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RESUMO

A Hepatite C é uma doenca causada pelo virus da Hepatite C (HCV),
que afeta milhares de pessoas em todo o mundo. Representa um problema
de saude publica, sendo uma das principais causas de doencas e transplantes
relacionados ao figado. Nao ha uma vacina contra o HCV e os tratamentos
atuais ndo sdo eficazes para todos os pacientes tratados, apresentando
muitos efeitos colaterais e alto custo de desenvolvimento. Desta forma, fica
evidente a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas que produzam uma melhor resposta viroldgica sustentada,
efeitos colaterais mais brandos e menor custo de producéo. Neste contexto,
compostos naturais podem fornecer uma fonte alternativa para a identificacéo
de produtos com potencial terapéutico. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos de compostos naturais, isolados do veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus (complexo heterodimérico crotoxina e
suas subunidades crotapotina e Fosfolipase Az2), e do extrato das folhas de
Pterogyne nitens (sorbifolina e pedalitina), no ciclo replicativo do HCV in vitro.
Estes compostos foram testados quanto as suas atividades antivirais por meio
de infeccdo e tratamento de células Huh-7.5, e realizacdo de ensaios de
luciferase, western-blotting e imunofluorescéncia. Os dados obtidos
demonstraram que tanto os compostos isolados de C. durissus terrificus
guanto de P. nitens possuem efeito anti-HCV, sendo que alguns compostos
inibiram mais de uma etapa do ciclo replicativo viral. Portanto, os multiplos
efeitos anti-HCV apresentados pelo tratamento com esses compostos
demonstraram o potencial terapéutico de fontes naturais no tratamento da
Hepatite C.

Palavras-chave: virus da Hepatite C, antivirais, compostos naturais
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ABSTRACT

Hepatitis C is a disease caused by Hepatitis C virus (HCV) that
affects thousands of people worldwide. Represents a public health problem,
being one of the main causes of liver disease and transplantation. There is
no vaccine for HCV and the current therapy is not effective for all treated
patients, presents many side effects and high cost of development. Thus,
there is an evident need to develop new therapeutic approaches which
result in a better sustained virologic response, milder side effects and lower
production cost. In this context, natural compounds can provide an
alternative source for the identification of products with therapeutic potential.
This study aimed to evaluate the effects of natural compounds, isolated from
Crotalus durissus terrificus venom (heterodimeric complex crotoxin and its
subunits crotapotin and phospholipase Az), and from leaves extract of
Pterogyne nitens (sorbifolin e pedalitin), on HCV life cycle in vitro. These
compounds were screened for their antiviral activities by infecting and
treating Huh-7.5 cells, and performing luciferase, western blotting and
immunofluorescence assays. The data obtained demonstrated that both
compounds isolated from Crotalus durissus terrificus and from P. nitens
possess anti-, and some compounds inhibited more than one step of the
virus life cycle. Therefore, the multiple anti-HCV effects presented by the
treatment with these compounds demonstrated the therapeutic potential of
natural sources in the treatment of Hepatitis C.

Keywords: Hepatitis C Virus, antivirals, natural compounds
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1. INTRODUCAO
1.1. Historico e Patologia

A Hepatite C é uma doenca causada pelo virus da Hepatite C (HCV),
e constitui uma das principais causas de doencas hepaticas, assim como
de transplantes de figado no mundo (BARTENSCHLAGER; LOHMANN;
PENIN, 2013). Segundo dados recentes aproximadamente 130 a 150
milhdes de pessoas estéo infectadas cronicamente. A estimativa é de que
3 a 4 milhdes de pessoas sao infectadas com o HCV anualmente, e mais
de 500.000 pessoas morrem por doencas no figado relacionadas a Hepatite
C (W.H.O, 2015).

A infec¢do € caracterizada principalmente pela inflamacgéo do figado,
apresentando uma fase aguda que pode desenvolver-se em um estado
cronico. Na fase aguda, aproximadamente 15 % dos pacientes conseguem
eliminar a infeccdo espontaneamente, sendo que os 85 % restante dos
infectados desenvolvem o estado crbénico da doenca. Em 20 % dos casos
de hepatite C cronica pode haver o desenvolvimento de cirrose apos 25 a
30 anos da infeccao, e destes, 1 a 5 % podem progredir para faléncia
hepética devido a cirrose ou ao carcinoma hepatocelular (ASHFAQ et al.,
2011; MORENO-OTERO, 2005; WHO, 2015). A maioria dos pacientes
pode permanecer assintomatica em ambas as fases, aguda e crbnica, por
anos e s6 serem diagnosticados durantes exames de saude (RAIMONDI et
al., 2009).

1.2. O Virus da Hepatite C

O HCYV foi identificado pela primeira vez como agente causador da
Hepatite C em 1989 por Choo e colaboradores (CHOO et al., 1989), o qual

era até entdo conhecido como virus da Hepatite ndo-A e nao-B.
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Pertencente ao género Hepacivirus da familia Flaviviridae, o HCV
possui como material gendmico uma fita simples de RNA de polaridade
positiva de aproximadamente 9600 nucleotideos (DUBUISSON; COSSET,
2014; SIMMONDS et al., 2005). A particula viral mede aproximadamente
50 nm, e é formada por um envelope viral derivado das membranas do
hospedeiro, no qual estédo inseridas as glicoproteinas E1 e E2 do virus, um
capsideo proteico formado pelas proteinas do Core, e 0 genoma viral
(Figura 1A). O RNA viral é traduzido em uma poliproteina precursora de
3000 aminoacidos, que é clivada por proteases virais e do hospedeiro em
10 proteinas virais estruturais e ndo estruturais. Entre as proteinas
estruturais estédo as glicoproteinas do envelope E1 e E2, as do capsideo e
a proteina p7, enquanto entre as néo estruturais estdo as proteinas NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (BARTENSCHLAGER; LOHMANN;
PENIN, 2013; KAITO et al., 1994; TALWANI et al., 2012) (Figura 1B).
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Figura 1: Particula viral esquematizada, demonstrando as proteinas do core, do envelope (E1 e E2)
e RNA viral — Adaptado de JAMES, 2001 (A). poliproteina viral codificada pelo HCV, demonstrando
as proteinas estruturais e néo estruturais do virus — Adaptado de BARTENSCHLAGER et al., 2013
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A proteina do capsideo (C) encontra-se na regido mais conservada
do genoma viral e esta relacionada com a composi¢cao do nucleocapsideo
viral. Outras funcdes atribuidas a proteina do Core inclui a modulacdo da
transcricdo de genes, supressao da resposta imune e proliferacédo celular
(PENIN et al., 2004). Além disso, ha evidéncias que o core pode se associar
a goticulas lipidicas, sendo essencial para recrutar outros componentes
virais importantes na montagem de novas particulas (DUBUISSON;
COSSET, 2014).

As proteinas transmembrénicas E1 e E2 sdo as mais variaveis
dentre as proteinas do HCV. S&o os principais alvos dos anticorpos
neutralizantes e estdo relacionadas com o reconhecimento das células

hepaticas, pelas quais o virus apresenta tropismo (SIMMONDS, 2013).

A viroporina p7 € uma proteina intrinseca de membrana, apresenta
atividade cétion seletiva, sendo essencial para a liberacédo dos virions das
células hospedeiras. Juntamente as proteinas do core, E1, E2 e NS2,
formam o moédulo de montagem das particulas virais
(BARTENSCHLAGER; LOHMANN; PENIN, 2013).

As proteinas ndo estruturais apresentam diferentes funcdes,
estando associadas principalmente ao processamento da poliproteina
precursora viral, desenrolamento da dupla fita de RNA intermediaria, e
patogénese viral. Estas proteinas também formam o complexo de
replicacéo viral (COUNIHAN; RAWLINSON; LINDENBACH, 2011).

A primeira proteina ndo estrutural NS2 esta relacionada a maturacao
de outras proteinas virais, e juntamente com a NS3 formam uma cisteino-
protease responsavel pela clivagem da regido NS2/NS3 (DUBUISSON;
COSSET, 2014; LINDENBACH; RICE, 2005).

A NS3 é uma proteina multifuncional, a qual apresenta um dominio
N-terminal serino protease e um dominio C-terminal RNA helicase/NTPase.

N&o apresenta um dominio transmembranico, mas ha uma associacao
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desta proteina com a NS4A, que funciona como um cofator. Quando isto
ocorre, a NS3 é encontrada associada ao reticulo endoplasmatico rugoso
(RE), atuando de maneira importante para formar o complexo replicativo
viral (MUKHERJEE et al., 2012; ROMANO et al., 2012).

A proteina NS4A apresenta 54 aminoacidos e, além de atuar como
cofator da NS3, interage com outras proteinas, contribuindo na replicacéo
do RNA e producdo de novas particulas virais (PHAN et al., 2011). Ja a
regido NS4B possui atividade de GTPase e ATPase, estando também
relacionada com a hiperfosforilagédo da NS5A e induzindo o RE na formacéao
de uma estrutura denominada rede membranosa, que facilita a sintese da
fita de RNA positiva (PHAN et al., 2011).

Com aproximadamente 450 aminoacidos, a proteina NS5A é
composta por uma a-hélice anfipatica N-terminal e mais 3 dominios
(MACDONALD et al., 2004). Esta proteina € de fundamental importancia
no ciclo replicativo viral, regulando varias etapas do processo replicativo,
auxiliando na replicacdo e montagem, e interagindo tanto com as proteinas
do hospedeiro como com outras proteinas virais (FRIDELL et al., 2011; LIM
et al., 2012). Com isso, esta proteina € um dos principais alvos na busca
de novos tratamentos contra o HCV (NGUYEN et al., 2011; VERDEGEM et
al., 2011).

A proteina NS5B atua como uma RNA polimerase dependente de
RNA, e esta relacionada diretamente com a replicacdo do material genético
viral que dard origem a novos genomas virais, e estes constituirdo
juntamente as proteinas estruturais, novos virions (CHEN et al., 2012; QIU
et al., 2011).

1.2.1 Ciclo replicativo do HCV

As particulas virais do HCV estdo associadas a lipoproteinas de

baixa e muito baixa densidade (low-density — LDLs e very-low-density
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lipoproteins — VLDLS), e esta associacao esta relacionada a infectividade,
indicando a contribuicdo dos componentes lipoproteicos para a entrada
eficiente do HCV nas células hospedeiras (ANDRE et al., 2002;
BARTENSCHLAGER et al., 2011; LINDENBACH; RICE, 2013). O primeiro
estagio da infeccdo pelo HCV consiste da ligacao do virus a superficie da
célula hospedeira, pela interacdo especifica entre as glicoproteinas do
envelope viral e receptores celular como CD81, SRB1, CLDN1 e OCLN,
seguido da endocitose mediada por clatrina (ROUILLE et al., 2006; ZEISEL,
FELMLEE; BAUMERT, 2013). Ap6s a entrada do virus e liberacdo do
material genético, o sitio interno de entrada ribossomal (Internal ribosome
entry site - IRES) promove a iniciacdo da traducdo da poliproteina, que é
seguido pelo processamento das proteinas virais. As proteinas nao
estruturais se associam do lado citoplasmatico da membrana do RE onde
interagem entre si e com as proteinas hospedeiras para formar a
maquinaria de replicacdo viral. Essa maquinaria usa seu proprio genoma
como molde para transcricao de fita complementar negativa de RNA. A fita
negativa ou dupla fita, por sua vez, serve como uma molécula replicativa
intermediaria na sintese de novas moléculas de RNA de polaridade positiva
gque podem ser usadas para traducdo, replicacdo ou entdo serem
empacotadas para constituir novos virions (BARTENSCHLAGER;
LOHMANN; PENIN, 2013; DUBUISSON; COSSET, 2014). As proteinas
estruturais se associam (core) ou se integram com a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) (E1, E2 e p7) e formam oligbmeros funcionais que
promoverdao a montagem das novas particulas virais. O envelope viral é
adquirido por brotamento na membrana do RE, processo que parece estar
associado a maquinaria de VLDL, e as novas particulas virais séo liberadas
(BERGER et al., 2012; COUNIHAN; RAWLINSON; LINDENBACH, 2011;
HUANG et al.,, 2007). O esquema do ciclo replicativo do HCV é

representado na figura 2.
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Figura 2: Ciclo de replicativo do HCV. A fita de RNA positivo é liberada no citoplasma, interagindo

com o reticulo endoplasmatico (RE) para a traducgédo da fita e formag&o dos complexos replicativos,

estes complexos se associam com membranas derivadas do RE formando a rede membranosa.

Para a formagao de novos virions o (+)RNA é direcionados para goticulas lipidicas (LD) para serem

empacotados e depois liberados. Adaptado de Li et al., 2015
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1.3. Epidemiologia e transmisséo

A distribuicdo do HCV é bem ampla. Sua maior prevaléncia esta
localizada na Africa e no Oriente Médio, podendo chegar em até 10%.
Além disso, a regido asiatica em numeros absolutos apresenta
aproximadamente 50% da populacdo mundial de infectados pelo HCV.
(HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013) (Figura 3).

A principal via de transmissédo do HCV é por exposi¢ao percutanea
de sangue e derivados do plasma, sendo a utilizacdo de agulhas e
seringas contaminadas uma das principais fontes de transmisséao,
principalmente em usuérios de drogas (WHO, 2015). Até o final da
década de 80, quando o HCV ainda nao havia sido identificado, a principal
via de transmissdo ocorria por transfusbes sanguineas. Em paises
desenvolvidos, o aumento da incidéncia do HCV esta relacionado ha um
aumento do numero de usuarios de drogas (HAJARIZADEH; GREBELY;
DORE, 2013; WANDELER et al., 2015).

A transmissdo por meios de procedimentos como a colocacdo
piercings, tatuagens, agulhas de acupuntura e técnicas utilizadas por
manicure e pedicure também foram documentadas como fator de risco
para infeccdo por HCV (CONITEC, 2015; LEMOS et al.,, 2014). Ha
também relatos de transmisséo perinatal do HCV entre criancas recém-
nascidas e maes infectadas (ATTALLAH et al., 2015; GARCIA-TEJEDOR
et al., 2015; OHTO et al., 1994). Existem poucas evidéncias de que o
semém, saliva, lagrimas e urina estejam relacionados com a transmissao
do virus, embora o0 RNA viral tenha sido encontrado nesses fluidos
(SIMMONDS, 2013).
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1.4. Diversidade Genética do HCV

O HCV apresenta alta variabilidade genética, sendo possivel
diferenciar 7 genotipos, com aproximadamente 30% de diferencas entre as
sequéncias nucleotidicas (MURPHY et al.,, 2007). Segundo um estudo
realizado por SIMMONDS (2013), os gendtipos 1, 2 e 3 apresentam uma
distribuicdo mais ampla, enquanto os demais estéo relacionados a regides
geograficas especificas. O genoétipo 1 €é o0 mais abrangente
geograficamente, sendo o mais comum na América do Norte, no Oeste e
Norte da Europa, América do Sul, Asia e Australia (HAJARIZADEH;
GREBELY; DORE, 2013). O genétipo 2 € mais comum no oeste da Africa,
0 gendtipo 3 no sul e sudeste asiatico, o genotipo 4 na Africa central e
Oriente Médio, o gendtipo 5 € quase exclusivamente encontrado no sul da
Africa e 0 genotipo 6 no sudeste asiatico. O gendtipo 7 foi descoberto
recentemente (MURPHY et al., 1996; SIMMONDS, 2004, 2013) (Figura 3).

Estes 7 gendétipos estdo divididos em 70 subtipos que apresentam
uma variacdo de 20 a 25% nas sequéncias nucleotidicas, sendo 0s
subtipos mais frequentes séo 1la, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a e 6a (SIMMONDS,
2013).Existem também variantes genéticas do virus denominadas
guasiespécies, que estdo altamente relacionadas entre si, diferindo em
menos de 10% do genoma viral (DOMINGO et al., 2006; MARTELL et al.,
1992; ZHOU et al., 2007).

A variacao nas quasispecies representa um grande problema para os
individuos infectados, devido as implicacdes do potencial adaptativo do
HCV (GALE; FOY, 2005). Tal variabilidade genética, juntamente a outros
fatores virais e do hospedeiro, pode estar relacionada aos diferentes niveis
de viruléncia, uma vez que alguns gendtipos parecem estar associados a
patologias mais graves, e também a maiores taxas de escape, podendo
levar a resisténcia ao tratamento (THIMME; BINDER;
BARTENSCHLAGER, 2012).
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1.5. Tratamento

N&o existe atualmente uma vacina contra o HCV, os estudos para o
desenvolvimento de vacinas e outras abordagens como o uso de RNAs de
interferéncia, apesar dos grandes avancos, ainda se encontra em fases de
estudo, ndo sendo aprovada a utilizagdo em humanos (JAHAN et al., 2011;
KHALIQ et al., 2010; SWADLING; KLENERMAN; BARNES, 2013).

Os métodos utilizados no tratamento ndo apresentam resultados
eficazes para todos os pacientes tratados (POVEDA et al.,, 2014). O
Interferon-a (IFN-a) foi o primeiro medicamento utilizado no tratamento de
pacientes com hepatite C cronica, mas foi efetivo apenas em uma parcela
dos individuos (JAECKEL et al., 2001). Com a introducao da ribavirina, o
tratamento combinado apresentou uma taxa de resposta virologica
sustentada (RVS) de 35 a 40 %, sendo de 29 % para pacientes infectados
com o gendtipo 1 apds 48 semanas de terapia, e 70 % para os genotipos 2
e 3 apds 24 semanas de tratamento (DEUTSCH; HADZIYANNIS, 2008;
JAECKEL et al., 2001; POYNARD et al., 1998, 2003).

Posteriormente, sugiram tratamentos a base de Interferons
modificados pela adicdo de uma molécula de polietileno glicol (PEG-IFN).
A adicdo dessa molécula retarda a eliminacdo do IFN possibilitando que
esse se mantenha em uma concentracdo estavel no sangue, e juntamente
com a ribavirina, apresentaram melhores resultados. Em estudos com
pacientes cronicamente infectados, a taxa de RVS foi de 76 a 84 % em
pacientes com infec¢do pelo gendtipo 2 ou 3, e de 42 a 52% em pacientes
infectados com HCV do gendétipo 1 (KLENERMAN; FLEMING; BARNES,
2009; ZEUZEM, 2008).

Na busca por tratamentos mais eficientes contra o HCV, o uso de
agentes antivirais de agao direta (DAAs), que tem como alvo as proteinas
virais como a NS5A e NS3-4A, demonstraram um potencial na inibicdo da
replicacdo viral (WOHLFARTH; EFFERTH, 2009). Em 2011, a agéncia

reguladora de medicamentos dos Estados Unidos (FDA - Food and Drug
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Administration) aprovou o uso dos inibidores de protease NS3-4A,
Boceprevir e o Telaprevir, associados a terapia com interferon e ribavirina
no tratamento de pacientes do genotipo 1, elevando para 90% a taxa de
RVS (NAGGIE, 2012).

No Brasil, 0 governo aprovou recentemente a utilizagdo dos DAAs de
segunda geracao Simeprevir e Daclastavir para o tratamento da hepatite C.
Estes DAAs estdo sendo distribuidos desde outubro de 2015 para o
tratamento no Sistema Unico de Salde (SUS) (CONITEC, 2015). A
segunda geracdo de DAAs apresenta efeitos colaterais mais brandos e um
menor tempo de tratamento (WYLES, 2013). Entretanto, a combinagéo
desses antivirais empregados no tratamento dependera dos genoétipos dos
pacientes e, em alguns casos, poderdo ser adicionais a terapia com
interferon e ribavirina (CONITEC, 2015).

Apesar dos tratamentos mais recentes baseados em DAAs
apresentarem melhores taxas de RSV e uma duracdo menor de tratamento
(aproximadamente 12 semanas), alguns estudos jA demonstraram que
mutacgdes especificas podem conferir resisténcia viral a estes tratamentos
(BARTH, 2015; POVEDA et al., 2014; THOMPSON; LOCARNINI; BEARD,
2011). Além disso, apresentam custos de producado muito elevados, mesmo
com a diminuicdo do tratamento para 12 semanas, limitando o uso em
paises subdesenvolvidos. Estes paises ainda utilizam terapias como o
Interferon convencional combinado a ribavirina para tratar pacientes
infectados com gendtipos menos agressivos, sendo 0s tratamentos mais
recentes aplicados apenas para o gendtipo 1. Adicionalmente, os
tratamentos existentes também demonstram uma série de efeitos colaterais
para os pacientes tratados. Tais fatos tornam necessaria a busca por novos

métodos de intervencao para o tratamento da Hepatite C.
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1.6. Compostos naturais com potencial antiviral

Apesar dos recentes avancos no tratamento para Hepatite C, ainda
existem muitos desafios a serem vencidos. E inerente a necessidade do
desenvolvimento de novas terapéuticas, e neste contexto, compostos
naturais podem servir como alternativas para o desenvolvimento de novas
abordagens anti-HCV. Muitos trabalhos reportaram o uso de compostos
extraidos de fontes naturais animais e vegetais como possiveis agentes
terapéuticos, inclusive com atividade antiviral contra o HCV (JIN et al.,
2008; MATSUMOTO et al.,, 2013; YAN et al.,, 2011); DABBOUSEH,;
JENSEN, 2013).

1.6.1. Toxinas animais

Toxinas isoladas de animais como serpentes peconhentas vém
sendo amplamente estudadas com relacdo a suas aplicacdes (BISWAS et
al., 2012; BORDON et al, 2012; KOH; KINI, 2012;
MEENAKSHISUNDARAM; SWENI;
THIRUMALAIKOLUNDUSUBRAMANIAN, 2009; MULLER et al.,, 2014,
SANT’ANA et al., 2008). Venenos de serpente contém uma mistura de
compostos bioativos como proteinas e polipeptidios que apresentam uma
alta atividade metabdlica. Estes compostos podem existir na forma de
mondneros ou formar complexos (FAURE; SAUL, 2012; LEE, 1972).

O primeiro componente purificado e cristalografado de um veneno
animal foi a crotoxina, um componente do veneno de Crotalus durissus
terrificus (Slotta K, 1938). Esta proteina € formada por um complexo
heterodimérico que apresenta atividades imunomoduladora, anti-
inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana e analgésica documentadas (Yan,
2006; Zhu, et al., 2008; Sampaio, 2006; Sampaio, 2010). Outros complexos
isolados de venenos de serpente também vém sendo estudados quanto a

suas atividades (Doley, 2009). Alguns destes, inclusive a crotoxina, vém
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sendo investigados quanto a sua atividade antiviral (CECILIO et al., 2013;
MARCUSSI et al, 2011; MEENAKSHISUNDARAM; SWENI,
THIRUMALAIKOLUNDUSUBRAMANIAN, 2009).

Dennis et al. (2011) demonstraram que a crotoxina (CX) é um
heterodimero composto por subunidades, denominadas de crotapotina
(CP) e fosfolipase A2 (PLA2-CB), ligadas nédo covalentemente (Figura 4).
Podem ser encontradas 4 isoformas de cada subunidade, que diferem na
sequéncia dos aminoacidos apenas em 8 residuos, sendo entdo a CX uma
mistura de variantes formadas pela combinacdo das diferentes isoformas.
A subunidade PLA2-CB apresenta um carater basico e peso molecular de
aproximadamente 16.400 Da. Dentre os varios tipos de fosfolipases, a
PLA2-CB trata-se de uma fosfolipase secretada (sPLAz), do grupo GIIA,
pertencente a super familia das fosfolipases Az (FAURE et al., 1993; KINI,
2003; DENNIS et al., 2011). J4 a subunidade CP apresenta carater acido,
com peso molecular de aproximadamente 9.000 Da. E formada por trés
cadeias polipeptidicas (a, B, y) unidas por ligagdes dissulfeto, originadas da
clivagem de seu precursor, a pré-crotapotina. A CP age com uma
chaperona impedindo a subunidade PLA2-CB de se ligar a sitios néo
especificos, ao mesmo tempo em que a direciona para os sitios alvo
(DOLEY; KINI, 2009; HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971; MULLER et
al., 2012). Estudos com o complexo CX e suas subunidades, realizados por
Radvanyi et al., em 1985, concluiram que a subunidade PLA2-CB so foi
téxica quando combinada com outra subunidade PLA2-CB, formando um
dimero PLA2-CB-PLA2-CB.
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Figura 4. Estrutura em cristal do complexo crotoxina do veneno de Crotalus durissus terrificus. A
subunidade basica (PLA2-CB) é mostrada em azul (A). O complexo crotoxina com suas duas
subunidades (B). A subunidade &cida (crotapotina) € mostrada em vermelho, rosa e rosa claro (PDB,
3ROL).

PLA,-CB Crotoxina Crotapotina

¢ Es

Dentre a diversidade de aplicacbes para compostos extraidos de
animais, foi identificada atividade inibitéria no ciclo replicativo de diferentes
virus, apresentando uma taxa consideravel de inibicdo da replicacdo de
virus da familia Flaviviridae (MULLER et al., 2012; PARIDA et al., 2002;
YAN et al., 2011). O complexo CX demonstrou efeito inibitério contra virus
da febre amarela e o da dengue (MULLER et al., 2012). Alguns compostos
encontrados em venenos animais como a fosfolipase A2 (PLA-2) (FENARD
et al., 1999) e a Mucroporin-M1 também demonstraram atividade inibitoria
contra HCV, virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), coronavirus
associado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV), virus da
influenza aviaria (H5N1) e virus do sarampo (Ll et al., 2011; PETRICEVICH,;
MENDONCA, 2003; XING et al., 2012; YAN et al., 2011).

Com isso, a utilizacdo de toxinas extraidas de serpentes peconhentas
como alternativa para o desenvolvimento de novos antivirais vem sendo
estudadas para outros virus. Porém, pouco se sabe sobre a acdo destas

toxinas no ciclo replicativo do HCV.
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1.6.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe importante de compostos naturais que
apresentam varios beneficios a saude, sendo utilizados na medicina.
Muitos sdo descritos na literatura com atividade antioxidante
(LEOPOLDINI et al., 2006), anti-inflamatéria (SERAFINI; PELUSO;
RAGUZZINI, 2010), hepatoprotetora (ZHU et al., 2012), anticancerigena
(Yl et al., 2005), e atividade antiviral, como a silibina (BLAISING et al.,
2013), a epigalo-catequina-3-galato (CALLAND et al., 2012a), e a
naringenina (GOLDWASSER et al.,, 2011; LYU; RHIM; PARK, 2005;
NAHMIAS et al., 2008).

Quimicamente os flavonoides sdo compostos por um esqueleto de 15
carbonos, consistindo de 2 anéis benzénicos (A e B) ligados via anel
pirano heterociclico (C) (Figura 5). As varias classes de flavonoides
diferem no nivel de oxidacdo e no padrdo de substituicdo do anel C
(MIDDLETON, 1998).

Figura 5. Estrutura basica de um flavonoide. Fonte: KUMAR; PANDEY, 2013

Dentro da classe dos flavonoides existe a subclasse das flavonas
(Figura 6A), a qual demonstrou apresentar atividades antioxidante
(FERNANDES et al.,, 2008), antibacteriana contra Helicobacter pylori
(ISOBE et al.,, 2006), protecdo contra danos ao DNA e inibicdo da
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peroxidagdo lipidica (LIU et al., 2006). E em estudos computacionais

N

apresentou atividade antiviral contra integrasse de HIV-1 (LAMEIRA et al.,
2006) e anti-Picornavirus (SOUZA et al., 2004).

w

As flavonas pedalitina (Figura 6B) e sorbifolina (Figura 6C) séao
metabdlitos secundarios que pertencem a classe dos flavonoides, ja
isoladas em algumas espécies de plantas, como Ruellia tuberosa (LIN et
al., 2006), Mentha pulegium e Mentha suaveolens (ZAIDI et al., 1998b).
Sdo descritas na literatura com atividades antibacteriana (ISOBE;
NAGATA, 2010), antioxidante (FERNANDES et al., 2008; MASUOKA;
10 ISOBE; KUBO, 2006) e anticancerigena (NITODA; ISOBE; KUBO, 2008),

11 demonstrando um grande potencial de atividades biolégicas. Porém,

© 00 N oo 01 b

12 ainda ndo sdo descritas na literatura atividades antivirais para estes

13 compostos.

Figura 6. Estrutura basica de uma flavona (A). Estrutura da Pedalitina (B) e Sorbifolina (C). Adaptado
de HAVSTEEN, 1983; REGASINI,2015.
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14 A utilizacdo de medicamentos a base de plantas € uma prética antiga,
15 sendo que muitos compostos naturais e seus derivados vém sendo
16 utilizados como medicamentos (BALUNAS; KINGHORN, 2005). O acido
17 acetil-salicilico e a penicilina sdo exemplos classicos desse uso
18 (BUTLER, 2004).
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Muitos compostos naturais extraidos de plantas sdo descritos com
enorme potencial terapéutico, apresentando diversas atividades como
anticancer (COSTA-LOTUFO et al., 2010), antimalarica (VAN AGTMAEL,;
EGGELTE; VAN BOXTEL, 1999) e antidepressiva (CICERO BEZERRA
FELIPE et al., 2007). Também s&o descritos na literatura compostos com
uma taxa consideravel de inibicdo da replicacdo de virus da familia
Flaviviridae, incluindo a atividade anti-HCV (BALUNAS; KINGHORN,
2005; PARIDA et al.,, 2002). Jardim et al., identificou uma potente
atividade antiviral em compostos extraidos de plantas brasileiras sobre a
replicagdo do HCV (JARDIM et al.,, 2015), corroborando com outros
trabalhos, e demonstrando que a utilizacdo de flavonoides extraidos de
plantas como alternativa na terapia para o tratamento do HCV vem sendo
amplamente estudada (CALLAND et al., 2012b).

Cerca de 40 novos medicamentos de origem natural foram lancados
no mercado entre os anos de 2000 e 2010 (BRAHMACHARI, 2012). Neste
contexto, a utilizacdo de compostos naturais de fontes animais ou
vegetais j& demonstrou diversas atividades descritas na literatura, dentre
elas a atividade antiviral, podendo ser considerados fontes promissoras
para descobertas de futuros antivirais e resultar na melhoria do

tratamento da Hepatite C.
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CONCLUSOES GERAIS

Compostos naturais isolados de diferentes origens possuem atividade

antiviral no ciclo replicativo do HCV.

A analise da atividade dos compostos no ciclo replicativo viral demonstrou
que um composto natural pode agir em mais de uma etapa do ciclo

realizada pelo virus durante a infeccao das células hospedeiras.

Os compostos isolados de C. durissus terrificus apresentaram inibicdo das

etapas de entrada, replicacéo e liberacado do HCV.

Os compostos isolados de P. nitens apresentaram efeito na entrada dos
virus nas células hospedeiras, por mecanismos de acado direta nas
particulas virais e/ou por efeito protetor ainda ndo elucidado nas células
hospedeiras.

Compostos naturais podem ser uteis para investigar as intera¢cdes do HCV
com as células hospedeiras, bem como no desenvolvimento de futuras

terapias para o tratamento da hepatite C.
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