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HERPES SIMPLES RESISTENTE AO ACICLOVIR E ATIVIDADE ANTI-HERPETICA DA
Melissa officinalis

Ana Beatriz Girassol de Carvalho Pereira’, Luciana Nowacki?, Elenice Stroparo?®
Resumo

Presente em todos os paises, a herpes simples € uma doenga causada pelo Herpes simplex virus tipo 1 e 2,
que infectam respectivamente a regiao oral e genital, porém nos ultimos anos houve reversédo das regides
afetadas e foi observada resisténcia viral aos tratamentos convencionais, assim como consideravel nimero
de obitos ocasionados pela infecgdo viral a nivel encefalico. A planta Melissa officinalis foi alvo de estudos
nas ultimas décadas apos ser observado seu potencial antiviral, principalmente em relagdo ao HSV. Este
estudo foi realizado com o objetivo de revisar e coletar informacdes a respeito do Herpes simplex virus, do
mecanismo de resisténcia viral do HSV e da atividade antiviral da Melissa officinalis, popularmente conhecida
como erva-cidreira-verdadeira. Foi realizada revisdo de literatura com consulta as bases de dados Scielo,
PubMed, NCBI, Elsevier e Google Académico. Foi verificado que o HSV-1 tem sido responsavel por mais
casos de infec¢ao genital do que o HSV-2, e que a resisténcia viral ocorre devido a mutagdes na enzima viral
timidina-quinase, da qual depende o medicamento Aciclovir para agir e inibir a replicac&o viral. Foi constatado
que a Melissa officinalis age no HSV ainda na regido extracelular, de forma que possa atingir o virus antes
que o mesmo infecte novas células. A partir dos resultados obtidos em pesquisa pode-se concluir que sao
necessarios novos estudos para teste de eficacia do extrato da Melissa officinalis como produto alternativo ao
tratamento com o uso de Aciclovir e seus derivados, tanto para infec¢des causadas pelo HSV-1 quanto para
o HSV-2.

Palavras-chave: Herpes. Erva-cidreira. Infeccdo Sexualmente transmissivel e encefalite viral.

Abstract

Present in all countries, herpes simplex is a disease caused by the Herpes simplex virus type 1 and 2, which
infect the oral and genital regions, respectively, but in recent years has been a reversion of affected regions
and viral resistance has been observed to these situations as well as considerable number of deaths caused
by viral infection at brain level. The plant Melissa officinalis has been the subject of studies in recent decades
after observing its antiviral potential, especially in relation to HSV. The aim of this study is to review and collect
information about Herpes simplex virus, HSV viral resistance mechanism and antiviral activity of Melissa
officinalis, popularly known as true lemon balm. Literature review was performed by consulting the Scielo,
PubMed, NCBI, Elsevier and Academic Google databases. HSV-1 was found to be responsible for more
cases of genital infection than HSV-2 and causes viral resistance to occur due to mutations in the viral enzyme
thymidine kinase, on which acyclovir depends to act and inhibit viral replication. Melissa officinalis acts on HSV
while it still in the extracellular region, being able to reach the viruses before they infects new cells. From the
results obtained in the research, it is conclusive that new studies are necessary to test the extraction of Melissa
officinalis as an alternative product to treatment with acyclovir and its derivatives, for both HSV-1 and HSV-2
infections.
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1. Introducao

Descrita pela primeira vez em 3000 a. C pelos sumérios, a herpes simples provavelmente
acomete os humanos desde o surgimento dos primeiros hominideos, uma vez que o surgimento
do virus é estimado de ser ha pelo menos 6 milhdes de anos. Atualmente a doengca acomete mais
de 50% da populagdo mundial, seja na sua forma oral, causada predominantemente pelo Herpes
Simplex Virus Tipo 1 (HSV-1), ou na sua forma genital, causada predominantemente pelo Herpes
Simplex Virus Tipo 2 (HSV-2). Nao ha cura ou vacina para nenhum tipo da doenga, usando-se apenas
Aciclovir e derivados para conter as crises de infecgao viral (WERTHEIM et al., 2014; LIMA, 2017).

Visto que progressivamente crescem os casos da doenga genital sendo causada pelo HSV-1,
e considerando que ocorreram significativas mutagdes virais que levaram o HSV a possuir resisténcia
ao tratamento convencional, torna-se necessario o estudo de novas estratégias de inibi¢ao viral e
ainda maior a procura por uma cura ou vacina (PENELLO et al., 2010; BRASIL, 2015).

Portanto, o objetivo desse estudo é revisar e coletar informagdes a respeito do Herpes
Simplex Virus, sua resisténcia aos tratamentos convencionais e a atividade anti-herpética da
planta Melissa officinalis (erva-cidreira-verdadeira), que em estudos recentes apresentou atividade
inibitéria tanto no herpes virus resistente ao Aciclovir quanto no virus sem a mutacao de resisténcia,
0 que torna seu extrato e 6leo candidatos promissores a estudos para desenvolvimento de novas
medicagdes ou até mesmo pomadas de uso topico que possam prevenir, interromper e cessar a
infeccao causada pelo virus.

2. Metodologia

O presente trabalho € uma revisao de literatura sobre a ocorréncia de Herpes Simplex Virus
resistente ao Aciclovir e a atividade inibitéria deste por extratos e 6leos de Melissa officinalis. As
bases de dados consultadas foram: Scielo, Pubmed e NCBI, e para selecionar os textos foram
utilizados os seguintes descritores: HSV1, HSV2, Melissa officinalis e acyclovir-resistance. O
periodo de pesquisa bibliografica foi realizado entre julho de 2019 a dezembro de 2019, e a reviséo
contou com trabalhos dos ultimos 9 anos.

3. Discussao

3.1 A doencga

Herpes simples é uma infecgao que pode ser causada por dois virus da familia Herpesviridae:
Herpes Simplex Virus Tipo 1 e Tipo 2. Normalmente o virus Tipo 1 atinge a regido orofacial e o
virus tipo 2 atinge a regido genital, porém ha casos de infec¢ao pelo virus tipo 2 na regido bucal e
crescentes casos de infecgcao na regido genital por agdo do virus tipo 1. Acredita-se que a ascensao
da herpes genital, causada pelo virus do tipo 1, seja devido a pratica de sexo oral desprotegido,
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afetando principalmente a populac¢ao jovem (PENELLO et al., 2010).

3.1.1 Sintomas e complicagbes

Tanto na infecgdo oral quanto na genital, ocorre um periodo de incubacdo do virus que
dura cerca de 4 a 5 dias. Apds esse periodo a infeccdo pode ser totalmente assintomatica ou
desencadear coceira, ardéncia, formigamentos e vesiculas dolorosas no local. Em casos mais
intensos as vesiculas sofrem ulceracdo e sdo formadas pustulas (GELLER et al., 2012).

Em pacientes imunocomprometidos, como soropositivos para o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), pacientes transplantados, idosos e recém-natos, pode ocorrer encefalite € meningite
viral, que causam inflamagéao cerebral e podem levar a morte. Segundo Pires e Reis (2016) estima-
se que cerca de 11.500 casos de encefalite registrados no Brasil tenham etiologia viral. Nos Estados
Unidos, em 2003, o pressuposto era que cerca de 40-50 pessoas/ano apresentaram quadros de
encefalite esporadica fatal causada pelo HSV (ROEHE, 2003).

Raramente, pode haver herpes digital, ocular e no antebrago (mais comum em profissionais
da area da saude). No caso de herpes ocular pode ser necessario realizar transplante de cérnea
(GELLER et al., 2012; RECHENCHOSKI et al., 2016).

A principal caracteristica da doenga envolve a capacidade do virus de permanecer em nervos
sensoriais e ganglios em forma latente, de modo que mais tarde possa se reativar. Pouco se sabe
sobre 0 mecanismo de reativacao viral nas células devido a falta de estudos e descri¢des literarias a
respeito. Até entdo entende-se que diversos fatores como imunidade baixa, exposicao ao sol, stress
emocional, depressao, fadiga emocional e trauma possam estar diretamente relacionados com a
recorréncia da doenca. Tanto a infecgao primaria quanto as recorréncias costumam durar cerca de
10 dias (AGELIDIS e SHUKLA, 2015; BRASIL, 2015).

3.1.2 Epidemiologia

Conforme notificado pela Organizagdo Mundial da Saude em 2015, cerca de 3,7 bilhdes de
pessoas com menos de 50 anos estao infectadas com o HSV-1 e 417 milhdes de individuos entre
17-49 anos estao infectadas com o HSV-2. Por ano, ocorrem aproximadamente 2000 novos casos
da doenga em recém-natos, nos quais ha mortalidade em 60% das ocorréncias (WHO, 2015)

No Brasil ndo se tem registros epidemiolégicos recentes emitidos pelo Ministério da Saude,
porém estima-se que até 2012 cerca de 75% da populagdo maior de 17 anos apresentou sorologia
positiva para o HSV-1 (BRASIL, 2015)

3.1.3 Transmisséo

Durante a infecgao, os virus causadores da doenga ficam armazenados nas vesiculas junto
com exsudato. Uma vez que as vesiculas se rompem, grande quantidade de particulas virais fica no
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local e podem contaminar individuos que tiverem contato direto com a regido infectada, sendo esta
a fase mais favoravel a transmissdo da doenca, seja oral ou sexual. Com a ruptura das vesiculas
ha uma melhora significativa do quadro clinico, independentemente de tratamento. Também pode
ocorrer transmissao por saliva, compartilhamento de copos, toalhas e roupas intimas e, raramente,
por contato indireto (BRASIL, 2015; RECHENCHOSKI et al., 2016).

3.1.4 Diagnostico

A principio o diagnéstico da infecgao é feito apenas de forma clinica, pelo reconhecimento
das vesiculas caracteristicas no local lesionado. Em pacientes imunocomprometidos, as recidivas
sdo mais constantes e duradouras; as lesdes herpéticas sdo maiores e a infecgao secundaria é mais
frequentemente observada. Em caso de pacientes imunossuprimidos como transplantados, idosos,
gestantes e soropositivos para HIV pode e deve-se realizar confirmagéao laboratorial (CONSOLARO
e CONSOLARO, 2009; KAYE, 2018).

No Brasil o método mais utilizado para identificacdo da infeccdo pelo HSV é o teste
imunoenzimatico (ELISA), em que é possivel identificar presencga de anticorpos IgM e IgG no soro
do paciente, porém sem diferenciagao entre o HSV-1 e HSV-2. Por ser extremamente sensivel, o
método deveria ser considerado apenas como teste de triagem, porém devido ao custo dos testes
confirmatdrios o diagnéstico é fechado apenas com a sorologia em casos de infec¢cdo branda
(GELLER et al., 2012).

Caso haja suspeita de encefalite viral, é realizada PCR (Polymerase Chain Reaction) em
amostra de liquido cefalorraquidiano, onde é possivel através da biologia molecular identificar
sequéncias conhecidas do HSV, se o0 mesmo estiver presente. Pode também ser feita cultura
viral, em que € possivel observar as alteragdes celulares causadas pelo HSV (abalonamento
celular, condensacao da cromatina e células gigantes multinucleadas devido fusdo de membranas
nucleares), porém estudos recentes comprovaram que a técnica de PCR além de ser mais sensivel
para o virus, € 100% especifica, evitando assim resultados cruzados (ROEHE, 2003; PENELLO et
al., 2010; GELLER et al., 2012).

3.2 Caracteristicas virais

3.2.1 Estrutura viral

Apesar de serem espécies virais diferentes, o HSV-1 e HSV-2 sao pertencentes a mesma
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirus e género (simplex virus), portanto possuem
praticamente a mesma estrutura, diferenciando-se apenas pelas suas predilecbes anatbmicas
de infeccédo e pela glicoproteina de superficie gC, presente apenas no envelope viral do HSV-2
(GELLER et al., 2012; LIMA, 2017).

10 Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Satde, Curitiba, n. 27, maio-ago. 2020.



Biociéncias, Biotecnologia e Saude 7 mosge 20

y

// ”A \

Conforme as caracteristicas da familia Herpesviridae, ambos os HSV s&o virus globulares
envelopados com aproximadamente 150-180 nanémetros, sendo este composto por 11
glicoproteinas no HSV-2 (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL e gM) e 10 glicoproteinas no HSV-
1. Seu nucleocapsideo, formado pelas proteinas virais VP5, VP19C, VP23, VP24 e VP26, possui
162 capsémeros envoltos por uma camada de proteinas de preenchimento denominada tegumento.

Seu genoma é composto por DNA de dupla fita, com aproximadamente 150 kpb (ROEHE, 2003;
GELLER et al., 2012; RECHENCHOSKI, et al., 2016).

3.3 Tratamento

Uma vez que ndo ha uma cura para a doenga, os tratamentos atuais consistem apenas
na tentativa de encerrar o ciclo de replicagao viral e iniciar o processo de laténcia do HSV. Neste
contexto, hatrés antivirais utilizados em larga escala tanto na primoinfecgdo quanto nas reincidéncias:
Aciclovir, famciclovir e valAciclovir, sendo estes responsaveis por agir em células infectadas e
permitir que o sistema imunolégico atue na infecgdo (TAGLIARI, KELMANN e DIEFENTHALER,
2012).

3.3.1 Mecanismo de acdo do Aciclovir e resisténcia viral

Um dos principais motivos de o Aciclovir ser o farmaco de escolha contra infecgoes por HSV-
1 ou HSV-2 consiste na sua atividade de inibigao viral, que ocorre apenas nas células infectadas, e
assim sendo diminui consideravelmente a ocorréncia de efeitos colaterais. Por esse mesmo motivo,
a acao do Aciclovir ndo é capaz de neutralizar o virus ainda livre em circulagcao e impedir que infecte
novas células no periodo de reativacao (LEVINSON, 2016).

Uma vez inserido na célula infectada, o Aciclovir € metabolizado pelas enzimas timidina-
quinase produzidas pelo HSV, convertendo-o em Aciclovir-monofosfato que sofrera agdo das
quinases da célula hospedeira até que se torne Aciclovir-trifosfato, passando pela forma ACV-
difosfato (Fig 1). O Aciclovir trifosfato possui a capacidade de agir diretamente no DNA viral,
encerrando assim sua replicacdo e impedindo que o ciclo do virus continue.

Considerando que a ac¢do do Aciclovir é iniciada somente apds interagdo com a timidina-
quinase produzida pelo proprio HSV, caso o virus possua alguma mutagao que iniba a produgéo
dessa enzima, o Aciclovir ndo é metabolizado até sua forma trifosfatada e, consequentemente,
o virus nao é afetado de forma alguma, sendo necessario que tratamentos nao dependentes
da timidina-quinase viral sejam desenvolvidos (HUSSIN et al.,, 2013; BOHN-WIPPERT, 2015;
LEVINSON, 2016).
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Em células infectadas por herpes-virus

Timidina-cinase codificada Cinase Cinase
por harpes-virus celular celular

ACV ACV-MP

ACV-DP ACV-TP

O ACV-TP é incorporado na cadeia nascente de DNA dos herpes-virus e, agindo como um
terminador de cadeias, inibe a DNA-polimerase viral.
Em células ndo infectadas

Timidina-cinase
codificada pela célula

ACV No ACV-MP

Como nenhum ACV-MP & produzido, nenhum ACV-DP ou ACV-TP pode ser produzido.

Figura 1. Metabolismo de acéo intracelular do Aciclovir
FONTE: Levinson, 2016

3.4. Melissa officinalis e atividade anti-herpética

Popularmente conhecida como “erva cidreira verdadeira” e frequentemente classificada de
forma equivoca como “erva cidreira de folha” (Lippia alba), a Melissa officinalis € uma planta da
familia Lamiaceae que tem sido alvo de estudos por apresentar efeitos inibitérios contra o HSV,
tanto em ambiente extra quanto intracelular. O interesse na Melissa officinalis surgiu apés estudos
que evidenciaram atividade antibacteriana e antiviral de plantas também pertencentes a familia
Lamiaciae, como Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Segurelha (Satureja hortensis) (GAVANJI et al.;
2015)

3.4.1 Critérios para avaliagao de extratos vegetais

Para avaliar os indices de seguranca e toxicidade do extrato de uma planta é necessaria a
definicao de dois valores: IC50 e CC50. Ambos sao obtidos a partir de ensaios de diluicao do extrato
adicionado na cultura de células infectadas, sendo o valor de IC50 correspondente a metade da
concentracao maxima necessaria para inibir o patégeno estudado, e o valor de CC50 corresponde
a concentragéo do extrato que ocasiona morte de 50% das células viaveis do hospedeiro. A fragéo
entre CC50 e IC50 ¢é denominada Sl (Selectivity Index). Um valor alto de indice de seletividade
para um extrato indica que o0 mesmo é eficaz em eliminar o patégeno sem causar grandes danos ao
hospedeiro e o ideal € que o valor de CC50 seja sempre maior que o de IC50 (ASTANI, REICHLING
e SCHNITZLER, 2012; ASTANI, NAVID e SCHNITZLER, 2014; GAVANJI et al., 2015)

3.4.2 Eficacia da Melissa na inibicdo do HSV resistente ao Aciclovir

De acordo com a literatura, o extrato da Melissa officinalis possui diversos compostos fendlicos
que caracterizam sua atividade anti-viral, destacando-se entre eles o acido rosmarinico, acido
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cafeico, acido ferulico e acido p-cumarinico (RECHIS, 2010; ASTANI, REICHLING e SCHNITZLER,
2012).

Em estudos realizados recentemente foi possivel testar a eficacia do extrato aquoso da
Melissa officinalis e de seus principais compostos separadamente, sendo a maioria dos estudos
realizados em cultura de células renais de macaco verde africano (Cercopithecus sabaeus) da
linhagem Vero. Apesar de os compostos fendlicos anteriormente citados terem apresentado
atividade anti-HSV eficaz, nenhum individualmente apresentou desempenho maior do que o extrato,
podendo-se concluir que é necessaria interagcao entre esses compostos. Tanto em experimentos
feitos com amostras de HSV sensiveis quanto em amostras resistentes ao Aciclovir, houve sucesso
na acao do extrato, pois este age no virus inibindo sua aderéncia as células humanas (ASTANI,
REICHLING e SCHNITZLER, 2012; ASTANI, NAVID e SCHNITZLER, 2014; GAVANJI et al., 2015).

No estudo de Astani, Reichling e Schnitzler em 2012, o extrato da Melissa atingiu indice de
Seletividade de 875, considerado um valor alto para extratos vegetais, e em 2014 quando testado
em células Vero contra duas estirpes de herpes virus do tipo 1 resistente ao Aciclovir, o extrato
apresentou indice de Seletividade de 2792 e 1522 para as variacdes testadas. Assim sendo, o
extrato da Melissa é ndo s6 uma alternativa ao tratamento com Aciclovir como um potencial profilatico
e potente finalizador de infecgdes. E importante ressaltar que nos ensaios feitos, apés periodo
de incubacao de células infectadas em tratamento com o extrato em quantidade 10 vezes menor
que a maxima concentragao citotoxica, a inatividade viral chegou a 99%. (ASTANI, REICHLING e
SCHNITZLER, 2012; ASTANI, NAVID e SCHNITZLER, 2014).

3.5 Criagao de produtos a base de Melissa officinalis

Nos ultimos anos surgiram diversos estudos voltados para a producdo de farmacos
alternativos ao Aciclovir e seus derivados tendo a Melissa como base, inclusive no Brasil, onde se
destaca a producao de gloss a base de Melissa e gel a base do extrato. Todos foram desenvolvidos
com foco na infeccdo oral causada pelo HSV-1, de forma que nao foi encontrado em literatura
experimentos finalizados ou em andamento para o desenvolvimento de pomadas, geles, cremes e
logdes derivadas do extrato de Melissa com finalidade de encerrar infecgdes genitais causadas pelo
HSV-1. A respeito do HSV-2 foi evidenciada atividade inibitéria promissora de algumas plantas da
familia Lamiaciae (como a Rosmarinus officinalis), mas nao especificamente do extrato da Melissa
officinalis como alvo principal de estudos (RECHIA, 2010; MOURA et al., 2017).

Conclusao

Os resultados obtidos em pesquisa de literatura indicam que o numero de casos de herpes
simples resistentes ao Aciclovir e 0 numero de mortes por encefalite viral causada pelo HSV séo
crescentes. O extrato da Melissa officinalis foi eficaz em inibir a atividade viral do HSV-1 em regiao
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extracelular mesmo quando testada em baixas concentragdes, podendo ser usada de forma segura
em concentragdes menores que a maxima nao-citotéxica. Contra o HSV-2 ha evidéncias de que o
extrato hidroalcoodlico da Melissa é eficiente contra a aderéncia viral as células hospedeiras, porém
€ necessaria investigacado aprofundada. Dessa forma, pode-se concluir que o extrato da Melissa
€ uma potente e segura matéria prima para futuros farmacos de tratamento para herpes simples,
devendo ser estimulada a pesquisa de novos excipientes para criagdo de medicamentos que sejam
voltados para a eliminagao do HSV-1 na regido genital e do HSV-2 tanto na regido genital quanto
oral.
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