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RESUMO

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

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

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

Keywords: QUERCETIN. hRSV. ANTIVIRAL. ACETYLATED DERIVED.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. hARSV

1.1.1. Genoma e estrutura

O virus sincicial respiratério humano € membro da familia Paramyxoviridae do
género Pneumovirus. Os membros desta familia sdo caracterizados por serem virus
envelopados e possuirem uma fita de RNA gendmico ndo segmentada de sentido
negativo [1]. O genoma do hRSV tem aproximadamente 15,2kb distribuidos em 10 genes
que codificam 11 proteinas devido a fase de leitura aberta no gene M2 [2].

Existe somente um sorotipo de hRSV subdividido em dois principais grupos
antigénicos [3-5]. Dentre as particularidades de cada subtipo, as variagdes na proteina
transmembrana G sao utilizadas atualmente na determinagao de qual subtipo um isolado
de hRSV pertence, geralmente através de ensaios de neutralizacdo in vitro e pela
reatividade a anticorpos monoclonais [4, 6].

As proteinas virais podem ser classificadas em estruturais, quando constituem
alguma estrutura da particula viral infectante (virion), ou n&o estruturais, quando nao
podem ser observadas na estrutura no virion. Os primeiros genes do hRSV originam duas
proteinas nao estruturais denominadas NS1 e NS2 que, nos estagios iniciais da infecgao,

auxiliam na transcricéo do restante do genoma (Figura 1) [7-9].

Figura 1: Esquema da distribuicdo dos genes do hRSV. Destacado em verde as trés
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proteinas transmembrana que medeiam as etapas iniciais do processo de entrada do

virus a célula hospedeira.
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A primeira proteina estrutural a ser transcrita (N) origina o capsémero que, quando
agrupados ao redor do genoma, formaréao o capside. No hRSV a associagao do capside
ao genoma forma um complexo de simetria helicoidal conhecido como nucleocapsideo,
que confere estabilidade e resisténcia as RNAses, além de proteger o virus da produgao
de interferons pela célula hospedeira [7].

A fosfoproteina P atua como uma chaperona, auxiliando outras proteinas virais a
atingirem a conformagao terciaria correta, além de aumentar a especificidade do
encapsulamento do RNA viral, impedindo que a proteina N se ligue aos RNA's celulares
[10].

O envelope viral é constituido majoritariamente pela proteina M que, nos estagios
iniciais da infecgcéo, pode atuar inibindo a transcricdo das moléculas da célula hospedeira,
priorizando a transcrigdo das moléculas virais. A proteina M desempenha papel crucial no
brotamento da particula viral, interagindo com o complexo ribonucleoprotéico (RNP)
facilitando a montagem e inibindo atividade transcricional do nucleocapsidio antes da
encapsulacéao [11, 12].

A menor proteina estrutural (SH) ainda n&do tem fungao claramente definida. Alguns
trabalhos indicam que a proteina SH atua em conjunto com a proteina G melhorando a
atividade da proteina F [13]. Outros estudos suscitam que a proteina SH pode inibir a
apoptose em diferentes linhagem celulares de mamiferos pelo bloqueio do TNF-a
mediado pela sinalizagdo apoptética ou que a proteina SH altere a permeabilidade da
membrana [14].

A glicoproteina G € pouco conservada dentre os subtipos de hRSV, ela se liga a um
receptor celular desconhecido, aderindo o virion a membrana da célula hospedeira, dando

inicio a etapa de internalizagdo [15].
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A proteina transmembrana mais estudada é a proteina F, responsavel pela fuséao

do envelope viral a membrana citoplasmatica, liberando o nucleocapsidio no citosol [15]. A

proteina F apresenta estrutura muito semelhante entre os Pneumovirus o que a torna um

alvo interessante para o desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais [16]. Trabalhos

realizados com mutantes deficientes em proteina G e SH mostram que a proteina F € a
Unica proteina transmembrana essencial a infec¢ao do virion in vitro [17-19].

Devido a uma fase de leitura aberta o gene M2 codifica duas proteinas M2-1 e M2-2.
A proteina M2-1 promove a transcricdo dos mRNA's virais prevenindo a parada precoce
da transcrigao por um mecanismo nao totalmente descrito [20]. Acredita-se que a proteina
M2-1 interaja com 0 mRNA em formacao estabilizando o complexo de transcricdo (RNP)
ou que, a M2-1 melhore a atividade da polimerase aumentando sua afinidade pelo RNA
gendmico [21].

O balango entre a transcri¢cao e replicacao € mediado pela proteina M2-2, que atua
em conjunto com as proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) principalmente nos estagios
finais da infecgao auxiliando na etapa de montagem do virion [2].

A maior proteina viral € a proteina L, com cerca de 250kDa ela apresenta seis
regides conservadas entre a familia dos virus de RNA com polaridade negativa de fita
simples ndo segmentados, o que a torna um alvo promissor para as pesquisas de
compostos com atividade antiviral [22]. A proteina L atua como uma RNA-polimerase-
RNA-dependente auxiliando na formagdo da estrutura do cap e no processo de
poliadenilagao [23, 24].

Os membros da familia Paramyxoviridae geralmente sao esféricos e apresentam
bicamada lipidica herdada da célula do hospedeiro durante o processo de replicagdo. O
tamanho do virion pode variar de 120 a 350nm entretanto, dados de microscopia de forga

atdbmica sugerem que o didmetro do virion do hRSV seja de 150 a 200nm [25].
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As glicoproteinas sao ligadas ao envelope viral e se estendem através da bicamada
lipica formando picos superficiais de 8 a 12nm [7]. No interior do envelope as proteinas
M2-1 e M2-2 ficam dispersas enquanto que as demais proteinas (N, P e L) associam-se

ao RNA formando o complexo RNP (Figura 2).

Proteina

F G SH
Transmembrana '

N P L
Complexo RNP . O

M

M2-1 M2-2

v © @ 0

Figura. 2: Representagao esquematica da estrutura do hRSV.

1.1.2. Ciclo replicativo

Embora o mecanismo detalhado de infecgdo do hRSV néo seja totalmente descrito,
0s paramixovirus apresentam um ciclo replicativo que compreende basicamente as
mesmas etapas.

O virus adsorve nas proteinas da membrana da célula hospedeira e em seguida a
proteina G se liga a um receptor celular ndo conhecido aderindo o virion e estabilizando
sua posic¢ao. Existem trabalhos que apontam o TRL4 como um provavel receptor para a
proteina G [26]. Um estudo recente descreveu uma colocalizagao entre virions aderidos e

a presenga superficial da nucleolina na membrana celular, entretanto, isoladamente as
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proteinas ndo interagiram [27]. ApOs a adesao a proteina F é clivada por uma protease
celular e torna-se ativa, promovendo a fusdo entre o envelope viral e a membrana
plasmatica, liberando o complexo RNP e as proteinas da matriz no citosol [1].

Ao atravessar a membrana celular as proteinas virais iniciam a transcrigdo dos
MRNA's e do antigenoma. Os mRNA's recém-transcritos serdao traduzidos em novas
proteinas virais pelo maquinario celular e o antigenoma sera transcrito novamente dando
origem a uma copia do genoma, ampliando o numero de genomas disponiveis para a
transcricdo. O ciclo de transcricao/traducdo permanecera ativo durante todo o curso da
infeccao, amplificando o numero de proteinas virais no citosol, formando os corpusculos
de inclusao [28].

As proteinas M2-1, M2-2, NS1 e 2 regulam a atividade do complexo RNP
estabelecendo um equilibro entre a produgado de proteinas virais e da montagem e
brotamento dos virions [8]. A montagem do envelope viral acontece em regides
especificas da superficie celular onde a proteina M interage com o complexo RNP e as
proteinas SH, G e F, encapsulando o RNP e herdando uma bicamada lipidica da célula

hospedeira durante o processo de brotamento [29].

1.1.3. Patologia

Geralmente o hRSV entra pelas narinas e infecta as células epiteliais da fossa nasal,
iniciando sua replicagao no epitélio nasofaringeo onde induz a produgao de uma série de
citocinas (IL-8, IL10, IL12 e TNF-a) que promovem o influxo leucocitario. A intensa
replicacao viral culmina na formagao de sincicios (massas multinucleadas de citoplasma
formada pela fusdo de células) levando a disfuncao e necrose tecidual [26, 30].

A maioria das infecgdes por hRSV se restringem ao trato respiratério superior e tem

duracdo média de até 8 dias. Quando o virus atinge o trato respiratorio inferior pode
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causar pneumonia e/ou bronquiolite severa, bloqueando as vias respiratérias pela
producao excessiva de muco, edema e debris celulares. No trato respiratorio inferior a
infeccao pode durar meses, a respiracao torna-se ofegante, dificil e dolorosa, agravando o
quadro clinico do paciente que pode vir a ébito por faléncia respiratéria [31].

Os principais sintomas relatados em criangas infectadas por hRSV s&o rinorreia,
febre baixa, prostracéo, tosse e respiracdo ofegante. Em adultos infectados séo relatados

faringite, rinorreia, fadiga, tosse, cefaleia, mal-estar e febre.

1.1.4. Epidemiologia

As infecgcbes com o hRSV sdo comuns, estima-se que praticamente todas as
criangas com até 2 anos de idade tenha sido infectada pelo menos uma vez. O hRSV
infecta também adultos de todas as idades, principalmente idosos e individuos
imunocomprometidos. Na maioria dos casos, o individuo imunocompetente consegue
resolver a infeccdo sem maiores complicagées ou sequelas em menos de uma semana
[32].

O hRSV geralmente infecta através do contato direto dos aerossois expelidos
durante a tosse ou expiro de um individuo contaminado, com as mucosas nasais, bucais e
oculares de outras pessoas [33]. Criangas com até 2 anos de idade ou adultos com
habitos onicofagicos sdo especialmente susceptiveis ao contagio de diversas doencgas,
incluindo o hRSV, devido ao constante contato das maos com a mucosa bucal.

Os dois subtipos de hRSV tem distribuicdo mundial e sdo altamente contagiosos,
sendo comum encontrar um individuo concomitantemente infectado pelo subtipo A e B.
Varios estudos relacionam as formas mais graves de infec¢ao respiratéria aguda (IRA) ao
subtipo A. As infecgdes por hRSV ocorrem o ano todo, entretanto, € nos meses de inverno

que costumam ocorrer os surtos epidémicos € o maior numero de casos graves que
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requerem hospitalizagao [34].
Segundo dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), estima-se que todo ano
ocorram mais de 64 milhées de novos casos de infecgdes por hRSV ao redor do mundo e
cerca de 5% deles requerem hospitalizagao, resultando em mais de 150 mil mortes anuais

[34].

1.1.5. Tratamento

Nao existe tratamento especifico para a doenga causada pelo hRSV. Medidas de
alivio dos sintomas, suporte ventilatorio e manutencdo do estado geral, quando
necessarias, sao indicadas. O tratamento atual recomendado pelo FDA (“Food and Drug
Administration”) consiste na administragdo conjunta de Palivizumab (um anticorpo
monoclonal que tem como alvo a proteina F do hRSV), Ribavirina (um analogo de
nucleosideo) [35] e outras drogas que combatem os principais sintomas da doenga [33,
36]. Entretanto a eficacia desse tratamento depende do diagnédstico precoce da infecgao
por hRSV, o que geralmente n&o é possivel devido a similaridade sintomatica com outras
infecgdes, custo do tratamento e risco mutagénico do paciente [37, 38].

As proteinas G e F tem sido alvo de muitos estudos que visam neutralizar a infecgéo
viral pela inativagdo dessas proteinas utilizando anticorpos especificos [39, 40]. Esses
anticorpos se ligariam ao sitio ativo da proteina viral, reduzindo o contato das proteinas G
e F com as proteinas da membrana celular, dificultando e/ou impedindo a adeséo do
hRSV a parede celular. Atualmente os dois principais anticorpos utilizados para a
prevencao de infecgdes por hRSV sdo o RespiGam e o Palivizumab (Synagis). O
RespiGam €& um anticorpo policlonal obtido de humanos saudaveis e resistentes ao hRSV
e obteve sucesso na prevencao de infeccbes causadas por hRSV em criangcas

pertencentes ao grupo de risco (imunocomprometidos, imunossuprimidos e/ou com
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doenga cardiaca congénita) [41-43]. O anticorpo monoclonal Palivizumab é um
neutralizante especifico para a proteina F, que oferece uma protegao efetiva superior ao
RespiGam, e que vem sendo usado amplamente para proteger de forma passiva criangas
pertencentes ao grupo de risco, evitando o aparecimento de doengas mais severas [32,
38, 44]. O atual desafio € produzir uma vacina eficiente e de ampla protegao, capaz de
induzir a imunidade para os dois subtipos de hRSV (A e B), principalmente em idosos,
criancas e recém-nascidos onde o indice de reinfecgao € alto devido a imaturidade do
sistema imunolégico nestes individuos.

A amplificacdo do espectro de estudos para encontrar novos compostos e/ou
estratégias de combate ao hRSV é fundamental para reduzir as infecgbes e controlar a
doencga, principalmente em locais com grande fluxo de individuos suscetiveis, tais como

hospitais, creches e escolas primarias.

1.2. Quercetina
Produtos de origem natural tém despontado como uma relevante fonte de insumos
para pesquisa, assumindo papel de destaque em areas como agricultura e farmacologia.
Os compostos de origem natural sdo fonte unica de uma ampla gama de compostos,
geralmente oriundos do metabolismo secundario, como os alcaloides, flavonoides e
outros, com grande potencial medicinal [23-25]. Os flavonoides s&o compostos
polifendlicos sintetizados pelo metabolismo secundario vegetal que compartilham
semelhante estrutura quimica (esqueleto de difenil propano com dois anéis benzénicos).
Os flavonoides tipo Quercetina (Figura 3) sdo a classe mais abundante entre
flavonoides conhecidos. Podem ser encontrados em uma variedade de alimentos comuns
como: magas, uvas, tomates, cebolas, chas etc [28]. A Quercetina corresponde cerca de

90% da ingestdo humana diaria de flavonoides (50-500mg/dia) [29, 30].
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A literatura trata sobre o vasto potencial benéfico da Quercetina. Estudos in vitro
descrevem propriedades antioxidante, hepatoprotetora, antitumoral, antiinflamatéria,
nefroprotetoras, imunomodulatéria, anti-histaminica, regulatéria da pressao arterial,
antifibriogénica, gastroprotetiva etc [23]. A Quercetina possui atividade antimicrobiana
contra Actinobacillus actinomycetemcomitans, Micrococcus luteus, Actinomyces viscosus,

Porphyromonas gingivalis [31-33].

Figura. 3: Estrutura basica dos flavonoides. A Quercetina possui radical -OH nas

posicoes 3,3',4',5,6.

A Quercetina apresenta também atividade antiviral contra herpes simplex tipo 1,
parainfluenza tipo 3, a transcriptase reversa do HIV e outros retrovirus [34, 35]. Sua
atividade antiviral esta principalmente relacionada a capacidade desse composto em se

ligar a glicoproteinas do envelope ou ao capsideo viral, interferindo na ligagdo e
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penetracéo do virus na célula [23]. In vitro a Quercetina apresenta interessante efeito anti-
hRSV Kaul et al. (1985) registrou em células infectadas um efeito anti-hRSV dose
dependente da Quercetina, capaz de reduzir a as placas de lise em células HEp-2

inibindo a replicagao viral.

1.3. HIPOTESE DO TRABALHO

As infecgbes do trato respiratério sdo as formas de infeccdo mais comuns que
afetam o homem e, dentre essas, predominam as de causa viral. Os virus também podem
acometer o trato respiratério inferior, causando bronquiolite, bronquite e pneumonia. O
virus respiratério sincicial humano (hRSV) é uma das principais causas de infecgdes do
trato respiratério inferior em recém-nascidos e criangas. Isto é especialmente verdadeiro
para os grupos de alto risco, incluindo criangas com doenga cardiaca congénita e
pacientes imunodeprimidos, onde a infecgao por hRSV provoca uma mortalidade severa.
Estima-se que a infecgao respiratéria aguda por hRSV causou cerca de 66.000-199.000
mortes de criangas com menos de cinco anos de idade em todo o mundo no ano de 5
2013). A imunoprofilaxia com um anticorpo neutralizante hRSV (palivizumabe) confere
protecdo substancial contra doencas por hRSV, porém nenhuma vacina licenciada esta
disponivel atualmente. Assim, existe uma necessidade no desenvolvimento de vacinas e
terapéuticas eficazes e seguras. Durante os ultimos anos a pesquisa de novos farmacos
antivirais passou por grandes avangos, com a descoberta de novos alvos moleculares e
com o desenvolvimento da sintese orgénica, o que tem resultado em substancias
bioativas mais eficazes e/ou menos toxicas, que podem ser utilizadas como modelos de
novos farmacos. Estudos anteriores mostraram inibicdo do hRSV por varios compostos
[36-39].

Estudos em andamento sob a coordenacdo da Dra. Fatima Pereira de Souza
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(IBILCE-UNESP) sugerem que a Quercetina e a Morina apresentam potencial de
interacdo com proteinas do virus hRSV, tais como, proteina G, proteina NS1, NS2, M2-1 e
M2-2. Neste contexto, os flavonoides por apresentarem um potencial candidato para a
interacao com estas proteinas alvo, estao diretamente relacionados a interacéo, bloqueio
do sistema imunoldgico e replicagao viral.

A Quercetina (3,3',4',5,6-Pentahidroxiflavona) € o principal flavonoide presente na
dieta humana. Varias propriedades terapéuticas da Quercetina, tém sido estudadas nas
ultimas décadas, dentre elas, 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 [35]. Kaul e colaboradores (1985) demonstraram que Quercetina possui agao
antiviral sob o virus hRSV por apresentar atividade virucida e por inibir sua replicagdo em
células infectadas [34].

A presente proposta tem por objetivo ampliar os estudos realizados por Kaul e seus

colaboradores de forma a respondermos questdes ainda ndo investigadas como:

1. Qual o indice de seletividade para Quercetina em relagdo ao virus hRSV?
Algumas substancias apresentam intensa atividade antiviral, porém, exercem
concomitantemente efeito citotdéxico. O indice de seletividade (IS) indica o quao
promissor é a atividade antiviral de determinado composto, pela razdo entre dois
outros indices (CC50 — efeito citotoxico e CE50 — acao antiviral). Preconiza-se que

compostos que apresentem IS = 4 possuem atividade antiviral promissora.

2. Em qual(is) fase(s) do ciclo viral a Quercetina atua como composto antiviral? A
determinacao de qual(is) fase(s) do ciclo viral é(sdo) afetado(s) pela Quercetina

pode auxiliar numa melhor estratégia de intervencdo farmacolégica e no
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desenvolvimento de tratamentos mais efetivos.

3. Quercetinas derivadas podem apresentar indice de seletividade melhor quando

comparado a Quercetina comercial? O uso de moléculas derivadas direciona o

desenho de novas drogas que possam apresentar uma melhor atividade antiviral

associada a um menor efeito citopatico e/ou efeitos colaterais, além de menor custo.

1.4. OBJETIVOS

Objetivo Geral: Avaliar a potencial atividade anti-hnRSV da Quercetina comercial e

seus derivados.

Objetivos Especificos:

1. Analisar a citotoxicidade da Quercetina comercial sob células HEp-2 empregando

a técnica de viabilidade celular por ensaio de MTT;

2. Determinar o indice de seletividade da Quercetina comercial em relagdo ao hRSV

nos protocolos de pré-tratamento, virucida e pos-tratamento;

3. Analisar a citotoxicidade dos derivados acetilados Q1 e Q2 sob células HEp-2

empregando a técnica de viabilidade celular por ensaio de MTT;

4. Determinar o indice de seletividade dos derivados acetilados Q1 e Q2 em relagao

ao hRSV nos protocolos de pré-tratamento, virucida e pos-tratamento
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21. RESUMO

Introdugao: No mundo, estima-se que exista cerca de 12 milhdes de casos graves e 3
milhdes de casos muito graves de infeccao do trato respiratério inferior em criangas todo
ano. Dentre os agentes etioldgicos destas infecgdes, o virus sincicial respiratorio (hRSV) é
a principal causa de internagdes infantis em paises desenvolvidos. Os casos de
bronquiolite, pneumonia e infecgcbes pulmonares obstrutivas crénicas em pessoas de
todas as idades, principalmente criangcas e idosos se agravam pela falta de drogas
especificas e de vacinas anti-hRSV. Estudos preliminares indicaram efeito anti-hRSV do
flavonoide Quercetina sem avangar na descricdo desta atividade. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer o indice de seletividade (IS) para Quercetina em protocolos
antivirais para hRSV e aumentar este indice através da sintese e teste de derivados
acetilados. Resultados: A analise de viabilidade celular através da adicdo do sal de MTT
determinou os valores de CC50 para Quercetina na presenga/auséncia do vermelho de
fenol (85 e 11,4 uM, respectivamente). Dentre as condicbes testadas, Quercetina
apresentou atividade virucida (16-30% de protecao celular) sem apresentar efeitos no pré
ou pos-tratamentos. Os valores de CC50 dos compostos derivados Q1 e Q2 foram 37,1
MM e 53,15 pM, respectivamente. O composto Q1 apresentou atividade anti-hRSV nos
protocolos virucida e pos-tratamento (60-90%; 4-8 uM). O composto Q2 nao apresentou
atividade anti-hRSV relevante em nenhuma das condigbes testadas. A protecao celular
apresentada pela Quercetina ndo possibilitou o célculo de IS (CC50/CE50) o que nos
sugere que este composto ndo seja um promissor agente anti-hRSV. O indice de
Seletividade calculado para o composto Q1 nos protocolos virucida e pés-tratamento foi
de 9,27. Conclusdes: O conjunto de resultados obtidos por nds apresenta menor
citotoxicidade e melhor performance anti-hRSV do composto Q1 em relagao a Quercetina

comercial. Estes dados nos estimulam a dar continuidade aos estudos do composto Q1
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com o intuito de melhorarmos sua atividade antiviral e assim propormos um novo

composto que seja efetivos na prevencgao e/ou tratamento das infecgbes por hRSV.

Palavras-chave: hRSV, Quercetina, antiviral, derivado acetilado
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2.2. INTRODUGCAO
O virus Sincicial Respiratério (hRSV) esta relacionado a milhdes de casos de
internagdes graves e morte de criangas e idosos no mundo todo devido a infec¢gées no
trato respiratorio [1, 2]. Praticamente todas criangas com até 2 anos de idade sao
infectadas pelo virus ao menos uma vez e, apesar de décadas de pesquisa, nao existem
vacinas e as estratégias terapéuticas existentes tém pouca eficacia e/ou uso restrito,
principalmente quando a infecgdo atinge o trato respiratério inferior [3]. Novos compostos
de origem natural e sintética (alcaloides, esteroides, flavonoides) tém sido estudados
intuindo encontrar agentes antivirais eficazes e com efeitos colaterais reduzidos [4]. A
Quercetina (3,3',4',5,6-Pentahidroxiflavona) € um flavonoide que apresenta propriedades
anti-inflamatéria, antioxidante, anti-cancro, efeitos antianafilaxia e contra o
envelhecimento [5, 6]. Estudos preliminares demonstraram que a Quercetina possui agao
virucida sobre o hRSV, além de inibir sua replicagdo [7]. No entanto, ndo se tem
conhecimento do quao promissora é a atividade antiviral de Quercetina sobre o virus
hRSV e se a eficacia desta atividade poderia ser melhorada através de mudancas em sua
estrutura quimica. Assim, os objetivos deste trabalho foram compreender a acédo da
Quercetina sobre as fases do ciclo replicativo do hRSV e realizar mudangas em sua
estrutura quimica que pudesse melhorar sua atividade anti-hRSV. Para tanto, Quercetina
e seus derivados acetilados foram incubados em células permissivas a infec¢do por hRSV
(HEp-2) em diferentes protocolos de pré- e pds-tratamento e virucida. A protegao celular
foi avaliada por ensaios de MTT. Em nossos ensaios a Quercetina apresentou sutil
atividade anti-hRSV, bem como o derivado Q2. O derivado Q1 apresentou maior valor de
CC50 e efeito protetivo em dois protocolos (virucida e poés-tratamento). O
desenvolvimento deste projeto podera auxiliar na busca por compostos efetivos na

prevencgao e/ou tratamento das infec¢des por hRSV.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para avaliar a atividade anti-hRSV da Quercetina tomamos por parametro o estudo
de Kaul e seus colaboradores (1985). Iniciamos nossos ensaios pela determinagao da
CC50 através da analise do efeito citotoxico da Quercetina em células HEp-2 (Figura 1;
equacgao 1), pois esse importante parametro nao foi determinado no estudo anterior. A
obtengdo do valor da CC50 é indispensavel no célculo do indice de Seletividade de um
composto (equagao 2). Este indice indica o quéo promissora € a atividade antiviral da
molécula-teste. Testes piloto foram realizados para estabelecer a quantidade ideal de
células a serem utilizadas nos experimentos. Determinamos a quantidade de 5x10* células
por pogo em uma placa de 96 pogos, pois nesta condi¢ao as células atingiam confluéncia
em 24 horas sem a formagado de sobrecamadas além de gerar boa visualizagdo dos
resultados apds o teste colorimétrico com sal de MTT, ou seja, densidade oOptica acima de

0,4 unidades) [8].

Optamos pelo uso em paralelo de duas formulacdes do meio de cultivo DMEM F12,
uma com vermelho de fenol (8,63 mg/L) e outra sem o composto. O vermelho de fenol é
um reagente indicador de pH que é acrescido a maioria dos meios de cultura celular
pelas empresas fabricantes. A descricdo dos experimentos realizados por Kaul e seus
colaboradores nao especifica se 0 meio de cultivo utilizado continha ou ndo o vermelho
de fenol. Esta informacdo se faz necessaria uma vez que o composto em questao e os
flavonoides podem interagir entre si, ja que sdo moléculas densamente deslocalizadas, o

que pode afetar as propriedades biolégicas do composto teste (Figura 2).

O intervalo de concentragbes de Quercetina testadas para a determinagéo da CC50
foram baseadas em estudos prévios [9-11]. Utilizou-se concentragbes decrescentes
partindo de 1024 yM mantendo diluicdo seriada na base 2 em meio de cultivo acrescido

ou nao de vermelho de fenol, até o valor minimo de 0,5 uM. Apds 3 dias de cultivo, o
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experimento foi revelado através da adicdo do sal de MTT para determinagcdo da
viabilidade celular a 560 nm em um leitor de ELISA (Figura 1). Para apresentar um bom
indice de Seletividade os valores da CC50 deve ser maiores que os valores da CE50.

Através dos resultados obtidos de cinco experimentos independentes realizados em
triplicata, foi possivel determinar a equacédo da curva através de regressao nao linear
sigmoidal de quatro parametros [12]. Os valores da CC50 obtidos para a Quercetina
foram de 85 e 11,2 yM, dependendo da presenga ou ndo do vermelho de fenol no meio
de cultivo, respectivamente (Figura 3). Nestas concentragdes, a Quercetina se mostrou
toxica para 50% das células em cultivo.

Os valores de CC50 obtidos neste trabalho foram muito menores daquele
determinado por Kaul e seus colaboradores que relatavam o surgimento de efeitos
citotoxicos somente acima dos 200 uM. Ambos estudos foram realizados com a mesma
linhagem celular e o0 mesmo diluente para Quercetina (DMSO). A Quercetina diluida foi
aliguotada e mantida protegida da luz a -80°C pelo periodo maximo de 1 més. Em
nossos resultados, a presenga do vermelho de fenol no meio de cultivo durante a
determinacdo da CC50 resultou numa reducio da citotoxicidade celular da ordem de 8
vezes (8x).

A disparidade entre nossos resultados poderia ainda ser decorréncia do uso de
métodos ou protocolos diferentes para a avaliagdo da citotoxicidade porém, esta
comparacgao fica prejudicada a medida que os primeiros autores ndo especificam tais
parametros. Com o intuito de aprofundarmos a comparagao entre os dois estudos, os
ensaios envolvendo Quercetina foram continuados sempre mantendo um paralelo entre a

presenga ou nao do vermelho de fenol.
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Nos ensaios para avaliagdo da atividade anti-hRSV da Quercetina, utilizamos duas
concentragdes de MOIl's (0,1 e 0,5; Multiplicity of infection). Desta maneira, a falta de

efeito antiviral dos compostos nao poderia ser atribuida a um alto in6culo viral.

Os estoques virais foram preparados em meio de cultivo DMEM-F12 livre de
vermelho de fenol e acrescido de 2% de soro fetal bovino (SFB). A titulagdo dos estoques
virais foi realizada através do ensaio de redugao de placas (Figura 4) e confirmada pelo

calculo da TCIDs, [13, 14].

Em todos os ensaios foram avaliadas células ndo foram infectadas e n&o tratadas
(controle positivo) e células controle infectadas com hRSV (MOI 0,1 ou 0,5) e nao
tratadas (controle negativo). Apds 2-3 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. Células
infectadas com hRSV (controle viral) apresentaram morfologia alongada, redu¢do no

numero de células aderidas e presenca de sincicios (Figura 5).

Determinamos a CC50 da ribavirina seguindo o mesmo protocolo de pés-tratamento
utilizado para a quercetina testando as concentragbes de 16-64 uM (dados néo
mostrados). A ribavirina apresentou CCS50 semelhante ao descrito na literatura,

oferecendo efeito protetivo em 50% das células na concentragéao de 38 uM [13, 15].

Os ensaios para a avaliagao anti-hRSV da Quercetina foram realizados seguindo
protocolos de pré-tratamento, virucida e pés-tratamento (Figura 6). As concentragdes de
Quercetina usadas foram sempre aquelas abaixo do valor de CC50, ou seja, menor que
85 UM na presenca do vermelho de fenol e menor que 11,4 yM na auséncia do composto

indicador de pH (Figura 3).
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Nos ensaios de pré-tratamento (Figura 7a, coluna da esquerda), os dados
quantitativos do sal de MTT indicaram total auséncia de efeito protetivo em todas
condigbes testadas, ou seja, diferentes concentragdes de Quercetina, diferentes MOI (0,1
e 0,5) ou presenga/auséncia de vermelho de fenol. A porcentagem de protegcédo celular
(inibicao viral) foi calculada considerando células infectadas com hRSV e nao tratadas
(correspondente a 0% de protecéo celular) e células ndo infectadas (correspondente a
100% de protecéo celular) (equacgao 3).

Os ensaios que testaram a acgdo virucida da Quercetina demonstraram algum
efeito apenas quando o MOI minimo foi testado (0,1) na presenga de meio de cultivo livre
de vermelho de fenol (Figura 7 a, coluna central). Nesta condigcédo, as concentragdes de
2,5-10 yM apresentaram protecdo média em 16-30% das células. Nos testes com MOI
0,5 o hRSV néo foi inibido pela Quercetina, sugerindo que a Quercetina possa apresentar
atividade anti-hRSV somente na presenca de indculos menores. Esta observagao nos
induz a supor que no trabalho desenvolvido por Kaul (1985) o MOI utilizado seja ainda
menor que 0,1 e que os ensaios tenham sido realizados em meio de cultivo livre de
vermelho de fenol. Este parametro ajudaria a explicar a atividade virucida da Quercetina
relatada pelos pesquisadores. Nas demais condi¢cbes testadas no protocolo virucida a

Quercetina ndo apresentou nenhum efeito protetor.

A auséncia de efeito anti-hRSV da Quercetina foi também observada nos ensaios
de pés-tratamento (Figura 7, coluna da direita) nas condigbes testadas, ou seja, diferentes
concentracbes de Quercetina, diferentes MOI (0,1 e 0,5) ou presenga/auséncia de
vermelho de fenol. Nenhuma das concentragdes de Quercetina testadas apresentaram

protecdo celular minima de 50% que favorecesse a determinacéo dos valores de CE50.

Os resultados apresentados por nés indicam que a molécula de Quercetina nao se

apresenta como um promissor composto anti-hRSV. Kaul e seus colaboradores (1985)
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descrevem uma acéo virucida e de pos-tratamento para esta molécula. A falta de efeito no
pré-tratamento foi observada em ambos os trabalhos mesmo ao avaliar periodos longos
de incubagao (2-18h). Algumas diferengas metodolégicas podem ajudar a explicar tais
divergéncias. Primeiramente, os métodos de avaliagdo da protecao celular diferem ja que
nos usamos ensaios de adicdo de MTT e Kaul usou ensaio de redugao de placa. A adigao
do sal de MTT quantifica indiretamente o numero de células viaveis enquanto que a
reducao de placa permite quantificar o numero de particulas que obtiveram sucesso na
infeccao. Além disso, Kaul e seus colaboradores nao relatam o MOI utilizado por eles em
seus ensaios. O uso de MOI superiores nao resultou em protegao celular, sugerindo que
no referido trabalho foi usado um numero menor de particulas virais, acarretando assim

num melhor efeito anti-hRSV da Quercetina.

Em concentracbées menores que 11,2 uM, Kaul e seus colaboradores apresentam
indices de protecao celular na ordem de 30% no protocolo virucida enquanto que nas
concentracdes proximas dos 85 uM, relatam protecdo de 70% nos testes virucida e 20%
de protegédo nos ensaios de pds-tratamento. Em concentragbes mais altas (até 200 pM),
descrevem niveis de protecdo em ambos tratamentos com valores préximos a 100%. Tais
concentracbes nado foram testadas por nés ja que excedem os valores de CC50

estipulado em nosso protocolo de citotoxicidade.

No protocolo virucida descrito por de Kaul et al. 1985 o virus € incubado por 1 hora a
temperatura ambiente com a Quercetina, inoculado nas células e apds 2 horas o in6culo é
retirado antes de dar continuidade ao cultivo. A auséncia de efeito antiviral observado por
nds ocorreu apos incubagao de 2 horas do virus com Quercetina, no gelo e incubado por
2 horas. A escolha em manter o virus no gelo durante a incubagdao com Quercetina levou

em consideragdo uma possivel interferéncia no aumento da temperatura com relagéo a
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manutencdo do numero de particulas infectantes. Sabe-se que a exposi¢cao prolongada

do virus a temperatura ambiente (25 °C) pode resultar em reducgao do titulo viral [16].

A molécula de Quercetina foi submetida a reagdes de acetilagdo que geraram dois
compostos derivados (Q1 e Q2). Estas moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo Dr.
Luis Otavio Regasini (docente do departamento de Quimica do Instituto de Biociéncias,

Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE, UNESP) e estédo sob o pedido de patente.

Em posse dos derivados acetilados, foi dado prosseguimento ao screening antiviral
destas moléculas. A exemplo da Quercetina, a diluicdo dos compostos foi realizada em
DMSO e as aliquotas foram mantidas protegidas da luz e estocadas a -80°C pelo periodo
maximo de 1 més. Todos os ensaios utilizando os compostos derivados foram realizados
na presenca de meio de cultivo DMEM F12 2% livre de vermelho de fenol. Ademais,

todos os protocolos seguiram os procedimentos ja descritos para Quercetina.

Os ensaios realizados para obtermos a CC50 dos compostos Q1 e Q2 foram
realizados e os resultados apresentados na Figura 8. Os valores da CC50 obtidos para
os compostos Q1 e Q2 foram 37,1 e 53,15 pM, respectivamente. Partindo do principio de
que estes ensaios ja foram realizados em meio de cultivo livre do vermelho de fenol,
podemos fazer uma primeira comparacgao entre os compostos acetilados e a Quercetina.
Os compostos acetilados apresentaram valores de CC50 maior do que o valor
determinado para a Quercetina e este parametro foi da ordem de 3,4 vezes para Q1 e
4,6 vezes para Q2.

O composto Q1 nao apresentou efeito nos ensaios de pré-tratamento quando
testado nas concentragcbes de 4-32 uM. Nos protocolos virucida e de pdés-tratamento
entretanto, notou-se efeito protetivo significante (Figura 9). O composto Q1 proporcionou
protecao celular crescente a medida que a concentragdo do composto diminui quando seu

efeito virucida foi testado. Neste contexto, a concentragao de 4 uM apresentou protecao
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maxima com média de 60%. A menor protegdo no intervalo de concentragao de 8-32 uM
pode ter sido um reflexo da citotoxicidade celular que estas concentragdes apresentaram

anteriormente (de 20-50%).

No protocolo de pds-tratamento, o composto Q1 apresentou efeito semelhante ao
encontrado no ensaio virucida. Nesta ocasido, as concentragdes de 4 e 8 yM promoveram
protecao celular média de 91% e 88%, respectivamente. Doses maiores (16 uM e 32 yM)

apresentaram menor protegdo celular ou nenhuma protegao.

O composto Q2 quando testado sob as mesmas condi¢des do composto Q1 e no
intervalo de concentragdao de 8-64 uM nao apresentou nenhum efeito anti-hRSV (Figura

9). Estes resultados foram muito semelhantes aqueles apresentados pela Quercetina.

Em resumo, nossos resultados confrontam parcialmente com aqueles apresentados
por Kaul (1985) por demonstrar que a Quercetina ndo possui grande atividade anti-hRSV.
A comparacdo entre os nossos resultados e aqueles apresentados por Kaul ficou
prejudicada em virtude da falta de informagdes relevantes que pudessem esclarecer tais
diferencas entre os dois estudos. As condigdes testadas por nds envolveram
principalmente variagbes no uso de meio de cultivo (livre ou ndo de vermelho de fenol) e
MOI de 0,1 ou 0,5. Quercetina apresentou CC50 de 85 e 11,2 yuM dependendo da
presenca ou auséncia de vermelho de fenol, respectivamente. Doses menores que a
CC50 nao apresentaram um efeito minimo de 50% de protecéo celular frente a infecgao
por hRSV, impossibilitando a determinacdo da CE50 e consequentemente do indice de

seletividade (1S).

A Quercetina passou por reagdes de acetilagdo e os dois compostos derivados
foram denominados Q1 e Q2. O composto Q1 apresentou efeito anti-hRSV em

concentracbes menores do que aquela determinada como sua CC50 (37,1 uM). Nos
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protocolos virucida e de pos-tratamento foi possivel determinar a CE50 em valores <4 uM.
Nestas condigdes, o IS foi de 9,27. Este valor pode ser melhorado a medida que
concentracbes menores sejam testadas. Os ensaios de pré-tratamento do composto Q1 e

todos aqueles usados para o composto Q2 ndo apresentaram qualquer efeito anti-hRSV.

Por apresentar uma atividade antiviral apenas durante o ensaio virucida podemos
iniciar algumas hipoteses de que o efeito antiviral de Quercetina seja uma agao direta do
flavonoide com a particula viral em que os principais alvos seriam as proteinas de
superficie F, G e SH. Tais interagcbes impossibilitariam que as particulas de hRSV,
estando adsorvidas pelas moléculas de Quercetina, realizassem sua adesao/interagao
com células HEp-2. O fato de nao ter apresentado efeitos anti-hRSV sob os protocolos
de pré- e pos-tratamento indicam auséncia de efeito da Quercetina sob receptores
celulares para hRSV e sob fases mais tardias do ciclo viral.

O derivado acetilado Q1 por apresentar efeitos anti-hRSV nos protocolos virucida
e de poés-tratamento indica que este composto atua diretamente na particula viral como
demonstrado pela Quercetina. Além disso, Q1 parece afetar etapas mais tardias da
replicacéo viral: no brotamento viral ou interferindo na maquinaria celular, impedindo a
formacao de particulas maduras e infecciosas e/ou mesmo pela alteracdo da replicagao
intracelular através das proteinas NS1 e NS2. A realizagao de ensaios complementares
como “tempo de adicdo” poderao no futuro testar tais hipéteses e melhorar o

entendimento sobre o0 mecanismo antiviral apresentado por este derivado.

2.4. CONCLUSOES

O flavonoide Quercetina apresenta atividade virucida para o virus hRSV (<30%).
Mudangas quimicas na estrutura deste flavonoide, através de acetilagdes, reduziram os

efeitos citotdxicos e potencializam o efeito virucida da molécula comercial. O célculo do
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indice de Seletividade de um dos compostos derivados (Q1) resultou em valores >4, o

que viabiliza o composto como um promissor agente antiviral.

Os resultados aqui apresentados e a continuidade dos estudos poderdo indicar
novos compostos que sejam efetivos na prevengdo e no tratamento das infecgdes
causadas por hRSV, contribuindo desta forma com recentes estudos na area médica,

bioquimica e de microbiologia.

2.5. MATERIAIS E METODOS

2.5.1. Reagentes

A ribavirina foi adquirida na forma de capsulas com 200 mg (Schering-Plough,
Rebetol), diluida em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma ref. D4540-1L) e estocada em freezer
-80 °C até o momento do uso. A Quercetina (3,3',4',5,6-Pentahidroxiflavona (Sigma ref.
Q4951) foi diluida em DMSO em concentragdo de 200 mM e mantida em freezer -80 °C
até o momento do uso. Os derivados acetilados foram cedidos pelo Dr. Luis Otavio

Regasini (Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE, UNESP)

2.5.2. Cultura celular

Células HEp-2 (carcinoma de orofaringe) obtidas a partir do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ ref. 0101) foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm?
(Corning ref. 3290) incubadas em estufa umedecida a 37 °C e 5% de CO;, e meio de
cultura DMEM F12 (Sigma ref. D8900-10X1L) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab ref. 0521-500) e acrescido de antibiéticos e antimicéticos (Life ref. 15240-
062). A escolha das células HEp-2 foi baseada na literatura por serem células oriundas do

trato respiratério humano e permissivas a infeccao pelo virus hRSV [16, 17].
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2.5.3. Estoque viral

O virus hRSV cepa A2, 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 livre de vermelho de fenol e acrescido de 2% de soro fetal bovino
(SFB). Apos coleta, as aliquotas virais foram congeladas, tituladas e mantidas em freezer
-80 °C até o momento do uso. O titulo viral foi estabelecido pelo método de formacéo de
placas de lise como descrito por McKimm-Breschkin (2004) (Figura 4) e confirmado pelo

ensaio de TCIDs [13].

2.5.4. Ensaio de viabilidade colorimétrico com MTT

O sal de MTT (1- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-Diphenylformazan Thiazolyl blue
formazan, Sigma ref. M2003) foi diluido em meio de cultura DMEM F12 seguindo a
concentracdo recomendada pelo fabricante (0,5 mg/ml) em um volume final de 50
MI/pogo. Apds o respectivo tratamento, o meio de cultivo foi substituido pela solugao de
MTT e incubado por 3 horas. Em seguida, a solugdo de MTT foi substituida por 50ul de
dimetilsulféxido puro (DMSO, Sigma ref. D4540-1L) para solubilizacdo dos cristais de
formazana. A absorbancia da solugao foi mensurada em aparelho de espectrofotometria
(Multiskan™ FC Microplate Photometer, ref. 51119000), com comprimento de onda de 560
nm (especifico para coloragdo azulada resultante da metabolizagdo do sal). A
metabolizagdo do sal é diretamente proporcional a viabilidade celular, possibilitando inferir

a viabilidade celular a partir da absorbancia mensurada.

Abs.  *100
Viabilidade Celular = y Leste

controle

Equacéao (1)
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2.5.5. Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos

Células HEp-2 (5x10%pocgo), diluidas em meio de cultivo DMEM F12, foram
semeadas em placas de 96 poc¢os e incubadas por 24 horas a 37 °C para que atingissem
confluéncia = 80%. A monocamada recebeu diversas concentragdes do composto teste
(de 0,5 a 1024 pM em diluigdes seriadas na base 2) e com volume final de 100 pl/pocgo.
Apods 3 dias em cultura a viabilidade foi mensurada pelo ensaio colorimétrico de MTT.
Células cultivadas apenas na presenca de meio de cultivo foram consideradas como
100% viaveis (Figura 1). Desta forma, os valores de CC50 (concentracdo em que cada
composto teste reduz em 50% a viabilidade celular) foram obtidas por andlise de
regressao nao linear sigmoidal de 4 parametros com auxilio do software GraphPad

Prism 6.

2.5.6. Avaliacdo da acao antiviral

Para avaliacdo da acdo antiviral dos compostos foi realizado um screening com o
auxilio do ensaio colorimétrico com sal de MTT usando trés abordagens metodoldgicas
diferentes (Figura 6). No pré-tratamento (Figura 6A), células HEp-2 (5x10*) cultivadas
em placas de 96 pocgos foram tratadas por um periodo de 2 horas a 37 °C com
diferentes concentragdes do composto teste (concentragdes variando de acordo com a
CC50 de cada composto) com um volume final de 100 ul, em seguida o sobrenadante foi
substituido por solugdo de hRSV contendo MOI de 0,1 a 0,5 dependendo do teste.
Células néo tratadas foram infectadas pelo hRSV como controle positivo da infecgdo. As
placas foram incubadas por 3 dias em estufa a 37 °C, na presenca de CO2 5%. O ensaio
virucida foi realizado como descrito por Petricevich, Mendonca (2003) com algumas

modificagdes [18]. Uma suspensao de hRSV (MOI 0,1 a 0,5 dependendo do teste) foi



36
incubada por 2 horas a 4 °C na presenca de diferentes concentragées do composto teste.
Células HEp-2 (5x10%) cultivadas em placas de 96 pogos foram incubadas por 3 dias com
a aquela suspenséo viral diluida 10x (mantendo o MOI desejado) (Figura 6B).

No pés-tratamento, células HEp-2 (5x10*) cultivadas em placas de 96 pogos, foram
mantidas na presencga do virus hRSV (MOI de 0,1 a 0,5 dependendo do teste) por 2 horas
a 37 °C. Em seguida a suspenséo viral foi substituida por diferentes concentracbes de
composto teste (concentragdes variando de acordo com a CC50 de cada composto) com
um volume final de 100ul, os quais foram mantidos por 3 dias de cultivo. Células nao
tratadas foram infectadas com o virus como controle da infecgao viral (Figura 6C).

A porcentagem de protegcdo obtida em cada tratamento foi calculada como se

segue:

DO *100
AT
DO

CcC100

Equacéo (3) Protecdo Celular =

DO é a densidade optica apos leitura do sal de MTT em 560 nm

DOar € a densidade optica obtida para cada uma das amostras-teste - DOcv
(densidade optica do controle viral)

DOcc100 € DOcc - DOcv (densidade éptica do controle celular - densidade éptica

do controle viral)

2.5.7. Determinacdo do indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) fornece indicio do quéao promissor é a atividade antiviral

de determinado composto relacionando sua CC50 com a CE50 [19].

CC50

[ndice de Seletividade (IS) =
CES50
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Equacéo (2)

O valor de CC50 foi determinado como indicado no item “Avaliagdo da
citotoxicidade dos compostos”.
O valor de CES50 foi determinado como indicado no item “Avaliagdo da agéo

antiviral”, onde corresponde a 50% de protegao celular.

2.5.8. Analise dos Dados

Os dados experimentais foram processados com auxilio dos softwares Microsoft
Excel e Graphpad Prism 6, utilizando os testes estatisticos Anova one-way seguido por
Bonferroni. Os graficos apresentam a média de cada grupo £SD. Todos os ensaios foram

realizados no minimo em triplicata de trés ensaios independentes.

2.6. DISPONIBILIDADE DOS DADOS
Quando da submissdo do manuscrito, os dados serdo disponibilizados na plataforma

publica online FigShare (www.figshare.com).

2.7. CONTRIBUIGAO DOS AUTORES

Conceberam e desenharam os experimentos: BRPL, TFS, FPS, KAT; Realizaram os
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Desenho esquematico do ensaio de determinagéo da concentragao citotoxica

(CC50).

Figura 2. Semelhanga estrutural entre as moléculas da Quercetina e do vermelho de

fenol.
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Figura 3. Determinacdo da CC50 para Quercetina em células HEp-2. Células HEp-2
foram plaqueadas numa densidade de 5x10* células por pogo e mantidas por 24 horas
em uma placa de cultura de 96 pogos, na presenca de meio de cultivo DMEM-F12 10%.
O meio de cultivo foi entdo substituido por 100 ul de Quercetina em diferentes
concentragdes (0,5-1024 pM). A diluicdo do flavonoide foi feita em DMEM-F12 2% livre
ou acrescido de vermelho de fenol e a cultura mantida por 3 dias em estufa umidificada a
37 °C e 5% de CO,. No dia 2, apos adicao de Quercetina, todos os pogos da cultura
foram acrescidos de 50 pyl de DMEM-F12 2% apropriado com o intuito de manter os
nutrientes celulares. A viabilidade das células HEp-2 foi avaliada no 4° dia através do
ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, com sua absorbancia sendo lida a 560 nm
em um leitor de ELISA. As concentracbes de Quercetina (0,5-1024 pM) séao
representadas em Logue base 2 onde as incubagdes foram realizadas em meio de
cultivo DMEM-F12 livre (A) ou ndo (B) de vermelho de fenol. A determinagéo do valor da
CC50 foi calculado através de uma regressao nao linear sigmoidal de quatro parametros.
O grafico representa um dos cinco experimentos independentes realizados em ftriplicata e

a curva € o resultado da média dos valores obtidos num unico ensaio.

Figura 4. Titulagao viral através de ensaio de formacao de placas de lise. Células HEp-2
foram plaqueadas, inoculadas (hRSV) e cultivadas segundo instru¢des de McKimm-
Breschkin (2004). CC: controle celular, CV: controle viral executado com aliquota pura do
estoque viral; de -1 a -8 sao diluicdbes do estoque viral na base 10 (de 1:10 até 1:
100.000.000). As setas presentes na diluicdo -8 indicam alguns focos virais visiveis na

placa e que foram utilizados na determinacao do titulo viral.
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Figura 5. Morfologia celular de células HEp-2 infectadas ou ndo por hRSV pdés cultivo de
2-3 dias. Células HEp-2 (5x10*%) foram semeadas em placas de 96 pocos. Vinte e quatro
horas apds, as células foram inoculadas com hRSV (Controle viral MOI 0,5; volume de
20ul) ou apenas NaCl 0,15M (controle celular) por 2 horas a 37 °C. A cultura foi lavada
com NaCl 0,15M e mantida em 100 pl de meio DMEM F12 2% livre de vermelho de fenol
por 2-3 dias a 37 °C em estufa umidificada e 5% de CO,. A morfologia foi avaliada e

documentada por microscopio de luz branca em aumentos de 40-200X.

Figura 6. Desenho experimental para os ensaios de pré-tratamento, virucida e pés-
tratamento. Em todos os ensaios células HEp-2 (5x10* por pogo) foram plaqueadas numa
placa de 96 pogos no Dia -1 e mantidas por 24 horas em meio de cultivo DMEM-F12 10%
em condi¢cdes de estufa umidificada, 5% de CO, a 37 °C. Os inéculos virais variaram
entre MOI de 0,1 e 0,5. Ao final do tratamento, as culturas foram mantidas em 100 pl de
meio de cultivo. No Dia 2 todas as culturas receberam adi¢cdo de 50 pl de meio de cultivo
e assim foram mantidas até o momento da adigdo do sal de MTT (Dia 3). (A) Pré
tratamento: as células foram incubadas (2 horas) com diferentes concentragcdes de
Quercetina (0-64 uM) diluida em meio livre ou ndo de vermelho de fenol DMEM-F12 2%
até ser substituida pelo indculo viral que foi mantido por adicionais 2 horas. O inéculo foi
lavado e a cultura mantida por 3 dias. (B) Virucida: aliquotas individuais do virus hRSV foi
incubado no gelo na presenga de diferentes concentragdes de Quercetina durante 2
horas com volume final de 10ul. Estas aliquotas foram diluidas 10x para entdo serem
adicionadas aos pocos da placa de 96 contendo monocamadas de células HEp-2. O
in6culo viral foi entdo incubado com as células por um periodo de 2 horas a 37 °C. As
particulas virais nao infectantes foram removidas por lavagem (NaCl 0,15M) e a cultura
celular mantida em estufa umidificada, 5% de CO, a 37 °C por 3 dias. (C) Pods-

tratamento: as células foram infectadas com hRSV durante 2 horas a 37 °C. As particulas
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virais nao infectantes foram removidas por lavagem (NaCl 0,15M). Os pogos receberam
meio de cultivo contendo Quercetina em concentragdes diferentes. A cultura foi mantida

por 3 dias até a adicdo do sal de MTT.

Figura 7. Avaliagdo da atividade anti-hRSV da Quercetina. A atividade anti-hRSV da
Quercetina foi testada em células HEp-2 em diferentes concentragées e MOI (0.1 ou
0.5) em meio de cultivo contendo ou ndo vermelho de fenol. A Ribavirina foi testada no
ensaio de poés-tratamento, apresentando um IS de 29,9 (dados ndo mostrados). As
culturas foram mantidas por 3 dias e a viabilidade das células HEp-2 foi avaliada no
através do ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, com sua absorbéncia sendo
lida a 560 nm em um leitor de ELISA. Os graficos representam a média de trés

experimentos independentes.

Figura 8. Determinagdo da CC50 para os compostos Q1 e Q2 em células HEp-2.
Células HEp-2 (5x10*) foram incubadas com 100 ul dos compostos Q1 (A) ou Q2 (B)
em diferentes concentragdes (1-1024 yuM). Os compostos foram diluidos em meio
DMEM-F12 2% livre de vermelho de fenol e a cultura mantida por 3 dias em estufa
umidificada a 37 °C e 5% de CO.. A viabilidade celular foi avaliada no 4° dia através do
ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, com sua absorbéancia sendo lida a 560 nm
em um leitor de ELISA. A determinagao do valor da CC50 (Q1 37,1 uM e Q2 53,15 uM)
foi calculado através de uma regressao nao linear sigmoidal de quatro parametros. O
grafico representa a média de trés experimentos independentes realizados em

triplicata.

Figura 9. Avaliacdo da atividade anti-hRSV dos compostos Q1 e Q2. A atividade anti-



44
hRSV dos compostos Q1 e Q2 foi testada em células HEp-2 em diferentes
concentracdes sob MOI de 0,5 em meio de cultivo livre de vermelho de fenol. A Ribavirina
foi testada no ensaio de pds-tratamento, apresentando um IS de 29,9 (dados néao
mostrados). As culturas foram mantidas por 3 dias e a viabilidade das células HEp-2 foi
avaliada no através do ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, com sua absorbancia
sendo lida a 560 nm em um leitor de ELISA. Os graficos representam a média de trés

experimentos independentes.
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2.12. FIGURAS

Figura 1
Protocolo de determinacao da
. . CC50 . .
Dia -1 Dia 0 Dia 2 Dia 3
Plaqueamento Adigdo das concentragdes Acréscimo de 50ul Revelagao por
5x10*Hep-2 / do composto em volume do meio de cultivo ensaio de MTT

pogo final 100pl




Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
Ensaio de pré-tratamento
Dia-1 Dia 0, Oh 2h 4h Dia 2 Dia 3
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Células incubadas Remocao das particulas nao Revelagao por
com composto a 37°C infectantes e adicdo de meio ensaio de MTT
de cultivo
Ensaio virucida
Dia 0, Oh 2h 4h Dia 2 Dia 3

Virus + composto
incubado em gelo
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Diluir a mistura Remocao do Acréscimo de 50ul
10X e adicionar inoculo e adicdo de  do meio de cultivo
.IOOSl/pog(;oeC meio de cultivo Revelagdo por
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Ensaio de pos-tratamento
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adicao dos compostos do meio de cultivo
Células incubadas com Revelacdo por

o inoculo viral 37°C ensaio de MTT




51

Pos-tratamento
Sem o vermelho de fenol

Virucida

Sem o vermelho de fenol
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Figura 8
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3. CONCLUSOES GERAIS

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

se que:

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

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

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

condicdes testadas.

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

viabilidade celular por ensaio de MTT.

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

condicdes testadas.
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