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occidentale L., sobre areplicacdo do virus influenza
RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Caroline Souza de Freitas
InfecgBes causadas pelos virus influenza estdo associadas com um alto grau de

morbidade, que pode levar a 6bito. Devido & alta variabilidade genética desses virus,
a producdo de uma vacina que seja efetiva contra todas as cepas circulantes é
dificultada, sendo assim o tratamento e, em alguns casos, profilaxia sao realizados
através do uso de antivirais. Os inibidores de neuraminidase constituem a Unica
classe de antivirais aprovada para utilizacao pelo FDA, contudo, cerca de 1-3% das
cepas circulantes no mundo, atualmente, apresentam mutacdo de resisténcia ao
medicamento mais usado na clinica, o oseltamivir (OST), 0 que torna necesséria a
busca por outras moléculas que inibam essas cepas. Portanto, este trabalho teve
como objetivo avaliar a capacidade e mecanismo de inibicdo do virus influenza, da
agatisflavona, um flavonoide derivado de Anacardium occidentale L. (cajueiro).
Através de ensaios de viabilidade celular, observamos que o nosso composto
apresentou um CCso de 349 pM, sendo considerado pouco citotéxico. Ensaios de
inibicdo da replicacdo in vitro possibilitaram o calculo do ECso (1,3 pM) e do indice
de seletividade (205.3), assim, concluimos que o nosso composto é seguro para
utilizacao in vitro devido a margem entre os valores de CCso e ECso. Avaliamos a
capacidade de inibicdo da atividade da neuraminidase (NA) e verificamos que a
nossa molécula inibe cepas sensiveis e resistentes ao OST, 0 que motivou o
aprofundamento no estudo da mesma. Através de ensaio in silico constatamos que a
agatisflavona néo se liga no mesmo sitio da NA que o OST, além de realizar essa
ligacdo com certa espontaneidade e estabelecendo diversos tipos de interagcdes com
os residuos de aminoéacidos das isoformas de NA testadas. Por fim, ap0s passagens
sequenciais do virus na presenca da molécula, observamos na cepa gerada
algumas mutagbes de resisténcia a agatisflavona, contudo estas parecem ser
reversiveis. Nosso composto também foi capaz de diminuir os efeitos da infecgéo in
vivo. Esses dados sugerem que a molécula apresenta uma estrutura promissora

para 0 desenvolvimento de um possivel antiviral.
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Study of the action of the compound Agathisflavone, a flavonoid derivative of Anacardium
occidentale L., over the influenza virus replication
ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Caroline Souza de Freitas
Infections caused by influenza viruses are associated with a high degree of
morbidity, which can lead to death. Due to the high genetic variability of these
viruses, the production of a vaccine that is effective against all circulating strains is
difficult, so the treatment and, in some cases, prophylaxis are performed using
antivirals. Neuraminidase inhibitors are the only class of antivirals approved for use
by the FDA, however, approximately 1-3% of circulating strains worldwide currently
have resistance mutations to the most commonly used drug in the clinic, oseltamivir
(OST), which makes it necessary to search for other molecules that inhibit these
strains. Therefore, this dissertation aimed to evaluate the capacity and mechanism of
inhibition of the influenza virus, agathisflavone, a flavonoid derived from Anacardium
occidentale L. (cashew tree). Through cell viability assays, we found that our
compound had a CCsp of 349 uyM and was not considered cytotoxic. In vitro
replication inhibition assays enabled the calculation of ECso (1.3 yM) and selectivity
index (205.3), thus, we concluded that our compound is safe for in vitro use because
of the margin between the CCso and ECso values. We evaluated the inhibition
capacity of neuraminidase (NA) activity and verified that our molecule inhibits
sensitive and resistant strains to OST, which motivated the deepening in the study of
agathisflavone. An in silico assay showed that agathisflavone does not bind to the
same site of NA as the OST, in addition to making this binding with a certain
spontaneity and establishing several types of interactions with the amino acid
residues of the NA isoforms tested. Finally, after sequential passages of the virus
with addition of our compound, we observed in the generated strain some mutations
of resistance to agathisflavone, however these appear to be reversible. In addition,
our compound was able to diminish the effects of infection in vivo. These data
suggest that the molecule has a promising structure for the development of a

possible antiviral.
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1 INTRODUCAO

1.1 O virus Influenza — Caracteristicas Estruturais

O virus Influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, que € constituida pelos
géneros Influenza virus A, Influenza virus B, Influenza virus C, Thogovirus, Isavirus
e, o recentemente identificado, Influenza D (1, 2). Contudo, o género A é 0 mais
relevante para humanos, levando-se em consideracdo a sua epidemiologia (2). Os
diferentes géneros de influenza séao distinguidos a partir das suas particularidades
antigénicas, sua matriz proteica e proteinas nucleicas, além dos tipos de
glicoproteinas de superficie que os compdem (3).

Os virions da familia Orthomyxoviridae apresentam, no geral, estrutura
esférica com diametro entre 100 e 200 nm, porém j& foi descrito que cepas
produzidas em laboratério chegaram a 1000 nm (2). Sao virus que exibem envelope
lipidico e material genético composto por RNA segmentado, fita simples e com
polaridade negativa. Nos géneros A e B os oito fragmentos de RNA codificam para a
transcricdo de 10 proteinas virais essenciais, bem como diversas outras proteinas
acessorias (1). JA os géneros C e D exibem RNA segmentado em apenas sete
fragmentos (1, 4). Esses segmentos contém os genes: hemaglutinina (HA),
neuraminidase (NA), polimerase béasica (PB) 1, PB2, PB2-S1, PA-X, PA-N155, PA-
N182, M42 e NS3 (3), e em associagcdo com nucleoproteinas (NP), formam os
complexos denominados ribonucleoproteinas (RNP) (2).

Esses virus tém duas glicoproteinas ancoradas na sua superficie: a HA e a
NA. Além delas, também podem ser encontradas no envelope as proteinas M2, as
quais formam canais ibnicos nas particulas virais (figura 1). A matriz proteica do
virus € composta pela M1, que encontra-se por baixo do envelope lipidico e é

determinante para a ligacado das RNPs (2).



Sitios Antigénicos

Hemaglutinina

Neuraminidase

Figura 1 - Esquema representativo do virus influenza A.

O virus Influenza A apresenta um envelope lipidico no qual estdo inseridas duas
glicoproteinas de superficie: NA e HA, além do canal de ions M2. Seu genoma é constituido
por um complexo formado com as nucleoproteinas e o RNAv, esse complexo é denominado
ribonucleoproteina. Fonte: Adaptado de CDC (2014), disponivel em:
https://www.cdc.gov/flu/images/virus/fluvirus-antigentic-characterization-medium.jpg

(5).

As glicoproteinas de superficie sdo de extrema importancia para a replicacédo
do virus e, também, é através das diferentes classificacbes que podem apresentar
gue o género A é dividido em subtipos. Ja foram identificados 11 subtipos de NA e
18 de HA (6).

1.1.1 Hemaglutinina e Neuraminidase

A glicoproteina de membrana hemaglutinina (HA) do virus influenza é
constituida por trés subunidades iguais que sao formadas por uma regido distal
(HA1) e uma regido proximal (HA2) que é menor, essas estruturas sdo polipeptideos
unidos por ligacdes dissulfeto (7). Alguns anticorpos ligam-se na regido distal ou
proximo a mesma, sendo esta configurada como um sitio receptor-ligante (além de
formar a “cabeca” globular da HA), enquanto a regido proximal é imunogénica,
sendo alvo de anticorpos neutralizantes que impedem a fusdo de membranas, uma

das atribui¢cbes dessa proteina (figura 2) (7, 8).


https://www.cdc.gov/flu/images/virus/fluvirus-antigentic-characterization-medium.jpg

Cabega
Globular

Regido
da
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Peptideo de fusdo

Figura 2 - Estrutura do trimero da HA (subtipo H1)

O dominio receptor-ligante (esferas amarelas) e os sitios antigénicos (em azul claro, azul
escuro, rosa e laranja) estdo localizados na cabeca globular da HA. A regido da haste é
constituida por “loops” de alfa-hélice (em vermelho) e o peptideo de fusdo. O epitopo da
regido da haste que é receptor de anticorpos neutralizantes ao subtipo H1 esta circulado em
azul e 0 que é receptor de anticorpos neutralizantes aos subtipos H1 e H2 esta circulado em
vermelho. Niumero de acesso da estrutura retirada do PDB: 3LGZ. Fonte: Adaptado de
Wong (2013) (8).

As HAs tém um importante papel no processo de fusdo do virus a célula
hospedeira e também nas diferentes interacfes receptor-ligante (com antivirais ou
anticorpos, por exemplo) (7, 9). Moléculas de acido sidlico de glicoproteinas e
glicolipidios sé@o os receptores celulares para adsor¢cdo dos virus influenza. Esses
virus se ligam através da porcdo superior (que apresenta uma leve depresséo) da
HA, esta regido € constituida por residuos conservados em todos o0s subtipos de
influenza, apesar das variacdes antigénicas sofridas pelos virus (10). Outra area da
HA também utilizada para mediacdo da entrada do virus na célula hospedeira esta
localizada entre subunidades do trimero da HA onde os dominios HA1 e HA2 estédo
muito proximos e sabe-se que, nesta regido, ocorre uma dissociagdo quando a
molécula muda sua conformacéo para que ocorra a fusdo de membranas (durante o
processo de entrada do virus) (10).

A neuraminidase (NA) é constituida por um tetramero de quatro polipeptideos
iguais (figura 3), cada um deles apresenta aproximadamente 470 aminoacidos

organizados em quatro dominios: uma sequéncia citoplasmatica N-terminal, um

3



dominio transmembrana (ancorado a membrana) hidrofébico e uma “cauda” fina
com comprimento variavel, terminando em uma “cabecga globular’ que configura o

sitio ativo da enzima e o quarto dominio (11).

Figura 3 - Estrutura do tetrdmero que constitui a NA

a. Estrutura da NA como um tetrdmetro com o inibidor DANA (em azul) ligado ao sitio ativo
dos quatro polipeptideos. b. Sitio ativo da NA (subtipo N9) com o inibidor DANA acoplado.
Numero de acesso da estrutura retirada do PDB: 1F8B. Fonte: adaptado de Grienke (2012)
(12).

As sequéncias de NA podem ser divididas, filogeneticamente, em dois grupos
nos quais o grupo 1 inclui N1, N4, N5 e N8, e o grupo 2 engloba N2, N3, N7 e N9.
Os tipos de NA, recentemente descritos, N10 e N11, os quais foram identificados em
morcegos, aparentam estar mais afastados dos outros grupos por apresentarem
funcdes distintas das atribuidas aos demais tipos de NA (13).

A NA é uma hidrolase de glicosideo sendo, mais comumente, denominada
como uma sialidase, gracas a sua afinidade por moléculas de &cido sialico (12). A
atividade “receptor-destruidora” do virus influenza foi primeiramente observada por
Hirst (14) e o resultado dessa atividade (que configura uma clivagem) foi identificado
por Gottschalk (15) como um &cido N-acetilneuraminico, um tipo de acido sidlico,
designando desta forma a enzima como uma NA (sialidase).

A NA é responsavel por clivar residuos de acido sialico (a2-6 e a2-3) e, na
maior parte dos subtipos de influenza, ndo participa do processo de entrada do virus
na célula hospedeira, mas sim na liberacdo das novas particulas virais (maduras)
formadas, clivando os residuos de &cido sialico presentes na superficie da célula
(13). Assim, a NA possui um papel extremamente importante para a dispersdo do
virus no tecido infectado e possibilita a transmissdo do mesmo no decorrer da

infeccdo (12). Estudos indicam que € possivel que a NA seja determinante para



entrada do virus na célula hospedeira no caso de morcegos, ja que a HA nao
apresenta afinidade com receptores glicosilados (13).

A atividade enzimatica da NA também apresenta uma funcdo notéria para
facilitar a penetracdo do virus no trato respiratorio, uma vez que atua removendo
receptores do glicocdlix de células epiteliais, impedindo a formacdo de muco, que
“‘prende” os virus e impossibilita o acesso das particulas virais as outras regides do
epitélio (13). Por fim, a NA também exibe a capacidade de ativar o fator de
transformacao do crescimento B (TGF-B), que normalmente encontra-se em estado
latente, desta forma, criando um estado “imunoprivilegiado” para propagacgao da
infeccdo (13).

Levando em consideracdo os aspectos abordados, gracas as atividades
contrastantes da HA e da NA, € imprescindivel o equilibrio entre as fun¢bes das
glicoproteinas de superficie viral para que a entrada e saida dos virus ocorram de
maneira efetiva (12). A NA com baixa atividade enzimatica pode ter como
consequéncia uma clivagem ineficiente de moléculas de acido sialico e,
posteriormente, um agrupamento de particulas virais e, por conseguinte, uma
infecc@o com titulo viral reduzido, apesar do alto nimero de copias genémicas virais.
Por outro lado, uma afinidade de ligacédo baixa de HA associada a uma alta atividade

de NA desequilibraria uma ligacao efetiva dos virus as células hospedeiras (16).

1.2 Ciclo Replicativo

Os virus influenza utilizam glicoconjugados que possuem terminacdes
compostas por residuos de moléculas de &cido sidlico presentes na membrana das
células hospedeiras como receptores virais, sendo a HA, a glicoproteina viral
responsavel por essa interacao (1, 2). Subsequentemente a adsor¢cdo do virus a
célula hospedeira, este € internalizado por endocitose, que pode ser clatrina-
mediada ou através de macropinocitose. Ja dentro da célula, o virus é transportado
para o endossoma, no qual o baixo pH interno ativa o canal de ions M2, provocando
uma mudanca conformacional na HA, tornando-a propensa a acao de digestado por
protease (2). Essa acéo de proteases ocasiona a exposicado do peptideo de fuséo. A
abertura do canal M2 também leva a uma acidificacédo no interior do virion que leva a
liberacdo das RNPs, dissociando-as da matriz M1, para o citoplasma da célula

hospedeira (2, 17) (figura 4a).



A replicacdo do RNAv ocorre no nucleo da célula hospedeira (figura 4b),
como as RNPs ndo possuem a capacidade de atravessar por meio de transporte
passivo através dos poros nucleares, proteinas da familia de importinas alfa séo
recrutadas. Essas importinas reconhecem sinais de localizagao nucleares nas RNPs
e tém uma participacdo fundamental no processo de transporte do material genético
viral para o nucleo (1). No interior do nucleo, a RNA polimerase viral é a responsavel
pela replicacdo e transcricdo do RNAv, que é diretamente transcrito em mRNA e
funciona como um modelo para uma cépia complementar (CRNA) que, por sua vez,
€ um modelo para 0 novo RNAv (17). Os cRNAs séo produzidos por meio de um
processo sem iniciadores que consiste na complementacdo de GTP ou ATP com a
extremidade 3’ do modelo de RNAv. A adicdo de nucleotideos detém o modelo de
RNAv no sitio ativo da RNA polimerase dentro da subunidade PB1 e,
consequentemente, forma um dinucleotideo A-G por intermédio do qual o cRNAv é
alongado. Apés retirar-se da enzima, o cRNA se agrega as novas NPs formadas e a
uma unica cépia de RNA polimerase para constituir uma cRNP (1). Assim, vale
ressaltar que a afinidade com o receptor celular ndo garante a eficiéncia da
replicagéo, tendo em vista que o “fitness viral” (particulas virais com capacidade
infecciosa) é crucial para o crescimento dos virus influenza (18).

A transcricdo do RNAv também ocorre no nucleo (figura 4b), os mMRNAs
sintetizados sé@o considerados cépias incompletas do modelo de RNAv e eles sao
“capeados” e poliadenilados (2). A polimerase viral obtém os primers dos mRNas por
meio de um mecanismo denominado “retirada de cap” e, para que isso ocorra, faz
uso da subunidade PB2 para se ligar aos “caps” da extremidade 5’ dos transcritos
recentemente no hospedeiro e, do dominio de endonuclease da subunidade PA para
clivar entre 10 e 13 nucleotideos “downstream” do cap 5 (1). Entdo, um
alongamento de residuos de uridina é localizado e funciona como um sinal para
poliadenilacéo. Alguns transcritos de mMRNA podem sofrer “splicing”, o que leva a um
aumento da capacidade de codificacdo dos segmentos (2). Esse processo se da a
partir do recrutamento de “spliceossomas” da célula hospedeira que produzem
transcritos “spliced” e codificam as proteinas M2 e NS2 (1).

Posteriormente ao transporte das RNPvs e mRNAv para o citoplasma
(mediado pelas proteinas NEP, bem como as M1), a tradugdo do mRNA é dividida
em dois sitios: ribossomos (para PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 e M1) e reticulo
endoplasmatico granuloso (para HA, NA e M2) (1). Ja no citoplasma, as RNPvs sdo

transportadas para a membrana plasmatica da célula hospedeira para a montagem
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da nova particula viral. As proteinas de superficie, apds o processo de sintese no
reticulo, sdo processadas no complexo de Golgi e entdo transportadas também para
a membrana da célula hospedeira (1) (figura 4c). As RNPs sao entdo envelopadas
por uma membrana bilipidica portando as proteinas de superficie, levando ao
brotamento das novas particulas virais (figura 4d). Neste momento, a acéo
enzimatica da NA é fundamental para a clivagem dos residuos de moléculas de
acido sialico presentes na membrana da célula hospedeira para que a liberacéo

dessas novas particulas virais ocorra de maneira efetiva (17).
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Figura 4 - Esquema representativo do ciclo replicativo do virus influenza.

a. Apos a adsorcéo (mediada pela HA) do virus a célula, por intermédio de um processo de
endocitose 0 mesmo entra na célula hospedeira e, devido ao baixo pH do endossoma,
ocorre uma acidificacdo no interior do virion (pela entrada de prétons através do canal M2).
Essa alteracéo de pH resulta em mudancas conformacionais que geram uma exposi¢do do
peptideo de fusdo e também media a liberacdo do material genético viral (RNPs) para o
citoplasma. As RNPs sdo transportadas para o nucleo, onde ocorre a replicacdo e
transcricdo. b. Replicagéo e transcrigdo viral mediadas pela enzima viral RNA polimerase. O
MRNA sintetizado é transportado para o reticulo endoplasmatico granuloso, onde as
proteinas de superficie viral sdo traduzidas e, posteriormente, processadas no complexo de
Golgi, as demais proteinas sdo traduzidas no ribossomo. O RNAv é transcrito a partir da
sintese de um cRNA, e é transportado para o citoplasma a partir da agdo das proteinas NEP
e M1. c. O empacotamento ocorre na membrana plasmatica da célula hospedeira, onde as
proteinas ja estdo ancoradas pos-traducao e processamento pos-traducional e para onde as
novas RNPs sdo transportadas, essas entdo sdo envolvidas por uma membrana bilipidica
contendo as demais proteinas. d. As novas particulas virais sao liberadas por brotamento
por intermédio da acdo da NA que cliva os residuos de acido sialico presentes na membrana
da célula hospedeira. Fonte: adaptado de Medina (2011) (18).



1.2.1 “Drift” e “Shift” Antigénicos

A RNA polimerase viral ndo apresenta a capacidade de reparar os possiveis
erros gerados durante a transcricdo, desta forma, diversas mutacdes podem se
acumular no decorrer da replicacdo dos virus influenza, consequentemente levando
as mudancas nas proteinas traduzidas neste processo (17). Isto inclui os epitopos
das proteinas de superficie NA e HA que, por sua vez, acabardo apresentando
diferencas antigénicas, assim, os virus influenza sao classificados de acordo com os
distintos tipos dessas proteinas que os compdem (17). Essas mutacdes que
impedem ou limitam a ligagdo dos anticorpos, podem ser a causa de resisténcia a
antivirais e dificulta o desenvolvimento de vacinas, sendo este evento denominado
“drift” antigénico (figura 5a) (17, 19). Esse “drift” é responsavel pela evolugao
antigénica dos virus influenza A e é caracterizado pelas cepas sazonais que exibem
alteracdes nos aminoacidos que constituem a NA e a HA, possibilitando a ocorréncia
de epidemias (18).

Devido a forma como o genoma viral se apresenta — segmentado -, a RNA
polimerase pode rearranjar diferentes fragmentos, levando a uma mescla de genes,
durante uma infeccdo concomitante de duas cepas do virus influenza, esse processo
€ designado rearranjo genético (17, 18). Essas mudancas podem, em alguns casos,
possibilitar a concepgcao de um novo subtipo de virus, esse fenbmeno é o “shift”
antigénico (figura 5b), no qual o virus une a capacidade de replicar em determinado
hospedeiro com novas propriedades antigénicas (17). Geralmente, os “shifts”
antigénicos estdo associados com modificacbes na HA e, constituem a base de

pandemias de virus influenza (18).
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Figura 5 - Esquema representativo de "drift" e "shift" antigénicos.

a. O “drift” antigénico é caracterizado por muta¢des que ocorrem durante a replicagéo viral e
gue ndo sao corrigidas pela RNA polimerase, levando a formagcdo de novas proteinas de
superficie NA e HA. b. O “shift” antigénico ocorre quando, durante uma infeccdo com dois
tipos distintos de virus influenza, ocorre um rearranjo entre os fragmentos do material
genético de cada um (o fato de o RNA ser segmentado contribui para que esse rearranjo
seja possivel), gerando uma nova cepa viral. Fonte: adaptado de Lumen (2018) (20).

1.3 A Patologia dos Virus Influenza

Os virus influenza sao responsaveis por infeccdes agudas no trato
respiratorio superior e inferior (21). Essas infeccfes sdo caracterizadas por inicio
repentino de sintomas como tosse, coriza, febre alta, dor de cabeca, fadiga, mal-
estar e inflamacédo do trato respiratorio superior e traqueia, sintomas que persistem
por 7-10 dias (19). Se o virus difundir-se do trato broncoalveolar para os alvéolos
pode levar a pneumonia viral e pneumonite intersticial com infiltracdo mononuclear e
hemorragia e, por fim, lise do espacgo interalveolar (17). A transmisséo desses virus
ocorre por goticulas expelidas por individuos infectados e méaos contaminadas (17).

A infeccdo ocasiona lise das células epiteliais e maior producdo de muco,
além de edema e inflamacéo nos sitios de replicacdo, devido as citocinas liberadas
para conter a infeccdo (17). No caso de uma cepa pandémica, a qual o individuo
nunca foi exposto, a combinacdo de alta taxa de replicacdo e consequente inducao
de secrecédo de citocinas é também aumentada, levando a destruicdo do epitélio, o

qgue resulta em um influxo de fluidos para os alvéolos, hipdxia e sindrome da
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insuficiéncia respiratoria aguda, que pode causar a morte em 1-2 dias pés-inicio dos
sintomas (17).

Os sintomas da infeccdo por influenza podem levar a dois possiveis
diagnosticos: sindrome gripal (SG) ou sindrome respiratdria aguda grave (SRAG)
(22). A primeira é caracterizada por febre (de inicio subito), acompanhada de tosse
ou dor de garganta e ao menos um dos seguintes: mialgia, artralgia ou cefaleia,
porém em criancas com idade abaixo de 2 anos considera-se SG a febre de inicio
subito em conjunto com outros sintomas respiratdérios como tosse, coriza e obstrucéo
nasal (22). Ao passo que, a SRAG é diagnosticada quando o paciente, além de
apresentar os sintomas de SG, exibe dispneia, desconforto respiratorio, saturacao

de oxigénio menor que 95% ou exacerbacdo de doenca pré-existente (figura 6) (22).
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SINDROME GRIPAL E SINDROME RESPIRATORIA
AGUDA GRAVE

Classificacao de Risco e Manejo do Paciente

Sindrome Gripal

Na auséncia de outro diagnéstico especifico, considerar o paciente com febre, de inicio subito, mesmo que referida,
acompanhada de tosse ou dor de garganta e pelo menos um dos sintomas: mialgia, cefaleia ou artralgia.

OBS.: em criangas com menos de 2 anos de idade considerar, na auséncia de outro diagnéstico especifico, febre de
inicio stbito, mesmo que referida, e sintomas respiratorios: tosse, coriza e obstrugao nasal.
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DROGA FAIXA ETARIA POSOLOGIA
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> 40 kg 75 mg, vo, 12/12h, 5 dias
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de idade 9 a1l meses 3,5 mg por kg, vo, 12/12h, 5 dias
Adulto 10 mag: duas inalagdes de 5 mg, 12/12h, 5 dias
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N 1mg/kg/dose 12/12 horas de 37 a <38 de idade hal
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*Via oral.

R ﬂ&.

Figura 6 - Cartaz do Ministério da Salude sobre SRAG, SG e como o tratamento deve
ser realizado.
Fonte: Ministério da Saude (2018) (23).
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O virus influenza A, gragas a variacdo de subtipos, possui a capacidade de
infectar diversos tipos de organismos (dentro das classes de mamiferos e aves).
Epidemias ja foram registradas em aves domeésticas, porcos, cavalos, visons
(mamiferos do género mustela), focas, morcegos, cachorros, furdes e humanos (4,
24). Os virus influenza aviarios frequentemente infectam humanos, saindo de seus
reservatorios normais que sao as aves aquaticas, no entanto, essas infeccdes, salvo
excecOes, raramente sdo altamente transmissiveis. Contudo, os virus influenza
aviarios que possuem como hospedeiros intermediarios 0s suinos acabam
apresentando uma transmissibilidade maior para humanos, possivelmente gerando
pandemias (24).

Durante a infeccao, o sistema imune, tanto inato quanto adaptativo, € ativado
e, normalmente, restringe a replicacéo viral (17). Entretanto, fracdes populacionais
com um sistema imune mais vulneravel como criancas de até 2 anos e idosos com
idade acima de 65 anos, bem como pessoas com doencgas imunossupressoras ou
doencas crbnicas constituem um grupo de risco (17). As infec¢cBes por influenza
podem também causar otite aguda e ja foram associadas com um risco aumentado
de desenvolvimento da Sindrome de Guillain-Barré (19).

Amostras histolégicas sdo inconclusivas para o diagndstico, visto que as
alteracdes histolégicas ndo sédo especificas deste tipo de infeccéo, desta forma o
diagnoéstico requer técnicas como isolamento viral, testes diagndsticos rapidos
(como RT-PCR), ensaios soroldgicos ou biopsia (ou autépsia) de uma seccao de

tecido confirmada por hibridizacdo in situ ou imunohistoquimica (19).

1.4 O virus Influenza — Histérico

Os dados de pesquisa em virologia envolvendo infec¢des pelo virus influenza
apenas tém alcance a partir da década de 1930 e, algumas outras informacdes sao
de poucas décadas anteriores. Assim, vale ressaltar que doencas documentadas em
periodos precedentes com caracteristicas epidemioldgicas e clinicas semelhantes as
infeccdes por influenza podem ter outros agentes etiologicos (25).

Epidemias de influenza, aparentemente, ocorrem desde a Idade Média, se
nao até mesmo em épocas prévias. E, além das epidemias sazonais, que ocorrem
no inverno, cepas pandémicas do virus influenza A ocasionalmente emergem (26,
27). Nos ultimos 120 anos, seis pandemias foram registradas: em 1889, 1918, 1957,

1968, 1977 e em 2009 (figura 7) (26). A pandemia de 1889, que ficou conhecida
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como “Gripe Russa”, foi possivelmente causada pelo virus influenza A/H3N2, com

mais de 30 mil casos registrados (28, 29).

1918 1957 1968 1977 2009 20XX

HiN1 H2N2 H3N2 H1N1 H1N1 H5N1?

Gripe Espanhola Gripe Asidtica Gripe de Hong Kong Gripe Russa

Adaptagao direta: Rearranjo Rearranjo Re-emergéncia Rearranjo Adaptagao direta
mutagao da ou
(ave) Ave-humano Ave-humano cepa HIN1 Ave-porco- Rearranjo?

'RENDS in Microbioiogy

Figura 7 - Histérico de pandemias do virus influenza A.

Foram registradas cinco grandes pandemias causadas pelo virus influenza A (1918, 1957,
1968, 1977 e 2009), estas foram ocasionadas principalmente por conta dos “shifts
antigénicos” que os virus influenza tém capacidade de realizar e também por conta da
diversidade de hospedeiros que o tipo A apresenta. Fonte: adaptado de Watanabe (2012)
(30).

A pandemia de 1918 foi considerada uma das mais severas da histéria, com o
maior numero de mortes, conhecida como “A Gripe Espanhola”, sendo registrados
cerca de 50 milhdes (ou mais) de 6bitos, além disso, estima-se que 500 milhdes de
pessoas ao redor do mundo foram infectadas (31). Andlises do genoma viral em
amostras de tecido de diversas vitimas indicaram que o patégeno causador da
doenca foi o virus influenza A/H1N1 derivado de aves (26).

Na pandemia de 1957 o agente etiolégico pertencia a uma linhagem distinta
de influenza, denominada H2N2 asiatico, esta era derivada da anterior, porém com a
adicdo de trés novos segmentos através de rearranjo com virus desconhecido de
origem aviaria (26). Esse virus substituiu o H1IN1 circulante e se manteve em
circulacdo até 1968 (31).

O virus responsavel pela pandemia de 1968 foi intitulado “H3N2 Hong Kong”
e, teve sua origem também em um rearranjo entre um H2N2 humano ja circulante e
um virus influenza A aviario, adquirindo um novo tipo de HA e segmentos do gene
PB1 (26).

No ano de 1977, a pandemia que ocorreu teve como agente causador o virus
que foi nomeado H1N1 russo, este foi originado a partir da cepa de HIN1 de 1918.

Como este virus ja estava ha mais de 20 anos sem circular e é improvavel que ele
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tenha se mantido durante todo esse tempo sem mutacdes, acredita-se que esta
pandemia aconteceu por conta da liberacdo acidental de uma cepa da década de 50
gue estava congelada ou por uma falha na vacinacgéo (26, 31).

Por fim, a pandemia de 2009 causada por um novo virus influenza A/H1IN1
derivado da combinacgéo de duas cepas suinas: uma semelhante a cepa humana de
1918 e a outra de uma linhagem aviaria europeia (26). Esta cepa foi derivada de um
rearranjo entre cepas humanas, suinas e aviarias, sendo entdo mais complexa. Os
genes PB2 e PA s&o originarios de uma cepa de virus influenza aviario, PB1 de um
virus humano e os outros segmentos de gene de duas outras linhagens de suinos
(30). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou em junho de 2009 a
pandemia e, em agosto do mesmo ano mais de 170 mil casos ja haviam sido
confirmados entre 170 paises com mais de 1400 obitos registrados (32). No total,
estima-se que 200 milhdes de pessoas foram infectadas, globalmente, e isto
resultou em aproximadamente 138 mil mortes (33).

Atualmente, virus influenza dos subtipos H5, H7, H9 e H10 tém sido
responsaveis por infec¢gdes zoondticas, com os virus H5 e H7, ocasionalmente,
causando doencas severas. Desta forma, existe uma preocupacdo de que estes

possam vir a evoluir e gerar a proxima pandemia (31).

1.5 Epidemiologia

Os virus influenza sazonais se espalham facilmente, com transmisséo rapida
em locais com muitas pessoas, como escolas. Nas regides de clima temperado, as
epidemias ocorrem principalmente no inverno, enquanto nas regides tropicais, as
mesmas podem ocorrer em diferentes épocas do ano, sendo mais irregulares (34).

Infeccdes causadas pelos virus influenza estdo associadas com um alto grau
de morbidade e altas taxas de mortalidade. Segundo a OMS, mais de 650 mil
pessoas morrem (globalmente) de doencas respiratérias relacionadas ao influenza.
Este nUmero supera as estimativas anteriores de 250 a 500 mil ébitos anuais, sendo
a nova conjectura de 290 a 650 mil mortes (35).

A maior parte das mortes ocorre entre pessoas com idade acima de 75 anos,
em regides mais pobres. Ja os Obitos envolvendo criangas abaixo de 5 anos — outro
grupo de risco das infec¢des por influenza — estdo mais concentrados em paises em
desenvolvimento. Esses dados enfatizam o impacto socioecondémico gerado por

essa doenca globalmente (35).
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No Brasil, no ano de 2018 foi registrada a circulacdo dos virus influenza
A/H3N2, A/HIN1pdmO9 e Flu B e a sazonalidade do virus € mais comumente
observada no outono e no inverno, porém isto pode variar gracas a alta variabilidade
climatica notada no pais (23). Das amostras coletadas até a semana 40 de 2018
(30/09/18 a 06/10/18), 41.9% (de 1000 no total) das amostras para pacientes com
sindrome gripal e 58.9% (de 3835 no total) dos pacientes com SRAG, apresentam
predominéancia do virus influenza A/HIN1pdmO09. Do total de 6bitos notificados por

SRAG, 28.4% (de 1333) dos casos tiveram confirmacao para o virus influenza (36).

1.6 Tratamento e prevencao das infeccdes causadas pelo virus Influenza

1.6.1 Vacinas

Atualmente a prevencdo de infeccbes causadas pelo virus influenza e,
consequentemente, possiveis epidemias € feita majoritariamente através da
vacinacdo anual. Contudo, devido a alta variabilidade genética desses virus, a
producdo de uma vacina que seja efetiva contra todas as cepas circulantes é
dificultada (37). A composicdo da vacina, de acordo com diretrizes da OMS, é
constituida por cepas do Myxovirus influenzae inativados, purificados e
fragmentados e, esta € denominada trivalente, pois protege contra trés cepas do
virus influenza (23). As cepas que compuseram a vacina produzida para campanha
do ano de 2018 foram influenza A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdmO9,
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2-like) e B/Phuket/3073/2013 (Flu B-like).
Nas vacinas sdo usados os antigenos de HA das cepas descritas anteriormente
(23).

Contudo, um desafio para o pleno éxito deste método de prevencdo das
infecgbes ocasionadas pelos virus influenza é: a vacinagdo ndo € completamente
efetiva quando se pensa em individuos que adquirem uma infec¢cdo originada por
uma cepa nédo incluida na vacina (38). Desta forma, os antivirais sdo de extrema
importancia para o tratamento da doenca e também para reduzir os efeitos de uma

pandemia emergente antes das vacinas efetivas estarem disponiveis (37, 39).
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1.6.2 Antivirais

1.6.2.1 Inibidores do canal M2

Essa classe de antivirais tem como alvo os canais de ions M2, que medeiam
o influxo de prétons para a particula viral resultando na fusdo do envelope da
membrana do endossoma e consequente liberacdo das RNPs no citoplasma da
célula infectada. A Amantadina e a Rimantadina sdo 0s principais compostos
constituintes da classe dos Adamantanos, suas estruturas Sao compostas por
aminas triciclicas simétricas (figura 8) que bloqueiam a replicacédo dos virus influenza
A, através da inibicdo da acdo do canal M2 (38). Essas moléculas foram utilizadas
por décadas, no entanto desde 2003, a maior parte das cepas circulantes de
influenza A sado resistentes as mesmas. As substituicdes de aminoacidos (na
estrutura dos virus) que sao responsaveis pela resisténcia se espalharam por
diversos subtipos e por muitos paises mesmo sem 0 USO recorrente de tais
medicamentos em humanos, isto pode ser explicado pela administracdo desses
compostos em aves, ja que estes animais tém contato comumente com os humanos,
além de algumas espécies fazerem parte da alimentacdo dos mesmos (40). Além
disso, também foi observado que a doenca era de alguma forma prolongada nas
infeccbes causadas por cepas resistentes as adamantanas, indicando que estas séao

mais virulentas do que as sensiveis (40).

NH; NH,

A B

Figura 8 - Estrutura das Adamantanas.
A.Estrutura quimica da Rimantadina e B. estrutura quimica da Amantadina. Fonte: adaptado
de Lew (2011) (32).
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1.6.2.2 Inibidores da Neuraminidase (NAIs)

Para o tratamento de infeccbes causadas pelos virus influenza, atualmente
esta € a Unica classe de antivirais recomendada pelo CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) e aprovada pelo FDA (Food and Drugs Administration), os
medicamentos compreendidos nessa classe que j& tém aprovagdo para uso Sao:
Oseltamivir (OST), Zanamivir, Peramivir e Laninamivir (37). Tanto o OST quanto o
Zanamivir tém aprovacao para uso globalmente, no entanto, o Peramivir somente é
aprovado na China, Japdo, Coréia do Sul e Estados Unidos e o Laninamivir
unicamente no Japao (38, 41). Esses compostos sdo analogos da molécula de
acido sialico e inibem, especificamente, a atividade da NA dos virus influenza A e B,
interagindo competitivamente e reversivelmente com o sitio ativo dessa enzima (38).

Laninamivir octanoato é uma pro-droga que, nas vias aéreas, € convertida em
laninamivir, o inibidor ativo de NA. E administrado via inalag&o, tanto para profilaxia
guanto para o tratamento, sendo recomendadas doses Unicas em menor e maior
concentracdo de acordo com o objetivo do uso. Esse composto foi associado com
uma atenuagdo mais rapida dos efeitos do virus influenza H1IN1, com a mutagéo
H275Y, em criangas, em comparacao com o tratamento padrao com OST (38).

O Peramivir €& administrado por via intravenosa, pois apresenta
biodisponibilidade baixa por via oral. A dose aprovada para uso desse composto é
Unica e tem como populacdo-alvo, adultos saudaveis (sem outras doencas) com
infecgao por influenza sem complicagdes, nos Estados Unidos, e estudos indicam
gue esse tratamento com dose Unica ndo € recomentado para pacientes com forma
mais severa da doenca. O Peramivir apresenta uma meia-vida entre 12 e 25 horas e
eliminado majoritariamente por excrecao renal (38).

O Zanamivir (Relenza™) também exibe biodisponibilidade oral baixa, portanto
€ administrado por via intranasal (38). Esse composto foi o primeiro na classe de
pequenas moléculas anti-influenza, descoberto a partir de uma abordagem de um
design de drogas baseado na estrutura do acido sialico (32). Ele é indicado para o
tratamento de infeccdo aguda (sem complica¢des) causada pelos virus influenza A e
B em adultos e criangas a partir de 7 anos, com sintomas por ndo mais que 2 dias. A
administracdo € realizada por meio de inalagdo com auxilio de equipamento
autbnomo de respiracao (38). Esse composto foi associado com uma reducdo de
40% de complicacdes geradas pelo influenza no trato respiratorio inferior, como
pneumonia e bronquite que, geralmente, ttm como consequéncia a necessidade do

uso de antibiéticos (38).
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O OST (Tamiflu™) é o composto mais comumente utilizado no tratamento de
infeccbes causadas pelos virus influenza A e B (41). O OST é administrado
oralmente na forma fosfatada, como uma pré-droga, e é recomendado para o
tratamento e prevencgao de infec¢gdes em adultos e criangas (32). O OST carboxilato,
metabdlito ativo do composto, apresenta uma biodisponibilidade de
aproximadamente 80% e a meia-vida da eliminacédo plasmatica ocorre entre 6 e 10
horas. A eficacia da profilaxia realizada com esse composto é de 84 a 92%, quando
realizada por 10 dias a 8 semanas, em pacientes sem a protecéo da vacina (38). O
design da molécula do OST teve por base um ciclohexeno, pois este apresenta mais
estabilidade enzimética, e também exibe maior suscetibilidade de melhor
funcionamento com modificacdes quimicas e por ser um bioisostero de um cation
positivo de oxigénio no estado de transicdo da clivagem do acido sialico, realizada
pela NA. Seguindo esse principio os demais atomos foram sendo adicionados a

estrutura (figura 9) para aumentar a poténcia do composto (32).

.y
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Figura 9 - Estrutura quimica do OST
Fonte: adaptado de Lew (2011) (32).

No entanto, grupos localizados de virus influenza A com resisténcia ao OST
ja foram detectados, e também mutac¢des que causam uma reducao da sensibilidade
ao OST de cepas de influenza B (42). Foi observada uma rapida emergéncia dessas
cepas resistentes, principalmente nos anos de 2008 e 2009 durante a pandemia do
influenza A/H1N1, e, essas mutagdes ndo geraram uma diminui¢ao do “fithess” viral,
podendo ser facilmente espalhadas por toda a populagcdo (41). Em um estudo
realizado tanto com adultos quanto criangas, foi registrado que a taxa de emergéncia
de resisténcia ao tratamento com NAls € de 2,2%, ou seja, pode ser considerada
baixa (40). Contudo, em 2008, foi verificado que a frequéncia de resisténcia ao OST
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era de 90% na cepa sazonal de influenza A/HIN1, associada com a mutacao
tirosina-histidina na posicdo 275 (H275Y, N1) da NA. Atualmente, de 1-3% das
cepas circulantes (HIN1pdmO09) apresentam essa mutacédo (33).

O uso quase que exclusivo dos NAls (e de basicamente dois deles) para o
tratamento de infecgbes por influenza, tem evidenciado a necessidade do
desenvolvimento de outros compostos com acdo anti-influenza, que nédo s6 tenham
sua poténcia aumentada em relacdo aos que vém sendo utilizados, mas também
que exibam uma menor propensao a apresentar resisténcia viral e que, além disso,

sejam eficazes contra as cepas circulantes que ja tém mutacdes de resisténcia (41).

1.7 Produtos Naturais e Atividade Bioldgica

Os produtos naturais tém sido uma ampla fonte de compostos biologicamente
ativos e com um grande potencial para o desenvolvimento de novas drogas (43). De
acordo com a OMS, 80% da populacdo em paises em desenvolvimento depende de
plantas tradicionais no quesito salude, ou seja, para tratamentos caseiros (42).
Produtos naturais como extratos de plantas, fitoconstituintes (compostos derivados
de plantas), extratos de partes especificas das plantas tém diversas aplicacdes no
tratamento de doencas, desde comuns e raras infeccdes até doencas nao
infecciosas (42). Ainda, segundo pesquisas, um quarto dos remédios usados
frequentemente contém compostos derivados de plantas (42).

Moléculas provenientes de produtos naturais também tém sido cruciais para a
descoberta de novas drogas com potencial antiviral. De 1981 a 2014, os compostos
com origem em produtos naturais compreendem mais de 40% das drogas antivirais
em uso clinico, podendo ser divididos em substancias naturais (aproximadamente
6%) ou moléculas desenvolvidas utilizando produtos naturais como protétipos
(aproximadamente 34%) (44). Mecanismos antivirais identificados em produtos
naturais chamaram atenc&o para como 0S mesmos interagem com o ciclo de vida
viral, como a entrada, ligacdo, replicacdo e liberagdo da célula hospedeira, assim
como interagdes especificas dos virus com o hospedeiro (43).

Com o crescente aumento de cepas virais com resisténcia aos tratamentos
gue vém sendo utilizados, outras alternativas, principalmente de fontes naturais, tém
sido exploradas (42). Subsequentemente a pandemia de 2009, a procura por
inibidores dos virus influenza A, essencialmente, dentre produtos naturais € um

trajeto promissor para selecdo de moléculas para estudo pré-clinico (45). Compostos
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como lectinas, polifendis, esteroides e flavonoides, por exemplo, ja tém atividade
anti-influenza descrita (42-44, 46, 47).

1.7.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo um tipo de composto polifendlico frequentemente
produzidos em plantas (47). Essas moléculas estdo quase sempre presentes em
células fotossintetizantes, portanto podem ser encontrados em uma grande
diversidade de vegetais (48). A sua estrutura basica, representada na figura 10, é
constituida por dois anéis benzénicos (anel A e anel B) ligados através de um anel
“pirano” heterociclico (anel C). Esses compostos sdo sintetizados em resposta a
diferentes tipos de condicBes abibticas de estresse, como radia¢do ultravioleta e,
tem uma importante atuacdo como agente de defesa contra patdogenos de plantas e
insetos (49).

Figura 10 - Estrutura Basica dos Flavonodides
Fonte: Adaptado de Zakaryan (2017) (49).

Atualmente, cerca de 6000 distintos tipos de flavonoides ja foram
estruturalmente descritos (49). A classificacdo desses compostos é realizada de
acordo com sua origem biossintética (48). Antocianidinas, flavonas, flavonais,
flavanas, isoflavonoides, biflavonoides sédo exemplos de classes (as principais) de
flavonoides. Enquanto essas, e as demais, diferem estruturalmente no nivel de
oxidagao e o padrao de substituicdo do anel “pirano”, as substancias dentro de cada
classe séo distintos por conta do padrdo de substituicdo dos anéis benzénicos (49).

A primeira evidéncia de atividade biologica dos flavonoides foi registrada em

1938 e, desde entdo, um amplo espectro de atividades tem sido descrito como anti-
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inflamatério (por exemplo, controlando a ativacdo de células T, células B,
mastocitos, neutréfilos e basoéfilos, modulando a inflamacé&o cardiaca), antioxidante,
antibacteriano, antiviral, anticancer e neuroprotetor (49, 50). Ademais, alguns
flavonoides podem apresentar a capacidade de inibicdo enzimética, principalmente
devido a interacdo das enzimas com diferentes partes da estrutura do composto.
Estudos indicam que os flavonoides inibem um grande numero de enzimas
eucarioticas e exibem uma ampla gama de atividades (48).

Diversos estudos descrevem a atividade antiviral dos flavonoides, incluindo
acao inibitoria de uma grande variedade de virus como HIV-1, herpes virus humano
(HHV), virus sincicial respiratorio (RSV), virus da Pdlio, o virus Simbis, entre outros.
Os mecanismos de acao vao desde inibicdo da polimerase viral até ligacdo acido
nucleico viral ou proteinas do capsideo viral (48). Também existem alguns trabalhos
reportando a atividade anti-influenza de flavonoides (47, 51, 52).

As flavonas compdem a maior classe dos flavonoides e sua estrutura é
baseada em um esqueleto composto de 2-fenil-1-benzopiran-4-ona. A atividade
antiviral dessa classe ja é descrita desde a década de 90, quando foi demonstrada a
aplicagdo concomitante de apigenina com aciclovir resultando em aumento do efeito
antiviral nos virus HHV-1 e HHV-2 in vitro, o efeito anti-influenza de algumas
flavonas também ja foi descrito (49, 53, 54).

Os compostos biflavonoides exibem duas “unidades” estruturais de
flavonoides idénticas ou ndo, conectadas por uma ligacdo glicosidica C-C ou C-O-C
(figura 11) (49). Assim, podem ser descritos como dimeros flavonoide-flavonoide.
Plantas que possuem biflavonoides como constituintes ndo sdo amplamente
distribuidas, desta forma, essas moléculas sdo encontradas em poucas espécies
(55). Esses compostos possuem diversas atividades bioldgicas/farmacologicas
descritas: antibacteriana, antifingica, anticancer, antioxidante, antialérgica,

imunossupressora e antiviral (55-57).
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Figura 11 - Estrutura base dos biflavonoides.

Os compostos biflavonoides apresentam duas “unidades” idénticas ou nao das
estruturas base dos flavonoides, unidas por uma ligacdo glicosidica C-C ou C-O-C e,
além disso, podem ter &tomos ou outros grupamentos ancorados a sua estrutura.
Fonte: adaptado de Zakaryan (2017) (49).

1.7.1.1 Agatisflavona

A agatisflavona (figura 12) € um biflavonoide que apresenta coloragao
amarela, massa molar de 538.457 g/mol e, pode ser encontrada em diferentes
partes (folha, tronco, raiz, fruta) de algumas plantas como Anacardium occidentale,
Rhus parviflora e Caesalpinia pyramidalis, essa molécula pode ser extraida de tais
vegetais a partir de solventes polares ou de média polaridade tal como metanol e
etanol (58).

Figura 12 - Estrutura quimica da Agatisflavona

Estudos prévios descreveram que a agatisflavona apresenta algumas

atividades biolégicas como antimicrobiana, neuroprotetora, efeito hepatoprotetor, é
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citotdxica para células cancerigenas, antioxidante e antiviral (58-61). Além disso, sua
atividade anti-influenza foi descrita por Lin (1999), mas sem detalhes sobre o

possivel mecanismo de acdo do composto (62).

1.8 Justificativa

As infec¢Bes causadas pelos virus influenza fazem parte das doencas que
causam um grande impacto na saude publica e sdo responsaveis por epidemias
sazonais. Essas infec¢cbes podem gerar inUmeras complicacoes, levando até mesmo
ao Obito, principalmente em individuos considerados de alto risco, como criangas e
idosos (63). Configurando uma questdo de saude publica, anualmente, esses virus
causam infec¢des severas em 3 a 5 milhdées de pessoas no mundo todo. Além disso,
continua sendo uma notavel fonte de prejuizo econémico globalmente (64). A
hospitalizagéo devido ao influenza sazonal leva a perda de dias de trabalho, redugéo
da qualidade de vida gracas a infec¢des secundarias e aumento da utilizacdo dos
recursos hospitalares (64).

Os virus influenza A sao classificados como zoondéticos e algumas aves
constituem o seu reservatério natural (65). No entanto, pode ocorrer transmissao
tanto para outros organismos quanto para humanos, e esta pode se dar de modo
direto ou por meio de rearranjo do genoma viral. A rota de transmissdo direta
compreende a infeccdo sem adaptacdo prévia do virus nesse hospedeiro diferente
das aves, como por exemplo, a transmissao do H5N1, que é altamente patogénico,
de aves domésticas infectadas para humanos (65). Tendo em vista essa conexao
entre humanos e o reservatério natural dos virus influenza A, existe uma
preocupacdo com o desenvolvimento de cepas resistentes aos antivirais aprovados
para uso atualmente.

Subsequentemente a pandemia de 2009, esta cepa tornou-se a mais
prevalente e, ja foram descritos alguns grupos no Japéao, Australia e Estados Unidos,
por exemplo, nos quais essa cepa (HLN1pdmQ9) apresenta resisténcia ao composto
de referéncia OST, o mais usado no tratamento de infec¢bes causadas por influenza
(66). No Brasil, essas cepas com mutacOes foram detectadas em pacientes tratados
e ndo tratados, 0 que destaca a transmissibilidade desses virus resistentes (66).
Além disso, mutagcdes de resisténcia aos antivirais podem ocorrer ao caso, assim,

surge a necessidade da busca por novos compostos que ndo apenas sejam capazes
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de inibir as cepas circulantes do virus influenza, como também as com mutacao de

resisténcia ao OST.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a agdo anti-influenza in vitro da molécula agatisflavona derivada de

Anacardium occidentale L.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar os parametros farmacologicos, relacionados a poténcia de
inibicdo da replicacéo do virus influenza, e a citotoxicidade da agatisflavona;

e Aprofundar o estudo sobre o mecanismo de agdo anti-influenza da
agatisflavona (avaliar a capacidade e poténcia de inibicdo da atividade NA);

e Determinar possiveis mutacdes de resisténcia a agatisflavona, e verificar a
existéncia de resisténcia cruzada entre este composto e o OST,;

e Estudar o sitio de ligacdo da agatisflavona na neuraminidase viral através de
modelagem molecular;

e Investigar a possibilidade de atuacao sinérgica da agatisflavona em conjunto
com o OST.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Células, virus e compostos utilizados

3.1.1 Células

Células epiteliais de rim canino (MDCK) foram cultivadas em meio de
manutencdo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). Ambos os meios foram também suplementados com
antibioticos (penicilina a 100 U/mL, e estreptomicina a 100 pg/mL). A cultura foi
mantida em garrafas de poliestireno de 75 cm?, em atmosfera de 5% de gas
carbbnico (CO2) a 37°C e acompanhadas diariamente ao microscopio Optico
invertido de campo claro. Durante o repique as células foram lavadas com PBS
(tampdo salina fosfato) 1x pH 7,2 e tratadas com tripsina-EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) 0,25%.

3.1.2 Virus

As cepas virais utilizadas nos experimentos foram influenza
A/England/72/H3N2-like  (H3N2), cepa sazonal do ano de 1972,
A/07/California/2009/H1N1-like (H1N1), cepa proveniente da pandemia do ano de
2009 e influenza B/Perth/211/2001(Flu B), sensiveis ao OST e as cepas H3N2
E119V e HIN1 H275Y, resistentes ao OST. Durante a infec¢do para manutencédo do
virus, as células MDCK foram tratadas com tripsina-EDTA e ressuspendidas em
meio de inoculagdo (meio DMEM contendo 4% de albumina — BSA — e 0,4 mg/mL de
tripsina). A cultura foi acompanhada até a observacdo do efeito citopatico causado
pelos virus. Neste momento a cultura foi colocada a -70 °C até seu congelamento. O
sobrenadante foi entdo coletado e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. O
precipitado contendo os restos celulares foi descartado e o sobrenadante contendo
os virus foi coletado e congelado a -70°C até sua utilizac&o.

3.1.3 Compostos

A agatisflavona (6,8’-Biapigenin-4H-1-benzopyran-4,4’-dione,5,5,7,7’-
tetrahydroxy-2,2’-bis(4-hydroxyphenyl)) foi extraida e purificada do extrato de folhas
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da Anacardium occidentale L. (cajueiro) pelo grupo do Dr. Marco Rocha no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPNbS) de
Farmanguinhos/FIOCRUZ, pés-doutorando neste projeto. Para isso, inicialmente, foi
produzido um extrato etanodlico das folhas do cajueiro, esse foi testado através do
método de NAI (item 3.2). Esse extrato foi fracionado em solventes de diferentes
polaridades que, mais uma vez, foram testados por meio de NAI e, as trés fracdes
com maior atividade anti-influenza foram novamente fracionadas (em 38 fracdes
com solventes de polaridades distintas). A molécula resultante que obteve maior
porcentagem de inibicdo da atividade da NA e que, subsequentemente, teve sua
estrutura elucidada foi a agatisflavona.

O oseltamivir-carboxilato foi utilizado como controle positivo de inibicdo da

replicacdo viral e foi cedido por Hoffman-La Roche Inc., Basel, Suica.

3.2 Ensaios de inibigdo da atividade da neuraminidase (NAI)

Para avaliarmos a acao da agatisflavona sobre a atividade da neuraminidase
(NA) do virus influenza A/H3N2, A(H1N1)pdm09 e B, sensiveis ao OST, foram
realizados ensaios funcionais sobre a atividade da neuraminidase (NAI).
Posteriormente, também foram utilizadas as cepas H3N2 E119V e HIN1 H275Y,
com mutacdes de resisténcia ao composto de referéncia OST. Este teste consiste na
deteccdo da atividade da enzima viral neuraminidase através do kit NA-Star
Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection Kit (ThermoScientific) (67).

Primeiramente, foi necessario titular o virus de acordo com sua atividade NA.
Para tal titulacao foram utilizadas placas de 96 pocos brancas (provenientes do kit) e
foi feita a diluicdo seriada do virus das colunas 1 a 11. O virus foi diluido no tampéao
do kit e na coluna 12 foi adicionado somente tampao, como controle (branco). Apés
agitacdo de aproximadamente 15 segundos, foi adicionado o substrato
guimioluminescente da NA diluido 1000x em tamp&o. As placas foram novamente
agitadas e incubadas por 15 minutos a 37°C e atmosfera de 5% de CO2.
Imediatamente apds a adicdo do acelerador foi feita a leitura de luminescéncia na
leitora de placas (SpectraMax® M3). A titulacéo viral € o inverso da diluicdo que tiver
um sinal 40 vezes maior que o ruido.

Para o ensaio de NAI, os virus titulados anteriormente foram diluidos no
tampao na proporcado adequada para que o valor de controle sem droga seja 40

vezes maior o sinal do branco. A agatisflavona também foi diluida no tampéo e
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adicionada a uma nova placa de 96 pocos na concentragdo de 50 pg/ml, em um
primeiro ensaio e, posteriormente, nas concentracdes de 100, 10, 1, 0.1 e 0.01 pg/ml
em quadruplicata nas linhas A até F. O virus diluido foi colocado nas linhas A até G,
onde a linha G serviu de controle (somente virus) e a linha H de branco (somente
tampé&o). Apds agitacéo e incubacgdo de 15 minutos a 37°C e atmosfera de 5 % de
CO2, o substrato da neuraminidase foi adicionado diluido 1000x no tamp&o. ApOs
mais uma incubacao de 15 minutos a 37°C e atmosfera de 5% de CO2, o acelerador
foi adicionado e imediatamente foi feita a leitura na leitora de placas. Desta maneira,
foram construidas curvas de inibicdo da atividade NA e o valor do ICso (concentracdo

gue inibe 50% da atividade NA) da agatisflavona foi calculado.

3.3 Determinacdo da Viabilidade Celular

Para avaliagéo da citotoxicidade da agatisflavona foram realizados ensaios de
viabilidade celular através da técnica de reducdo do corante resazurina em
resorufina. A resazurina é utilizada para medir a capacidade metabdlica das células,
funcionando como um indicador de viabilidade das mesmas. Células viaveis mantém
a capacidade de metabolizar a resazurina (que apresenta coloragcéo azul escuro com
baixa fluorescéncia intrinseca), reduzindo-a em resorufina, que ¢é altamente
fluorescente (exibe coloracao rosa e altamente fluorescente) (68).

Nestes ensaios, células MDCK foram semeadas em placas de 96 pocos,
opacas, com fundo chato e transparente (5x10% células/poco), em meio de
manutenc¢ao suplementado com 10 % de SFB. ApGs um periodo de 24 horas, foram
tratadas com concentracdes distintas da agatisflavona (2.2, 5.6, 11.2, 22.5, 45, 90,
180 e 360 uM) diluido em meio DMEM High Glucose com 2% de SFB. As células
foram mantidas por 72 horas a 37°C e atmosfera a 5% de CO2. Posteriormente as
72 horas foram adicionados 20 pL de resazurina em todos os pocos da placa e a
mesma foi mantida protegida da luz em estufa a 37°C e atmosfera a 5% de CO2.
Subsequente a incubacdo de 4 horas, foi realizada a leitura de fluorescéncia em
uma leitora de placas (SpectraMax® M3) para a avaliacdo da metabolizacdo da
resazurina pelas células viaveis, com valor de excitacdo de 560 nm e 590 nm de
emissao. A partir dos valores da leitura foi construida uma curva de regresséo linear
utilizando o programa Excel e, desta forma, o0 CCso (concentracdo que mantém 50%

das células viaveis) foi calculado.
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3.4 Ensaio de Inibicdo da Replicacao Viral (Yield Reduction Assay — YRA)

Com o fim de analisar o efeito da agatisflavona sobre a replicacéo viral,
células MDCK foram semeadas em placas de 24 pocos (10° células/pogo) e
mantidas com meio de manutencdo. Apds 24 horas e com confluéncia de
aproximadamente 80% de células em cada poc¢o, o meio foi retirado, as células
foram lavadas duas vezes, sendo a primeira com PBS e a segunda com meio de
inoculacéo (1 uM de tripsina bovina, 4% de BSA e meio DMEM High Glucose) e, em
seguida, foram infectadas com o virus influenza A/H3N2 em um MOI (multiplicidade
de infeccdo — relacéo virus/célula) de 0,01 e mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de
CO2 durante 1 hora. Depois da incubacéo, o in6culo foi removido e as células foram
tratadas com diferentes concentracdes do nosso composto diluido em meio de
inoculacdo. Os sobrenadantes dos pocos foram coletados apdés 24 horas de
tratamento e armazenados em freezer a -70°C até a sua utilizacao.

Para titulacdo dos sobrenadantes, células MDCK foram semeadas em placas
de 96 pocos (5x10* células/poco) e cultivadas em meio de manutencdo. Apds 24
horas, quando atingiram a confluéncia de aproximadamente 80%, o meio foi
removido e as células foram lavadas duas vezes, uma com PBS e outra com 0 meio
de inoculacéo. Os sobrenadantes coletados foram entado utilizados para infectar esta
nova placa. Foi realizada uma diluicdo seriada de base 10 destes sobrenadantes, da
primeira até a décima coluna das placas. As colunas 11 e 12 foram usadas como
controle negativo de células nado infectadas. As células foram infectadas e mantidas
a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 durante um periodo de 1 hora. Apos esse
periodo, o indculo foi removido e as células foram mantidas com meio de
manutencao suplementado com 2% de SFB a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por
24 horas. Posteriormente, a infeccdo foi quantificada indiretamente por meio da
determinacao de viabilidade celular através do kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay, de acordo com as especificacbes estabelecidas pelo fabricante (69).
Esta técnica visa a quantificacdo de células viaveis a partir da quantificacéo de ATP,
visto que o mesmo indica a presenca de células metabolicamente ativas. Apos a
quantificacdo foram determinadas as porcentagens de células viaveis pos-infeccéo
pelo virus influenza e foram construidas curvas de regresséo linear de dose-
resposta para célculo do ECso (concentracdo do composto que inibe 50% da

replicacéo viral em células) da agatisflavona.
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3.5 Ensaio Sinérgico

Para avaliacdo do efeito do tratamento combinado da agatisflavona e o
composto de referéncia OST, foi realizado um ensaio similar ao anterior. Em placa
de 24 pocos foram semeadas células MDCK (10° células/poco) e as mesmas foram
mantidas durante 24 horas com meio de manutencdo (DMEM High Glucose + 10%
de SFB) a 37°C e atmosfera de 5 % de CO2. Apds esse periodo as células foram
infectadas com o virus influenza A/H3N2 (com MOI de 0.5) e submetidas a uma
incubacdo de 1 hora. Posteriormente, o inéculo foi retirado e realizou-se o
tratamento com agatisflavona nas concentracfes de 50 e 100 uM, OST a 15 e 30 nM
e agatisflavona e OST simultaneamente nas maiores e menores concentracdes
(agatisflavona 50 uM + OST 15 nM e agatisflavona 100 uM + OST 30 nM) e o
sobrenadante foi coletado depois de um periodo de 24 horas. A titulacdo deste
ensaio foi realizada a partir do método de TCIDso visual. Foram preparadas placas
de 96 pocos nas quais foram semeadas células MDCK (5x10* células/poco), estas
foram mantidas durante 24 horas com meio de manutencdo (DMEM High Glucose +
10% de SFB) a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Entao, foi utilizado o sobrenadante
do ensaio anterior para infectar essas células, sendo o0 mesmo utilizado sem diluicao
e diluido 100, 1000 e 10000 vezes e o efeito citopatico foi observado apds 24 horas
de infec¢do e quantificado para calcular o titulo viral, a partir do método de TCIDso,

em cada condicédo testada, no Excel.

3.6 Determinacdo de possiveis mutacdes de resisténcia

Para avaliar se determinada cepa do virus influenza pode se tornar resistente
ao Nosso composto e, em caso afirmativo, quais as mutacdes de resisténcia, foram
realizadas diversas passagens do virus com adicdo de concentracfes crescentes da
agatisflavona. Inicialmente, foi preparada uma placa de 24 pocos de células MDCK
(com 10° células/poco), esta foi mantida por um periodo de 24 horas com meio de
manutencdo (DMEM High Glucose + 10% de SFB) a 37°C e atmosfera de 5% de
CO2. Posteriormente, o meio foi retirado e as células foram lavadas duas vezes, a
primeira com PBS e a segunda com meio de inoculagcdo (DMEM High + BSA +
Tripsina TPCK), e infectadas com a cepa A/H3N2 com o MOI de 0.01, a placa foi
entdo incubada por uma hora a 37°C e atmosfera de 5% de CO2.

Subsequentemente, o inéculo foi retirado e as células foram tratadas com a
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agatisflavona na concentracdo de 20 uM (valor do ICso do composto). Apos 24
horas, o sobrenadante foi coletado, armazenado para as proximas fases do ensaio e
também titulado por meio de um ensaio de NA Star (seguindo o protocolo descrito
no tépico 3.2).

Para a segunda passagem, foi preparada uma placa de 24 pocos de células
MDCK (com 10° células/poco), esta foi mantida por um periodo de 24 horas com
meio de manutencdo (DMEM High Glucose + 10% de SFB) a 37°C e atmosfera de
5% de CO2. ApGs esse intervalo, as células foram infectadas (seguindo o modelo
descrito acima) com o sobrenadante do ensaio anterior e tratadas com o dobro da
concentracdo do nosso composto. Também foram realizadas passagens
sequenciais de um controle infectado e sem tratamento para avaliagdo das possiveis
mutagcbes que as passagens poderiam gerar no virus e um controle utilizando o
composto de referéncia OST. Na terceira passagem, o mesmo procedimento foi
repetido. Na quarta, a concentracdo de agatisflavona foi reduzida pela metade, pois,
de acordo com o NA Star, o titulo viral estava muito baixo e, consequentemente,
inviabilizaria a realizagdo de uma nova passagem. Para a quinta passagem foi
mantida a concentracao utilizada na quarta passagem, para possibilitar que o virus
continuasse replicando e ndo ocasionasse uma inibicdo total da infeccdo. Parte de
todos os sobrenadantes foi armazenada em freezer a -70°C para posterior

sequenciamento.

3.6.1 Sintese de cDNA

Primeiramente, foi realizada extracdo do RNA dos sobrenadantes
previamente armazenados em freezer a -70°C utilizando o kit QlAamp® Viral RNA
Mini, de acordo com o protocolo disponibilizado pelo fabricante (70). Para a sintese
do cDNA total fora utilizados primer UNI-12 para influenza, seguindo o protocolo do
Health Protection Agency (HPA) de Londres (Tabela 1).

31



Tabela 1 - Reagentes para a sintese de cDNA

Reagentes Concentragoes
Agua RNA/DNAse free -
Tampao 5x
DTT 0.1 M
Mistura de dNTP 10 mM
Primer UNI-12* 25 pmol/ uL
Transcriptase reversa SSll| 200 U/uL

*Sequéncia do primer UNI-12: 5> AGCAAAAGCAGG 3'.

A ciclagem foi de 90 minutos a 42°C e 3 minutos a 95°C. Todas as reagdes de
transcricdo reversa citadas ocorreram no termociclador Verity da Applied

Biosystems.

3.6.2 PCR para amplificacdo dos genes da NA

Foram amplificados os segmentos 4 e 6 do genoma do virus influenza, que
equivalem, respectivamente, aos genes da NA do subtipo de influenza A. A reacéo
de PCR foi realizada seguindo o protocolo do HPA de Londres. A mistura da reagéo

esta detalhada na tabela 2 e os iniciadores utilizados descritos na tabela 3.
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Tabela 2 - Reagentes para amplificagdo dos genes HA e NA

Reagentes Concentragoes

Agua RNA/DNAse free -

Tampao 10x
Primer direto 10 pmol/ pL
Primer reverso 10 pmol/ pL
Mistura de dNTPs 10 mM
MgSO4 50 mM

Platinum pfx DNA polimerase 25U/ L
cDNA 100 ng/ uL

Volume final 50 uL

Tabela 3 - Relacdo dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes da
NA

NA
Cabdigo Sentido Sequéncia 5’-3’
N2-550F Senso ATGGTCCAGCTCAAGTTGTCA
N2-1430R Antissenso TAGGCATGAGATTGATGTCC

Apés a desnaturacdo durante 10 minutos a 94°C, foram realizados 35 ciclos
de 94°C/30 segundos, 55°C/30 segundos e 68°C/2 minutos, que correspondem aos
processos de desnaturacdo, hibridizacdo e extensdo, respectivamente. E,
finalmente, a extenséo final se deu a 68°C durante 10 minutos. Os produtos da
reacdo de PCR, juntamente com o0s primers para sequenciamento (AH3Il —

GCTTCCATTTGGAGTGC/ N2-645 - CCATCGTAAATGAAGCTAGC) foram
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enviados para a empresa GenScript® para que 0 sequenciamento propriamente
fosse realizado la. Subsequentemente, os eletroferogramas foram analisados com o
programa Sequencher 5.4.6. As sequéncias foram entdo alinhadas através do
software MEGA-X e, comparadas com o intuito de buscar diferencas entre as
sequéncias da ultima passagem e da NA isolada de sobrenadante sem tratamento

com a agatisflavona.

3.7 Ensaio in silico

Para estudarmos o possivel sitio de ligacdo da agatisflavona na NA viral, foi
realizado um ensaio de docking in silico. A estrutura da agatisflavona foi desenhada
no software Accelrys Draw 4.1 (Accelrys, Inc)®. O composto foi entdo “docado” em
toda a proteina, utilizando a opc¢do "Dock a Ligand" do software Arguslab 4.0.1
(Planaria Software LLC). Foram utilizadas as estruturas cristalizadas das NAs tipo 2
(N2) com mutacao de resisténcia ao OST (PDB - 1L7G) e selvagem (PDB — 4GZP),
NAs tipo 1 (N1) com mutacédo de resisténcia ao OST (PDB — 3CI0) e selvagem (PDB
— 3T16) e NA proveniente do virus influenza B selvagem (PDB — 4CPM). Todas
foram obtidas através do Protein Data Bank e possuiam o OST ligado ao seu sitio de
ligacdo. N&o h& estrutura cristalizada da proteina NA resistente ao OST do virus
influenza B armazenada no Protein Data Bank. Antes do docking, a estrutura das
proteinas foi “limpa” através da remogao de moléculas de agua e ligantes externos,
com excecao do OST. As estruturas alteradas foram salvas no formato pdb para
serem utilizadas em todos os estudos in silico. O resultado foi analisado através do

software PoseView®.

3.8 Ensaio de avaliacdo do efeito da agatisflavona in vivo

Para avaliar se o composto agatisflavona possui atividade anti-influenza in
vivo, foram realizados ensaios com camundongos C57bl/6 (machos) de 8 a 12
semanas. Os animais foram separados em quatro grupos, com 10 camundongos
cada: 1. Grupo controle, infectado com o virus influenza e nédo tratado com a
agatisflavona; 2. Grupo infectado e tratado com 10 mg/kg do composto; 3. Grupo
infectado e tratado com 50 mg/kg do composto; 4. Grupo infectado e tratado com

100 mg/kg do composto.
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Primeiramente, os animais foram pesados e seus pesos foram registrados
para célculo da quantidade de anestésico, volume da solugdo preparada com o
Nnosso composto para o tratamento dos animais e para acompanhamento do peso
pés-infeccdo e tratamento. Estes foram anestesiados por via intra-dérmica com 15
mg/kg de cetamina e 0.6 mg/kg de xilazina. Em seguida, os animais foram
inoculados com o virus influenza A/HIN1 adaptado a camundongo (PR8) por via
intranasal. Apos 3h de infeccéo, foi administrada uma dose Unica, por via oral, de
agatisflavona em diferentes concentragfes (10, 50 ou 100 mg/kg). Os animais foram
entdo acompanhados diariamente, durante oito dias, sendo avaliada a mortalidade e
a perda de peso destes animais.

O CEUA utilizado para adquirir os animais foi o 050-2015 "Estudo da
imunomodulacdo durante a infecgcdo pelo virus influenza A na selecdo da resisténcia

a antivirais".
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da Agatisflavona sobre a atividade da NA

Inicialmente avaliamos a atividade anti-NA da molécula agatisflavona em uma
concentracdo Unica (50 uM). Neste ensaio sem células, foram utilizadas trés cepas
de influenza, duas do tipo A (H3N2 ENG e H1IN1pdm09) e uma do tipo B
(Perth/211/2011), além do composto de referéncia OST (na concentracédo de 1 uM),
utilizado como um controle. Entéo, a partir deste experimento, foi possivel calcular a
porcentagem de inibicdo da atividade da NA, das cepas testadas, que o tratamento
com 0 nosso composto foi capaz de gerar: 91% para o H3N2 e influenza B e, 89 %
para o HIN1 (Tabela 4). Ja que o nosso composto foi capaz de inibir
consideravelmente a atividade da NA das cepas mencionadas, foram realizados

mais testes com concentracdes diversificadas e também com outras cepas.

Tabela 4 - Porcentagem de Inibicdo da atividade da NA dos virus influenza
A/H3N2, A/HIN1 e B ap6s tratamento com Agatisflavona e OST

Cepas de Influenza Inibicdo da atividade da NA (%)
Agatisflavona OST
A/England/72/H3N2-like 91+0,5 99+0,05
A/California/07/2009/H1N1-like 89+1,9 97+0,31
B/Perth/211/2001 91+2,7 99+0,02

Subsequentemente ao ensaio anterior, a agatisflavona foi submetida ao
mesmo tipo de teste, contudo, desta vez utilizando mais concentragdes, a fim de
calcular o seu ICso (concentracdo que inibe em 50% a atividade da NA) e também
cepas de influenza com mutacbes de resisténcia ao OST. Neste ensaio, foram
comparadas as variagdes no valor do ICso observado para cada composto em cepas
sensiveis e resistentes ao farmaco de referéncia (Tabela 5). Desta forma, foi
observado que a molécula alvo deste trabalho apresentou uma mudanga menor nos
seus valores de ICso (correlacionando cepas sensiveis com as resistentes), em
comparacao com OST, apesar de mostrar-se menos potente que o mesmo em todas
as cepas de influenza testadas. Assim, pode-se concluir que a agatisflavona possui
a capacidade inibicdo da atividade da NA néo sé de cepas sensiveis como de cepas

com mutacdes de resisténcia ao OST.
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Tabela 5 - Poténcia de Inibicdo da atividade da NA (ICso0) da Agatisflavona e do
OST em cepas selvagens e com mutacdes de resisténcia ao OST

Alteracado no valor do ICso

ICso (média ICsp resistente/ICso
sensivel)
Cepas de Agatisflavona _
OST (nM) Agatisflavona OST
Influenza (UM)
0,04 +
A/H3N2 selvagem 19,8+ 2,6 NA NA
0,005
A/H3N2 E119V 21+058 2,58+1,04 0,11 64,50
0,08 +
A/H1N1 selvagem 27,8+ 1,7 NA NA
0,024
11,23 +
A/HIN1 H275Y 3,4+0,91 0,12 140,38
1,52
1,38
B selvagem 19,3+ 3,8 NA NA
0,006

NA — néo se aplica

4.2 “Docking” in silico em diferentes tipos de NA

Como foi constatado que a agatisflavona possui a capacidade de inibir a

atividade da NA, tanto em cepas selvagens de influenza, quanto em cepas com

mutagdes de resisténcia ao OST, foi realizado um ensaio de “docking” do nosso

composto interagindo com diversos tipos de NA. Neste experimento, foi verificado

gue a molécula em questao foi capaz de se ligar aos distintos tipos de NA testados
(N1 WT, N1 R, N2 WT, N2 R e NB), estabelecendo interacbes com os residuos de

aminoécidos das proteinas (figura 13). Dessas interacdes entre a molécula testada e

as proteinas virais vale ressaltar as ligacées de hidrogénio e as liga¢des do tipo Pi-

stacking, que tém relacdo com os anéis aromaticos, caracteristica dos biflavonoides.

Além disso, foi notado que o sitio de ligacdo da agatisflavona ndo é semelhante ao

do OST, ou seja, ela ndo se liga na mesma regido do sitio ativo da enzima.
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Figura 13 - "Docking" in silico da Agatisflavona em diferentes tipos de NA.
Figuras esqueméticas 2D da estrutura da Agatisflavona acoplada a diferentes
isoformas de NA: tipo 1 selvagem (A), com mutacdes de resisténcia ao OST (B), NA
do tipo 2 selvagem (C) e resistente ao OST (D), do tipo B (E) e as interacdes entre
da sua estrutura com aminodcidos da NA.

Ademais, a partir do mesmo ensaio, foi possivel também averiguar a energia
de ligagéo (em Kcal/mol) necesséria para que a agatisflavona se ligue aos diversos
tipos de NA testados e comparar com o OST (Tabela 6). Pode-se destacar que 0s
valores encontrados para o nosso composto foram comparaveis aos exibidos pelo
OST, indicando que os dois se ligam “mais espontaneamente” as isoformas de NA

testadas (valores entre -9.88 e -7.44).

38



Outrossim, foram analisadas as ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre os
compostos testados e os distintos géneros de NA, ressaltando também quais o0s
aminoacidos envolvidos nestas (Tabela 6). Neste caso, notou-se que o OST
estabelece um nimero maior de ligacdes de hidrogénio que a agatisflavona, na qual
o maior numero de ligacdes observado foi de 4 com a isoforma N2 WT, enquanto
para o OST foram exibidas 10 ligac6es para 0 mesmo subtipo de NA. Portanto, a
molécula estudada neste trabalho parece ser mais fraca que o composto de

referéncia.
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Tabela 6 - Analise do ensaio in silico (energia de ligacdo, ligacbes de H e residuos de aminoacidos nessas ligacdes)

Tipo de NA Agatisflavona OSsT
Residuos de Residuos de
Energia de N° de aminoé&cidos Energia de N° de aminoéacidos
ligagéo LigacOes de envolvidos ligacéo LigagcdOes de envolvidos
(Kcal/mol) H em ligagOes (Kcal/mol) H em ligagOes
deH de H
N1 (WT/PDB - 3TI16) -8.50 1 Cys 800 -7.44 6 Arg 188, 152,
292, 371; Glu
119; Asp 151
N1 (H275Y/PDB - 3CLO) -9.88 2 Tyr 347, Val -7.98 7 Arg 118, 152,
149 292, 371; Glu
119; Tyr 347
N2 (WT/PDB — 4GZP) -8.13 4 Ala 250; Gly -8.57 6 Glu 119; Asp
270; Thr 252, 151; Arg 152,
267 282, 371
N2 (E119V/PDB — 1L7G) -8.93 2 Ala 250, Gly -8.20 10 Arg 118, 152,
270 292, 371; Asp
151;Trp 178;
Glu 227; Tyr
406
NB (WT/PDB — 4CPM) -9.16 1 Glu 557 -7.99 7 Arg 115, 149,
291, 373; Glu
116; Asp 148
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4.3 Efeito Inibitério in vitro, Citotoxicidade e indice de Seletividade (SI) da

Agatisflavona

Para avaliacdo da poténcia da agatisflavona in vitro, foram realizados ensaios
em células MDCK que foram infectadas com o virus influenza A/H3N2, tratadas com
algumas concentragfes do nosso composto e, posteriormente, o titulo viral de cada
condicdo do experimento foi verificado e, entéo, foi calculado o ECso (concentracéo
que inibe em 50% a replicacdo do virus). Neste ensaio também foi utilizado o
composto de referéncia OST e os valores de ECso observados encontram-se na
Tabela 7. A partir desse ensaio pode-se observar que 0 NnoSso composto apresenta

também a capacidade de inibir a replicacao viral in vitro.

Tabela 7 — Poténcia in vitro, citotoxicidade e indice de Seletividade da
Agatisflavona e do OST

Sl
Composto ECso (uM) CCso (uM)
(CCso/ECs0)
Agatisflavona 1,310,5 349+17,5 205,3
OST 0,03+0,0023 2132 66625

Ainda sobre os ensaios in vitro com células MDCK, foi também avaliada a
citotoxicidade da agatisflavona, a fim de calcular o seu CCso (concentracdo que
mantém 50% das células viaveis), valor descrito na Tabela 7. Apesar, do seu CCso
ser inferior ao do composto de referéncia, a molécula alvo deste trabalho também
apresenta um baixo grau de citotoxicidade.

Com os valores de ECso e CCso, foi possivel verificar o grau de seguranca
para utilizacdo in vitro, denominado indice de seletividade (SI, do inglés “Selectivity
Index”), do nosso composto. Esse calculo é feito a partir da razdo entre os valores
de CCso e ECso e 0 valor encontrado esta exposto da Tabela 7. O Sl da agatisflavona
indica que a mesma € segura para utilizacdo in vitro, visto que existe uma margem

de mais 260 vezes entre os valores de ECso e CCso.
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4.4 Efeito do tratamento combinado de Agatisflavona e OST in vitro

Com base nos resultados de “docking” (topico 4.2) que demonstraram que 0s
sitios de ligacdo do nosso composto e o de referéncia séo distintos, foi realizado um
experimento para averiguar a possibilidade de atividade sinérgica entre as duas
substancias. Neste, células MDCK foram infectadas com o virus influenza A/H3N2 e
tratadas com duas concentracbes de cada composto, concomitante ou
separadamente e foi entdo realizada uma analise da porcentagem de inibicdo da
replicacdo viral (Figura 14). A menor condicdo de tratamento de agatisflavona
apresentou uma porcentagem de inibicdo de 12,9+0,09%, a maior de 86,82+0,02%,
a menor de OST 98,8+0,04%, a maior 99,45+0,03% e ambas as combinacdes entre

0S compostos inibiram 90%z=0,06% da replicacao viral in vitro (n=3).
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Figura 14 — Tratamento combinado de agatisflavona com o composto de
referéncia OST.

Células MDCK foram semeadas em placas de 24 pocgos (10° células/poco),
infectadas com o virus influenza A/H3N2 e tratadas com duas concentracfes
diferentes de Agatisflavona e OST e também com os dois compostos combinados
nas maiores ou menores concentragbes de cada um. Apés 24h de incubacéo, o
sobrenadante foi coletado e depois titulado pelo método de TCIDs0/100 plL.
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A partir desse ensaio foi possivel verificar que o tratamento combinado com
agatisflavona e OST nédo supera a eficiéncia do tratamento somente com o segundo,
portanto, aparentemente, ndo existe um efeito sinérgico entre os dois compostos.
Também pode-se inferir que, a partir desse ensaio, ndo é possivel € descrever com
propriedade qual o efeito gerado pelo tratamento combinado dos dois compostos,
sendo necessaria a repeticdo do mesmo com mais concentracdes de ambos e

outras analises.

4.5 Efeito de passagens sequenciais do virus e tratamento com Agatisflavona

em possiveis mutagdes de resisténcia

Com a finalidade de avaliar se existe a possibilidade de o tratamento com o
nosso composto gerar mutacdes de resisténcia na cepa viral testada, foram
realizadas cinco passagens sequenciais com concentracdes até 4 vezes o valor do
ICs0 da agatisflavona para o A/H3N2 (19,8 uM). Foram encontradas 3 mutagdes nos
aminoacidos: R-249, A-250 e A-253, as quais representaram uma substituicdo de
arginina por serina, alanina por serina e arginina por glutamina, respectivamente.
Aparentemente, essas mutagfes ndao comprometem o fitness viral. Contudo, por
configurarem, ndo s6 mudancas drasticas nos aminoacidos que compdem a NA da
cepa viral testada foram observadas, mas também um aumento na porcentagem de
replicacdo quando maiores concentracdes de agatisflavona foram utilizadas e, ao
reduzir a concentragdo, notou-se uma redu¢do novamente na replicacao (Figura 15).
Assim, conclui-se que, apesar de terem sido identificadas muta¢cdes de resisténcia a

molécula testada, essa mutacao parece ser reversivel.
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Figura 15 - Porcentagem de replicacéo viral em cada passagem sequencial do
virus na presenca da agatisflavona.

Foram realizadas passagens sequenciais do virus influenza A H3N2 na presenca de
concentracbes crescentes de agatisflavona. Na primeira passagem foi utilizada uma
concentracdo de 20 pM, na segunda o 40 pM, na terceira 80 UM e na quarta e quinta
passagens 40 uM novamente.

4.6 Impacto do tratamento com Agatisflavona in vivo

Para avaliacdo do efeito da agatisflavona in vivo, foi realizado um ensaio
piloto com camundongos C57bl/6. Neste, os animais foram tratados com uma dose
Gnica do nosso composto e o seu peso foi observado, diariamente, durante 8 dias
(Figura 16).
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Figura 16 — Efeito do tratamento com Agatisflavona in vivo

Camundongos C57bl/6 foram infectados com o virus influenza A/HIN1 (PR8 — cepa
adaptada) e tratados com uma dose Unica de agatisflavona (10, 50 ou 100 mg/Kg).
Cada grupo tinha 10 animais e, além dos grupos nos quais foi realizado tratamento,
também se manteve um (grupo) controle somente infectado. Esses animais foram
observados por 8 dias com o intuito de avaliar a perda de peso no decorrer da
infeccdo. p < 0,05.

A partir deste ensaio foi possivel verificar que o tratamento com a
agatisflavona foi capaz de reduzir a perda de peso que a infec¢cdo causa nos
animais. Inclusive, nos animais tratados com a maior concentracdo do composto,
houve uma prevencao dessa perda de peso nos dias subsequentes aos trés dias

iniciais de infeccdo e ndo somente uma reducao da mesma.
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5 DISCUSSAO

A busca por novas moléculas com atividade anti-influenza é uma questao
fundamental e os produtos naturais representam uma ampla fonte de compostos
com atividade biolégica, configurando desta forma um grupo interessante para
aprofundamento de pesquisa, visando o isolamento de compostos ativos que podem
se tornar farmacos (43). Dentro deste contexto, levando-se em consideracéo a alta
diversidade da flora brasileira e como muitas espécies ainda tém seu potencial
antiviral pouco estudado ou desconhecido, foi realizada uma coleta de amostras de
diferentes partes da Anacardium occidentale (cajueiro) no municipio de lgarapé-Miri
(PA) e, a partir desta coleta, uma triagem de extratos foi guiada por meio de ensaios
de inibicdo da NA. Desses extratos o que se destacou foi o proveniente das folhas e,
o mesmo foi purificado de forma que a molécula “final” com maior potencial anti-
influenza foi a agatisflavona, um biflavonoide.

Os primeiros ensaios com a agatisflavona demonstraram a sua capacidade
de inibicdo da atividade da NA, tanto em concentracdo Unica em cepas sensiveis ao
OST, quanto frente a cepas com mutacdes de resisténcia ao OST. Esta habilidade
representa uma vantagem para O nOSSO composto, visto que, no caso, de um
aumento na prevaléncia dessas cepas resistentes, a molécula exibe um potencial
para se tornar um antiviral. Ainda, quando calculado o ICso, pode-se notar que, nas
cepas com mutacgdes de resisténcia, foi observada uma diminuicdo de 9,4 e 8,2 nos
valores de ICso da agatisflavona na inibicdo da atividade da NA dos virus influenza A
H3N2 e H1IN1 com mutacBes de resisténcia ao OST, respectivamente, sugerindo
uma poténcia maior da mesma nas cepas resistentes em comparacdo com as
sensiveis ao OST.

Além disso, a partir dos testes realizados in vitro, foi possivel calcular o ECso
e 0 CCso do nosso composto. A agatisflavona se mostrou menos potente que o
composto de referéncia no ensaio com células MDCK e ao analisar o resultado do
ensaio de citotoxicidade, a molécula apresentou um alto valor de CCso (349 = 17,5
uM), sendo, portanto, considerada pouco toxica para as células. A partir desses
valores foi possivel calcular o SI do composto, que apesar de ser menor que 0
observado para o OST, ainda pode ser considerado bastante seguro para utilizacao
in vitro, vide a margem, de 347,7 uM, existente entre os valores de CCso e ECso.

Dados da literatura corroboram com os resultados em relacdo a poténcia do
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composto de origem natural testado, tendo em vista que fitoquimicos sé&o,
comumente, menos potentes que moléculas com outras origens (principalmente
sintética) (48). Desta forma, considerando-se a necessidade de novas moléculas
com atividade antiviral promissora, este composto representa uma alternativa
favoravel.

Posteriormente, levando em consideracdo a capacidade da agatisflavona de
inibir a atividade da NA de cepas sensiveis e resistentes ao OST, foram realizados
ensaios de “docking” in silico. Nestes, 0 nosso composto foi acoplado em diferentes
isoformas de NA (1 e 2 WT e resistente e B WT) com baixa energia de ligacéo,
indicando que a molécula se liga mais espontaneamente as diferentes NAs testadas.
Inclusive, nosso composto exibiu valores de energia livre de ligacao inferiores ao do
OST, sugerindo que a agatisflavona apresenta maior afinidade com as isoformas de
NA, j& que quanto menor a energia de ligacdo, melhor a conformacao do complexo
formado (71).

Ainda sobre o ensaio in silico, foram realizadas analises das interacfes
observadas entre a estrutura da agatisflavona e residuos de aminoacidos das
isoformas de NA testadas. Nesse outro “set” de investigagdo do “docking”, podem
ser destacadas as ligacGes de hidrogénio e as ligacGes do tipo Pi (envolvendo os
anéis aromaticos), o que confere maior estabilidade para a interacdo (72). Contudo,
apesar de 0 nosso composto, aparentemente estabelecer uma ligacéo estavel com a
NA do virus, o OST apresenta um numero maior de interacdes a partir de ligacdes
de hidrogénio, o que, possivelmente, torna o seu acoplamento a enzima ainda mais
estavel que a agatisflavona. Vale ressaltar que o “docking” foi realizado com a
estrutura do OST ligada ao sitio ativo das enzimas testadas, assim pode-se concluir
que a nossa molécula ndo se liga no mesmo local, do sitio ativo da enzima, que o
OST.

O sitio ativo da NA é extremamente conservado e exibe uma natureza
altamente polar (32). A maior parte dos inibidores mais potentes tém uma parte da
sua estrutura constituida por um &cido carboxilico negativamente carregado, e
fazem ligacdes fortes com trés residuos de Arginina que formam um lado do sitio
ativo (32). Do lado oposto, inibidores com parte de sua estrutura composta por um
grupamento N-acetil, realizam interacbes hidrofébicas e polares com Arginina 152,
Triptofano 178 e Leucina 222 (32). O restante do sitio ativo pode ser dividido em trés
subsitios: “bolso” 1, com residuos altamente polares que interagem com o fragmento

constituido por glicerol do substrato, também é capaz de realizar interacdes
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hidrofdbicas; “bolso 2”7, € pequeno e caracteristico de um sitio de ligagao hidrofébico,
além de nao ser utilizado pelo substrato (acido sidlico); e o “bolso” 3 com carater
polar devido a presenca dos residuos de aminoacido Glutamato 119, Asparagina
151 e Glutamato 227 (32). Sabe-se que OST interage com o “bolso” 1, portanto
efetuando interacdes polares e hidrofobicas, assim, possivelmente este pode ser um
dos motivos pelos quais, mesmo nao se ligando tdo espontaneamente, como a
agatisflavona, sua poténcia antiviral seja elevada. De acordo com a estrutura da
agatisflavona que confere um carater mais hidrofébico & mesma, € possivel que esta
molécula interaja com o “bolso” 2 da NA, mas para averiguacdo desta hipotese,
outros testes Sao necessarios.

Outros fatores relevantes que podem ser levados em consideracdo sdo as
constantes de associacdo (kon) e dissociacdo (ko) das enzimas, existe a
possibilidade de o OST possuir uma constante de equilibrio com valor maior e,
portanto, a ligacdo que este inibidor estabelece com a NA é mais forte que a
convencionada pela agatisflavona.

Por consequéncia do ensaio in silico, foi verificado que os compostos OST e
agatisflavona nao interagem com a mesma regido da NA, podendo assim existir um
efeito sinérgico no tratamento combinado com os dois, desta forma, foi realizado um
ensaio para averiguacdo dessa possibilidade. A partir deste experimento ndo foi
possivel avaliar com propriedade se 0os compostos atuam sinergicamente, sendo
necessaria a repeticdo do mesmo com um numero maior de varidveis: mais
concentracbes dos compostos utilizados no tratamento tanto combinados quanto
separadamente.

Foram realizados ensaios com passagens sequenciais do virus e tratamento
com O nosso composto para possivel geracdo de cepas com mutacbes de
resisténcia a agatisflavona. Apds cinco passagens com tratamento de até quatro
vezes o valor do ICso da molécula, foram observadas trés mutacdes na NA (R-249,
A-250 e A-253). Segundo Ferraris (2008), oito aminoacidos estdo associados ao
sitio catalitico da enzima NA devido ao contato direto com o substrato ou porque sé&o
fundamentais para o fitness viral, sdo eles R-118, D-151, R-152, R-224, E-276, R-
292, R-371 e Y-406 (73). Além destes, outros onze tém relacdo com a estabilidade
da estrutura do sitio ativo da proteina viral (E-119, R-156, W-178, S-179, D198, 1-
222, E-227, E-277, N-294, e E-425) (73). Assim, como as mutag¢des encontradas no
genoma da cepa viral testada ndo compreenderam nenhum dos aminodacidos

supracitados, infere-se que o tratamento continuado com a agatisflavona, a principio,
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ndo é capaz de gerar mutacdes que comprometem o fithess viral. Contudo, por
constituirem mudancas drasticas de aminoacidos e por ter sido observado um
aumento da porcentagem de replicacdo quando a concentracdo de agatisflavona
utilizada foi mais alta, essas mutagdes podem ser consideradas como de resisténcia.
Porém, como, ao reduzir a concentracdo da droga nas passagens subsequentes, foi
notado uma reducdo na porcentagem de replicacdo (comparavel a observada com
as menores concentracdes no tratamento), essa resisténcia aparenta ser reversivel,
0 que configura um ponto positivo neste ambito.

Para verificagdo da atividade anti-influenza in vivo da agatisflavona foi
realizado um ensaio piloto em camundongos. A perda de peso € um dos parametros
utilizados para avaliar a severidade da infec¢cdo causada pelos virus influenza (74,
75). Portanto, neste teste, a perda de peso dos animais foi analisada frente a
infeccdo e tratamento com dose Unica do nosso composto. A partir deste ensaio foi
possivel comprovar que o biflavonoide testado apresenta capacidade de inibicdo da
replicacdo viral também in vivo, tendo em vista que o tratamento foi responséavel por
uma menor perda de peso, em relagdo aos animais somente infectados, nas
condicbes de concentracao inferiores e, na maior foi observado, inclusive, um
aumento do peso dos animais. Outros parametros precisam ser avaliados in vivo,
contudo, com os resultados encontrados pode-se inferir que 0 NosSso composto nao
atua somente in vitro.

Diante do exposto, pode-se concluir que a agatisflavona € um molécula
promissora para o desenvolvimento de um possivel antiviral e, mesmo ndo sendo
mais potente que o composto de referéncia, estd dentro da classificacao
considerada boa em relacao a flavonoides com capacidade de inibicdo da NA (ICso <
40 uM) (12). Ademais, vantagens como ser um derivado de produto natural, inibir
cepas resistentes ao OST e atuar também in vivo constituem perspectivas favoraveis
para o aprofundamento do estudo desse biflavonoide no tratamento de infeccdes

causadas pelos virus influenza.
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6 CONCLUSOES

A molécula, biflavonoide, agatisflavona:

e Inibe a atividade da neuraminidase dos virus influenza, tanto em cepas
sensiveis, quanto resistentes ao composto de referéncia, OST;

e Liga-se as distintas isoformas de NA com baixa energia de ligacédo, portanto,
mais espontaneamente;

e E pouco citotoxico para células MDCK;

¢ Inibe a replicagéo do virus influenza H3N2 in vitro;

e Na&o exibe resisténcia cruzada com o OST;

e Possui a capacidade de minimizar os efeitos do virus in vivo.
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