em doses seguras quanto a
citotoxicidade, em ensaios de atividade antiviral. O exsudato parece apresentar uma
forte atividade inibitoria para o virus HSV-2 in vitro, observada no tratamento do virus.
Esse dado indica que o exsudato pode agir por um mecanismo diferente do aciclovir,
farmaco de escolha para o tratamento do HSV, havendo a possibilidade de uma
proposta futura de uso combinado. A ICT ndo apresentou atividade inibitéria sobre o
HSV-2, mesmo sendo o constituinte majoritario do exsudato. E possivel que esse
composto ndo seja o responsavel pela atividade antiviral, ou necessite estar
combinado a outro composto também presente no exsudato, para apresentar a acéo
inibitéria ao virus. Estudos adicionais, incluindo a experimentacdo em modelo in vivo,
necessitam ser realizados para elucidar esses pontos.

Como perspectiva serdo testados outros compostos isolados do exsudato,
incluindo a isoicetexona. Também sera realizada a analise da atividade antiviral
guando o exsudato ou compostos isolados forem combinados com o aciclovir, ou entre
eles. Também serdo realizados ensaios para a determinagéo da acéo anti-inflamatéria

e resolutiva da infec¢do viral genital in vivo, utilizando modelos de camundongos.



39

8 REFERENCIAS

1. Wald A, Corey L. Persistence in the population: epidemiology, transmission
[Internet]. Human Herpesviruses: Biology, Therapy, and Immunoprophylaxis. 2007
[cited 2021 Aug 25]. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21348128/

2. Fatahzadeh M, Schwartz RA. Human herpes simplex labialis. Clin Exp Dermatol
[Internet]. 2007 Nov |[cited 2021 Aug 25];32(6):625-30. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/17953630/

3. Santos NS de O, Romanos MTV, Wigg MD. Virologia Humana terceira edi¢ao
[Internet]. Vol. 3. 2015 [cited 2021 Aug 25]. 1308 p. Available from:
https://www.saraiva.com.br/virologia-humana-3-ed-2015-8869993/p

4. Xu F, Schillinger JA, Sternberg MR, Johnson RE, Lee FK, Nahmias AJ, et al.
Seroprevalence and Coinfection with Herpes Simplex Virus Type 1 and Type 2 in the
United States, 1988-1994. J Infect Dis [Internet]. 2002 Apr 15 [cited 2021 Aug
25];185(8):1019-24. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/11930310/

5. Caldeira TDM, Gongalves CV, de Oliveira GR, da Fonseca TV, Goncgalves R,
do Amaral CT, et al. Prevaléncia do herpes virus tipo 2 e fatores de risco associados
a sua infeccdo em mulheres do sul do Brasil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo [Internet].
2013 Sep [cited 2022 Jan 4];55(5):315-21. Available from:
http://www.scielo.br/j/rimtsp/a/NFLh3JtrxXymbF3dVdtjFfn/?lang=en

6. Clemens SAC, Farhat CK. Soroprevaléncia de anticorpos contra virus herpes
simples 1-2 no Brasil. Rev Saude Publica [Internet]. 2010 Aug [cited 2021 Aug
25];44(4):726-34. Available from: www.abep.org/novo

7. Looker KJ, ElImes JAR, Gottlieb SL, Schiffer JT, Vickerman P, Turner KME, et
al. Effect of HSV-2 infection on subsequent HIV acquisition: an updated systematic
review and meta-analysis. Lancet Infect Dis [Internet]. 2017 Dec 1 [cited 2023 Jun
15];17(12):1303-16. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S147330991730405X/fulltext

8. Cagno V, Sgorbini B, Sanna C, Cagliero C, Ballero M, Civra A, et al. In vitro
anti-herpes simplex virus-2 activity of Salvia desoleana Atzei &amp; V. Picci essential
oil. Schang LM, editor. PLoS One [Internet]. 2017 Feb 16 [cited 2021 Aug
25];12(2):e0172322. Available from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0172322



40

9. Yadavalli T, Ames J, Agelidis A, Suryawanshi R, Jaishankar D, Hopkins J, et al.
Drug-encapsulated carbon (DECON): A novel platform for enhanced drug delivery. Sci
Adv [Internet]. 2019 Aug 2 [cited 2021 Aug 25];5(8):eaax0780. Available from:
https://advances.sciencemag.org/content/5/8/eaax0780

10. Cezarotto CS, Dorneles A, Baldissera FG, da Silva MB, Markoski MM,
Junior LCR, et al. Leishmanicidal and antichemotactic activities of icetexanes from
Salvia uliginosa Benth. Phytomedicine [Internet]. 2019 May 12 [cited 2021 Aug
25];58:152748. Available from: https://europepmc.org/article/med/31005722

11. Nolkemper S, Reichling J, Stintzing FC, Carle R, Schnitzler P. Antiviral
Effect of Aqueous Extracts from Species of the Lamiaceae Family against Herpes

simplex Virus Type 1 and Type 2 in vitro. Planta Med [Internet]. 2006 Dec 7 [cited 2021

Aug 25];72(15):1378-82. Available from: http://www.thieme-
connect.de/products/ejournals/html/10.1055/s-2006-951719
12. Connolly SA, Jardetzky TS, Longnecker R. The structural basis of

herpesvirus entry. Nat Rev Microbiol [Internet]. 2021 Feb 21 [cited 2021 Aug
25];19(2):110-21. Available from: https://www.nature.com/articles/s41579-020-00448-
w

13. Herpes genital - Doencgas infecciosas - Manuais MSD edicdo para
profissionais [Internet]. [cited 2021 Aug 25]. Available from:
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doencas-infecciosas/herpes-
virus/herpes-genital

14. Gupta R, Warren T, Wald A. Genital herpes. Lancet [Internet]. 2007 Dec
22 [cited 2022 May 11];370(9605):2127-37. Available from:
http://www.thelancet.com/article/S0140673607619084/fulltext

15. Watanabe D. Medical application of herpes simplex virus. J Dermatol Sci
[Internet]. 2010 Feb 1 [cited 2023 Jun 15];57(2):75-82. Available from:
http://www.jdsjournal.com/article/S0923181109003077/fulltext

16. Zhu S, Viejo-Borbolla A. Pathogenesis and virulence of herpes simplex
virus. Virulence [Internet]. 2021 [cited 2023 Jun 15];12(1):2670. Available from:
/pmc/articles/PMC8923070/

17. Liu Z, Niu F, Xie Y, Xie S, Liu Y, Yang Y, et al. A review: Natural
polysaccharides from medicinal plants and microorganisms and their anti-herpetic
mechanism. Biomed Pharmacother [Internet]. 2020 Sep 1 [cited 2021 Aug
25];129:110469. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32768956/



41

18. Rodrigues Pinto Lima L. Diagnéstico, epidemiologia e caracterizacao
molecular do Herpesvirus humano 2 (HHV-2) em mulheres profissionais do sexo e
gestantes [Internet]. Fundacdo Oswaldo Cruz; 2017 [cited 2021 Aug 25]. Available
from: https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/24195

19. Jiang Y-CC, Feng H, Lin Y-CC, Guo X-RR. New strategies against drug
resistance to herpes simplex virus. Int J Oral Sci [Internet]. 2016 Mar 25 [cited 2021
Sep 8];8(1):1-6. Available from: https://www.nature.com/articles/ijos20163

20. Krummenacher C, Baribaud F, Ponce De Leon M, Baribaud I, Whitbeck
JC, Xu R, et al. Comparative usage of herpesvirus entry mediator A and nectin-1 by
laboratory strains and clinical isolates of herpes simplex virus. Virology [Internet]. 2004
May 1 [cited 2021 Sep 10];322(2):286-99. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/15110526/

21. Yan Y, Hu K, Deng X, Guan X, Luo S, Tong L, et al. Immunization with
HSV-2 gB-CCL19 Fusion Constructs Protects Mice against Lethal Vaginal Challenge.
J Immunol [Internet]. 2015 Jul 1 [cited 2022 Mar 16];195(1):329-38. Available from:
https://www.jimmunol.org/content/195/1/329

22. Yan Y, Chen R, Wang X, Hu K, Huang L, Lu M, et al. CCL19 and CCRY7
Expression, Signaling Pathways, and Adjuvant Functions in Viral Infection and
Prevention. Front Cell Dev Biol. 2019 Oct 1;7:212.

23. Chew T, Taylor KE, Mossman KL. Innate and adaptive immune
responses to herpes simplex virus. Viruses [Internet]. 2009 Nov 18 [cited 2022 Mar
18];1(3):979-1002. Available from: /pmc/articles/PMC3185534/

24. AJ L, AA A. Herpes simplex virus-2 in the genital mucosa: insights into
the mucosal host response and vaccine development. Curr Opin Infect Dis [Internet].
2012 Feb [cited 2021 Sep 21];25(1):92-9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22143115/

25. Krzyzowska M, A Shestakov A, K Eriksson K, F Chiodi F. Role of
Fas/FasL in regulation of inflammation in vaginal tissue during HSV-2 infection. Cell
Death Dis [Internet]. 2011 Mar 17 [cited 2021 Sep 21];2(3):e132—e132. Available from:
https://www.nature.com/articles/cddis201114

26. Schnitzler P, Nolkemper S, Stintzing FCC, Reichling J. Comparative in
vitro study on the anti-herpetic effect of phytochemically characterized aqueous and

ethanolic extracts of Salvia officinalis grown at two different locations. Phytomedicine



42

[Internet]. 2008 Jan 25 [cited 2021 Aug 25];15(1-2):62—-70. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18068963/

27. KIVRAK S, GOKTURK T, KIVRAK I, KAYA E, KARABABA E.
Investigation of phenolic profiles and antioxidant activities of some Salvia species
commonly grown in Southwest Anatolia using UPLC-ESI-MS/MS. Food Sci Technol
[Internet]. 2019 Jun 19 [cited 2021 Aug 25];39(2):423-31. Available from:
http://www.scielo.br/j/cta/a/YXxPKBR6nkk7vqQ6njBtjMBh/?lang=enLamia

28. Zhang J, Onakpoya 1J, Posadzki P, Eddouks M. The Safety of Herbal
Medicine: From Prejudice to Evidence. Evidence-Based Complement Altern Med
[Internet]. 2015 [cited 2021 Aug  25];2015:1-3.  Available  from:
/pmc/articles/PMC4370194/

29. O’Leary N, Moroni P. Las especies de Salvia (Lamiaceae) para
Argentina. Darwiniana [Internet]. 2016 Jul 31 [cited 2021 Sep 29];4(1):91-131.
Available from:

http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php/darwiniana/article/view/694/698

30. Giuliani C, Ascrizzi R, Tani C, Bottoni M, Maleci Bini L, Flamini G, et al.
Salvia uliginosa Benth.: Glandular trichomes as bio-factories of volatiles and essential
oil. Flora Morphol Distrib Funct Ecol Plants. 2017 Aug 1;233:12-21.

31. Pinto PS. Terpendides em espécies do género salvia (lamiaceae)
[Internet]. Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2012 [cited 2021 Sep 29].
Available from: https://lume.ufrgs.br/handle/10183/62081

32. Bordignon S. Salvia uliginosa Benth. [Internet]. 2013 [cited 2021 Dec 17].
Available from: https://floradigital.ufsc.br/open_sp.php?img=10471

33. Moezzi MS. Comprehensive in silico screening of flavonoids against
SARS-CoV-2 main protease. J Biomol Struct Dyn [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 30];
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36342071/

34. Mori M, Ciaco S, Mély Y, Karioti A. Inhibitory Effect of Lithospermic Acid
on the HIV-1 Nucleocapsid Protein. Molecules. 2020;
35. Moreno RP, Rhodes A, Chiche J-D. The ongoing H1N1 flu pandemic and

the intensive care community: challenges, opportunities, and the duties of scientific
societies and intensivists. Intensive Care Med. 2009 Dec;35(12):2005-8.

36. Zhu S, Wen H, Wang W, Chen Y, Han F, Cai W. Anti-hepatitis B virus
activity of lithospermic acid, a polyphenol from Salvia miltiorrhiza, in vitro and in vivo
by autophagy regulation. J Ethnopharmacol. 2023 Feb 10;302:115896.



43

37. Shi S, Xie L, Ma S, Xu B, An H, Ye S, et al. Computational and
experimental studies of salvianolic acid A targets 3C protease to inhibit enterovirus 71
infection. Front Pharmacol. 2023 Mar 2;14:543.

38. Tanida I, Ueno T, Kominami E. LC3 and Autophagy. Methods Mol Biol
[Internet]. 2008 [cited 2023 Mar  30];445:77-88. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/18425443/

39. Yang F, Jiang X lan, Tariq A, Sadia S, Ahmed Z, Sardans J, et al.
Potential medicinal plants involved in inhibiting 3CLpro activity: A practical alternate
approach to combating COVID-19. J Integr Med [Internet]. 2022 Nov 1 [cited 2023 Apr
3];20(6):488. Available from: /pmc/articles/PMC9359926/

40. Park JY, Kim JH, Kim YM, Jeong HJ, Kim DW, Park KH, et al.
Tanshinones as selective and slow-binding inhibitors for SARS-CoV cysteine
proteases. Bioorg Med Chem [Internet]. 2012 Oct 10 [cited 2023 Apr 3];20(19):5928.
Available from: /pmc/articles/PMC7127169/

41. Abd-Elazem IS, Chen HS, Bates RB, Huang RCC. Isolation of two highly
potent and non-toxic inhibitors of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
integrase from Salvia miltiorrhiza. Antiviral Res [Internet]. 2002 Jul [cited 2021 Aug
25];55(1):91-106. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/12076754/

42. Bang S, Li W, Ha TKQ, Lee C, Oh WK, Shim SH. Anti-influenza effect of
the major flavonoids from Salvia plebeia R.Br. via inhibition of influenza H1N1 virus
neuraminidase. Nat Prod Res [Internet]. 2018 May 19 |[cited 2021 Aug
25];32(10):1224-8. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28504013/

43. Liang Y yu, Li K wei, Niu F jv, Li Y, Wei H cheng, Dai Y lei, et al. Salvia
plebeia R. Br. polysaccharides (SPP) against RSV (respiratory syncytial virus)
infection: Antiviral effect and mechanisms of action. Biomed Pharmacother.
2021;141(June):111843.

44, Zackria AA, Pattabiraman R, Murthy TPK, Kumar SB, Mathew BB, Biju
VG. Computational screening of natural compounds from Salvia plebeia R. Br. for
inhibition of SARS-CoV-2 main protease. Vegetos [Internet]. 2022 Jun 1 [cited 2023
Apr 4];35(2):345. Available from: /pmc/articles/PMC8523934/

45, Cezarotto C. Isolamento e atividade antiquimiotaxica in vitro de
diterpenos de espécies de Salvia provenientes do sul do Brasil [Internet]. Vol. 1.
UFRGS; 2018. Available from: https://lume.ufrgs.br/handle/10183/188739



44

46. Eisenbrand G, Pool-Zobel B, Baker V, Balls M, Blaauboer BJ, Boobis A,
et al. Methods of in vitro toxicology. Food Chem Toxicol. 2002 Feb 1;40(2—-3):193-236.
47. El Sayed KA. Natural products as antiviral agents. In: Studies in Natural

Products Chemistry [Internet]. Elsevier; 2000 [cited 2023 Jul 4]. p. 473-572. Available
from: /[pmc/articles/PMC7147881/

48. Cao C, Liu B, Shen W, Wang H, Li Y. [Research on antiproliferative effect
of flavones isolated from Laggera pterodonta). Zhongguo Zhong Yao Za Zhi [Internet].
2010 Aug [cited 2023  Aug 24];35(16):2171-4. Available  from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21046755/

49. Wang Y, Yuan MM, Zhou J, Zheng XH, Yuan CJ, Chen S, et al. [Anti-
herpes simplex virus type I of tectorigenin derivative and effect on Toll-like receptors
in vitro]. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi [Internet]. 2022 Aug 15 [cited 2023 Aug
24];47(16):4428-35. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/36046872/

50. Luo R, Dong Y, Fang F. [The experimental study of the anti-enterovirus
effects of drugs in vitro]. Zhonghua Shi Yan He Lin Chuang Bing Du Xue Za Zhi
[Internet]. 2001 Jun [cited 2023 Aug 24];15(2):135-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/11444254/

51. Cui GZ, Zhou QS, Cheng QQ, Rao FQ, Cheng YM, Tian Y, et al.
[Transcriptomic analysis of the APaLoc mutant of Clostridioides difficile and verification
of its toxicity]. Zhonghua Yu Fang Yi Xue Za Zhi [Internet]. 2022 May 6 [cited 2023 Aug
24];56(5):601-8. Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35644974/

52. Silva AH. Estratégias Para Avaliacdo Da Toxicidade De Sistemas
Nanoestruturados [Internet]. UFSC; 2011. Available from:
https://repositorio.ufsc.br/handle/123456789/95628

53. Esquivel B, Burguefio-Tapia E, Bustos-Brito C, Pérez-Hernandez N,
Quijano L, Joseph-Nathan P. Absolute configuration of the diterpenoids icetexone and
conacytone from Salvia ballotaeflora. Chirality [Internet]. 2018 Feb;30(2):177-88.
Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/chir.22781

54. Dominguez XA, Gonzalez H, Aragébn R, Gutiérrez, marroquin JS,
Watson W. Mexican medicinal plants XXIX. Three new diterpene quinones from Salvia
ballotaeflora. Planta Med. 1976;30(3):237-41.

55. Lozano E, Barrera P, Salinas R, Vega |, Nieto M, Tonn C, et al.
Sesquiterpene lactones and the diterpene 5-epi-icetexone affect the intracellular and

extracellular stages of Trypanosoma cruzi. Parasitol Int [Internet]. 2012



45

Dec;61(4):628-33. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1383576912000906
56. Sanchez AM, Jimenez-Ortiz V, Sartor T, Tonn CE, Garcia EE, Nieto M,

et al. A novel icetexane diterpene, 5-epi-icetexone from Salvia gilliessi is active against
Trypanosoma cruzi. Acta Trop [Internet]. 2006 May;98(2):118—-24. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0001706X06000453



	UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DE PORTO ALEGRE – UFCSPA
	Porto Alegre
	2023


