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RESUMO

No mundo, estima-se que exista cerca de 12 milhdes de casos
graves e 3 milhdes de casos muito graves de infeccdo do trato respiratério
inferior em criancas. Dentre 0s agentes etiologicos destas infeccbes, o
Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) contribui para varios casos
de bronquiolite, pneumonia e infec¢cdes pulmonares obstrutivas crbnicas
em pessoas de todas as idades, principalmente em criancas e idosos.
Atualmente ndo existe vacinas ou medicamentos eficazes com atividade
anti-hRSV. A semi-sintese a partir de moléculas naturais tem sido uma
estratégia promissora na melhora da atividade biol6gica de compostos
naturais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral in
vitro da Quercetina Penta-acetilada (QPA) em células permissivas a
infeccdo/replicacdo por hRSV (HEp-2). Os ensaios antivirais foram
realizados com diferentes MOIls (0.1, 0.5 e 1.0) e analisados por adicéo
do sal de MTT e posteriormente confirmados por ensaio de placa de lise.
O composto QPA apresentou atividade anti-hRSV nos protocolos virucida
e de pés-tratamento. O efeito virucida de QPA foi confirmado pelos
ensaios de adsorcdo e tempo de adicdo. QPA inibiu a adsorcdo e o0s
ensaios de tempo de adicdo confirmaram que a acdo de QPA se da
principalmente nas primeiras fases do ciclo viral. Por meio do ensaio de
placa de lise foi possivel demonstrar e confirmar que a reducdo do
namero de focos virais nos protocolos virucida e poés-tratamento foi de
50%. Nossos dados indicam que o composto QPA apresenta um
promissor papel anti-hRSV, por interagir com a particula viral e inibir sua

adesao a célula.

Palavras-chave: hRSV, antiviral, flavonoides, quercetina penta-acetilada



ABSTRACT

Lower respiratory tract infections are the main cause of infections in
children, reaching approximately 12 million severe cases and 3 million
very serious cases around the world. The human pneumovirus Respiratory
Syncytial Virus (RSV) is the major pathogen found in these cases and
contributes to several cases of bronchiolitis, pneumonia and chronic
obstructive pulmonary infections in people of all ages, especially in infants
and the elderly. There are currently no vaccines and the therapeutic
strategies in use present little efficacy or restricted use. Flavonoids are the
focus of several studies that seek for effective and cost-effective antiviral
drugs. Quercetin, a flavonoid commonly found in the human diet, has an
inhibitory activity against several types of virus, including RSV. Chemical
modification of molecules has been proven as a promising strategy to
improve the biological activity of natural compounds. The aim of this work
was to evaluate the antiviral activity of Quercetin Pentaacetate (QPA)
against RSV in culture of HEP-2 cells in different protocols. The antiviral
assays were performed with different MOls (0.1, 0.5 and 1.0), evaluated
by of MTT protocol and confirmed by plaque assay. QPA showed virucidal
activity against RSV Such effect was confirmed by adsorption and addition
time assays. QPA presented inhibitory activity in the adsorption and
addition time assays, what confirmed that its activity occurs mainly in the
early phases of the viral cycle. The plaque assay confirmed that the
reduction in the number of viral foci in virucidal protocols was 50%. Our
data indicate that QPA possess a promising anti-RSV activity, which is

suggested to be related with the interference of RSV-F fusion activity.

Key words: RSV, antiviral, flavonoids, quercetin pentaacetate



1. INTRODUCAO

1.1. Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV)

Infeccbes agudas nas vias aéreas inferiores € a maior causa de
hospitalizacbes de recém-nascidos, criancas, idosos e individuos
imunocomprometidos. Essas infecgBes sdo responsaveis por um alto
indice de morbidade e mortalidade no mundo todo (CALVO et al., 2008).
Dentre os agentes etioldgicos causadores dessas infec¢gdes, 0s virus sao
responsaveis pelas manifestacdes clinicas tais como, bronquiolite,
bronquite, pneumonia e doenga pulmonar obstrutiva cronica. Desde sua
descoberta ha 60 anos, o Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) foi
isolado e descrito como o principal patdégeno conhecido por causar
infeccbes agudas no trato respiratério inferior, sendo mundialmente
distribuido (Weissembacher, 1998; Jennings, et al 2004; lwane, 2004,
Guthrie, 2005). Foi descrito primeiramente em 1956, e foi associado a um
virus denominado agente da coriza do Chimpanzé [Chimpanze coryza
agente — CCA] por possuir caracteristicas peculiares, tais como células
gigantes multinucleadas com grande sincicio e, por isso, foi denominado
virus sincicial respiratorio (BLOUNT; MORRIS; SAVAGE, 1956).

1.1.1. Epidemiologia e Patogénese

Infeccdes por hRSV afetam aproximadamente 70% dos recém-
nascidos até o primeiro ano de vida e 95% das criancas até os 2 anos de
idade (EDNA et al., 2003). Muitos fatores de risco estdo associados com a
infecgdo por hRSV incluindo prematuridade, recém nascidos com baixo
peso corpoéreo, criangcas com Sindrome de Down, doencas congénitas
cardiacas (BOYCE et al.,, 2000; WANG; LAW; STEPHENS, 1995),
individuos imunocomprometidos (NAVAS et al., 1992), além de pacientes
com doencas pulmonares cronicas (AUJARD; FAUROUX, 2002) e
pacientes com infec¢des por HIV (MOYES et al., 2013). O hRSV também



acomete individuos saudaveis, mas na maioria dos casos, em adultos
imunocompetentes a infeccdo é resolvida em aproximadamente uma
semana (FALSEY et al., 2005).

A infeccéo por hRSV é considerada problemética de saude publica
a nivel global, devido ao aumento nos indices de hospitalizacbes e seus
altos custos de tratamento. Sabe-se que a incidéncia de infecgdes virais
em paises de clima tropical aumenta no periodo entre maio e julho, o qual
compreende o outono e o inverno (VIEIRA et al.,, 2001). O contagio do
virus nos individuos acontece por meio da inalacdo de particulas virais
infecciosas ou do contato direto com secrecdes nasofaringeas expelidas
por pessoas infectadas (HALL et al., 1981). Dentre individuos infectados,
0S gque apresentam fatores de risco tendem a desenvolver a doenca. O
virus pode permanecer viavel em superficies sélidas por até 6 horas, em
luvas de borracha por aproximadamente 1 hora e na pele por 20 minutos
(WRIGHT; PIEDIMONTE, 2011).

Uma das mais relevantes caracteristicas das infec¢cdes por hRSV é
a sua alta capacidade de reinfeccdo durante surtos epidémicos. Dados
epidemiologicos mostram que 36% dos individuos podem ser infectados
ao menos duas vezes durante os periodos de maior incidéncia do virus
(outono e inverno), porém esses episodios de reinfeccbes ndo geram
imunidade permanente (BUENO et al., 2008; DUDAS; KARRON, 1998).
Até os 2 anos de idade, quase todas as criangcas sao infectadas e
aproximadamente 50% delas serdo infectadas duas vezes pelo hRSV
(DUDAS; KARRON, 1998; KIM; CHANG, 2016).

O hRSV inicia sua replicacéo no epitélio nasofaringeo, aderindo as
células epiteliais do trato respiratorio superior e pela aspiracdo de
secrecdes nasofaringeas, o virus infecta o trato respiratério inferior
(DOMACHOWSKE; ROSENBERG, 1999), onde induz a produgéo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-8, IL-11 e TNF-a), as quais promovem
o recrutamento de leucdcitos para o local infectado. A infeccdo dura

aproximadamente 10 dias, e € caracterizada pela infiltracdo perivascular



de células mononucleares, principalmente neutréfilos e linfécitos. Portanto,
a resposta imune do hospedeiro envolve primeiramente células da
imunidade inata (neutrofilos, mondcitos e células NK), seguida de células
da imunidade adaptativa (linfocitos B e T) (WELLIVER, 2008). Na maioria
das vezes, a intensa replicagéo viral leva a formacéo de sincicios (massas
multinucleadas formadas pela fusédo de células) podendo culminar na
disfuncdo e necrose tecidual caso a infeccdo ndo seja controlada em
criancas (DUDAS; KARRON, 1998; KURT-JONES et al., 2000; RAJAN et
al., 2013).

Os primeiros sintomas do hRSV aparentes em criangas sé&o
rinorréia, tosse, febre baixa e dificuldade de respirar. Em adultos e
pacientes imunocomprometidos sdo relatados fadiga, tosse, cefaleia,
febre e mal-estar (BORCHERS et al., 2013). O hRSV pode ocasionar
infec¢des tanto no trato respiratério superior quanto no inferior (WU et al.,
2007). As infeccbes no trato respiratorio inferior geralmente sdo mais
graves, pois podem causar pneumonia e/ou bronquiolite grave,
blogueando as vias respiratérias pela producdo excessiva de muco,
edema e debris celulares (HORNSLETH; LOLAND; LARSEN, 2001).

1.1.2. Estrutura e Genoma

hRSV é um virus envelopado de RNA fita simples e linear que
possui polaridade negativa, ndo segmentado e com nucleocapsideo
helicoidal. Pertence a familia Pneumoviridae, género Orthopneumovirus
(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV/2016). E
representado por dois subtipos, nomeados por A e B. A principal diferenca
entre 0s subtipos ocorre na proteina G, que compartilha somente um de
seis epitopos. Foram observadas também diferencas em um dos epitopos
da proteina F e em dois epitopos da proteina M (MUFSON et al., 1985). O
genoma viral é constituido de um RNA de aproximadamente 15.2 kb, que



codifica 10 genes em 11 proteinas, na qual a presenca de duas
sequéncias de leitura aberta no gene M2- produz as proteinas M2-1 e M2-
2. Os genes sao codificados na seguinte ordem 3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-
G-F-M2-L-5'(Figura 1) (BOHMWALD et al., 2016).

M2-2
Viral mRNAs (+) .
Ol BN K B @ =2
TRANSCRIPTION
' (L protein)
hRSV Viral RNA genome (-)
3 5
Le Ir
il S
Framacripeson REPLICATION
TR l I (L protein)
TrC

s — N CENOV . >
R — ]

Replicaton

direxmon

Figura 1. Representacdo esquemética do genoma viral. A transcricdo é mediada pela
proteina L que gera um mRNA para cada proteina e a largura de cada “box” representa
a quantidade de transcricdo de cada gene. A Replicacdo € mediada também pela
proteina L e é necessaria para a geracdo do antigenoma que ir4 gerar novos RNA
hRSV. O segmento TrC € onde se localiza o sitio promotor da replicacdo (Bohmwald et

al., 2016).

De todas as proteinas virais, duas sdo proteinas ndo estruturais
(NS1 e NS2) responsaveis pela evasao da resposta imune. Das nove
proteinas estruturais, cinco (N, P, L, M2-1 e M2-2) formam o complexo
nucleocapsideo envolvido na replicacédo e transcricédo viral e, quatro (SH,
M, G e F) estdo associadas a membrana. As proteinas G e F sao
glicoproteinas envolvidas na adesdo e fusdo do virus com a célula

hospedeira (COLLINS; GRAHAM, 2008).



F: envolvida na fusdo viral G: envolvida na adsorgdo viral
com a célula hospedeira

. L: envolvida na transcricdo e replicagdo viral
- M: envolvida na montagem
do virus

‘ N: Protege o RNA viral . P: principal e essencial cofator polimerase

SH: envolvida na mudanca
da peramibilidade da Genoma Viral: RNAfs, sentido negativo

membrana
M2-1: principal fator de processividade e

NS1: envolvida na supressao antiparada na transcricdo
da resposta de IFN tipo 1

M2-2: modula a transcrigao e replicagdo
. NS2: envolvida na supressao

da resposta de IFN tipo 1

Figura 2. Representagdo esquemética da particula viral de hRSV. Ao lado estéo
representadas todas as proteinas e suas principais fun¢des (adaptado de Bohmwald
et al., 2016).

No processo de adesdo e internalizacdo do virus, duas proteinas em
particular sdo importantes: a proteina de ancoramento (G) e a proteina de
fusdo (F). A primeira medeia a adeséo do virus com a célula hospedeira.
J& a segunda, promove a adesao e internalizacdo do virus na célula do
hospedeiro, além de promover a formacdo de agregados de células
multinucleadas (sincicios) permitindo a transmissdo de virus célula a
célula.

A glicoproteina G é responsavel pela adsor¢ao/adesao do virus
com a célula hospedeira. Essa proteina, altamente glicosilada (KRUSAT,;
STRECKERT, 1997), pode interagir com heparina sulfatada e com os
receptores CX3CR1 e TLR4, modulando a resposta imune e dando entdo
inicio a etapa de internalizagdo (MCLELLAN et al., 2013). Além disso, a
glicoproteina G existe também como uma forma secretada, que age
interagindo com anticorpos gerados pelo hospedeiro contra essa proteina.
Essa forma soluvel evita a opsonizacdo e neutralizacdo do virus por
anticorpos G especificos (Brukeyev, 2008).

A proteina F é altamente conservada entre os subtipos A e B
(MCLELLAN et al., 2013). Apresenta-se em sua forma inativa,
denominada Fy e é localizada na superficie do virus. E convertida em
proteina ativa apdés ser clivada por uma protease. Essa clivagem
proteolitica gera as subunidades polipeptidicas , F1 e F2, que séo ligadas

por uma ponte dissulfeto. A proteina F existe na superficie viral em um



estado de pré-fusdo e pés-fusdo (LILJEROOS et al., 2013). As proteinas
do estado de pré-fusdo se ligam as moléculas receptoras expressas na
superficie celular (TLR4, ICAM-1 e nucleolinas), e passam por mudancas
conformacionais para um estado de pos-fusdo (BAREL et al.,, 2008;
BEHERA et al.,, 2001; MARR; TURVEY, 2012; TAYYARI et al., 2011).
Particularmente, as nucleolinas tém sido descritas como o principal
receptor que interage com a proteina F, pois estudos demonstraram que
células ndo permissivas, passaram a ser suscetiveis a infeccdo por hRSV
apos serem induzidas a expressar nucleolinas na sua superficie
(TAYYARI et al., 2011).

A proteina estrutural SH (small hydrophobic) € a menor proteina
viral localizada na superficie do virion. Essa proteina é descrita como uma
viroporina, pertencente a familia das proteinas altamente hidrofébicas que
sdo capazes de formar canais de ion na membrana celular. Além disso, é
descrita como ndo essencial para a replicacdo e disseminacao viral,
embora na sua auséncia a replicacao diminua (GAN et al., 2008).

Abaixo do envelope viral se localizam as proteinas N, P, L, M, M2-1
e M2-2. A nucleoproteina N estd em contato com o genoma viral e sua
funcdo é proteger o RNA viral (juntamente com as proteinas P e L) da
producdo de interferons pela célula hospedeira. Juntas, essas trés
proteinas constituem a ribonucleoproteina (RNP), que regula a transcricao
e replicacdo do RNA viral (TAWAR et al.,, 2009). Stokes et al., 2003
demonstrou que a regido C-terminal da proteina N, € essencial para a
replicacéo, e também é sitio de ligacdo para a proteina P.

A fosfoproteina P foi descrita como uma chaperona, auxiliando as
proteinas do complexo RNP a atingirem a conformacao terciaria correta,
além de aumentar a especificidade do encapsulamento do RNA viral,
impedindo que a proteina N se ligue aos RNAs celulares (SPEHNER;
DRILLIEN; HOWLEY, 1997). A fosforilacdo da proteina P tem uma
importante funcdo na patogénese mediada pelo virus, pois € necessaria

para uma eficiente replicacdo viral (LU et al., 2002). A fosforilacdo da



Ser232 e Ser237 € essencial para ativar a transcricao viral (BARIK;
MCLEAN; DUPUY, 1995); a fosforilacdo na Ser54 é crucial para o
desnudamento da particula viral no inicio da infeccdo para iniciar a
transcricéo e, sua desfosforilacdo promove associacdo com a proteina M
que é um processo crucial para 0 processo de brotamento da particula
viral (ASENJO; RODRIGUEZ; VILLANUEVA, 2005).

A maior proteina viral é a L, possuindo seis regiées conservadas
entre as familias dos virus de RNA com polaridade negativa, o0 que a
torna um alvo promissor para as pesquisas de compostos com atividade
antiviral (TIONG-YIP et al., 2014). A proteina L atua como uma
RNApolimerase-RNA-dependente, sua principal funcdo € na replicacao e
transcricdo do genoma viral, regulada pelo complexo RNP (COLLINS et
al., 1996). Pelo hRSV ser de polaridade negativa, a proteina L transcreve
0 genoma diretamente para mRNA para a expressao de cada gene do
virus (COWTON; MCGIVERN; FEARNS, 2006). Durante a replicacdo, a
proteina L copia o genoma completo do virus de polaridade negativa para
polaridade positiva, que é entdo chamado de antigenoma (Figura 1). Esse
RNA é entdo usado como molde para gerar novas fitas de RNA negativo,
o qual sera finalmente encapsulado (COWTON; MCGIVERN; FEARNS,
2006; FEARNS; COLLINS; PEEPLES, 2000).

A proteina de matriz M é essencial para a replicacdo do hRSV e se
localiza no nucleo celular nos estagios iniciais do ciclo viral. E deslocada
para o citoplasma nos estagios finais do ciclo viral, nos quais se associa
com as proteinas N, P e M2-1 (GHILDYAL et al., 2005, 2009; TENG;
COLLINS, 1998). A proteina M ¢é diretamente relacionada com a
maturacdo dos filamentos virais. Foi descrito que linhagens de hRSV que
nao expressam a proteina M, mostram significativas perdas de
infectividade (MITRA et al., 2012).

A fosfoproteina M2-1 atua na transcri¢do do virus como um fator de
processividade e antiparada (COLLINS et al., 1996). Para exercer sua



funcdo antiparada, a M2-1 necessita estar em sua forma tetrameérica, pois
sem essa oligomerizacdo a proteina ndo pode exercer sua funcdo
corretamente. Outra importante funcédo € que ela auxilia na interacdo da
proteina M com o nucleocapsideo para a liberacéo da particula viral (LI et
al., 2008).

A proteina M2-2 estd envolvida na regulacdo da transcricdo e da
replicacdo pela enzima polimerase. A expressao elevada de M2-2 inibe
completamente a replicagcdo de hRSV, reforcando assim sua funcdo na
regulacdo da transcricdo e da replicagdo do RNA viral (BERMINGHAM;
COLLINS, 1999).

Além das proteinas estruturais mencionadas anteriormente, o
genoma do hRSV também codifica duas proteinas néo estruturais,
nomeadas NS1 e NS2. Ambas sao pouco conservadas e antagonizam a
resposta antiviral celular e a inducdo de producéao de interferon (IFN), que
€ secretado pelas células hospedeiras como uma das primeiras linhas de
defesa contra infeccdo viral (BOSSERT; CONZELMANN, 2002;
BOSSERT; MAROZIN; CONZELMANN, 2003; SCHLENDER et al., 2000;
SPANN et al., 2004).

1.1.3. Ciclo Replicativo do hRSV

A infeccdo das células do epitélio respiratério comeca com a
adsorcao dos virions com a superficie das ceélulas alvo mediado pela
proteina G (LAMBERT et al.,, 2014). Ap0s essa interacdo, que ajuda o
virus a aderir na membrana da célula que sera infectada, a proteina F
interage com seu receptor, a nucleolina (TAYYARI et al., 2011). A entrada
do hRSV ocorre particularmente em microdominios ricos em colesterol na
superficie da célula hospedeira. A fusdao do hRSV com a membrana da
célula hospedeira depende de interacbes das proteinas G e F com seus
receptores e do rearranjo dos filamentos de actina perto dos micro
dominios de colesterol (LAY et al., 2013).
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Ap6s a fusdo do virus com a membrana celular ocorre o
lancamento do nucleocapsideo viral para dentro do citoplasma da célula
hospedeira. Aqui, o nucleocapsideo € dissociado pelo complexo RNP e
da proteina M, que é mediada pela fosforilagdo da proteina P (ASENJO;
RODRIGUEZ; VILLANUEVA, 2005). O processo de transcri¢éo € mediado
pela proteina L e ocorre em corpos de inclusdo junto com as proteinas N
e P. A proteina L associada com a proteina P é capaz de reconhecer a
regido promotora no sentido 3’ e iniciar a transcricdo dos genes virais.
Depois de transcrito, 0 genoma serd replicado gerando um antigenoma,
uma enzima chamada polimerase ir4 reconhecer a regiao promotora TcR
do antigenoma e gerar o RNA viral. As novas fitas de RNA séo
imediatamente encapsuladas com o auxilio da proteina N (COWTON;
MCGIVERN; FEARNS, 2006).

A maturacdo e montagem do virus, ap0s a sua transcricdo e
replicacdo, depende da localizacdo da proteina M e ocorre em dominios
ricos em colesterol (RODRIGUEZ; RAMILO, 2014). A proteina M é
exportada do nucleo para o citoplasma e o processo de maturacdo e
montagem comeca e envolve interacdes com as proteinas de superficie G,
F e SH. O complexo RNP interage com a proteina M para finalizar o
processo de montagem e em seguida ocorre liberacdo dos virions
(JUMAT et al., 2015).

1.1.4. Profilaxia e Tratamento

Significativos avanc¢os no conhecimento sobre a biologia, imunologia,
fisiopatologia e epidemiologia do hRSV foram obtidos nos dltimos anos,
porém, continuadas pesquisas com o objetivo de desenvolver agentes
antivirais seguros, eficazes e de baixo custo contra o0 hRSV n&o tém tido
sucesso. A dificuldade inclui o fato de que a infeccédo natural pelo virus
nao gera imunidade permanente no hospedeiro (HALL et al.,, 1991).

Muitas vacinas nao conferem imunidade nos primeiros seis meses de vida,
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e € neste periodo que muitas criancas desenvolvem bronquiolites
(STENSBALLE et al., 2009). A mortalidade associada com bronquiolites,
combinada com a alta frequéncia e distribuicdo mundial, fazem do hRSV
alvo para o desenvolvimento de vacinas que possam ser administradas
nos primeiros meses de vida (DOMACHOWSKE; ROSENBERG, 1999).
Além das dificuldades encontradas no seu desenvolvimento, a razéo pela
qual ainda ndo existe vacina disponivel é, principalmente, devido a
possibilidade da vacinacdo potencializar a doenca, como foi observado no
caso da vacina inativada por formalina (KAPIKIAN et al., 1969; KIM et al.,
1969).

Como tratamento profilatico, atualmente disponivel e recomendado
pelo FDA (Food and Drug Administration), estd a administracdo do
anticorpo Palivizumab (Synagis ®) que se liga a proteina F do hRSV (YU
et al., 2006). O Palivizumab é um anticorpo monoclonal neutralizante
especifico da proteina F, que vem sendo usado amplamente para
proteger de forma passiva criancas pertencentes ao grupo de risco,
evitando o aparecimento de doencas mais graves (GESKEY; THOMAS;
BRUMMEL, 2007; MEJIAS; RAMILO, 2008; WANG; BAYLISS; MEADS,
2011). O principal problema é o alto custo envolvido no tratamento.

Outro farmaco licenciado (1985) para uso em criangas
hospitalizadas é a Ribavirina (Virazole®) com ampla ac&o antiviral. Por se
tratar de um nucleosideo analogo, ele inibe a sintese de acido nucleico
viral, interferindo na replicac&o do virus. E um agente antiviral com efeitos
potencialmente mutagénicos e teratogénicos (VENTRE; RANDOLPH,
2004). Devido aos tratamentos atuais serem oferecidos somente a
pacientes com fatores de risco, atualmente iniUmeras pesquisas em
andamento tentam desenvolver um tratamento eficaz, que seja de uso
geral para pacientes com infecgdo por hRSV. Os alvos mais estudados
sao as glicoproteinas G e F, pois sao importantes para o ciclo replicativo
do virus. Alguns compostos que apresentaram tais efeitos sdo SP-303
(BARNARD et al., 1993), VP-14637 (DOUGLAS et al., 2003), RSV604

12



(CHAPMAN et al., 2007), GS5806 (DEVINCENZO et al., 2014), JNJ-
2408068, JNJ-49153390, TMC-353121, BTA-9881 and BMS-433771
(BATTLES et al., 2016). Porém esses compostos ainda ndo sdo usados
para tratamento, pois mais estudos sdo necessarios para entender o0s

seus respectivos mecanismo de agao.

1.2 Flavonoides

Produtos de origem natural tém sido alvo para pesquisadores cujo
objetivo é a busca de agentes antivirais contra infec¢des respiratorias. Os
vegetais sao fonte de uma ampla gama de compostos, geralmente
oriundos do metabolismo secundario, como os alcaloides, flavonoides e
outros, com grande potencial medicinal (FORMICA; REGELSON, 1995;
DOUGLAS KINGHORN, 2001).

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal e sdo amplamente
distribuidos no reino vegetal. Quimicamente os flavonoides sé&o
constituidos por um esqueleto de 15 carbonos consistindo de dois anéis
benzénicos (A e B) ligados por um anel pirano (C) (Figura 3). Eles séo
divididos em uma variedade de classes (flavonas, flavonols, flavononas,
entreoutros), que diferem no nivel de oxidacéo e no padrao de distribuicéo
do anel pirano (C) (MIDDLETON, 1998).

Figura 3. Estrutura basica de um flavonoide. (Kumar and Pandey, 2013)

Em humanos, os flavonoides tém sido alvo de muitas pesquisas médicas,
pois € reportado que eles possuem muitas propriedades bioldgicas,

incluindo acdo antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral,
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antialérgica, antineoplasica, anti-hipertensiva, antihepatoxico, além de
possuir atividade antiviral (Haysteen, 1983; Middleton and Chithan, 1986;
Harbone and Baxter, 1999; Harbone and Williams, 2000). A Quercetina
(Figura 4A) pertence a classe dos flavonols, um dos flavonoides mais
abundantes e conhecidos que podem ser encontrados em uma variedade
de alimentos comuns como: magas, uvas, tomates, cebolas e chéas
(Terahara, 2015).

Atualmente, algumas pesquisas apontam uma aparente atividade
inibitéria de alguns flavonoides contra tipos especificos de virus. Selway
et al. (1986), demonstraram que os compostos Quercetina, Morina e
Rutina possuem atividade contra mais de sete tipos de virus, incluindo o
virus simples da herpes (HSV) e virus sincicial respiratério (RSV). O
mecanismo antiviral sugerido é a inibicdo da ligacédo das proteinas virais a
membrana da célula hospedeira. Além do flavonoide Quercetina, alguns
outros compostos incluindo Resveratrol, Apigenina, Myricetina e Tricetina
se mostraram como potenciais candidatos no processo de
desenvolvimento de novas drogas contra infeccbes severas por hRSV
(VARGAS et al., 2015).

1.1.5. Quercetina e derivado acetilado

A Quercetina (3,3',4',5,6-Pentahydroxyflavone) (Figura 4A) € o
principal flavonoide presente na dieta humana. E um dos mais potentes
bioflavonoides estudados e possui uma variedade de atividades
farmacoldgicas, tais como seus efeitos antivirais sob a transcriptase
reversa do HIV e outros retrovirus, herpes simplex do tipo 1, polio-virus do
tipo-1, parainfluenza do tipo-3 e hepatite-C (GONZALEZ et al., 2009).
Kaul e colaboradores (1985) demonstraram que Quercetina possui acao
antiviral sobre o virus hRSV por apresentar atividade virucida e por inibir
sua replicacdo em células infectadas. O aprofundamento dos estudos
iniciados por Kaul e colaboradores demonstrou atividade virucida da
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quercetina (16-30%) frente uma infeccdo de MOI 0.1 e auséncia de
protecdo quando as células ja estavam infectadas (dados ainda n&o
publicados).

O estudo da acédo antiviral dos flavonoides tem caminhado desde
1940, e somente nas Ultimas décadas tentativas de sintetizar
modificacdes quimicas tém sido realizadas para aprimorar a acao antiviral
de alguns compostos (CUSHNIE; LAMB, 2005). Em estudo realizado por
(DANIHELOVA et al., 2013), foi sugerido que a acetilacdo de Quercetina
provavelmente ajuda a molécula a penetrar através da membrana celular.
Nesse sentido, a acetilagdo da molécula de Quercetina poderia melhorar
sua performance como agente virucida anti-hRSV, além de inibir a

replicacao viral em células ja infectadas por um MOI = 0.1.

Figura 4. Estrutura quimica Quercetina (A) e Quercetina Penta-acetilada
(QPA) (B). PubChem /NCBI

A guercetina penta-acetilada - QPA (3,3,4',5,7-
Pentaacetoxyflavone), um derivado acetilado de Quercetina (Figura 4B)
possui efeito inibitério na producdo de Prostagladina-E2 e Oxido Nitrico
induzidos por LPS, além de suprimir a expressao de iNOS (inibidores de
oxido nitrico sintase) e COX-2 (Ciclooxigenase-2), quando em
combinacdo com analogos de L-arginina (CHEN et al., 2001). Outra
propriedade da QPA € a inibicdo do crescimento e viabilidade da
linhagem de células HL-60 (CCso<48 pM) (DIAZ et al., 2008), e a
modulagdo da atividade catalitica de certas enzimas, tais como as
enzimas P-450, NADPH-citocromo C-redutase e glutationa S-transferase
(KOHLI et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliacao in vitro da atividade antiviral da Quercetina Penta-acetilada no

curso da infeccao pelo Virus Sincicial Respiratério humano.

2.2. Objetivos Especificos

a) Analisar a citotoxicidade da Quercetina Penta-acetilada sob células
HEp-2 utilizando a técnica de viabilidade celular por ensaio de MTT,;

b) Determinar o indice de seletividade da Quercetina Penta-acetilada em
relacdo ao hRSV nos protocolos virucida e de pos-tratamento;

c) Avaliagcdo dos possiveis mecanismos envolvidos na atividade anti-

hRSV da Quercetina Penta-acetilada.
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3. MATERIAIS E METODOS
Todos o0s procedimentos passiveis de contaminagdo foram
realizados em camaras de fluxo laminar, com solugcbes, vidrarias e

produtos esterilizados por autoclavacgéo ou filtracao.

3.1. Reagentes

O derivado acetilado foi sintetizado pelo Dr. Luis Otavio Regasini
(Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE, UNESP).
Brevemente, a molécula original da quercetina foi submetida a reacdes de
acetilacao utilizando uma solucéo de anidrido acético e piridina (1:1, 200
mL) a 80°C por 5 dias. A reacdo foi monitorada por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA). O produto bruto foi submetido a
cromatografia em coluna de fase normal (CC-FN; 3 cm x 13 cm), eluida
com Hex:AcOEt (80—0% de Hexano), obtendo-se 40 fracdes de 35 mL
cada, as quais foram reunidas segundo seu perfil cromatografico
delineado por CCDA utilizando Hex:AcOEt (1:1) como fase movel. O
produto majoritario foi reunido e nomeado como QPA.

3.2. Cultura Celular

Células HEp-2 (carcinoma de orofaringe) obtidas a partir do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em garrafas de
cultura de 25 cm? (Corning Glass Works, Nova York, NY, USA) incubadas
em estufa umedecida a 37°C e 5% de CO, em meio de cultura DMEM
F12 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB - \Vitrocelll Campinas, SP, Brasil,) e
acrescido de antibiéticos e antimicoticos (Gibco, Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA). A escolha das células HEp-2 foi baseada na
literatura por serem células oriundas do trato respiratorio humano e por

serem permissivas a infec¢do e replicagdo do virus hRSV (GUPTA et al.,
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1996).

3.3. Estoque viral

O virus hRSV cepa Long, cedido pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda
Neto (Professor Livre-docente de Virologia, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP) foi amplificado em culturas de células HEp-2. Os
estoques virais foram preparados em meio de cultivo DMEM F12
incompleto (ndo acrescido de SFB). Ap6os a coleta do
estoque viral, as aliquotas foram congeladas em DMEM F12 acrescido de
trealose 10% e mantidas em freezer a -80°C até o momento do uso
(Gupta et al. 1996). O titulo viral foi estabelecido pelo método de
formacéo de placas de lise como descrito por McKimmBreschkin, 2004 e
confirmado pelo ensaio de TCDI5o (RASMUSSEN et al., 2011).

3.4. Andlises por adicdo do sal de MTT

Para todos os tratamentos, as células receberam meio de cultivo
DMEM-F12 acrescido com SFB 2% com o intuito de manter os nutrientes
celulares e a validade dos antibioticos. A adicdo do sal de MTT [1- (4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-Diphenylformazan Thiazolyl blue formazan] no
quarto dia de tratamento foi feita seguindo as recomendacfes do
fabricante (Sigma). ApGs os respectivos tratamentos em placas de 96
pocos, 0 meio de cultura foi substituido por 50 pl de solugdo de MTT
(0.5mg/ml diluido em DMEM F12 incompleto) e a placa incubada por
aproximadamente 2 horas. Em seguida, a solu¢do de MTT foi substituida
por 100ul de dimetilsulfoxido puro (DMSO, Sigma) para solubilizagado dos
cristais de formazan. A absorbancia da solugdo foi mensurada em
aparelho de espectrofotometria (Multiskan™ FC Microplate Photometer),
em comprimento de onda de 560nm. A metabolizacdo do sal é

diretamente proporcional a taxa metabdlica, possibilitando assim inferir a
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viabilidade celular a partir da absorbancia mensurada (Equacgéao 1).

AbS oo * 100

Equacéo (1) Viabilidade Celular =
Abs.controle

3.5. Determinacdo da CCsy da Quercetina Penta-acetilada em células
HEp-2

Células HEp-2 na presenca de meio de cultivo DMEM F12
acrescido com SFB 10% foram plaqueadas em placa de 96 pocos
(5x10%/poco) e incubadas por 24 horas para que atingissem confluéncia
de aproximadamente 80%. A monocamada recebeu diferentes
concentracbes de QPA (2-1024uM) diluidas em DMEM-F12 acrescido
com SFB 2% (100uL/pogo). A cultura foi mantida por 4 dias em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,. A viabilidade das células HEp-2 foi
avaliada no quarto dia através do ensaio colorimétrico utilizando sais de
MTT, e sua absorbancia foi lida a 560nm em aparelho de
espectrofotometria. Células cultivadas apenas na presenca de meio de
cultivo foram consideradas como 100% viaveis. Desta forma, os valores
de CCs (concentracao citotdxica que reduz em 50% a viabilidade celular)
foram obtidos por andlise de regressdo dos percentuais referentes as
diferentes concentracdes das amostras testadas. Os valores das
absorbancias foram convertidos em porcentagem de células viaveis

assumindo o controle celular como 100% de viabilidade.
3.6. Avaliagdo da acéo anti-hRSV da Quercetina Penta-acetilada
Para avaliacdo da acdo antiviral da QPA duas abordagens

metodoldgicas foram realizadas nesse estudo, virucida e pds-tratamento.

Em todos os ensaios, células HEp-2 foram plagueadas em placas de 96
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pocos (5x10*/poco) e mantidas por 24 horas em meio de cultivo DMEM
F12 acrescido com SFB 10%.

3.6.1 Ensaio virucida

Realizado como descrito por Petricevich e Mendonca, 2003, com
algumas modificacdes. As suspensdes de hRSV (MOI 1, 0.5 e 0.1) foram
incubadas por 1 hora a 4°C na presenca de diferentes concentracdes de
QPA (1.5-24uM). Ao final da incubacéo, as aliquotas virais tratadas com
QPA foram adicionadas nas monocamadas de células HEp-2 e entdo
incubadas com as células por um periodo de 2 horas a 37°C, em seguida
0 inéculo foi substituido por meio DMEM-F12 2% SFB com
volume final de 100uL. A placa foi incubada por quatro dias em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO, e no quarto dia a revelacdo da placa
pelo sal de MTT.

3.6.2. Ensaio de Po6s-tratamento

Neste ensaio, células Hep-2 foram infectadas com solucbes de
RSV (MOI 1, 0.5 e 0.1) e incubadas durante 2 horas a 37°C. Em seguida,
a suspensao viral foi substituida por diferentes concentracdes de QPA
(1.5-24pM) em um volume final de 100pl. A placa foi incubada por quatro
dias em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO, e no quarto dia a

revelacao da placa pelo sal de MTT.
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3.7. Avaliacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na a¢do anti-
hRSV

3.7.1. Ensaio de Adeséao

O ensaio de adsorgéo foi realizado como descrito por Kimura et al.
(2000). Neste ensaio, a suspensao de hRSV (MOI 0.5) foi incubada por 1
hora & 4°C ou 37°C na presenca de diferentes concentracfes de QPA
(1.5-12uM). Células HEp-2 foram previamente resfriadas a 4°C por 30
minutos antes de receber a suspensdo viral contendo MOI 0.5 e o
composto QPA em diferentes concentracdes. Nestas condi¢cdes, células,
virus e QPA foram mantidos por 2h antes de serem lavados com solucéo
fisiologica de cloreto de sédio 0.15M para eliminacdo das particulas virais
nao adsorvidas. A placa foi incubada por quatro dias em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO, e no quarto dia a revelacdo da placa
pelo sal de MTT.

3.7.2. Ensaio de Internalizacéo

Neste ensaio, células HEp-2 foram previamente resfriadas a 4°C
por 30 minutos antes de receber a suspenséo viral contendo os trés MOls
(0.1, 0.5 e 1.0). Nestas condicfes, as células foram mantidas por 2h. Ao
final deste periodo, as células foram lavadas com solugéo fisiolégica de
cloreto de soédio 0.15M para eliminacdo das particulas virais nao
adsorvidas. As células foram reaquecidas por 5min a 37°C e submetidas a
nova incubagdo na presenca de diferentes concentracdes de QPA.
Durante 1h a temperatura de 37°C foi mantida para internalizacdo das
particulas virais. Particulas ndo adsorvidas foram removidas por lavagem
com tampao citrato (pH 3.0). A placa foi incubada por quatro dias em

estufa umidificada a 37°C e 5% de CO, e no quarto dia a revelagcdo da
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placa pelo sal de MTT.

3.7.3. Ensaio de Tempo de Adicao

Células HEp-2 na presenca de meio de cultivo DMEM F12
acrescido com SFB 10% foram plaqueadas em placa de 96 pocos
(5x10%/poco) e incubadas por 24 horas para que atingissem confluéncia
de aproximadamente 80%. Células Hep-2 foram infectadas com solucdo
de hRSV (MOI 0.5) durante 1h, apdés esse periodo o inéculo foi
substituido por meio DMEM-F12 2% SFB com volume final de 50uL em
todos os pocos. No tempo 0, a suspenséo viral com MOI 0.5 foi acrescida
juntamente com o composto QPA. Nos intervalos seguintes, as diferentes
concentragbes do composto QPA foram adicionadas no decorrer de 48
horas, respeitando os seguintes intervalos: 3h, 6h, 12h, 24h, 36h e 48h
pos-infeccdo. Ao final das 48 horas, a placa foi incubada a 37°C por
quatro dias até a revelacdo da placa pelo sal de MTT (adaptado de
Roymans et al., 2010).

3.8. Indice de protecéo celular

Todos os ensaios tiveram por amostras controle (i) células néo
tratadas e nao infectadas e (ii) células nado tratadas que foram infectadas
com o virus. A viabilidade celular foi avaliada no quarto dia através do
ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, e a leitura de absorbancia foi
realizada em aparelho de espectrofotometria a 560nm. Os valores das
absorbancias foram convertidos em porcentagem de células
vidveis assumindo o controle celular ndo tratado e nao infectado como
100% de viabilidade. A porcentagem de protecdo obtida em cada

tratamento foi calculada como se segue:
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Equacéo (2)

« DO 47 +100
Protecio Celular = —2T—

Occroo

Onde:

DO é a densidade Optica ap0s leitura do sal de MTT em 560 nm;

DOar € a densidade Optica obtida para cada uma das amostras-teste —
DOCcy (densidade optica do controle viral) e

DOccioo € DOcc — DOcy (densidade optica do controle celular —

densidade 6ptica do controle viral).

3.9. Determinac&o do indice de Seletividade

O indice de Seletividade (IS) indica o quéo promissor é a atividade
antiviral de determinado composto, relacionando sua CCsy com a CEsgg
(CCsp — efeito citotoxico do composto em 50% das células e CEsg —
concentracdo da amostra teste necessaria para resultar em 50% de

protecao celular).

Equacéo (3)

cCs50

indice de Seletividade (IS) = CES0

Determina-se que compostos que apresentem IS = 4 possuem

atividade antiviral promissora (LYU; RHIM; PARK, 2005).

3.10. Ensaio de placa de lise

Células HEp-2, cultivadas em placas de 24 pocos, foram tratadas e

infectadas de acordo com os procedimentos descritos anteriormente e 0
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ensaio foi realizado com adaptacdes pelo método descrito por (MCKIMM-
BRESCHKIN, 2004). Para visualizagao das placas de lise, a monocamada
celular recebeu meio overlay (meio de cultivo contendo agarose 0.6%).
Nestas condi¢cdes, as células foram mantidas a 37°C, na presenca de
CO2 5%, por um periodo de 6 dias ou até a visualizagdo de placas de lise
com o auxilio de microscopio 6ptico. As células foram formalizadas com
formaldeido 1% diluido em solucao salina 0.15M. As placas de lise foram
evidenciadas apos descarte do meio overlay e adicdo de solucdo de
vermelho neutro 0.05% que permaneceu por 1 dia a temperatura

ambiente.

3.11. Contagem do numero de placas

O numero de placas de lise foi contado por meio de um algoritmo
baseado em processamento de imagens e reconhecimento de padrées,
gue tem por objetivo fazer a contagem automatica das placas de lise da
infeccdo viral. O algoritmo carrega a imagem da placa de 24 pocos,
retirada do scanner HP Color LaserJet CM2320nf Multifunction Printer, em
formato BMP e resolucdo (DPI) de 1200, para entdo aplicar uma série de
filtros que visam transformar e padronizar a imagem, para uma binaria
cujos objetos formados pelos pixels com valor um (cor branca)
representam uma placa de lise. O somatério de todos os objetos é a

guantidade total de placas de lise.

3.12. Analise Estatistica

Os dados experimentais foram processados com o auxilio dos
softwares Microsoft Excel e Graphpad Prism 6 e avaliados por analise de
variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. Foi
considerado um nivel de significancia de p<0.05. As repeticdes de cada

experimento foram indicadas em cada figura respectiv
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

LOPES (2016) demonstraram de maneira preliminar que a
molécula de Quercetina Penta-acetilada (QPA) possui potencial como
agente anti-hRSV, pois na presenca deste composto, células Hep-2
inoculadas com M.O.l. 0.5 foram protegidas da morte celular causada
pelo virus. Estes resultados foram obtidos quando do tratamento do virus
ou das células pos-infecgdo. Por outro lado, nenhuma melhora na
viabilidade celular foi percebida quando as células foram previamente
tratadas com o composto e posteriormente infectadas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar a agao virucida e de pés-tratamento anti-

hRSV de QPA e propor mecanismos de agao.

A molécula de QPA foi sintetizada pelo Dr. Luis Otavio Regasini
(docente do departamento de Quimica do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas, IBILCE, UNESP) como descrito em Material e
Métodos. Inicialmente foi determinado o valor da concentracao citotoxica
para 50% das células Hep-2 (CCsp). A determinagéo deste parametro se
faz importante na correlagdo com resultados obtidos nos ensaios
antivirais e no calculo do indice de Seletividade (IS) (equacdo 3). Este
indice indica 0 quéo promissora é a atividade antiviral de uma molécula-
teste, sendo calculado com base na determinacdo da CCs e a
concentracao eficiente do composto que protege 50% das células durante
uma infecgdo (CEsp), assim, IS = CCsi/CEs). Compostos antivirais
promissores sdo caracterizados por apresentar um indice de Seletividade
(IS) 2 4 (LYU; RHIM; PARK, 2005).

O intervalo de concentracdes de QPA para a determinacdo da CCsg
foi baseado em estudos prévios com Quercetina (CHOI et al.,, 2009;
JOHARI et al., 2012). O valor da CCsp obtido para o composto QPA foi de
38.8 uM (Figura 5). Este valor foi maior do que aquele determinado para
a Quercetina (11,4 uM) em células Hep-2 (Lopes, 2016) e maior que a
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CCsp determinada para células epiteliais de adenocarcinoma cervical
humano (HelLa), 29.6 uM (DANIHELOVA et al., 2013).
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Figura 5. Determinacdo da CC50 de QPA em células Hep-2. Células HEp-2 (5x10%
foram cultivadas na presenca de diferentes concentracbes de QPA (2-1024pM)
durante 4 dias a37°C. A viabilidade das células foi avaliada através do ensaio de MTT.
A absorbancia obtida em 560nm foi convertida em porcentagem de células viaveis
assumindo o controle celular (QPA OuM) como 100% de viabilidade. O grafico é
representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A curva &

o resultado da média dos valores obtidos + desvio padréo.

A acao anti-hRSV de QPA foi avaliada em células Hep-2 infectadas
ou ndo com diferentes M.O.l. (Multiplicity of infection). O titulo viral foi
estabelecido pelo método de formacgdo de placas de lise como descrito
por (MCKIMM-BRESCHKIN, 2004) e confirmado pelo ensaio de TCDlsg
(RASMUSSEN et al.,, 2011). Em todos o0s ensaios antivirais, foram
estabelecidos controles internos. Desta forma, células infectadas com
hRSV (MOI 0.1, 0.5 e 1.0) e n&o tratadas com QPA, serviram como

controle viral. Células cultivadas em meio DMEM F12, 2% SFB, sem a
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presenca do virus e ndo tratadas com QPA, serviram como controle
celular. Apés 3 dias de cultivo, a morfologia destas células foi avaliada
microscopicamente. Células ndo infectadas (controle celular)
apresentaram tapete celular confluente, auséncia de células mortas ou
mesmo sincicios (Figura 6A). Células infectadas com hRSV (controle viral)
apresentaram morfologia alterada, alongada, reducdo no numero de

células e presenca de sincicios (Figura 6 B, C e D).

Figura 6. Controle celular representado por células Hep-2 nado infectadas (A) e
controle viral (MOI 0.5) representado por células infectadas por hRSV (B,C,D). Em A
(4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacé&o de sincicios. Na figura B
(4x), C (10x) e D (20x) h& presenca de sincicios (setas) e redu¢do do numero de

células.

Com o objetivo de avaliar uma acdo direta de QPA sobre a
particula viral, foram realizados ensaios de protocolo virucida. Assim,
diferentes MOls (0.1, 0.5 e 1.0) foram incubados por 1 hora a 4°C com
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diferentes concentragbes de QPA (1.5-24 yM) para entdo serem usados
na infec¢do celular. O tratamento da particula viral com QPA (s12uM)
resultou em elevada protecao celular nos trés MOlIs testados (Figura 7 A-
C). Os testes realizados com MOI 0.1 apresentaram protecao celular da
ordem de 100% em todas as concentracdes de QPA testadas (1.5-24 pM)
(Figura 7A). Na andlise morfolégica das células (Figura 8), células néo
infectadas (controle celular) apresentaram confluéncia, nenhuma
formacdo de sincicios e auséncia de células mortas. Células infectadas
(controle viral) apresentam morfologia alongada, reducao do numero de
células e a presenca elevada de sincicios. Para o MOI 0.1 todas as
concentracbes que foram efetivas na protecdo celular (1.5-12uM)
apresentaram uma baixa quantidade ou quase nenhuma formacdo de
sincicios em relacdo ao controle viral.

Nos ensaios seguintes, o inéculo viral (MOI) foi aumentado com o
intuito de se verificar um limiar na acao anti-hRSV de QPA. Observamos
gue o aumento no indculo viral resultou em reducédo do efeito anti-hRSV
de QPA. Assim, in6culos 5x e 10x maiores (MOI 0.5 e 1.0), tratados com
concentragbes < 12uM resultaram em valores de protecéo celular de 50-
75% ou de no maximo 50%, respectivamente (Figura 7B-C). A
concentracdo de QPA de 24uM néo foi considerada efetiva para os MOls
de 0.5 e 1.0, uma vez que reduziu o numero de células viaveis (Figura 7B-
C). Na analise morfologica para o MOI 0.5 todas as concentracdes
apresentaram uma baixa quantidade de sincicios em relacdo ao controle
viral, onde seu tamanho também foi reduzido (Figura 9). J4 para o MOI
1.0, a incubacéo das particulas virais com as concentragdes de 1.5-12uM
resultou em uma reducdo na formacdo de sincicios em relacdo ao
controle viral (Figura 10), mas se compararmos com outros MOIs testados,
a eficiéncias destas concentragfes em inibir a formacédo de sincicios foi

menor.
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Figura 7. Avaliacdo da atividade virucida (A,B,C) do composto QPA nas
concentracdes de 1.5-24uM em diferentes MOIls. Os dados representam a média de
um experimento realizado em triplicata. Os dados foram analisados com auxilio do
software Graphpad Prism 6 e os valores expressam média + desvio padrdo (One-way
ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni, *p<0.05.
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Figura 8 . Ensaio Virucida MOI 0.1 - Controle celular representado por Células Hep-2

nao infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas por hRSV (B).
Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formagéo de sincicios. Na
figura B (4x) h& presenca de sincicios e redug¢éo do ndimero de células. Nas figuras C
(1,5uM), D (3 uM), E (6 pM), e F (12 pM) h& reducdo do numero de sincicios e

aumento no nimero de células viaveis. (4x)
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Figura 9 . Ensaio Virucida MOI 0.5 - Controle celular representado por Células Hep-2
nao infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas por hRSV (B).
Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacgéo de sincicios. Na
figura B (4x) h& presenca de sincicios e reducdo do nimero de células. Nas figuras C
(1,5uM), D (3 uM), E (6 uM), e F (12 pM) ha reducdo do numero de sincicios e aumento

no namero de células viaveis. (4x)



Figura 10. Ensaio Virucida MOI 1.0 - Controle celular representado por Células Hep-2

ndo infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas por hRSV (B).
Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacéo de sincicios. Na
figura B (4x) h& presenca de sincicios e reducéo do namero de células. Nas figuras C
(1,5uM), D (3 puM), E (6 uM), e F (12 pM) h& uma discreta reducdo do ndmero de

sincicios e aumento no nimero de células viaveis. (4x)
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A analise dos dados nos sugeri que a concentracao de 24uM de
QPA juntamente com a carga viral aumentada (0.5 e 1.0), agiram de
maneira sinérgica com relacéo ao efeito citotoxico individual de cada uma.
Os resultados obtidos nos ensaios virucida indicam que o composto QPA
possui atividade anti-hRSV com efeito direto sobre as particulas virais,
sugerindo uma interacdo entre 0 composto e as proteinas presentes na
superficie viral, G, SH ou F. Segundo a literatura, a proteina G e SH nao
sao totalmente necessarias para a infeccdo por hRSV, pois em trabalhos
realizados com mutantes deficientes em proteina G e SH mostram que a
proteina F é a Unica proteina transmembrana essencial a infeccdo do
virion in vitro (BOHMWALD et al., 2016; BUKREYEV; YANG; COLLINS,
2012; COLLINS; GRAHAM, 2008; DUDAS; KARRON, 1998).

hRSV F é o principal alvo para intervencao farmacoldgica anti-
hRSV por ser essencial para a entrada do virus, pois facilita a fusdo da
membrana viral com a membrana plasmatica celular independentemente
do pH, ocasionando a infec¢cdo da célula hospedeira (Walsh and Hruska,
1983;Battles et al., 2016). H& dois estados de conformacédo para hRSV F:
um estado meta-estavel adotado antes da interacdo virus-célula (pré-
fusdo) e um estado que ocorre apos a fusdo das membranas do virus e
da célula (p6s-fusdo) (MCLELLAN et al., 2013). hRSV F € essencial para
infeccdo, pois virions mutantes, sem proteina F (hRSV AF), ndo sao
capazes de infectar (BATONICK; OOMENS; WERTZ, 2008;
MASTRANGELO; HEGELE, 2013). Células infectadas por hRSV
expressam proteina F em sua superficie, o que resulta em fusdo com
células vizinhas, especialmente in vitro, levando a formacdo de células
multinucleadas chamadas sincicios (BATTLES et al., 2016).

Battles et al. (2016) demonstraram que moléculas pequenas,
inibidoras do hRSV, interagem com a proteina F, sugerindo um possivel
mecanismos de acdo. Elas se ligam com alta afinidade a um bolséo
trissimétrico dentro da cavidade central da estrutura pré-fusdo da hRSV F.

A estabilizacdo da hRSV F de pré-fusdo, decorrente da interagéo,
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restringe 0 movimento de duas regides altamente instaveis (peptideo de
fusdo hRSV F e regidao HRB). Analises de docking molecular indicaram
gque as moléculas preenchem completamente a cavidade previamente
descrita e foram caracterizados basicamente pela mesma energia de
interacdo (em torno de -6.5 kcal/mol). Quercetina interage na mesma
regido, através de uma ligacdo de hidrogénio, mas se movimenta para
fora dela em simulagBes in silica de dindmica molecular (Lopes et al.
submetido). O composto QPA estabelece interacdes hidrofébicas
constantes e estaveis com as fenilalaninas (residuos 488, cadeias A, B e
C) do bolséo trissimétrico (comunicacao pessoal de Feliciano, M.C.). No
mesmo estudo, ndo foi possivel verificar ligacdes de hidrogénio entre o
QPA e a proteina F, o que sugere outros tipos de interacdes como forcas
dipolo-dipolo.

Nos ensaios de pds-tratamento, diferentes MOIs (0.1, 0.5 e 1.0)
foram incubados por 2 horas com células Hep-2. Posteriormente, as
células infectadas receberam diferentes concentracdes de QPA (1.5-24
MM). Os resultados obtidos mostram que a presenca da QPA (1.5-24 uM),
ap6s o indculo viral de MOI 0.1, proporcionou protecdo celular (25% a
100%) (Figura 7D). Na analise citomorfolégica (Figura 12), células néo
infectadas (controle celular) apresentaram confluéncia, nenhuma
formacdo de sincicios e auséncia de células mortas. Células infectadas
(controle viral) apresentam morfologia alongada, reducdo do numero de
células e a presenca elevada de sincicios. Para o MOI 0.1, as
concentracdes de 1.5-6 puM induziram uma discreta redugcéao na formacgao
de sincicios em relagdo ao controle viral. Apenas a concentracdo de 12uM
reduziu drasticamente a formacgéao de sincicios.

Com o0 aumento no in6éculo viral (MOI 0.5) a Gnica concentragédo
gue apresentou protecao celular, com diferenca significativa (p<0.001), foi
de 24 pM (~25%) (Figura 7E). O aumento do inoculo viral para MOI 1.0 (2
vezes maior) resultou em reducdo acentuada dos efeitos anti-hRSV de

QPA, similarmente aos resultados obtidos com MOI 0.5. Apenas nha

34



concentracdo de 24 pM de QPA foi possivel observar uma leve
manutencdo da viabilidade celular (~25%) com protecdo celular
estatisticamente significativa (p<0.01) em relagcdo ao controle viral (0%)
(Figura 7F).

O efeito protetor nos ensaios de poés-tratamento foi perdido a
medida que o in6culo viral foi aumentado (MOIs de 0.5 ou 1.0), ndo
havendo protecdo >50%. A falta de protecédo celular em MOI 0.5 e 1.0
pode indicar um efeito de pds-tratamento limitado de QPA em situacdes
em que a carga viral se encontra elevada. Na analise morfologica das
células, nas infeccbes com MOI 0.5 e 1.0, a formacdo de sincicios
apresentou semelhancas (Figuras 13 e 14). Nas concentracdes de 1.5-6
UM houve formacéo de sincicios e morte celular, parametros que foram

reduzidos na concentragéo de 12 pM.
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Figura 11. Avaliacéo da atividade de pés-tratamento (A, B, C) do composto QPA nas
concentracdes de 1.5-24uM em diferentes MOIs. Os dados representam a média de
um experimento realizado em triplicata. Os dados foram analisados com auxilio do
software Graphpad Prism 6 e os valores expressam média + desvio padrdo (One-way
ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni, *p<0.05.
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Figura 12 . Ensaio de Pés-tratamento MOI 0.1 - Controle celular representado por
Células Hep-2 nao infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas
por hRSV (B). Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacgédo de
sincicios. Na figura B (4x) h& presenca de sincicios e redugcdo do numero de células.
Nas figuras C (1,5uM), D (3 pM) e E (6 pM), ha discreta redugdo do numero de sincicios

e em F (12 uM) ha auséncia de sincicios e aumento no nimero de células viaveis. (4x)
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Figura 13 . Ensaio de PoOs-tratamento MOI 0.5 - Controle celular representado por
Células Hep-2 nao infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas
por hRSV (B). Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacgéo de
sincicios. Na figura B (4x) h& presenca de sincicios e redu¢do do nimero de células.
Nas figuras C (1,5uM), D (3 pM) e E (6 puM), ha discreta reducdo do numero de
sincicios e em F (12 pM) ha auséncia de sincicios e aumento no nimero de células

vidveis. (4x)
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Figura 14. Ensaio de Pds-tratamento MOI 1.0 - Controle celular representado por
Células Hep-2 nao infectadas (A) e Controle Viral representado por células infectadas
por hRSV (B). Em A (4x), as células apresentam confluéncia e nenhuma formacéo de
sincicios. Na figura B (4x) h& presenca de sincicios e redu¢do do niumero de células.
Nas figuras C (1,5uM), D (3 pM) e E (6 uM), ha discreta reducdo do nimero de
sincicios e em F (12 uM) ha auséncia de sincicios e aumento no ndmero de células

viaveis. (4x)
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A Quercetina (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavona) € um composto
fendlico com afinidade por substancias hidrofébicas. Interagindo com a
regido hidrofébica da bicamada lipidica da membrana plasmatica da
célula. A penta-acetilagdo da molécula de Quercetina, substituiu seus
grupos hidroxilas por grupos Acetilas, transformando a molécula em
3,3',4',5,7-Pentaacetoxyflavone e fornecendo a ela caracteristicas
fracamente polares (apolares).

Danihelova et al. (2013) estudou a a¢do antioxidante e citotoxica
dos derivados acetilados de quercetina em células epiteliais HeLa e NIH-
3T3, e seus relatos mostram que o processo de acetilacdo da molécula de
guercetina provavelmente auxiliou a penetracdo dos derivados acetilados
na membrana plasmética de células cancerosas, inibindo o crescimento
dessas células de forma mais efetiva do que o composto original,
Quercetina. Podemos assim supor que, a penta-acetilacdo da molécula
de Quercetina melhorou sua absorcdo pelas células Hep-2 através da
bicamada lipidica da membrana plasmatica. O mecanismo de acédo
sugerido por nés seria de que o composto QPA, num protocolo de pos-
tratamento, atue interferindo em alguma etapa da replicacdo dos
componentes virais, maturacdo, montagem e/ou liberacdo do virus. Em
estudo realizado por Graziani et al. (1979), mostraram que a Quercetina
foi capaz de inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas em células
tumorais. Bauer et al. (1981) mostrou que o flavonoide 4,6-dicloroflavano
inibiu a sintese de RNA de Rinovirus sem afetar sua fase de adsorcéo e
internalizagdo. Outro flavonoide, o 4',5-dihidroxi- 3,3',7-trimetoxiflavona
que possui atividade contra Rinovirus, mostrou agir inibindo a replicacéo
viral por possivelmente interferir no desnudamento e no inicio de sintese
de RNA viral. Nossos resultados, juntamente com os dados da literatura,
demonstram que alguns flavonoides podem entrar na célula e inteferir na

replicacéo viral.
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Na Tabela 1 € possivel observar os valores de CEsp e do IS para
cada MOI testado. Invariavelmente, o IS da atividade virucida de QPA
permaneceu proximo de 24.7. Para o pos-tratamento, o IS pode ser
calculado apenas para o MOI de 0.1 (12.3). Nos demais casos, 0 IS néo
foi calculado, uma vez que os valores de CEsp ndo foram obtidos. Em
resumo, a agdo virucida de QPA se mostrou mais promissora em
comparacao ao pos-tratamento (sobre células ja infectadas), justificando

assim que esta atividade fosse melhor investigada.

Tabela 1. Valores de IS para os ensaios Virucida e de POs-

tratamento.
Virucida lr:‘;st-amentu
MOI MOI MOI MOI MOI MOI
0.1 0.5 1.0 0.1 0.5 1.0
CEs <15 <15 ~15 -3
Is* 258 258 258 12.9

Tendo em vista uma melhor acdo do composto QPA no protocolo
Virucida e com o intuito de investigarmos por qual mecanismo de acao
QPA estava inibindo o efeito citopatico de hRSV, foram realizados
ensaios de adeséo/adsorcéo, internalizagéo e tempo-de-adi¢cao.

Inicialmente, a capacidade de QPA em inibir a adesédo do virus a
superficie da célula, foi testada nos ensaios de ades&o/adsorcédo. Para
isso, células resfriadas a 4°C receberam inoculos virais (MOl 0.5)
previamente incubados por 1h com diferentes concentragbes de QPA
(1.5-12 pM) sob temperaturas de 4°C ou 37°C. ApGs 2h de adsorcao viral,
o inoculo foi substituido por meio DEMEM F12, 2% SFB e as células
incubadas durante 4 dias a 37°C. A incubacéo do virus com o composto

QPA a 4°C resultou em uma leve protegcdo celular (~25%) na
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concentracdo de 1.5 pM, porém ndo houve diferenca estatisticamente
significativa nessa concentracdo quando comparada ao controle viral (0%)
(Figura 15A). Nas demais concentracfes testadas, ndo houve qualquer
indice de protecédo celular.

Embora o protocolo padrao de adsor¢cao indique a incubagcao da
particula viral com o composto-teste a 4°C (Kimura et. al., 2000), sabe-se
que a temperatura pode atuar como um fator facilitador de reacdes
quimicas e, portanto, de interagdes moleculares. A temperatura esta
relacionada com o grau de agitacdo das moléculas, fornecendo calor a
uma determinada reag¢do, aumentando a energia cinética das moléculas
(movimento), favorecendo um maior nimero de choque entre elas e
assim, aumentando o numero de interacdes efetivas (Lavorenti, 2002).
Assim, os ensaios de adesao foram repetidos onde a incubacédo do virus
com o composto QPA sob a temperatura de 37°C (Figura 15B). As demais
etapas ndo foram modificadas. Os dados mostram que todas as
concentracfes testadas (1.5-12 pM) foram efetivas em reduzir 50% do
efeito citopatico de hRSV. Pode-se concluir que o aumento na
temperatura durante a incubacdo do virus com o composto QPA,
melhorou visivelmente sua acdo anti-hRSV. Sugerimos ainda que a
inibicdo da adsorcao viral a superficie celular seja decorrente da interacao
de QPA com hRSV F.
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Figura 15. Efeito do ensaio de adesdo do hRSV pela avaliagdo da % de protecéo
celular da QPA. Os dados representam a média de um experimento realizado em
triplicata. Os dados foram analisados com auxilio do software Graphpad Prism 6 e os
valores expressam meédia + desvio padrdo (One-way ANOVA, seguida pelo teste de
Bonferroni, *p<0.05.

A particulas virais de hRSV apo0s realizarem adsorcao a superficie
celular, penetram nas células alvo num processo denominado
internalizacdo. Esta etapa do ciclo viral foi testada na presenca do
composto QPA (Figuras 16A-B). Para os MOIs 0.1 e 0.5, nenhuma
concentracdo (1.5-12 uM) foi capaz de evitar ou reverter os danos
celulares causados pela infeccdo viral, ndo apresentando nenhuma
protecdo estatisticamente significativa.

Quando a carga viral foi aumentada (MOI 1.0) houve discreta
protecdo sendo que a concentracdo de 12uM mostrou uma protecao de
~12.5% com valor estatisticamente significativo (p<0.05) comparado ao
controle viral (0%) (Figura 16C). Para a analises desses resultados, é
importante lembrarmos que, nesse caso, diferentemente do ensaio de
adeséo, o virus foi incubado por 2hs (MOI 0.1, 0.5 e 1.0) a 4° C para que
ocorresse a sua adesao as células. Somente apds essa etapa 0 composto
foi adicionado e a temperatura aumentada para 37° C. Tendo em vista
que, a 4° C o virus se adere as células mas ndao as penetra, somente
apos o aguecimento das células podemos verificar se o composto QPA

age impedindo a internalizacdo do virus. Nossos resultados demonstram
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que houve reducdo no numero de células viaveis (%) e que a protecdo
celular ndo passou de 12,5%. Sendo assim, o composto QPA néo

interferiu na etapa de internalizacao do virus hRSV.
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Figura 16. Efeito do ensaio de Internalizacdo de QPA sobre o hRSV pela avaliagao
da % de protecdo celular. Os dados representam a média de um experimento
realizado em triplicata. Os dados foram analisados com auxilio do software Graphpad
Prism e os valores expressam média + desvio padrdo (One-way ANOVA, seguida pelo

teste de Bonferroni, *p<0.05
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(BARNARD et al., 1993), demonstrou que o composto polifendlico
SP-303 ndo apresentou inibicdo da adesédo viral, porém agiu inibindo a
penetracdo do virus com CEsp 0.48uM, sugerindo que 0 mecanismo pela
qual SP-303 age interferindo na replicacdo de hRSV é na inibicdo da
penetracdo das particulas virais na célula hospedeira. Apesar de ambos
os estudos estarem utilizando os mesmos protocolos, nossos resultados
nao apresentaram concordancia com os resultados de Barnard et al.
(1993), pois os dados dos ensaios de internalizacdo indicam que
nenhuma das concentragfes testadas (1.5-12 pM) foi capaz de induzir
protecdo celular maior que 12,5% nos diferentes MOIs analisados.

Outras etapas do ciclo viral podem ser avaliadas através de
ensaios denominados tempo-de-adicdo. Nestes ensaios, 0 composto-
teste é adicionado a cultura celular em diferentes momentos da infeccéo
viral. Para avaliar o efeito antiviral em funcdo do tempo de adicéo de QPA,
células Hep-2 foram infectadas com solucao viral de MOI 0.5 (tempo 0)
contendo ou ndo QPA. A partir desse momento, a suspensao viral foi
sequencialmente substituida por 3 diferentes concentracbes de QPA (3, 6
e 12 yuM) no decorrer de 48 h, respeitando o seguinte intervalo O h, 3 h, 6
h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h pés-infeccao.

Na primeira condicdo (Figura 17A), na concentracdo de 3 uM, os
resultados mostram que houve protecdo celular na hora 0 de ~50%, e
com diferenca estatisticamente significativa p<0.001 em relacdo ao
controle viral (0%). O efeito desaparece nas horas seguintes (3-12 h) e
retorna apés 24 h de infecgdo, apresentando um aumento do efeito anti-
hRSV (~25%), e mantendo esse efeito nos intervalos de 36 h e 48 h.

Na segunda condicdo (Figura 17B), na concentracdo de 6 pM a
adicdo do composto QPA as células infectadas nos periodos de (0-48 h)
apresentou protecdo (~25% a ~50%) com diferencas estatisticamente
significativa em relacdo ao controle viral (0%) em todos os intervalos de
tempo.

Na concentracdo de 12 pM (Figura 17C), os resultados
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demonstram protegdo celular (50%) na hora 0. O efeito foi reduzido nos
intervalos de 3 h, 6 h e 12 h. Ap6s 24 h de infec¢éo, a adicdo de QPA as
células infectadas apresentou um discreto aumento na viabilidade celular
(~25%) porém com resultados significativos somente nos intervalos de 36
h e 48 h.
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Figura 17. Avaliacdo do ensaio de Tempo de Adicdo do composto QPA nas
concentracbes de 3uM, 6uM, 12uM em diferentes intervalos de tempo (0-48hs). Os
dados representam a média de um experimento realizado em triplicata. Os dados

foram analisados com auxilio do software Graphpad Prism 6 e os valores expressam
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média * desvio padrdo (One-way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni, *p<0.05

Segundo Douglas and Panis (2003), que avaliaram o efeito
inibitério do composto trifenol VP-14637 (ViroPharma) contra o hRSV, por
meio do ensaio de tempo de adicdo foi possivel notar que o composto
agiu como um inibidor de fusdo do virus, pois mostrou um grande
aumento da viabilidade celular quando o composto foi adicionado na 0 h
juntamente com o indculo viral. Nossos resultados se assemelham aos de
Douglas e colaboradores (2003), visto que a protecdo celular (50%) so
aparece no tempo 0, confirmando os resultados do ensaio virucida
justificado pela hipétese em que ha interacdo entre a molécula (QPA) e
proteina F e que essa interacao interfere na replicacédo do virus.

A hipotese sugerida por nds para o retorno da protecdo apos 24 h
de infeccdo se baseia no fato de que nas primeiras 24 h de infeccdo o
virus esta replicando seu genoma, produzindo mRNA que serd transcrito
e traduzido em proteinas virais. Essas proteinas serdo armazenadas
temporariamente em corpusculos de inclusdo que serdo transportadas
para a membrana da célula (Mink et al., 1991; Cowton et al., 2006). Com
base na literatura e pela andlise dos nossos dados, sugerimos que no
momento que o composto QPA é adicionado apés 24 h de infeccao e nos
intervalos de 36 h e 48 h, as proteinas virais que ja estdo prontas para
serem transportadas se tornam alvo do composto e esse transporte €
afetado, e como consequéncia ndo ha expressao das proteinas virais na
superficie celular o que explicaria uma maior viabilidade celular no
intervalo de 24 h, 36 h e 48 h.

Os resultados obtidos através dos ensaios de sal de MTT nos
protocolos virucida e ensaio de adeséo foram confirmados pela contagem
do numero de placas de lise em ensaio de reducao de placa.

Inicialmente, a contagem das placas de lise foi realizada visualmente
com auxilio de um negatoscopio. A placa de 24 pocos foi posicionada

sobre 0 negatoscopio e a contagem do numero de placas de lises de cada
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poco foi realizada para andlise dos resultados. Através da contagem
visual, foi possivel notar que nos pogcos com tratamento com QPA havia
uma gradual reducdo do numero de placas de lise quando comparado ao
grupo controle viral (virus sem QPA). A contagem foi entdo realizada para
os dois protocolos (virucida e adesao). Porém, houve dificuldades na
contagem uma vez que O processo € trabalhoso e subjetivo. Com o
objetivo de automatizar o processo de identificacdo e contagem de placas
de lise, dependendo minimamente da intervencdo humana, o Laboratdrio
de Bioinformatica-Unesp Campus de Assis, desenvolveu um algoritmo
baseado em processamento de imagens e reconhecimento de padrbes
utilizando o software MATLAB® (MATrix LABoratory). A contagem
automatizada nos garantiu um resultado padronizado, preciso e
reprodutivel.

A andlise estatistica do numero de placas de lise demonstra que
houve diferencas significativas em todas as concentracfes testadas (1.5-
12uM) quando comparadas ao controle viral, confirmando os dados
obtidos anteriormente.

A auséncia de estudos na literatura sobre acdo antiviral do
derivado Penta-acetilado de Quercetina, dificulta a comparacdo com
nossos resultados. Demonstramos através de ensaio in vitro que a
atividade antiviral de Quercetina Penta-acetilada (QPA) é promissora e o
flavonoide se mostrou como um potencial candidato para o
desenvolvimento de uma nova droga contra o hRSV, pois reduziu mais de

50% da infeccéo viral nos protocolos virucida e de pos-tratamento.
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5. Conclusdes

Em resumo, a conclusdo geral do trabalho é que mudancas
guimicas na estrutura da molécula de Quercetina, através de acetilacéo,
reduzem os efeitos citotoxicos e potencializam o efeito virucida da
molécula. A QPA possui uma promissora atividade anti-hRSV por agir em
protocolos virucida e de pos-tratamento, reduzindo o dano celular e a
formacdo de sincicios causado pelo virus. As interacdes entre
glicoproteina F do virus e a molécula penta-acetilada seria, ao menos

parcialmente, responsaveis por tais efeitos.

Pontualmente, nossas conclusdes foram:
a) A QPA apresentou efeito citotoxico sobre células Hep-2 assumindo
valor de CCsp < 38.8 uM;
b) Os ensaios virucida e de pés-tratamento resultaram em um indice
de seletividade, 25.8 uM e 12.9uM, respectivamente;
c) As andlises dos mecanismos antivirais (ensaio de adeséo,
internalizacdo e tempo de adicdo) permitiram concluir que a QPA

interfere no processo de adesao do virus a célula a 37°C.
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