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RESUMO

No mundo, estima-se que exista cerca de 12 milhées de casos graves e 3 milhdes de
casos muito graves de infeccdo do trato respiratério inferior em criancas anualmente.
Dentre os agentes etioldgicos destas infecgdes, o virus sincicial respiratério humano
(hRSV) é a principal causa de internacdes infantis em paises desenvolvidos, agravando
os casos de bronquiolite, pneumonia e infec¢gdes pulmonares obstrutivas crénicas em
pessoas de todas as idades, principalmente criangas e idosos. Estudos preliminares
demonstraram que a Quercetina possui acao virucida sobre hRSV, além de inibir sua
replicagcdo. Entretanto, ndo se tem conhecimento do quéo promissora é a atividade
antiviral de Quercetina sobre o virus hRSV ou mesmo se esta atividade poderia ser
melhorada através de mudancas quimicas em sua estrutura molecular. Assim, o objetivo
deste trabalho foi estabelecer o indice de seletividade (IS) para Quercetina e seus
derivados acetilados durante a infecao por hRSV através de ensaios in vitro. A analise de
viabilidade celular através da adicdo do sal de MTT determinou os valores de CC50 para
Quercetina na presenga/auséncia do vermelho de fenol (85 e 11,4 uM, respectivamente).
Dentre as condi¢cdes testadas, Quercetina apresentou atividade virucida (16-30% de
protecao celular) sem apresentar efeitos no pré ou pds-tratamentos. Os valores de CC50
dos compostos derivados Q1 e Q2 foram 37,1 uyM e 53,15 uM, respectivamente. O
composto Q1 apresentou atividade anti-hRSV nos protocolos virucida e pos-tratamento
(60-90%; 4-8 uM). O composto Q2 nao apresentou atividade anti-hRSV relevante em
nenhuma das condig¢des testadas. A protecao celular apresentada pela Quercetina nao
possibilitou o calculo de IS (CC50/CES50) o que nos sugere que este composto nédo seja
um promissor agente anti-hRSV. Os indices de Seletividade calculados para o composto
Q1 nos protocolos virucida e poés-tratamento foi de 9,27. O conjunto de resultados
obtidos neste trabalho apresenta menor citotoxicidade e melhor performance anti-hRSV
do composto Q1 em relagdo a Quercetina comercial. Estes dados nos estimulam a dar
continuidade aos estudos do composto Q1 com o intuito de melhorarmos sua atividade
antiviral e assim propormos um novo composto que seja efetivos na prevencédo e/ou
tratamento das infecgdes por hRSV.

Palavras-chave: QUERCETINA. hRSV. ANTIVIRAL. DERIVADOS ACETILADOS.
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ABSTRACT

Worldwide, is estimated that there are about 12 million serious cases and 3 million severe
cases of lower respiratory tract infection in children every year. Among the etiological
agents of these infections, respiratory syncytial virus (hRSV) is the leading cause of
children's hospitalizations in developed countries, aggravating cases of bronchiolitis,
pneumonia and chronic obstructive pulmonary infections in people of all ages, especially
children and the elderly. Preliminary studies demonstrated that Quercetin has virucidal
action on hRSV, and inhibits replication. However, we do not know how promising is the
antiviral activity of Quercetin on the hRSV. The objectives of this work is to understand the
action of Quercetin and some of its derivatives acetylated on the steps of the replicative
cycle of hRSV, determining the selectivity index for each compound. The development of
this project will assist in the search for effective compounds in the prevention and/or
treatment of hRSV infections. In the cytotoxicity assays, Quercetin showed CC50 values
variable depending on the presence/absence of phenol red (11.4 and 85 yuM respectively).
Among the concentrations tested Quercetin only showed a slight virucidal activity (16-30%
concentration 5-10 yM). The CC50 values were derived compounds 37.1 uM for Q1 and
Q2 to 53.15 pM. Compound Q1 showed anti-hRSV activity in virucidal and post-treatment
protocol (60-90% at 4-8 uM). The Q2 compound showed no anti-hRSV relevant activity.
The presence or absence of phenol red had great influence in determining the CC50
values of Quercetin (11.4 yM and 85 uM with phenol red). In addition, Quercetin showed
little (virucidal protocol without phenol) or no anti-hRSV activity. Thus it has not been
possible to establish the EC50 of Quercetin and determine its selectivity index (Sl). The
Q1 compound showed a greater CC50 value (37.1 uM) and relevant anti-hRSV activity in
post-treatment and virucidal protocols (Sl 9.27). Among the compounds tested, Q2
showed the highest value of CC50 (53.15 uM without phenol) however, had little or no
anti-hRSV activity, making it impossible to determine their Sl.

Keywords: QUERCETIN. hRSV. ANTIVIRAL. ACETYLATED DERIVED.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CC-FN  Cromatografia em coluna de fase normal
CC50 Concentragao que induz morte celular em 50% das células
CCDA Cromatografia em camada delgada analitica
CE50  Concentragéo que impede a morte em 50% das células
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimetilsulfoxido
DO Densidade optica
FDA  Food and Drug Administration
hRSV  Virus sincicial respiratério humano
IS indice de seletividade
MOl  “Muiltiplicity of infection” Multiplicidade da infecgao
MTT  (1- (4,5-Dimethyithiazol-2-yl)-3,5-Diphenylformazan Thiazolyl blue formazan
OMS  Organizacdo mundial de saude
Q1 Composto derivado acetilado penta-acetilado
Q2 Composto derivado acetilado tetra-acetilado
SFB  Soro fetal bovino

TCIDS0 “ 50% tissue culture infective dose” Suspensao viral que reduz a viabilidade em 50%
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3. CONCLUSOES GERAIS

A atividade anti-hRSV da quercetina e de seus derivados foi avaliada, concluindo-

se que:

1. Empregando a técnica de viabilidade celular por ensaio de MTT, os valores de CC50
para Quercetina comercial foram determinados em 85 e 11,4 pM dependendo da

presenca ou auséncia de vermelho de fenol nas culturas de células HEp-2;

2. Quercetina apresentou atividade virucida (16-30% de protecao celular) nas seguintes
condigbes: concentragbes de 1,25-10 uM, MOI 0,1 em meio de cultivo sem vermelho de
fenol. Os protocolos de pré- ou pos-tratamentos ndo foram promissores em nenhuma das

condicdes testadas.

3. Os compostos derivados de Quercetina tiveram seus valores de CC50 determinados
em 37,1 yM (Q1) e 53,15 uyM (Q2) sob células Hep-2 empregando-se a técnica de

viabilidade celular por ensaio de MTT.

4. O composto Q1 apresentou atividade anti-hRSV nos protocolos virucida e pos-
tratamento (60-90%) com valores de CE50 <4 uM, e portanto, indice de Seletividade de
9,27. O composto Q2 ndo apresentou atividade anti-hRSV relevante em nenhuma das

condicdes testadas.
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