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RESUMO

BERLANDA, Rhayfa Lorrayne Araujo. Avaliacdo da atividade antiviral de
biomoléculas contra o Human alphaherpesvirus 1. 2019. 102 paginas. Mestrado
em Patologia Molecular — Universidade de Brasilia, 2019.

As infeccbes causadas pelos herpesvirus humanos constituem um importante
problema de saude publica, com alta prevaléncia na populacao mundial. O tratamento
para essas infec¢des € realizado por meio dos analogos de nucleosideos, que tém
como alvo de acdo a DNA polimerase viral. Entretanto, o uso prolongado desses
antivirais pode desencadear o surgimento de variantes resistentes, resultando em
infeccdes severas. Diante disso, é imperativo o estudo de moléculas capazes de atuar
em diferentes alvos virais ou celulares com baixa toxicidade para o hospedeiro. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo in vitro de moléculas derivadas de
produtos naturais e peptideos imunomodulatérios contra a replicacdo do HHV-1, bem
como inferir seu possivel efeito sobre algumas etapas do ciclo replicativo viral. O efeito
citotéxico das moléculas em células Vero foi avaliado pelo método de MTT. A chalcona
cardamonina apresentou toxicidade em concentracdes acima de 25 ug.mL™. Para o
peptideo DJK-6, houve reducédo da viabilidade celular na concentragdo de 200 ug.mL"
1 e o peptideo IDR-1018 néo apresentou citotoxicidade nas concentracdes testadas
(até 200 pg.mL1). Nos ensaios antivirais, a cardamonina apresentou inibicdo completa
ECP viral na CMNT (25 pg.mL™?), com IS em torno de 21,8. Além disso, observou-se
atividade nos ensaios de inibicdo da penetracao viral e intracelular. Os peptideos IDR-
1018 e DJK-6 apresentaram inibicdo da replicacao viral acima 90 % nas CMNTs (200
ug.mL* e 100 pg.mL 1) e IS de > 22,9 e > 8,2, respectivamente. Em relacdo ao efeito
sobre o ciclo replicativo viral, o IDR-1018 apresentou atividade nos ensaios de inibicéo
da adsorcédo viral, penetracdo e intracelular. Por outro lado, o DJK-6 apresentou
atividade apenas nas etapas de penetracdo viral e intracelular. Este estudo
demonstrou que as moléculas testadas podem ser promissoras para o
desenvolvimento de novos antivirais contra o HHV-1, devido a sua atividade inibitoria
in vitro e capacidade de atuar em diferentes etapas do ciclo replicativo viral. A
chalcona cardamonina demonstrou o efeito inibitorio esperado em pequenas
concentragdes. Em relacdo aos peptideos imunomodulatérios, o andlogo IDR-1018
apresentou maior poténcia e menor citotoxicidade comparado ao DJK-6, além de um
melhor perfil de seguranca.

Palavras-chave: Moléculas antivirais. Peptideos. Chalconas. Human alphaherpesvirus
1.



ABSTRACT

Infections caused by human herpesviruses are of an important public health concern
with a high world population prevalence. Therapy for such infections is carried out by
nucleoside analogues, which target viral DNA polymerase. However, the prolonged
drugs utilization can trigger the resistant variants emergence, leading to severe
infections. Therefore, it is imperative the study of molecules capable of acting on
different viral or cellular targets with low host toxicity. This study aimed to evaluate the
in vitro action of molecules derived from natural products and immunomodulatory
peptides against HHV-1 replication, as well as to infer their possible effect on stages
of the viral replicative cycle. The cytotoxic effects of such molecules onto Vero cells
were evaluated by MTT method. The chalcone cardamonin showed toxicity at
concentrations above 25 pg.mL. Moreover, for the peptide DJK-6, there was cell
viability reduction at concentration of 200 pg.mL' and IDR-1018 did not present
cytotoxicity. In the antiviral assays, cardamonin showed complete CPE viral inhibition
in MNTC (25 pg.mL™) with Sl around 21.8. In addition, activities over penetration and
intracellular assay were observed. IDR-1018 and DJK-6 showed viral inhibition above
90 % in MNTCs (200 pg.mLt and 100 pug.mL?) and Sl of >22.9 and >8.2, respectively.
Regarding the effects on the viral replicative cycle, IDR-1018 showed activity in
adsorption, penetration and intracellular assays. Otherwise, DJK-6 showed activity
only over penetration and intracellular viral stages. This study indicated that such
molecules tested may be promising for anti HHV-1 new drugs development due to their
inhibitory activity in vitro and the ability to act at different viral replicative cycle stages.
The chalcone cardamonin showed inhibitory activity against viral replication at small
concentrations. In relation to the immunomodulatory peptides, the IDR-1018 analog
present higher potency and lower cytotoxicity compared to DJK-6, in addition to a
better safety profile.

Key-words: Antiviral molecules. Peptides. Chalcones. Human alphaherpesvirus 1.
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1 INTRODUCAO

As infeccBes virais representam uma ameaca para praticamente todos 0s
dominios da vida afetando animais, plantas e hospedeiros humanos (ELSAWY et al.,
2012). O historico de doencas causadas por virus remontam de muitos séculos,
existindo relatos em escritos de Hipocrates de aproximadamente 300 a 400 anos
antes de Cristo (DA FONSECA, 2010). Entretanto, o reconhecimento desse patdgeno
ocorreu apenas no século XIX com a descricao de agentes “nao filtraveis” menores
que as bactérias, fato confirmado posteriormente com o advento da microscopia
eletronica em 1930 (ENQUIST, 2009; FLINT et al., 2004).

A emergéncia de doencas virais e sua disseminacdo vem causando ao longo
dos anos um impacto significativo na saide e na economia global, visto que algumas
das doencas humanas mais letais que se tem relato foram ou ainda sdo causadas por
virus. De acordo com o manual de doencas epidémicas publicado pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) em maio de 2018, dentre as quinze doencas infecciosas
com maior potencial de se tornarem ameacas internacionais, onze sdo causadas por
virus. O surto de Ebola por exemplo, que ocorreu entre 2014 e 2016, provocou mais
de 28.000 casos e 11.000 mortes, atingindo principalmente o Oeste da Africa,
segundo o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC). No Brasil, a epidemia
causada pelo zika virus em 2015 resultou em diversos casos de microcefalia além da
sindrome de Guillain-Barré. Menos de um ano depois, a febre amarela acometeu cinco
estados brasileiros com 723 casos confirmados e 237 mortes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Nesse cenario, a vacinagdo constitui uma ferramenta preventiva eficiente para
as infecgdes virais. Entretanto, sua producao pode levar muitos anos e alguns fatores
como a presenca de multiplos sorotipos virais representam um desafio para o seu
desenvolvimento (POSSAS et al., 2017). Diante disso, a terapia antiviral pode ser
extremamente necessaria para o controle de infec¢des cuja profilaxia ndo é realizada
por meio de vacinas, como é o caso dos herpes simplex virus (LOPEZ-LABRADOR;
BERENGUER; NAVARRO, 2015).

Os virus herpes simplex consistem em agentes causadores de doencas
sexualmente transmissiveis e representam um grande problema para a saude publica

a nivel global. Segundo estimativas da OMS (2017), 3,7 bilh6es de pessoas (67% da
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populacdo) com idade abaixo de 50 anos possuem a infeccdo pelo Human
alphaherpesvirus 1 (HHV-1). Adicionalmente, outras 417 milhdes com idade entre 17
e 49 anos sao portadoras do Human alphaherpesvirus 2 (HHV-2). No Brasil, um
estudo realizado em 2010 demonstrou prevaléncia de 67,2 % de anticorpos para o
HHV-1 e de 11,3 % para o HHV-2, variando de acordo com a idade e regido.
Entretanto, os estudos epidemioldgicos nacionais relacionados as infec¢des por esse
virus sdo escassos, sendo necessaria uma investigacdo mais detalhada para a
epidemiologia do HHV no pais (ANN COSTA CLEMNS; KAIRALLA FARHAT, 2010;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

O tratamento dessas infec¢des com analogos de nucleosideos como o aciclovir
por exemplo, tem sido bastante eficaz para a reducdo dos episdédios de recorréncia
para ambos os casos de herpes labial e genital. Entretanto, o tratamento prolongado
com esses farmacos pode desencadear a selecdo de variantes resistentes, resultando
em infec¢cdes agudas severas devido a inatividade do antiviral (BIRKMANN;
ZIMMERMANN, 2016; JIANG et al., 2016; LOPEZ-LABRADOR; BERENGUER;
NAVARRO, 2015). Apesar dos esforcos no combate ao HHV, houveram poucos
avangos no tratamento da infecgdo desde a descoberta do aciclovir, limitando as
opcOes para os pacientes resistentes aos farmacos disponiveis (GALDIERO et al.,
2013). Nesse contexto, surge o desafio de se identificar novas estratégias para o
desenvolvimento de moléculas anti-herpéticas, cujos mecanismos de acdo envolvam
alta efetividade contra o virus e baixa toxicidade (JIANG et al., 2016).

Inimeras abordagens relacionadas a novas moléculas antivirais vém sendo
desenvolvidas e, dentre elas, os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs)
representam uma alternativa promissora ao namero limitado de terapias antivirais
(GALDIERO et al., 2013; MULDER et al., 2013; SHARTOUNY; JACOB, 2018). Esses
peptideos sdo componentes importantes do sistema imune inato e apresentam um
amplo espectro de atividades, como a¢ao antibacteriana, antifungica e antiviral, além
de atividade anti-inflamatéria e imunomodulatéria. A partir dos estudos de estrutura-
atividade e levando-se em consideracdo os alvos em estudo, novos peptideos tém
sido desenhados com o objetivo de melhorar sua atividade biolégica e reduzir a
suscetibilidade a hidrodlise proteolitica. Esses peptideos surgem como potencial
alternativa de tratamento, tendo em vista o rapido aumento da selecdo de
microrganismos resistentes (KANG et al., 2017; PACHON-IBANES et al., 2017).
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Outra estratégia para o desenvolvimento de antivirais consiste em moléculas
derivadas de produtos naturais como as chalconas, as quais possuem grande
interesse na quimica medicinal devido a sua estrutura relativamente simples e
facilidade de sintese. Além disso, as chalconas tanto de ocorréncia natural quanto
sintética exibem um amplo espectro de atividades biologicas incluindo acdo anti-
inflamatdria, antimicrobiana e antiviral (GONCALVES; VALENTE; RODRIGUES,
2014; MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2017).

1.1 HUMAN ALPHAHERPESVIRUS 1 (HHV-1)

As infeccbes causadas pelo herpesvirus estdo entre as doencas humanas mais
comuns, acometendo cerca de 90% da populacdo mundial segundo dados da OMS.
Esses virus tém sido classificados pelo Comité Internacional para a Nomenclatura de
Virus (ICTV) na ordem Herpesvirales e familia Herpesviridae, a qual abrange mais de
200 membros sendo nove deles capazes de infectar humanos. O género Simplexvirus
foi o primeiro a ser descrito e compreende as espécies Human alphaherpesvirus 1
(HHV-1) e Human alphaherpesvirus 2 (HHV-2). Este género faz parte da subfamilia
Alphaherpesvirinae que inclui virus com ciclo de vida relativamente curto, replicagédo
rapida em diferentes tipos celulares e capacidade de estabelecer infec¢céo latente em
ganglios sensoriais (KUKHANOVA,; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014;
RECHENCHOSKI et al., 2017; VILAS BOAS, 2014).

As caracteristicas morfolégicas e genbmicas do HHV-1 e HHV-2 séo
semelhantes aos dos outros membros da familia Herpesviridae. Os virions séo
esféricos, medindo entre 150 a 200 nm de diametro, possuem capsideo icosaédrico
formado por 162 capsémeros e o0 envelope no qual estdo inseridas aproximadamente
11 glicoproteinas virais, sendo quatro delas (gB, gD, gH e gL) responsaveis pela
entrada do virus na célula (Figura 1). O capsideo viral € composto pelas proteinas
VP5, VP19C, VP23, VP24 e VP 26. Entre o capsideo e o envelope ha uma camada
amorfa de proteinas chamada tegumento, a qual contém aproximadamente 20
proteinas que desempenham um papel importante na regulacéo do ciclo replicativo e
sdo constituidas pelo fator de transducdo a (a-TIF) ou VP16 que participa da
transducéo de genes virais imediatos, VP1-2 que viabiliza a liberacdo do DNA durante

a penetracéo viral e a proteina VP22 cuja funcéo envolve a degradacdo do mRNA no
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citoplasma da célula hospedeira e a inibicdo da biossintese de proteinas celulares
(ARDUINO; PORTER, 2007; RECHENCHOSKI et al., 2017).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas do Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1). A) Reconstrucéo
tridimensional do capsideo icosaédrico do HHV-1. B) Estrutura da particula viral do HHV-1.

Proteinas do envelope

Fonte: DAI et al. (2018); KUKHANOVA et al. (2014).

O genoma viral € composto por uma fita dupla de DNA linear de
aproximadamente 150 kb, contendo 68 % de G+C para o HHV-1 e 69 % para o HHV-
2, 0 qual contém cerca de 84 possiveis sequencias de leitura aberta (ORF, open
reading frames) que por sua vez, codificam aproximadamente 100 proteinas para a
formacao do envelope, tegumento e capsideo, além das proteinas nao estruturais.
Formando o genoma, ha dois componentes covalentemente ligados designados de L
(longo) e S (curto), sendo que cada um deles é formado por sequéncias Unicas (UL e
US respectivamente), flanqueados por regides de sequéncias repetitivas e invertidas,
facilitando a replicacdo do genoma (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009;
RECHENCHOSKI et al., 2017; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

O ciclo de vida do HHV pode ser dividido em cinco etapas que duram cerca de
18 a 20 horas em células permissivas e compreendem a penetracdo na célula
hospedeira, expressdo de genes virais, replicacdo, montagem do virion e liberacédo
das novas particulas virais (Figura 2). O inicio da infeccao ocorre com a adsorcao e
entrada do HHV na célula hospedeira, por meio da ligagdo entre as glicoproteinas do

envelope viral e receptores celulares. O principal receptor envolvido nesse processo
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€ o sulfato de heparana (HS) que possui forte afinidade pelas glicoproteinas virais C
(gC) e B (gB), cuja interacdo cria multiplos pontos de adesdo, porém fracos e
reversiveis. Assim, € necessaria a participacdo da glicoproteina D (gD) para formar
uma ligacéo estavel por meio da interacdo com outros receptores celulares, incluindo
o receptor mediador da entrada do herpesvirus (HVEM, herpesvirus entry mediator),
nectinas 1 e 2 e o sulfato de heparana-3-O-sulfatado (3-O-S-HS). Esse mecanismo &
necessario ndo soO para a adsorcdo, mas também para a penetracdo viral, uma vez
que tais interacdes desencadeiam mudancas conformacionais na gD, favorecendo
sua ligacdo com o heterodimero gH/gL e permitindo a fuséo do envelope viral com a
membrana da célula hospedeira (GALDIERO et al., 2013; KUKHANOVA; KOROVINA;
KOCHETKOQV, 2014; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015)

Apos a penetracdo no citoplasma, o nucleocapsideo pode ser transportado
através dos microtubulos até o poro nuclear, onde séo liberados o DNA viral e a VP16,
cuja associacdo com as proteinas citoplasmaticas do hospedeiro (HCF-1, host cell
factor 1) e Octamero 1 (OCT-1) formam o complexo pré-iniciador. A partir disso, inicia-
se a transcri¢do e replicacdo do genoma viral no ndcleo da célula hospedeira, bem
como a montagem dos capsideos, enquanto processos celulares essenciais como a
sintese proteica e a resposta a infeccdo sao inibidos (GALDIERO et al., 2013;
RECHENCHOSKI et al., 2017).

Durante o ciclo litico, os genes virais podem ser expressos de forma regulada
em trés fases sequenciais, sao elas: a ou fase imediatamente inicial (IE), B ou fase
inicial (E) e y ou fase tardia (L). Inicialmente, o DNA viral € transcrito pela RNA
polimerase Il da célula hospedeira comec¢ando pelos genes IE, 0 que culmina com a
sintese de seis proteinas, ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e a proteina codificada
pelo gene Usl.5. A sintese dessas proteinas ocorre nos estagios iniciais da infeccao
e atingem o pico em aproximadamente trés horas poés-infeccdo. As proteinas a
desempenham diversas fung¢des e a principal delas envolve a ativacao transcricional
dos genes [, os quais sado responsaveis pela replicacdo do acido nucleico viral,
supressao dos genes a e ativacdo dos genes y. A expressao das proteinas 3 recruta
diversas proteinas celulares para o nucleo, formando o complexo de replicacdo e
iniciando a sintese do DNA viral. Esse processo ocorre cerca de seis horas pos-
infeccdo (KNIPE; CLIFFE, 2008; KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014;
RECHENCHOSKI et al., 2017)
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Apbs a replicacdo do genoma, podem ser expressos 0s genes Yy, 0s quais sao
regulados pelos genes a e B e codificam as proteinas tardias, incluindo as proteinas
estruturais do tegumento e capsideo, além das espiculas glicoproteicas. A formacéo
do capsideo ocorre em torno de proteinas “plataforma” (scaffolding), que séao
transportadas para o ndcleo junto com outras proteinas para 0 empacotamento do
DNA viral. A transi¢cdo do nucleocapsideo do nucleo até o espaco extracelular ainda
nao é bem estabelecido, bem como o processo de envelopamento viral (CARDONE
et al.,, 2012; RECHENCHOSKI et al.,, 2017; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015;
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Figura 2. Ciclo litico do HHV-1. 1) Adsorcao e penetracao viral na célula hospedeira; 2) Transporte do
nucleocapsideo ao nucleo celular; 3) Expressao dos genes virais: fase imediatamente inicial (a), fase
inicial (b), fase tardia (c); 4) Replicacdo do DNA viral; 5) Montagem do nucleocapsideo; 6) Maturacao
do capsideo; 7) Formacao do envelope viral; 8) Saida da particula viral.

{ a-proteinas 3a

69—

il
B-proteinas 3b

Ty
.

H
i
1
3

Fonte: KUKHANOVA et al. (2014, modificada).
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Uma caracteristica importante da familia Herpesviridae consiste em sua
capacidade de estabelecer infeccéo latente que pode persistir por toda a vida do
hospedeiro. Essa estratégia é crucial para a manutencédo do virus, uma vez que o
hospedeiro se torna reservatoério para periddicas reativacdes. Apos a infeccao primaria
na mucosa oral, genital ou epiderme, o virus alcanca os neurdnios sensoriais que
inervam esses tecidos e sdo transportados até o ganglio sensorial em um processo
conhecido como transporte retrogrado. O sitio de laténcia mais comum para o HHV-1
€ o0 ganglio trigeminal, enquanto o HHV-2 estabelece laténcia principalmente no
ganglio sacral. Uma vez no ndcleo neuronal, o DNA viral € mantido na forma de um
epissoma circular e ocorre a supressao da expressao génica com excecao dos
transcritos associados a laténcia (LAT, latency associated transcripts) (ARDUINO;
PORTER, 2007; MENENDEZ; CARR, 2017; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). A
funcdo exata dos LATs ainda nédo é totalmente conhecida, entretanto alguns estudos
sugerem que esses genes agem reduzindo a expressao do genoma viral, enquanto
mantém o virus em estado de laténcia (GARBER; SCHAFFER; KNIPE, 1997; KENT
et al., 2003), impede que os neurbnios infectados sofram apoptose (BLOOM, 2004,
PERNG et al., 2000) e facilitam uma reativacéo eficiente (HILL et al., 1990; LEIB;
BOGARD; KOSZ-VNENCHACK, 1989).

Durante o periodo de laténcia, o virus geralmente ndo é transmissivel.
Entretanto, as particulas virais podem se replicar e serem transmitidas de forma
assintomatica a outro individuo susceptivel. A infeccdo recorrente € desencadeada
pela reativacao viral e pode ocorrer devido a diversos fatores como imunossupressao,
desregulacdo hormonal, exposicdo a luz ultravioleta e estresse fisico ou emocional.
Durante o processo de reativacdo ocorre o transporte antirretrégrado, no qual as
particulas virais saem dos neurdnios para os sitios de infec¢do primaria, onde se
replicam e estabelecem as lesdes (DE MELLO; BLOOM; PAIXAO, 2016; SANTOS;
ROMANOS; WIGG, 2015).

Do ponto de vista clinico, a gravidade das infec¢des pelo HHV pode variar de
branda a letal principalmente em imunocomprometidos, os quais podem apresentar
episodios de reativacao frequentes associados a persisténcia das lesdes e a infec¢ao
disseminada em alguns casos. Normalmente a infecgdo primaria é clinicamente mais
severa se comparada a recorrente, devido a auséncia de imunidade celular e humoral
do hospedeiro, e pode durar de duas a trés semanas. A transmisséo nesse caso pode

ocorrer por meio do contato com secrecdes cervicais, saliva, sémen ou o liquido das
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vesiculas de individuos infectados. A identificacdo correta da infeccdo primaria €
fundamental para o sucesso do tratamento e redugédo das chances de complicacéo
(GALDIERO et al., 2013; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

O HHV-1 esta relacionado principalmente a lesdes orofaciais, podendo causar
outras manifesta¢cBes clinicas como foliculite herpética, infeccdo ocular e encefalite
em casos mais graves. Ja o HHV-2 pode ser transmitido principalmente por via sexual,
entretanto o numero de infecgcBes genitais transmitidas pelo HHV-1 tem aumentado
nos ultimos anos, sendo responsavel pela maioria dos casos de herpes genital e
possivelmente neonatal nos Estados Unidos e alguns paises europeus. Uma hipétese
para o aumento desses casos é a mudanca no comportamento sexual da populacéo,
incluindo a pratica de sexo oral desprotegida. As infeccdes genitais sdo caracterizadas
por papulas eritematosas bilaterais, vesiculas ou ulceracdes na genitalia externa ou
na regido perianal, podendo ocorrer 4 a 7 dias apds a exposi¢cdo sexual. A diferenca
da infeccdo entre ambos os virus € a frequéncia de recidivas, visto que o HHV-2 causa
maior recorréncia sintomatica em relacgo ao HHV-1 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Os sintomas iniciais da infeccdo genital pelo HHV-1 ndo podem ser
clinicamente diferenciados da infeccdo pelo HHV-2, isso s6 € possivel por meio de
testes laboratoriais. Além disso, muitos casos sdo assintomaticos ou atipicos,
dificultando o diagndstico e favorecendo a disseminacao do virus por via sexual. Outra
caracteristica preocupante é o possivel aumento do risco de infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) em pacientes portadores de herpes genital, os quais
sdo aproximadamente trés vezes mais propensos a infec¢édo pelo HIV e por sua vez,
os individuos com ambos 0s virus tém maior chance de transmitir o HIV (JIANG et al.,
2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A infeccéo neonatal pelo HHV é uma complicacéo rara, porém apresenta alta
taxa de mortalidade, uma vez que 60% dos casos podem ser fatais se nédo tratados
corretamente. Em um estudo recente, a estimativa da incidéncia global de herpes
neonatal no periodo entre 2010-2015 foi de 14.000 casos a cada ano, equivalendo a
10.3/100.000 nascidos vivos e dentre eles, 37% dos casos ocorreram na Africa. A
transmissao vertical pode ocorrer in utero (5%), durante o parto através da passagem
pelo canal vaginal (85%) ou apds o nascimento, por meio do contato do neonato com
secrecbes de pessoas infectadas (10%) (LOOKER et al, 2018; PINNINTI;
KIMBERLIN, 2018).
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O risco de transmissdo durante a gestacdo pode ser maior se a mulher
desenvolver a infeccdo primaria no terceiro trimestre de gestacdo, sendo que a
infeccdo pelo HHV-1 possui maior risco de transmissao vertical comparado ao HHV-
2. As manifestacdes clinicas do herpes neonatal tém sido classificadas em trés
categorias. Na primeira, a infeccdo acomete a pele e regides oral e labial, a segunda
inclui a infeccdo do sistema nervoso central e a terceira constitui a infecgéo
disseminada (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009; RECHENCHOSKI et al.,
2017). Outra forma severa da infeccéo pelo HHV é a encefalite, representando cerca
de 20% dos casos de encefalite aguda. Estima-se que a incidéncia anual de encefalite
herpética global seja de 2 a 4 casos por 1.000.000 de habitantes, sendo que a maioria
dos casos ocorre em idosos e pacientes imunocomprometidos. Em pacientes nao
tratados, estima-se que as taxas de mortalidade cheguem a 70 % sendo que apenas
2,5 % dos pacientes que sobrevivem, ndo apresentam sequelas neuroldgicas
(GALDIERO et al., 2013; RABINSTEIN, 2017).

1.2 FARMACOS ANTIVIRAIS CONTRA O HHV E DESENVOLVIMENTO DE
RESISTENCIA

A busca por moléculas antivirais teve inicio na década de 1950, com a
descoberta de Hamre e colaboradores de que algumas tiossemicarbazonas eram
capazes de inibir o virus vaccinia. Antes disso, acreditava-se que as doencas virais
nado eram suscetiveis a terapia medicamentosa, como no caso das doencas
bacterianas, devido a caracteristica intracelular dos virus e a dificuldade em se
desenvolver farmacos capazes de inibir a replicacdo viral sem causar toxicidade ao
hospedeiro. Dessa forma, as primeiras descobertas acerca dos antivirais ocorreram
de forma fortuita, visto que essas moléculas foram inicialmente desenvolvidas para o
tratamento de outras doencas e posteriormente selecionadas como possiveis
candidatas a antivirais (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

Um exemplo disso, ocorreu com os analogos de nucleosideos de primeira
geracdo, 0s quais surgiram de pesquisas para a selecdo de moléculas
anticancerigenas, devido a sua capacidade de interferir na sintese do DNA celular.
Entretanto, os antivirais baseados nessa classe de substancias apresentavam alta
toxicidade, visto que eram capazes de atuar ndo s6 no DNA viral, mas também no

DNA das células hospedeiras. Dentre essas moléculas, esta a idoxuridina (IDU),
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inicialmente desenvolvida para o tratamento de cancer e posteriormente selecionada
para o tratamento topico de queratite herpética (BRYAN-MARRUGO et al., 2015; DE
CLERCQ; FIELD, 2006; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

A descoberta do aciclovir (ACV) na década de 70, representou um marco na
era dos antivirais por ser um dos primeiros fArmacos a apresentar alta seletividade e
baixa toxicidade (PARK; PAVAN-LANGSTON; MCLEAN, 1979). Esse farmaco faz
parte da classe dos analogos de nucleosideos de segunda geracgéo, cuja atividade
baseia-se na inibicdo da DNA polimerase viral e exibe acdo seletiva nas células
infectadas, uma vez que a afinidade da acicloguanosina pela timina quinase viral (TK)
€ aproximadamente 200 vezes maior que pela TK humana. Apds a descoberta do
ACV, outras moléculas antivirais foram sintetizadas como o penciclovir (PCV), o
ganciclovir (GCV) e as pro-drogas valaciclovir (VCV), famciclovir (FCV) e
valganciclovir (VGCV) que diferem entre si em relagdo a estrutura molecular (Figura
3) e eficiéncia de absorcao. (BIRKMANN; ZIMMERMANN, 2016; JIANG et al., 2016;
VILAS BOAS, 2014).

Na tabela 1 estdo descritos o mecanismo de acdo dos principais farmacos
utilizados contra o HHV, bem como suas indicacfes e efeitos adversos. Apesar da
eficacia do ACV no tratamento das infecgfes pelo HHV, esse farmaco possui algumas
desvantagens, como a biodisponibilidade relativamente baixa (15-20%) e meia vida
plasmatica curta. Esse problema também é observado no PCV, o qual apresenta um
espectro de atividade semelhante ao ACV, entretanto sua biodisponibilidade oral é
ainda menor. Diante disso, foram desenvolvidas os pré-farmacos valaciclovir (VCV) e
o famciclovir (FCV), as quais apresentam biodisponibilidade consideravelmente
superior (50 % e 77 %, respectivamente) (DE CLERCQ); FIELD, 2006; FLINT et al.,
2004; TYRING; BAKER; SNOWDEN, 2002).

Apesar da comprovada eficacia dos analogos de nucleosideos no tratamento
das infeccdes pelo HHV, a administracdo desses antivirais a longo prazo pode levar a
selecdo de variantes resistentes, sendo que a prevaléncia desses casos varia muito
de acordo com as condicdes imunolégicas do paciente. Em individuos
imunocompetentes, casos de resisténcia ocorrem com menor frequéncia, variando de
0,3 % a 0,7 %. Entretanto, em pacientes imunocomprometidos esse numero varia
entre 2,5 a 25%, podendo chegar a uma prevaléncia de 30% em pacientes submetidos
a transplante alogénico de medula éssea, resultando em infeccbes severas e

disseminadas. Essa diferenca entre o numero de casos pode ser atribuida ao fato de
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que a replicacdo viral pode ocorrer de forma prolongada em pacientes com
imunossupressao, levando a infeccdo persistente. Além disso, nos casos de
supressdo da resposta imune do hospedeiro, 0s virus menos patogénicos que em
condicbes imunologicas normais seriam eliminados, continuam se replicando
produzem lesdes evidentes nesses pacientes (BIRKMANN; ZIMMERMANN, 2016;
JIANG et al., 2016; PIRET; BOIVIN, 2016).

Os mecanismos de resisténcia do HHV podem ocorrer formas variadas. Em
95% dos casos, ocorre mutacdo do gene UL23 que é responsavel pela ativacdo da
enzima TK viral, resultando em trés possiveis fenotipos: (a) reducéo na sintese de TK;
(b) deficiéncia na atividade da TK e (c) proteina TK com alteracdo de substrato
especifico, ou seja, a enzima é capaz de fosforilar seu substrato natural (timidina),
mas nao desempenha essa acdo com a molécula de ACV. Outro mecanismo esta
relacionado a mutacéo do gene UL30 que codifica a DNA polimearse viral, resultando
em resisténcia ao ACV e PCV (GILBERT; BESTMAN-SMITH; BOIVIN, 2002; JIANG
et al., 2016; PIRET; BOIVIN, 2016).

A emergéncia de variantes do HHV resistentes aos analogos de nucleosideos,
levou ao desenvolvimento de uma nova geracao de antivirais como o foscarnet e
cidofovir (Tabela 1), entretanto ambos os farmacos apresentam uma nefrotoxicidade
consideravél e sdo indicadas apenas quando as tentativas de terapia com os analogos
de nucleosideos séo falhas (DE SURJO; HART; BREUER, 2015).

Diante do exposto, observa-se que as opc¢des de tratamento para as infeccdes
pelo HHV séao limitadas, visto que os antivirais de primeira escolha possuem o0s
mesmos alvos de acdo. Além disso, nos casos de resisténcia, as drogas disponiveis
sdo consideravelmente toxicas, limitando sua administragdo no paciente. 1sso
demonstra a necessidade do desenvolvimento de novos compostos capazes de atuar
em diferentes alvos e que apresentem especificidade e baixa toxicidade (JIANG et al.,
2016; SKORENSKI; SIENCZYK, 2014)



Tabela 1. Principais farmacos antivirais empregados no tratamento de infec¢des pelo HHV-1 e outros virus da familia Herpesviridae.

Antiviral

Aciclovir
(ACV)

Penciclovir
(PCV)

Ganciclovir
(GCV)

Valaciclovir
(VCV)

Fanciclovir
(FCV)

Foscarnet

Cidofovir

Classe

Analogo de
nucleosideo.

Analogo de
guanosina
aciclico.

Anélogo de
guanosina
aciclico.

Anélogo de
guanosina
aciclico (pro-
farmaco do
ACV).
Anélogo de
guanosina
aciclico (pro-
farmaco do
PCV).
Andlogo de
pirofosfato.
Anélogo
monofosfato
de citosina.

Mecanismo de acéo

Inibicdo competitiva da DNA
polimerase viral.

Inibicdo competitiva da DNA
polimerase viral.

Incorporacéo direta ao DNA
viral; Inibicdo da DNA
polimerase viral.

Inibicdo da DNA polimerase
viral.

Inibicdo da DNA polimerase
viral.

Inibicdo da DNA polimerase
viral.

Inibicdo da DNA polimerase
viral.

VZV: virus varicela-zoster; CMV: citomegalovirus

Indicacdes
Infeccdes na pele e mucosas, supressdo de
infeccdes recorrentes em imunocompetentes,
profilaxia em imunocomprometidos, encefalite,
infecc@o neonatal, infec¢des por VZV.

Tratamento tépico de lesBes labiais e queratite
herpética.

Retinite causada por CMV em portadores do HIV,
profilaxia em pacientes transplantados.

Herpes labial e genital, prevencéo de lesdes
recorrentes, infecgbes por VZV.

Herpes labial e genital, infec¢bes por VZV.

Infec¢des por HHV, VZV ou CMV resistente.

Infecgbes por HHV, VZV ou CMV resistente.

Efeitos adversos

Cefaleia, nauseas, vomitos, dores
abdominais, erup¢des cutaneas,

febre.

Cefaleia, edema local, urticaria.

Mielotoxicidade, neutropenia,
anemia, plaguetopenia.

Cefaleia, nduseas, erupcdes
cutaneas.

Cefaleia, nauseas, diarréia.

Nefrotoxicidade.

Nefrotoxicidade.
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Figura 3. Estruturas moleculares dos analogos de nucleosidios e seus pro-farmacos.
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1.3 BIOMOLECULAS UTILIZADAS EM ESTUDOS DE ATIVIDADE ANTIVIRAL

Desde a descoberta da idoxuridina, outras moléculas foram descritas e
testadas para uso como terapia antiviral, porém o arsenal de farmacos antivirais
disponiveis permanece consideravelmente pequeno. Um levantamento realizado por
De Clerg e colaboradores (2016) demonstrou que no periodo entre Junho de 1963 e
Abril de 2016, um total de 90 farmacos antivirais foram aprovados para o tratamento
de nove tipos de doencas infecciosas humanas, dentre elas, o HHV. Entretanto, esse
ndmero é pequeno se comparado aos diversos inibidores virais propostos na literatura
durante esse periodo, constatando que a identificacdo de novos alvos terapéuticos,
muitas vezes ndo € acompanhado pelo desenvolvimento e licenciamento de novos
farmacos (DE CLERCQ, 2016; DE CLERCQ; FIELD, 2006; MERCORELLI; PALU;
LOREGIAN, 2018).

Apesar das extensas pesquisas, 0 desenvolvimento de antivirais continua
sendo um grande desafio por diversas razbes. A primeira delas diz respeito a
seguranca do antiviral, uma vez que os virus dependem da maquinaria celular para
se replicar e por isso, as drogas que inibem o virus também podem causar toxicidade
para o hospedeiro. Além disso, o antiviral precisa ser altamente eficiente, visto que a
replicacéo viral mesmo de forma reduzida, na presenca de uma droga inibidora, pode
ocasionar a selecdo de variantes resistentes. Outro fator envolve a dificuldade de se
cultivar virus de importancia médica em laboratorio, pela limitacdo de culturas
celulares susceptiveis a infeccdo e também pela falta de modelos animais para
algumas infec¢Bes humanas de importancia clinica (FLINT et al., 2004).

O caminho desde a identificacdo de uma nova molécula antiviral até sua
aprovacao é bastante longo e oneroso, levando cerca de dez a quinze anos. Esses
farmacos séao desenvolvidos a partir de compostos modelo que muitas vezes nao séo
adequados para uso clinico por possuirem caracteristicas indesejaveis como alta
citotoxicidade, por exemplo. Entretanto, esses compostos séo utilizados como ponto
inicial para a sintese de analogos com o objetivo de potencializar a acéo bioldgica
desejada, bem como reduzir os efeitos deletérios (ANDRIGHETTI-FROHNER, 2008;
EVERTS et al., 2017).

Seguindo essa premissa, foram desenvolvidos métodos de predi¢ao e desenho
racional de peptideos com o objetivo de melhorar sua atividade antimicrobiana, bem

como reduzir seu tamanho e citotoxicidade. Alguns métodos usam sequéncias de
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peptideos conhecidos, criando analogos com propriedades fisico-quimicas diferentes
ou aumento de seletividade, enquanto os métodos de novo se baseiam em
frequéncias ou padrbes para gerar novos peptideos. Dessa forma, é possivel
desenvolver farmacos com alta seletividade para um determinado microrganismo, e
efeitos adversos reduzidos (SILVA et al., 2018). Essas estratégias tém sido utilizadas
no desenho de peptideos antivirais, por exemplo, contra o HIV (CHONG et al., 2018)
e o HCV (BHATTA et al., 2018; Ll et al., 2011; LIU et al., 2013). Outro esforco utilizado
nesse sentido sdo os estudos quantitativos de estrutura-atividade (QSAR), que
buscam compreender a relacdo entre as propriedades fisico-quimicas das
biomoléculas e suas atividades biolégicas observadas (SIMEON et al., 2017). Essa
abordagem possui diversas aplicacdes, indo além do estudo de peptideos, sendo
empregada também na identificacdo e confirmacdo de alvos moleculares de
compostos derivados de produtos naturais, como é o caso das chalconas. Dessa
forma, ha um interesse crescente na exploracdo do mecanismo de acao, incluindo
identificacdo de alvos dessas moléculas, além da avaliacdo de suas propriedades
bioldgicas (ZHUANG et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Os herpesvirus constituem uma das infec¢des virais humanas mais comuns e
estdo entre 0os agentes causadores de doencas sexualmente transmissiveis,
representando um importante problema de salde publica. Os tratamentos disponiveis
envolvem o uso de analogos de nucleosideos, entretanto o surgimento de variantes
resistentes dificulta o combate dessas infeccbes sobretudo em individuos
imunocomprometidos, que acabam desenvolvendo a forma mais grave da doenca
devido a inatividade do antiviral. Além disso, essa classe de antivirais possui 0 mesmo
alvo de acdo e nos casos de resisténcia viral, os farmacos disponiveis como
alternativa de tratamento tém o uso limitado devido a sua alta toxicidade. Diante disso,
€ imperativo a identificacdo e estudo de novas moléculas com diferentes mecanismos
de acdo e menor toxicidade ao hospedeiro, como alternativa de tratamento as
infeccdes virais. Nesse cenario, estudos envolvendo a avaliagédo antiviral de peptideos
e de moléculas derivadas de produtos naturais como as chalconas tém demonstrado
o potencial destes como compostos modelo para o desenvolvimento de farmacos.
Assim, o presente estudo visou avaliar a atividade antiviral de biomoléculas
provenientes de diferentes fontes contra o HHV-1, sua possivel acdo sobre algumas
etapas do ciclo viral, bem como sua citotoxicidade sobre a célula hospedeira do

modelo experimental.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral de compostos derivados de produtos naturais, bem
como de peptideos imunomodulatérios contra 0 Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1)
e inferir sua possivel acdo sobre as etapas de adsorcéo, penetracdo e biossintese

viral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Avaliar o efeito sobre a viabilidade celular dos compostos C1, C2, C3 e C4
isolados da espécie Campomanesia adamantium e da chalcona cardamonina
em células Vero.

v Avaliar o efeito sobre a viabilidade celular dos peptideos IDR1018 e DJK-6 em
células Vero.

v' Determinar a atividade antiviral contra o HHV-1 dos compostos e peptideos
submetidos ao ensaio de viabilidade celular.

v Inferir em qual etapa do ciclo replicativo viral esses compostos e peptideos

possivelmente atuam.
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4 CAPITULO 1: COMPOSTOS DERIVADOS DE PLANTAS MEDICINAIS: UMA
FONTE PROMISSORA PARA O DESENVOLVIMENTO DE ANTIVIRAIS.

4.1 INTRODUCAO

O manejo e cultivo de plantas medicinais séo utilizados ha milénios por nossos
antepassados e desempenham um importante papel socioeconémico para as
populacées rurais e urbanizadas (VIEIRA; VIEIRA; ZARATE, 2016). De acordo com a
OMS, entre 65 % e 80 % da populacdo dos paises em desenvolvimento, utilizam
plantas medicinais para fins terapéuticos (CAMERON et al., 2011). Para a industria
farmacéutica, os produtos naturais constituem boa parte da matéria prima para o
desenvolvimento de farmacos. O mercado global de produtos derivados de plantas é
estimado em US$ 83 bilhdes e continua crescendo, com aproximadamente 25 % dos
medicamentos modernos e 60 % dos farmacos antitumorais sendo provenientes de
produtos naturais (PALHARES et al., 2015).

Apesar da crescente demanda no mercado de fitoterapicos, estima-se que
apenas 15 % das espécies de plantas medicinais conhecidas tenha seu potencial
farmacoldgico avaliado (PALHARES et al., 2015). O Brasil apontado como um dos
maiores detentores de biodiversidade do planeta, possui um mercado de fitoterapicos
muito modesto, representando menos de 5% do mercado global de medicamentos no
pais. Este fato demonstra a dissociagdo entre o grande numero de publicacdes
realizadas por cientistas brasileiros e o desenvolvimento de novos fitoterapicos
(DUTRA et al., 2016; VIEIRA; VIEIRA; ZARATE, 2016).

Frente aos desafios globais de saude publica, a pesquisa de produtos naturais
desempenha um papel fundamental na descoberta de medicamentos inovadores.
Compostos isolados de fontes naturais tém sido explorados para o desenvolvimento
de novos produtos farmacéuticos, incluindo analogos semissintéticos bem como
compostos inteiramente sintéticos projetados a partir de produtos naturais. Exemplo
disso é o fato de que 60 % e 75 % dos medicamentos para o tratamento de cancer e
doencas infecciosas, respectivamente, sdo derivados de produtos naturais (LI et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2017; THOMFORD et al., 2018).

Esses produtos também sdo importantes fontes de pesquisa para o
desenvolvimento de antivirais (LI et al., 2018). A busca por agentes antivirais isolados

de plantas teve inicio na década de 1950, com a avaliacao da atividade de 288 plantas
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contra o virus influenza A em ovos embrionados (CHANTRILL et al., 1952). Nas
dltimas quatro décadas, estudos levaram a descoberta de alguns agentes com
atividade anti-herpética e muitos deles exibem mecanismos complementares ou
sobrepostos de acdo. Varios dos compostos inibem a entrada do virus, a sintese do
genoma viral, maturagcado ou montagem (QAVI; HESSEL, 2015).

Ao contrario da formulacdo de farmacos sintéticos com poucos constituintes
quimicos, as plantas medicinais possuem diversos metabdlitos antivirais capazes de
inibir a replicacédo viral sem afetar o metabolismo do hospedeiro, limitando seus efeitos
colaterais. Além disso, esses produtos naturais de plantas também podem levar a
modificacdo ou melhoramento da resposta imune do hospedeiro contra o virus,
consequentemente aliviando os sintomas e reduzindo a mortalidade causada pelas
infeccdes virais (HUSSAIN et al., 2017).

Dentre os metabdlitos secundarios presentes em plantas estédo os flavonoides,
0S quais representam um dos grupos mais atrativos dentre as moléculas naturais
bioativas devido aos seus efeitos benéficos na prevencdo de diversas patologias
(GIAMOGANTE et al., 2016; TSUCHIYA, 2015). Esses fitoquimicos sdo componentes
indispensaveis em uma variedade de produtos farmacéuticos, medicinais e
cosmeéticos devido as suas propriedades antioxidante (SRIVASTAVA; BEZWADA,
2015), anticarcinogénica (LEJEUNE; TSUI; PARSONS, 2015), anti-inflamatoria
(HOSSAIN; SHAHID-UD-DAULA; JAHAN, 2012), além de sua funcdo modulatoria em
enzimas celulares (KIM; SON; CHANG, 2004; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Como fitoquimicos, os flavonoides ndo podem ser sintetizados por humanos e
animais, porém sdo constituintes importantes da dieta, sendo encontrados em frutas,
vegetais e algumas bebidas como chés, cafés e vinhos. Em plantas, os flavonoides
desempenham func¢des de protecdo contra estresses bibticos e abidticos, atuam na
defesa contra microrganismos e como filtros UV, podendo ocorrer como agliconas,
glicosideos ou derivados metilados (KUMAR; PANDEY, 2013; MIN et al., 2018;
PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Atualmente, existem mais de 6000 variedades de flavonoides estruturalmente
identificados. Todos esses compostos possuem um esqueleto de quinze carbonos em
comum, formado por dois anéis benzeno (A e B) ligados por um anel pirano
heterociclico (C), conforme demonstrado na figura 4. De acordo com o grau de
oxidacéo e padrao de substituicdo do anel C, os flavonoides podem ser classificados

em diversos subgrupos: flavondis, flavonas, isoflavonoides, flavanonas,
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antocianidinas, catequinas, chalconas, entre outros. Os compostos individuais dentro
de cada subgrupo variam pelo padréo de substituicdo dos anéis benzeno (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016; TSUCHIYA, 2011; ZAKARYAN et al., 2017).

Figura 4. Estrutura quimica geral dos flavonoides. A/B: anéis benzeno; C: anel pirano.

Fonte: BEHLING et al.(2004)

Dentre as acles biolégicas desempenhadas pelos flavonoides, seu efeito
antiviral ttm sido demonstrado por diversos estudos (Tabela 2), nos quais diferentes
classes desses compostos apresentam variados mecanismos de inibicdo viral,
incluindo acéo virucida, supressédo da sintese proteica e da expressdo génica viral,
além da modulacgéo da funcédo de proteinas especificas (ZAKARYAN et al., 2017). Em
relacdo aos herpesvirus humanos (HHV), estudos demonstraram a acéo inibitéria da
apigenina contra o HHV-1 e HHV-2, sendo que a combinacéo desse composto com o
aciclovir potencializou o efeito inibitério sobre ambos os virus em cultura celular
(MANVAR et al., 2012; MUCSI; GYULAI; BELADI, 1992; VISINTINI et al., 2013). Outro
estudo realizado por Hung e colaboradores (2015), demonstrou o mecanismo de acao
da quercetina contra a infec¢ao pelo HHV-1, HHV-2 e contra o HHV-1 resistente ao
aciclovir. O estudo sugeriu que a quercetina age bloqueando a adsorcao e penetragao
viral na célula hospedeira, além de inibir a ativagao do fator de transcricdo NF-kB, que
€ essencial para a expressao génica do HHV. Outro possivel mecanismo de inibicéo
deste virus ocorre pela agédo da epigalocatequina galato (EGCG), a qual pode inativar
as particulas virais por meio da ligacdo as glicoproteinas gB e gD, essenciais para a
infectividade do HHV (CHANG et al., 2003).
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Tabela 2. Flavonéides com acédo antiviral descritos na literatura e suas classes.

Flavondide Classe Acéo antiviral Referéncias
poliovirus tipo 2. VISINTINI et al., 2013.
HCMV COTIN et aI., 2012;
i XU et al., 2010;
Baicaleina Flavona FLUV-A (HIND), SITHISARN et al., 2013;
AIV-1 (H5N1), HIV-1; 1a.
’ ! KIM et al., 2013;
CHIKV. SEYEDI et al., 2016.
KANG et al., 2004;
Quercetina Flavonol HHV-1, Eg\\;z RSV, LYU et al., 2005;
: MATHEW et al., 2015.
Kaempferol Flavonol i i YARMOLINSKY, 2012;
P HHV-1, HHV-2, CoV. gepwaRz et al, 2014
Hesperetina Flavanona : AHMANDI et al., 2016;
P YFV; CHIKV. CASTRILLO et al., 2015.
Crisina Flavona 1. SCALBERT et al., 2002;
HHV-1; EV71. WANG, 2014.
. PASETTO et al., 2014;
Miricetina Flavonol H|V-1,FSLﬁF\{/S-COV, KEUM: JEONG 2012:
: LIU et al., 2008.
LIU et al., 2013;
CHIKV. CARNEIRO et al., 2016;
WEBER et al., 2015.
MEHLA et al., 2011;
: WILLIAMSON;
Luteolina Flavona HIV_lC’:EIBK\\//’ JEV; CLIFFORD., 2010;
: FAN et al., 2016;
MURALI et al., 2015.
. . KHACHATOORIAN
Naringenina Flavanona HCV, CHIKV. etal., 2012;

AHMANDI et al., 2016;

HHV-1: Human alphaherpesvirus 1; HHV-2: Human alphaherpesvirus 2 ; HCV: virus da hepatite C;
HCMV: citomegalovirus humano; FLUV-A (H1IN1): virus influenza A subtipo HIN1; AIV-A (H5N1): virus
influenza aviaria A subtipo H5N1; HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana; CHIKV: virus chikungunya;
RSV: virus sincicial respiratorio; CoV: coronavirus; YFV: virus da febre amarela; EV71: enterovirus 71;
SARS-CoV: coronavirus causador da sindrome respiratdria aguda; EBV: virus Epstein-Barr; ZIKV: virus
zika; JEV: virus da encefalite japonesa.
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4.1.1 Chalconas: aspectos gerais e atividade antiviral

As chalconas, quimicamente denominadas 1,3-difenil-2-propen-1-ona,
constituem uma das principais classes de produtos naturais presentes em frutas,
vegetais, chas, especiarias e alimentos a base de soja. O nome “chalcona” é derivado
da palavra gregra “chalcos” que significa “bronze”, e remete a coloragdo das
chalconas naturais. Esses compostos sao precursores de cadeia aberta na via de
biossintese dos flavonoides e isoflavonoides e sao classificados como cetonas a-f3-
insaturadas, cujos grupamentos aromaticos estéo ligados por trés carbonos, conforme
demonstrado na figura 5. (NI; MENG; SIKORSKI, 2004; SAHU et al., 2012).

Devido a presenca da ligacéo entre os carbonos a e (3, as chalconas podem ser
encontradas nas formas isoméricas cis e trans, sendo esta Ultima mais favoravel
termodinamicamente (Figura 5). Entretanto, a porgdo cetbnica insaturada
possivelmente € responsavel pela gama de atividades biol6gicas observadas e a
remocao desta resulta na perda da bioatividade desses compostos. Mantendo essa
porcao intacta, outras moléculas derivadas das chalconas foram sintetizadas por
modificagdes em ambos os anéis (EVRANOS AKSOZ; ERTAN, 2011; SAHU et al.,
2012).

Figura 5. Estrutura geral das chalconas e suas formas isoméricas trans e cis, onde X e Y representam
0s grupamentos substituintes situados nos anéis arométicos.

|soforma trans |lzoforma cis

Fonte: COSTA (2015).
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Os estudos envolvendo os compostos pertencentes a classe das chalconas,
vém ganhando destaque no ambito da quimica medicinal, devido ao seu vasto
espectro de atividades bioldgicas. Diversos estudos tém demonstrado a acéo dessas
moléculas em diferentes patologias, incluindo atividade antioxidante (AOKI et al.,
2008), anti-inflamatéria (HERENCIA et al., 1998; ISRAF et al., 2007), anti-infectiva
(NOWAKOWSKA, 2007), anticancer (KATSORI; LITINA, 2009), antiobesidade
(KARKHANEH et al.,, 2016), anti-histaminica (YAMAMOTO et al., 2004), anti-
hiperglicémica (NAJAFIAN et al., 2010), antiangiogénica (MIROSSAY; VARINSKA;
MOJZIS, 2018), ansiolitica (JAMAL; ANSARI; RIZVI, 2008) e revisbes recentes
mostraram agao contra leishmaniose (MELLO et al., 2018) e atividade hepatoprotetora
(SALES; MOHADDES; ALIPOUR, 2018).

Além das atividades bioldgicas descritas, parte do interesse no estudo dessa
classe de compostos também se deve ao seu nucleo fundamental, o qual constitui
uma estrutura relativamente rigida minimizando a variabilidade conformacional da
molécula. Essa caracteristica € fundamental para o processo de desenho de farmacos
e além disso, o0s anéis que compde a estrutura dessa molécula apresentam diversas
possibilidades de substituintes, contribuindo para a modificagcdo ou melhoria da
atividade farmacoldgica das mesmas moléculas (COSTA, 2015).

Diversas chalconas tém despertado o interesse da quimica medicinal, dentre
elas, a cardamonina vem sendo estudada devido a sua variedade de atividades
biolégicas, incluindo acdo antiviral (GONCALVES; VALENTE; RODRIGUES, 2014).
Esse composto foi isolado originalmente em 1976 a partir do cardamomo preto,
especiaria tipica da india, e desde sua primeira descricéo foi encontrado em diversas
outras espécies de plantas (BHAT et al., 2018; LU et al., 2018).

Estruturalmente, a cardamonina (2,4 -dihydroxy-6"-methoxychalcone)
apresenta uma cetona a,B-insaturada entre dois aneéis aromaticos, com o anel A
contendo dois grupos fendlicos, além de um grupo éter metil. As modificacbes
guimicas nesse composto podem ser realizadas para se obter analogos com maior
diversidade estrutural, resultando em moléculas bioativas capazes de potencializar
acoOes biologicas observadas previamente (BREAK, 2018).

Alguns estudos relacionados a avaliacdo antiviral da cardamonina foram
realizados para o HIV-1 e o virus da dengue tipo 2 (DENV-2). No primeiro estudo,
realizado por Tewtrakul e colaboradores (2003), a cardamonina apresentou acao

inibitdria contra a enzima protease, essencial para a replicacdo do HIV-1. A
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concentracdo inibitéria (ICso) foi de 31 ug.mL?, demonstrando maior capacidade de
inibicdo se comparado as flavanonas testadas, as quais apresentaram ICso >
100 pg.mL1. O segundo estudo realizado por Kiat e colaboradores (2006) demonstrou
a acao da cardamonina contra a protease NS3 do DENV-2, exibindo um percentual
inibitério de 71% e 39% nas concentracdes de 400 ug.mL?! e 120 pg.mL7,
respectivamente.

Uma das atividades biolégicas da cardamonina descritas na literatura é sua
acao antitumoral em diversos tipos de cancer (JAMES et al., 2017; Ll et al., 2017). Um
estudo realizado com o virus Epstein-Barr (EBV), demonstrou efeito inibitério dessa
chalcona contra o crescimento tumoral provocado por esse virus, apresentando 1Cso
de 0,83 pg.mLt. O EBV faz parte da familia Herpesviridae e causa uma doenca
sisttmica conhecida como mononucleose infecciosa, a qual esta fortemente
associada ao desenvolvimento de tumores malignos (MURAKAMI et al., 1993). Em
relacdo ao HHV-1, ndo foram encontrados estudos de atividade antiviral da

cardamonina contra esse virus.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Cultivo celular

Foram utilizadas células da linhagem Vero (rim de macaco verde Cercophitecus
aethiops) adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Para a
manutencdo da linhagem, as suspensdes entre 10° e 10° células mL?, foram
cultivadas em garrafas com capacidade de 50 mL (Kasvi, Brasil), em DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com L-
glutamina (Gibco, UK), estreptomicina/penicilina (Cultilab, Brasil) e 10 % de soro fetal
bovino (SFB — Cultilab, Brasil), em estufa contendo 5 % de COza 37 °C, em atmosfera
umida (CARRIEL-GOMES et al., 2007). Os repiques foram realizados a partir de uma
garrafa contendo 5 mL de DMEM com SFB, para o crescimento da monocamada
celular, da qual foi descartado o meio de cultura e adicionado 4 mL de tripsina a 0,05 %
(Sigma-Aldrich, EUA). A acdo dessa enzima proteolitica consiste em clivar as ligac6es
entre as células aderidas, possibilitando a suspenséo destas em meio, para realizacao
do repique. ApGs a desagregacao celular, a tripsina foi removida e foram adicionados
10 mL de DMEM com SFB, homogeneizado e transferidos para outra garrafa, de modo
que cada garrafa permaneceu com 5 mL da suspensao de células. Os repiques foram
realizados em um intervalo de duas vezes por semana, sob observacdo em
microscopio otico invertido (Primo Vert) e monitorados em relagdo a confluéncia da
monocamada celular, caracteristicas morfolégicas e possiveis agentes

contaminantes.

4.2.2 Multiplicagédo e estoque viral

O HHV-1 utilizado nos ensaios foi gentilmente cedido pela professora doutora
Maria Teresa Villela Romanos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
Para a producdo do estoque viral, foram inoculados 150 pL do virus padrdo na
monocamada celular, previamente preparada em garrafa de cultura e adicionados
5 mL de DMEM sem SFB, sendo incubadas por 48 h a 37 °C em estufa contendo 5 %
de CO2. Apos o tempo de incubacao, verificou-se a presenca de efeito citopatico

(ECP) e as células infectadas foram submetidas a um ciclo de congelamento e
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descongelamento. ApoOs esse processo, foram feitas aliquotas do estoque viral em

tubos eppendorf com volume de 100 pL, as quais foram armazenadas a -20 °C.

4.2.2.1 Titulagéo Viral

A titulac&o do virus foi realizada em placa de 96 pocos (Kasvi, China) na qual
foram inoculadas 100 pL de suspenséao de células Vero, com concentracédo entre 10°
e 10° células mL* e incubadas por 48 h em estufa contendo 5 % de CO?a 37 °C, em
atmosfera Umida para crescimento da monocamada celular. Ap6s o tempo de
crescimento, o meio de cultura foi descartado e foram adicionados 100 yuL de DMEM
sem SFB na placa. A partir da solucao estoque do virus, foram realizadas oito diluicdes
em tubos eppendorf contendo 450 uL de DMEM sem SFB, utilizando-se 50 yL para a
diluicdo seriada. Apés a diluicdo viral, foram inoculados 25 pL de cada diluicdo em
seis pocos da placa, a qual foi novamente incubada por 48 h a 37 °C, em atmosfera
Umida com 5 % de COZ? Em todos os experimentos, foram realizados o controle de
células como parametro de normalidade morfolégica e metabdlica. A presenca ou
auséncia de infeccdo na cultura celular foi observada por meio do ECP em
microscopio invertido, e seu TCIDso mL™* (Tissue Culture Infective Dose) foi calculado
de acordo com Reed e Muench (1938), em que a distancia proporcional corresponde
ao titulo que apresenta a menor diluicdo, a qual equivale a 50 % de inibicdo da

replicacédo viral, conforme a equacao abaixo.

(% de mortalidade na diluicdio mais proxima acima de 50%) — (50%)

= Distdncia proporcional
(% de mortalidade na diluicdo mais proxima acima de 50%) — (% de mortalidade
na diluicdo mais proxima abaixo de 50%)

4.2.3 Compostos utilizados no estudo

Os compostos 5,7-diidroxi-6-metilflavanona (C1), 5,7-diidroxi-8-metilflavanona
(C2), 2,4-diidroxi-6"-metoxichalcona (C3) e 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona (C4)
foram gentilmente cedidos pela professora doutora Claudia Andrea Lima Cardoso da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS). Todos os compostos foram
obtidos a partir das folhas da espécie Campomanesia adamantium (guavira) e as

etapas de isolamento dos compostos presentes nos extratos, a elucidacao estrutural



45

por ressonancia magnética nuclear (RMN) e a purificacdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), foram realizadas por Coutinho (2008). Segundo Coutinho
(2008), o grau de pureza dos compostos C1, C2, C3 e C4 variou entre 91 % e 93 %.
A partir dos dados estruturais identificados por RMN, foram obtidas as massas
monoisotopicas de cada composto, além de suas estruturas moleculares em 3D por
meio do banco de dados ChemSpider. Adicionalmente, os compostos C1, C2, C3 e
C4 foram analisados em espectrdmetro de massas do tipo Microtof Q Il (Brucker
Daltonics), pela técnica de ionizacao por electrospray (ESI), para avaliar o grau de
pureza. A chalcona cardamonina foi sintetizada em laboratério (Sigma-Aldrich) e
adquirida pelo laboratério de virologia da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). A

molécula gerada possui pureza de 99,7 %.

4.2.4 Ensaio de viabilidade celular

Para se definir a concentragcdo méaxima nao téxica (CMNT) utilizada em cultura
celular, foram realizadas diluicbes seriadas dos compostos C1, C2, C3 e C4
(1000 pg.mL%, 500 ug.mL?, 250 pg.mL?, 125 pg.mL?, 62,5 pg.mL?, 31,2 pg.mL* e
15,6 pug.mL?t) e da chalcona cardamonina (200 ug.mL?, 100 ug mL?, 50 ug.mL?,
25 pg.mL?, 12,5 pg.mL?t 6,25 ug.mL?, 3,125 pg.mLt) em DMEM sem SFB. As
diferentes concentracdes de cada composto foram inoculadas em placa de 96 pocos,
com monocamada celular previamente preparada em quadruplicata. Apos o in6culo,
as células Vero foram incubadas por 48 h em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 °C,
em atmosfera umida. Apés a incubacdo foi realizada a avaliacao da viabilidade celular
por meio da técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazolium), conforme descrito por Mosmann (1983). Na placa previamente inoculada
com as células Vero e os compostos em diferentes concentracdes, foram adicionados
em todos os pocos 20 puL de MTT (Sigma-Aldrich, EUA) a 5 mg mL*. A placa foi
incubada por 3 h em estufa a 37 °C, contendo 5 % de CO2. Ap0s a incubacéao, o meio
foi descartado juntamente com o MTT e foram adicionados 100 puL de DMSO (Sigma-
Aldrich, EUA) em cada poco. Apos a adigdo do DMSO, a placa foi armazenada em
temperatura ambiente por 15 a 20 min para a solubilizacdo dos cristais de formazan,
cuja conversao foi realizada pelas desidrogenases mitocondriais das células viaveis.
Por fim, foi realizada a leitura da absorbancia em uma leitora de microplacas, a 490 nm
(TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991, com modificagdes). A viabilidade celular foi
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calculada pela razéo entre a média da absorbancia dos pogos contendo os compostos
e a média da absorbancia do controle de células. A partir disso, definiu-se a CMNT
como a concentracao correspondente a 80 % de viabilidade celular (CC2o), além disso,
também foi definida a concentracdo em que 50 % das células apresentaram
viabilidade (CCso).

425 Ensaio antiviral

Partindo da CMNT definida de acordo com o item 4.2.4, foram realizadas
diluicdes seriadas a fim de se obter cinco concentra¢cdes dos compostos C1, C2, C3
C4 e da cardamonina, conforme descrito na tabela 3. No primeiro tubo, foram
preparadas solucdes de 2 mL dos compostos em DMEM sem SFB. Nos outros quatro
tubos eppendorf foi adicionado 1 mL desse meio, e a diluicdo foi realizada partindo de

1 mL do primeiro tubo.

Tabela 3. Ensaio antiviral. A tabela descreve as cinco concentragdes utilizadas para os compostos C1,
C2, C3, C4 e para a cardamonina nos ensaios antivirais contra o Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1).

Concentracéo (ug.mL™?)

Compostos
testados 12 22 32 4a 52
C1 250 125 65,5 31,3 15,6
C2 30,0 20,0 10,0 50 2,5
C3 125 62,5 31,3 15,6 7,9
C4 125 62,5 31,3 15,6 7,9
cardamonina 25,0 12,5 6,2 3,1 1,6

Para o ensaio antiviral, foram inoculados 1 mL de células Vero com
concentracédo entre 10° e 10° células mL' em uma placa de 24 pocos, a qual foi
incubada em atmosfera umida por 48 h a 37 °C com 5 % de CO2. ApOs o tempo de
incubacgéo, o meio de cultura foi descartado e as células foram tratadas com 1 mL de
cada concentragdo dos compostos previamente diluidos e 100 pL da suspenséo viral
a 100 TCIDso, com excecdo dos po¢os com controle de células e controle de virus.
ApoOs o indculo, a placa foi incubada novamente em estufa por 48 h e apos a analise
do ECP, foi submetida a um ciclo de congelamento e descongelamento para a lise
das células e liberacdo das particulas virais no sobrenadante.
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4.2.5.1 Ensaio de reducao do titulo viral

O método de reducéao do titulo viral foi utilizado para inferir a atividade antiviral
in vitro dos compostos estudados. Apds o descongelamento da placa de 24 pocgos,
foram feitas diluicdes seriadas (10 a 107) do sobrenadante de cada poco contendo
0s compostos C1, C2, C3, C4 e a cardamonina e do controle de virus, utilizando-se o
DMEM sem SFB como diluente. Cada diluicdo foi inoculada em monocamadas de
células Vero previamente preparadas em placas de 96 pocos, nas quais foram
adicionados 100 pL do meio de manutencgéo e 25 uL de cada diluicdo dos compostos
em seis pocos da placa. Em todas as microplacas, a ultima linha foi reservada para o
controle, contendo apenas a monocamada celular e meio de manutencdo. Apos o
indculo, as microplacas foram incubadas por 48 h a 37 °C em estufa contendo 5 % de
CO:z. A leitura e o calculo do titulo viral foram realizados de acordo com a metodologia
de Reed e Muench (1938), conforme descrito no item 4.2.2.1. A partir desses titulos,
inferiu-se o grau de atividade antiviral, por meio do indice de inibicao viral (l1IV) e
porcentagem de inibicao (PI). O valor do IV foi calculado segundo a férmula proposta
por Lagrota (1978):

IV=B-A
na qual B corresponde ao titulo viral na cultura de células ndo tratadas (controle de
virus) e A corresponde ao titulo do virus na cultura celular tratada.

A PI foi obtida de acordo com a féormula proposta por Nishimura; Toku;
Fukuyashu (1977):

Pl = [1-(antilog T/ antilog C)] x 100

em que T corresponde as unidades infecciosas nas culturas de células tratadas e C

corresponde as mesmas unidades em células nao tratadas (controle de virus).

4.2.5.2 Curva dose-resposta e determinacdo do indice de seletividade

As curvas dose-resposta demonstram o efeito dos compostos testados (Pl) em
funcéo de sua concentragéo (log), sobre a replicacdo do HHV-1 em cultura de células
Vero. A partir desses dados, determinou-se a concentragdo dos compostos capaz de
inibir 50 % da replicagéo viral (CEso) e o indice de seletividade (IS = CCs0/CEso). O IS

é utilizado para estimar a seguranca de um farmaco e quanto maior o valor deste,
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maior a diferencga entre a dose efetiva para reduzir a replicagéo viral (CEso) e a dose
capaz de causar toxicidade (CCso). Considera-se um bom perfil de seguranca quando
0 composto apresenta valor de IS acima ou igual a 10 (DEZENGRINI et al., 2010;
TAMARGO; LE HEUZEY; MABO, 2015).

4.2.6 Avaliacao do efeito sobre o ciclo replicativo viral (time of addition assay)

Apoés a verificacdo dos espectros de massas, a realizacdo do ensaio de
viabilidade celular e dos ensaios antivirais, a chalcona cardamonina foi selecionada
para 0s ensaios por tempo de adicdo (time of addition assay), nos quais foram
avaliados os possiveis efeitos dessa molécula sobre as diferentes etapas do ciclo

replicativo do HHV-1.

4.2.6.1 Ensaio de inibicdo da adsorcao viral

O inicio da infec¢cdo pelo HHV-1 ocorre com a adsorcdo viral, na qual as
particulas virais interagem com os receptores da célula hospedeira. Para inferir a
possivel acdo da cardamonina sobre a adsorcao viral, as monocamadas de células
Vero previamente preparadas em placas de 24 pogos, foram mantidas em contato
com a solucdo da molécula na CMNT (25 ug.mL™1), por 1 h a 4 °C. Apés esse periodo,
0 sobrenadante foi descartado, os poc¢os foram lavados com DMEM sem SFB frio e
foram adicionados 100 uL da suspencéo viral a 100 TCIDso as células tratadas e néo
tratadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e depois congeladas, conforme
protocolo modificado de Martins et al. (2009). Apds o descongelamento, a replicacao

viral foi avaliada conforme descrito no item 4.2.2.1.

4.2.6.2 Ensaio de inibicdo da penetragao viral

Para verificar a possivel acdo da cardamonina sobre a etapa de penetracédo
viral em cultura celular, foram inoculados 100 uL da suspenséao viral a 100 TCIDso em
monocamadas de células confluentes, previamente preparadas em placas de 24
pocos e incubadas por 1 h a4 °C. Apos o tempo de adsorcéo, as células foram lavadas

com DMEM sem SFB, tratadas com 1 mL da solugdo da cardamonina na CMNT
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(25 pug.mL 1Y) e novamente incubadas por 1 h a 37 °C. Posteriormente, uma nova
lavagem foi realizada e o DMEM sem SFB foi adicionado as placas, as quais foram
incubadas a 37 °C por 48 h em atmosfera imida com 5 % de COz2. As placas foram
submetidas a um ciclo de congelamento e descongelamento, conforme protocolo
modificado de Matrtins et al. (2009). A avaliagéo da replicagéo viral foi realizada de

acordo com o item 4.2.2.1.

4.2.6.3 Ensaio de agéo intracelular

Para inferir se a cardamonina possui atividade sobre alguma etapa da
biossintese viral, monocamadas de células Vero previamente preparadas em placas
de 24 pocos, foram mantidas em contato com as suspencdes virais (100 TCIDso) por
1 ha4°C. Em seguida, as células foram lavadas e novamente incubadas com DMEM
sem SFB por 1 h a 37 °C. Apdés esse periodo, as células foram tratadas com 1 mL da
solucdo da cardamonina na CMNT (25 ug.mL™?) e incubadas por 18 h a 37 °C (os
pocos controle foram mantidos apenas com o0 meio de manutencdo). Além dos
controles de células e de virus, o aciclovir (20 pg.mL™?) foi utilizado como controle
positivo do ensaio. Por fim, as células foram lavadas e incubadas com DMEM sem
SFB por 24 h a 37 °C em atmosfera Umida e congeladas apés esse periodo, conforme
protocolo modificado de Martins et al. (2009). Dado o descongelamento, a titulagéo

viral foi avaliada conforme o item 4.2.2.1.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Anadlise dos compostos isolados de Campomanesia adamantium por
espectrometria de massas (ESI)

A espectrometria de massas pela técnica de ionizacdo por electrospray (ESI)
foi realizada com os compostos C1, C2, C3 e C4, para confirmacdo de sua pureza.
Na tabela 4 estdo descritas as massas monoisotdpicas esperadas para cada
composto, bem como suas estruturas moleculares em 3D geradas pelo banco de
dados ChemSpider. De acordo com os resultados obtidos, os compostos C1 (Figura
6A) e C3 (Figura 6C), apresentaram massas de 285.11 para os ions de maior
intensidade, as quais nao coincidem com a massa monoisotopica de 270.08 esperada
para ambas as moléculas. O mesmo ocorreu para a molécula C2 (Figura 6B).
Entretanto, o ion de massa 415.22 observado para esta molécula, apresentou maior
intensidade.

O espectro obtido para o composto C4 (Figura 6D) foi 0 Gnico em que a massa
esperada para esta molécula pode ser observada. Entretanto, a intensidade do ion de
massa 285.12 foi muito baixa. O ion de maior intensidade observado no espectro
(79.02) coincide com a massa do solvente dimetilsulfoxido (DMSO), o qual foi utilizado
no preparo dos compostos.

As analises dos espectros de massas dos compostos C1, C2, C3 e C4 foram
realizadas no decorrer dos ensaios antivirais. Apds a verificagdo da possivel
contaminacgao desses compostos, 0s ensaios antivirais foram interrompidos e foi dado
continuidade apenas aos ensaios com a chalcona cardamonina, cujo espectro de

massas pode ser verificado no anexo A.
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Tabela 4. Compostos C1, C2, C3 e C4 isolados a partir das folhas da espécie Campomanesia adamantium (Coutinho, 2008). As estruturas moleculares em
3D, bem como as massas monoisotépicas foram obtidas por meio da base de dados ChemSpider.

Compostos testados

Nomenclatura quimica

Estrutura molecular

Massa monoisotépica
esperada (Da)

C1 5,7-diidroxi-6-metilflavanona O 270.08
Cc2 5,7-diidroxi-8-metilflavanona M 270.08
C3 2.,4-diidroxi-6"-metodxichalcona m 270.08
C4 5,7-diidroxi-6,8-dimetilflavanona 285.10

xf
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Figura 6. Espectrometria de massas pela técnica de ionizac¢éo por electrospray dos compostos C1 (A),
C2 (B), C3 (C) e C4 (D).
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4.3.2 Ensaio de viabilidade celular

Previamente ao ensaio antiviral, foram determinadas as concentracdes
maximas nao toxicas (CMNT) dos compostos C1, C2, C3, C4 e da cardamonina em
cultura de células Vero, considerando a presenca de pelo menos 80 % de viabilidade
celular. O ensaio com o composto C1 demonstrou viabilidade celular acima de 80 %
nas concentraces menores que 250 pg.mL*, com diferenca estatistica nas duas
maiores concentracées (500 ug.mL?* e 1000 ug.mL1), comparadas ao controle ndo
tratado (Figura 7A). A cardamonina apresentou toxicidade para as células Vero nas
trés maiores concentracdes utilizadas (50 pg.mL?, 100 pg.mL?! e 200 pg.mL?) e
portanto, a CMNT foi definida como 25 pg.mL* (Figura 7E). Dentre todos os
compostos testados, o C2 apresentou maior toxicidade em cultura celular, com
diferenca estatistica nas concentracdes maiores que 62,5 ug.mL'. Dessa forma, a
CMNT definida foi de 31,2 ug.mL™* (Figura 7B).

De acordo com os resultados obtidos, os perfis dos compostos C3 e C4 foram
semelhantes, apresentando citotoxicidade acima de 250 pg.mL:. Entretanto, o
composto C4 apresentou uma variagdo na concentracdo de 500 ug.mL*?, a qual ndo
apresentou toxicidade comparada ao controle ndo tratado. Apesar dessa variacao, a
CMNT considerada para ambos os compostos foi de 125 pg.mL*(Figura 7C e 7D).

No ensaio de viabilidade celular, também foram definidas as concentracdes dos
compostos em que houve reducéo de 50 % da viabilidade celular (CCso). Na tabela 5
estdo descritos os valores da CMNT e CCsp definidos para cada composto, bem como
a concentracao inicial utilizada no ensaio. Os compostos C1 e C4 apresentaram 80 %
de viabilidade celular nas concentragées menores que 500 pg.mL e por esse motivo,

considerou-se uma valor acima de 500 ug.mL* como CCso desta molécula
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular dos compostos C1 (A), C2 (B), C3 (C), C4 (D) e da cardamonina
(E). Foram avaliados os perfis de citotoxicidade de cada composto em células Vero apds 48 h de
tratamento em diferentes concentracdes pela técnica de MTT. Os valores representam as médias +
desvio padréo (DP, n=4) e foram analisados pelo one-way ANOVA e teste de Dunnett, *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001, comparando ao grupo néo tratado (NT).
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Tabela 5. Ensaio de viabilidade celular. A tabela descreve os valores da CMNT e CCso definidos para
0s compostos C1, C2, C3, C4 e da cardamonina, bem como a concentracao inicial utilizada no ensaio.

Compostos Concentragao CMNT (ug.mL%) CCso (ug.mL1)
testados inicial (ug.mL™1)
C1 1000 250 > 500
C2 1000 31,2 71,2
C3 1000 125 290
C4 1000 125 > 500
cardamonina 200 25,0 32,7

CMNT: concentracdo méxima néo toxica; CCso: concentragdo citotoxica em que houve reducgéo de 50
% da viabilidade celular.

4.3.3 Ensaio antiviral

ApoOs a determinacdo das CMNTs dos compostos C1, C2, C3, C4 e da
cardamonina, os mesmos foram avaliados em relacéo a sua atividade inibitoria in vitro
contra 0 HHV-1. Este efeito foi expresso pelo indice de inibicao viral (11VV) de acordo
com o método de Reed e Muench (1938) e pelo percentual de inibicao (PI) calculado
pela férmula proposta por Nishimura, Toku e Fukuyashu (1977). De acordo com 0s
dados obtidos, o composto C1 apresentou Pl de 99,9% na maior concentracao testada
(250 pg.mL?), reduzindo para 81,8 % e 42,5 % nas concentragdes subsequentes
(125 pg.mL?t e 65,5 pg.mL?). Nas duas udltimas concentracdes (31,3 pg.mL? e
15,7 ug.mL?), ndo foi observado inibicdo da replicacdo viral (Figura 8A). Para o
composto C2 (Figura 8B), foram obtidas Pl acima de 90 % nas quatro primeiras
concentragdes testadas (30 ug.mL* a 5 ug.mL?) e auséncia de inibi¢éo viral na Gltima
concentracdo (2,5 pg.mL?). O composto C3 (Figura 8C) apresentou um perfil de
inibicdo semelhante em concentragdes maiores, com Pl acima de 90 % em todas as
concentracdes testadas (125 pg.mL*a 7,9 ug.mL1).

O composto C4 apresentou Pl de 99,9 % nas duas maiores concentracdes
testadas (125 pug.mL* e 62,5 ug.mL1). Entretanto, houve alta variabilidade entre os
valores obtidos nas concentracdes subsequentes, com a Pl oscilando de 58,1 % a
94,5 % (31,3 ug.mL?) e de 14,6 % a 42,8 % (15,7 ug.mL?). Na dltima concentracéo
testada (7,9 ug.mL™1), ndo foi observado inibicdo da replicacéo viral (Figura 8D).

Conforme os resultados apresentados, todos o0s compostos testados

apresentaram inibicdo da replicacdo viral em suas CMNTs. Entretanto, seriam
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necessarias réplicas dos ensaios antivirais para definir a concentragéo capaz de inibir
50 % da replicacao viral (CEso), bem como para avaliar o perfil de seguranca dos
compostos C1, C2 e C3 por meio do indice de seletividade (IS).

Dentre os quatro compostos oriundos da Campomanesia adamantium, foram
realizadas réplicas biologicas do ensaio antiviral apenas para C4, pois no decorrer dos
ensaios, verificou-se que esses compostos ndo estavam puros, interferindo na
confiabilidade dos dados, de acordo com os resultados descritos no item 4.3.1. Dessa
forma, o célculo do CEso foi realizado apenas para C4, para o qual inferiu-se um IS
acima de 23,5 (tabela 6)

Figura 8. Ensaio antiviral dos compostos oriundos da Campomanesia adamantium, contra o HHV-1. Os
resultados foram expressos em percentual de inibicao (PI), pelo log da concentracdo de cada composto
(ug.mL1). As curvas dose-resposta dos compostos C1 (A), C2 (B) e C3 (C) foram realizadas com
apenas uma réplica bioldgica. Para o composto C4 (D), os valores do PI representam as médias +
desvio padrdo (DP, n=3) e o CEso foi calculado por regresséo néo linear. CEso: concentracdo efetiva
capaz de inibir 50 % da replicagdo viral. HHV-1: Human alphaherpesvirus 1.
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Nos ensaios antivirais realizados com a cardamonina (Figura 9), observou-se
significativa inibicdo da replicacdo viral nas trés maiores concentragdes (25 pug.mL?,

12,5 pg.mL?! e 6,25 pg.mL?), com Pl acima de 90 %. Nas duas menores
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concentracdes testadas (3 ug.mL™* e 1,6 ug.mL*) a Pl obtida foi de 85,9 % e 63,4%,
respectivamente. Apesar dos valores obtidos na curva dose-resposta, a variacdo nos
resultados das réplicas para essa molécula foi alta, especialmente nas duas ultimas
concentracdes (3 pg.mL? e 1,6 ug.mL?), em que os valores de Pl podem variar de
70 % a 100 % e de 48,1 % a 78,7 %, respectivamente.

A partir da curva dose-resposta da cardamonina, foi determinado o CEso, por
regressao nao linear, e o valor do IS, o qual deve ser maior ou igual a 10 para que a
molécula tenha um bom perfil de seguranca. Devido a variabilidade nos resultados
entre réplicas biologicas dessa molécula, inferiu-se um valor aproximado de IS em
torno de 21,8. Na tabela 6, estdo descritos o CEso e 0 IS da cardamonina, bem como

o IIV e PI referente & CMNT utilizada no ensaio antiviral.

Figura 9. Ensaio antiviral. O efeito inibitdrio in vitro da cardamonina contra a replicagdo do HHV-1 foi
expresso em percentual de inibicdo (PI) pelo log da concentracédo utilizada no ensaio. A andlise dos
dados foi realizada por regresséo nao linear para inferir o CEso. Os valores do Pl representam as médias
* desvio padréo (DP, n=3). CEso: concentracéo efetiva capaz de inibir 50 % da replicagéo viral em
cultura celular. HHV-1: Human alphaherpesvirus 1.
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Tabela 6. Ensaio antiviral do composto C4 e da cardamonina contra o HHV-1. Na tabela estdo descritos

os valores do 1V e PI referentes a CMNT utilizada no ensaio, bem como o CEso definido a partir das
curvas dose-resposta por regressdo néo linear e o IS. HHV-1: Human alphaherpesvirus 1.

Composto CMNT 0 CEso
testado (ug.mL1) v P1 (%) (ug.mL1) IS
C4 125 3,06 99,9 21,3 > 23,5
cardamonina 25,0 2,87 99,9 1,5 21,8

CMNT: concentracdo maxima nao toxica; 11V: indice de inibicdo viral; Pl: percentual de inibigdo; CEso:
concentracao efetiva capaz de inibir 50 % da replicacao viral; IS: indice de seletividade.
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4.3.4 Avaliacao do efeito sobre o ciclo replicativo viral (time of addition assay)

Em virtude da acao inibitoria apresentada pela cardamonina no ensaio antiviral,
essa molécula foi selecionada para os ensaios por tempo de adicdo (time of adition
assay), nos quais foram analisados os possiveis efeitos dessa molécula sobre as
diferentes etapas do ciclo replicativo do HHV-1 (Figura 10). De acordo com o0s
resultados obtidos, foi observada acéo significativa da cardamonina sobre a replicacao
do HHV-1 no ensaio de inibicdo da penetracédo viral (98 % de inibicdo), comparado ao
controle nao tratado (NT). No ensaio de acéo intracelular, a cardamonina apresentou
inibicdo viral semelhante ao aciclovir (20 pg.mL™?), com Pl de 99,9 %. Entretanto, a

atividade observada sobre a etapa de adsorcao viral foi inferior, com Pl de 42,7 %.

Figura 10. Ensaio de efeito por tempo de adi¢éo (time of addition assay) da cardamonina em sua CMNT,
sobre o ciclo replicativo do HHV-1. A agdo da molécula foi avaliada nas etapas de adsor¢do, penetracéo
e durante a biossintese viral, comparada ao controle ndo tratado. O aciclovir foi utilizado como controle
positivo do ensaio intracelular. Os valores representam as médias * desvio padréo (DP, n=3). HHV-1:
Human alphaherpesvirus 1.
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5 CAPITULO 2: PEPTIDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO COM POTENCIAL
ACAO ANTIVIRAL

5.1 INTRODUCAO

Os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) sdo moléculas evolutivamente
conservadas, expressas em todos 0s organismos multicelulares e sdo componentes
essenciais do sistema imune inato, atuando na defesa contra inflamacdes e infecgbes
microbianas (MANSOUR; FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2015; PACHON-IBANES et
al.,, 2017). Até hoje, foram descritos mais de 2600 PDHs, com uma grande
variabilidade de sequencias e estruturas mesmo entre espécies de mamiferos,
entretanto algumas propriedades essenciais para a funcdo dos PDHs sé&o
conservadas. Esses peptideos séo relativamente pequenos, variando de 12 a 50
residuos de aminodacidos, apresentam caracteristica catidnica devido ao excesso de
residuos de lisina e arginina e tendem a adquirir estrutura anfipatica em meio
hidrofébico, facilitando a interacdo dessas moléculas com membranas negativamente
carregadas (SILVA et al., 2018).

Os PDHs apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas, incluindo
acao antimicrobiana direta contra bactérias, fungos e virus, bem como atividade
antibiofilme (SUN et al., 2018). Entretanto, foi observado que em concentracdes
fisiologicas de sodio, proteinas séricas ou lipoproteinas, a acao antimicrobiana desses
peptideos é consideravelmente reduzida, sugerindo que esta nao € sua Unica funcao.
Diante disso, foi estabelecido que além de seus efeitos em células bacterianas, 0s
PDHs desempenham atividade imunomodulatoria por meio de varios mecanismos,
como o recrutamento e ativacdo de ceélulas imunes, angiogénese, modulacdo da
resposta imune e reparo tecidual (HANCOCK; HANEY; GILL, 2016; MANSOUR,;
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2015).

Esses peptideos desempenham fungdes de protecdo do hospedeiro e podem
ser produzidos mediante estimulos especificos ou de forma continua. Além disso,
PDHs com diferentes funcbes e especificidades podem ser produzidos
simultaneamente, exercendo efeito sinérgico e neutralizando a infec¢cdo. Os humanos
expressam apenas um peptideo da familia das catelecidinas (LL-37) por exemplo, e
pelo menos dez peptideos da familia das defensinas, os quais séo sintetizados por
diversos tipos de células (SHARTOUNY; JACOB, 2018).
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Desde a década de 1980, diversos PDHs tem sido isolados de fontes variadas,
verificando-se um vasto espectro de atividades contra patbgenos em um mesmo
peptideo, devido a sua promiscuidade (FINDLAY; CURRIE; DAVIDSON, 2013;
GALDIERO et al., 2013). O primeiro estudo relacionado a atividade antiviral dos PDHs
foi publicado em 1986, o qual demonstrou a acao da defensina HNP1, produzida por
neutrofilos humanos, na inativacao direta de diversos virus, incluindo o HHV tipos 1 e
2, 0 citomegalovirus e o virus influenza (DAHER; SELSTED; LEHRER, 1986). Desde
entdo, outros estudos vém buscando as propriedades antivirais dos PDHs, ampliando
sua caracterizacdo além da funcdo antibacteriana, que tem sido extensivamente
estudada. Apesar dos diversos exemplos de peptideos antivirais presentes na
literatura (Tabela 7), existem poucos estudos in vivo, sendo a maioria deles realizado
apenas em cultura celular e além disso, seus mecanismos de acdo Sd0 pouco
conhecidos (FINDLAY; CURRIE; DAVIDSON, 2013; SHARTOUNY; JACOB, 2018).

Em relacéo a atividade antimicrobiana, um dos mecanismos dos PDHs envolve
a interacdo e o rompimento da membrana bacteriana, sem causar toxicidade celular
devido a sua capacidade de distinguir a superficie celular procariética da eucariotica,
por meio de interacdes eletrostaticas. Esse mecanismo também se aplica no caso de
virus envelopados, cuja interferéncia na bicamada lipidica do envelope leva a
neutralizacéo desse patdgeno, impedindo sua entrada na célula (PACHON-IBANES
et al., 2017; SUN et al., 2018).

A capacidade de alguns peptideos em causar inativacado direta das particulas
virais sem causar toxicidade a célula hospedeira pode ser explicada pela diferenca
entre o envelope viral e a membrana celular. Apesar de os virus adquirirem seu
envelope a partir da membrana celular, estes se diferem pela presenca de proteinas
e lipideos de superficie virais, uma vez que o brotamento das particulas necessita do
transporte e montagem de componentes essenciais, como as proteinas estruturais por
exemplo, no local de brotamento, induzindo a formacéo do envelope e liberacdo da
particula infecciosa (LORIZATE; KRAUSSLICH, 2011).

A acao de defensinas na bicamada lipidica viral, depende de sua composicgéo,
sendo favorecida pela presenca de fosfolipideos com carga negativa, enquanto
bicamadas neutras geralmente ndo sofrem acao desses peptideos (WILSON; WIENS;
SMITH, 2013). Um exemplo de peptideo com acéo direta no envelope viral é a caerina
1.9, isolada da pele de anfibios, a qual demonstrou acdo no envelope do virus HIV,

inibindo sua replicacdo sem causar toxicidade aos linfécitos T (VANCOMPERNOLLE
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et al.,, 2005). A indolicidina, sintetizada em neutréfilos bovinos, apresentou acao
virucida, além de uma potente inativacdo do HHV-1 e HHV-2, reduzindo sua
infectividade em mais de 99% para ambos os virus (MATANIC; CASTILLA, 2004;
YASIN et al., 2000). Outro exemplo de peptideos com acéao virucida, sédo os derivados
de plantas ou ciclotideos, os quais sao capazes de interagir com o envelope lipidico
causando seu rompimento e consequente destrui¢cdo da particula viral (HENRIQUES;
CRAIK, 2010; NAWAE; HANNONGBUA; RUENGJITCHATCHAWALYA, 2017).

Outro possivel mecanismo de neutralizacdo viral consiste na inibicdo da
adsorcdo do virus aos receptores da célula hospedeira. Um estudo realizado por
Wang e colaboradores (2004), demonstrou a acéo de a-defensinas humanas (HNP1-
4) e retrociclinas contra o HIV, por meio da ligacao a proteina gp120, bem como ao
CD4 nas células T, impedindo a interacéo entre este receptor e a proteina viral. Outro
estudo sobre a acédo de defensinas humanas (HNP1-4, HD5, HD6 e hBD3) contra o
HHV, demonstrou que esses peptideos sdo capazes de se ligar as glicoproteinas gB
e SH impedindo a entrada do virus na célula hospedeira, além de prevenir a infec¢éo
genital pelo HHV-2, uma vez que o peptideo HD5 também € produzido pelas células
epiteliais do trato vaginal (HAZRATI et al., 2006).

Ap6s a adsorcdo, os virus envelopados induzem a fusdo do envelope a
membrana celular, de modo a liberar seu genoma no meio intracelular. Alguns
peptideos sdo capazes de inibir este processo, como o0 HNP-1 que inibe a fusdo do
HIV-1, mediada pela proteina gp41. A retrociclina 2 (RC2) e a B-defensina humana 3
(HBD3) também apresentaram acéo contra o virus da influenza aviaria A (AIV-A),
bloqgueando a sua fusdo com a membrana celular e criando uma rede de
glicoproteinas imobilizadas nas superficies virais e celulares, impedindo a fuséo e
penetracdo viral (LEIKINA et al., 2005). No caso de virus ndo envelopados, como o
adenovirus humano (HAdV) por exemplo, as a-defensinas (HNP1 e HD5) agem
estabilizando o capsideo viral, impedindo a liberagéo da proteina VI essencial para a
lise da membrana endossomal. Dessa forma, o virus ndo consegue liberar o genoma
no citoplasma celular para replicagéo (BUCK et al., 2006; SMITH; NEMEROW, 2008).

Uma vez infectadas, as células hospedeiras sdo utilizadas para a producéo de
novas particulas virais, abrigando todas as etapas da biossintese viral, as quais sao
alvos propicios para acao de peptideos (WILSON; WIENS; SMITH, 2013). A defensina
HNP1, por exemplo, é capaz de bloquear a expressao génica e a transcriptase reversa

do HIV-1, impedindo a disseminacdo de novas particulas infecciosas. Um estudo
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realizado por Hazrati e colaboradores (2006), demonstrou a acéo pos penetracao viral
das defensinas HNP1 e HD5, as quais foram capazes de se acumular nas células
epiteliais cervicais e se ligar ao genoma do HHV-2, sugerindo que esses peptideos
causam a inibicdo da expressao génica viral.

As defensinas HNP1, HNP2 e HD5 também induziram a agregacdo das
particulas virais do AIV-A, HAdV e do virus BK (BKV) respectivamente, no meio
extracelular, impedindo sua entrada na célula hospedeira. No caso do AlV-A, néo foi
definido se essa atividade é necessaria para a inibicdo da infeccédo, de maneira similar
ao HAdV, cuja agregacado nao foi suficiente para impedir a evolugdo da infeccéo.
Entretanto, esse mecanismo foi essencial para bloquear a adsor¢céo do virus BK as
células hospedeiras e neutralizar as particulas virais (DUGAN et al., 2008; WILSON;
WIENS; SMITH, 2013).

Seguindo a variedade de mecanismos antivirais de peptideos, alguns deles sédo
capazes de atuar em diferentes momentos do ciclo de vida viral. No estudo de Hong
e colaboradores, dois peptideos encontrados no veneno de escorpido (Hpl1036 e
Hp1239) demonstraram potente atividade virucida contra o HHV-1, bem como inibi¢éo
da adsorc¢éao e penetracéo viral, além de acdo na biossintese viral apds a infec¢édo das
células Vero, inativando as particulas virais intracelulares e impedindo sua
proliferacdo (HONG et al., 2014). Outro estudo recente demonstrou a atividade
inibitéria dose-dependente do peptideo Eval418, também purificado a partir do veneno
de escorpido, contra o HHV-1. Os autores observaram que o peptideo foi capaz de
inibir a adsorcao do virus a célula hospedeira, entretanto o0 mesmo n&o ocorreu com
a infeccéo estabelecida devido a sua baixa absorcéo celular. Diante disso, foram feitas
modificacdes no peptideo Eval418 por meio da inser¢cdo de residuos de histidina,
melhorando sua helicidade. Tal modificagdo originou o analogo Eval418-FH5, o qual
além de apresentar uma menor toxicidade e potente inibicdo da adsorcdo viral,

também apresentou atividade inibitoria intracelular (ZENG et al., 2018).



Tabela 7. Exemplos de peptideos com atividade antiviral descritos na literatura e seus possiveis mecanismos de acao.

Peptideo

Caerina 1.9

Indolicidina

Kalata B1

HNP1

HBD3

HD5

RC2

Pa-MAP1

HS-1

Origem

Pele de anfibios.

Neutrofilos bovinos.

Oldenlandia affinis.

Leucdcitos humanos.

Leucdcitos humanos.

Células de Paneth, células
epiteliais do trato genital
feminino.

Leucdcitos humanos.

Pleunorectus americanus.

Hypsiboas semilineatus.

Virus alvo

HIV.

HHV-1, HHV-2.

HIV.

HIV, HHV-1, HHV-2,

HAdV, AIV-A, BKV.

AIV-A.

HHV-2, HAdV, AIV-A,

BKV.

IAV.

HHV-1, HHV-2.

DENV-2 e DENV-3.

Mecanismo de inibic&o viral

Virucida.

Virucida.

Virucida, inibi¢do da fusao viral a
membrana celular.

Ac¢do virucida, inibig&do da
adsorcao, penetracao e inibicao
da expressao génica viral.

Inibicdo da adsorcéo e
penetracédo viral.

Ac¢do virucida e inibicdo da
expressao génica.

Inibicdo da adsorcéo e
penetracéo.

Virucida.

Acdo virucida e inibicao da
adosorcao.

Referéncias

VANCOMPERNOLLE, 2005.

CASTILLA, 2004,
YASIN, 2000.

HENRIQUES; CRAIK, 2010;
HENRIQUES et al., 2011.

WANG, 2004;
HAZRATI, 2006.

LEIKINA, 2005.

HAZRATI, 2006; SMITH,
2008; WILSON, 2013.

LEIKINA, 2005.

MIGLIOLO et al., 2012;
VILAS BOAS et al., 2017.

MONTEIRO et al., 2018.



Mastoparano 7

Temporina B

Melitina

Magaininale 2

Cecropina A

Eval418-FH5

Hp1036
Hp1239

Vespula lewisii.

Rana temporaria.

Apis melifera.

Xenopus laevis.

Hyalophora cecropia.

Euscorpiops validus.

Heterometrus petersii.

VZV.

HHV-1.

HIV-1, HHV-1, HHV-2, JV.

HHV-1, HHV-2.

HIV, HHV-1, HHV-2, JV.

HHV-1.

HHV-1.

Agé&o no envelope viral.

Virucida.

Lise do envelope viral.

Virucida.

Inibicdo da expressédo génica.

Inibicdo da adsorc¢ao viral e acdo

intracelular.

Acdo virucida, inibicdo da
adsorcao e penetracdo, acao

intracelular.

SAMPLE et al., 2013.

MARCOCCI et al., 2018.

ALBIOL; CASTILLA, 2004,
WACHINGER et al., 1998;
GALDIERO et al., 2013.

ALBIOL; CASTILLA, 2004;
EGAL et al., 1999.

WACHINGER et al., 1998;
ALBIOL; CASTILLA, 2004.

ZENG et al., 2018.

HONG, 2014.

64

HHV-1 — Human alphaherpesvirus 1; HHV-2 — Human alphaherpesvirus 2; HIV — virus da imunodeficiéncia humana; HAdV — adenovirus humano; AlV-A — virus
da influenza aviaria A; BKV — virus BK; VZV — virus varicela-zoster; HCV — virus da hepatite C; DENV — dengue virus; JV — junin virus.
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5.1.1 IDR-1018

O amplo espectro de funcbes desempenhadas pelos PDHs, levou ao
desenvolvimento de analogos sintéticos denominados peptideos reguladores de
defesa inata (IDR), os quais foram gerados com melhor atividade biol6gica e
citotoxicidade reduzida contra células de mamiferos. Além disso, esses peptideos
também regulam o efeito pro-inflamatdrio, prevenindo uma resposta imune
exacerbada potencialmente prejudicial para o organismo (MANSOUR; FUENTE-
NUNEZ; HANCOCK, 2015; NIYONSABA et al., 2013; PACHON-IBANES et al., 2017).

Dentre os diversos IDRs desenvolvidos, estd o peptideo catiébnico IDR-1018
(VRLIVAVRIWRR-NHz), o qual foi sintetizado a partir da sequéncia de uma
bactenecina isolada de neutrofilos bovinos (Bac2a) combinado a substituices
pontuais e delecbes, com o0 objetivo de tornar sua capacidade imunomodulatéria
superior a apresentada pela Bac2a. Os mecanismos de a¢do imunomodulatérios do
IDR-1018 envolvem a regulacéo da expressao de citocinas inflamatérias, como o TNF-
a, além da reducdo de mediadores proé-inflamatérios, bem como a modulacdo da
diferenciacdo e ativacdo de macréfagos (M1 e M2) e neutréfilos (ACHTMAN et al.,
2012; ANDRESEN; TENSON; HAURYLIUK, 2016; CHOE et al., 2015).

Um dos primeiros estudos realizados em relacéo a atividade imunomodulatéria
in vivo do IDR-1018, demonstrou a induc¢ao cicatricial de feridas, no qual observou-se
um fechamento mais rapido das lesées em camundongos em relacdo ao veiculo
controle, sendo superior a outros peptideos como a LL-37 (STEINSTRAESSER et al.,
2012). O IDR-1018 também apresentou eficAcia como terapia adjuvante contra
malaria cerebral em modelos animais, condicdo na qual acredita-se que a morte do
hospedeiro ocorra devido a inflamagéo macica nos tecidos cerebrais (ACHTMAN et
al., 2012; MANSOUR; FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2015; STEINSTRAESSER et
al., 2012).

Outros estudos com esse peptideo demonstraram atividade imunomodulatéria
em modelos animais infectados com microrganismos resistentes, incluindo o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Mycobacterium tuberculosis e
Escherichia coli. Adicionalmente, o IDR-1018 apresentou acdo antifingica contra
Candida albicans, atividade antibiofilme e forte sinergismo com antibidticos
convencionais, além da eliminacdo de biofilmes pré-existentes de Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae,



66

Staphylococcus aureus MRSA e Salmonella. typhimurium (FREITAS et al., 2017;
MANSOUR; FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2015; PACHON-IBANES et al., 2017).

Em relacdo as propriedades antivirais do IDR-1018, Shestakov e colaboradores
realizaram a avaliacdo de quatro peptideos sintéticos (1002, 1006, 1018 e HH-2)
contra o0 HHV-2, os quais demonstraram acéo antiviral in vitro reduzindo a infeccéo
viral em células Vero de forma dose-dependente. Nos ensaios de mecanismo de acao,
0s peptideos apresentaram inibicdo da adsorcdo e da penetracdo, mas nao tiveram
acao intracelular, além disso também foram efetivos no teste contra o HHV-2 em
sémen humano. Além dos efeitos citados, o IDR-1018 também apresentou acao in
vivo, em modelo murino de infec¢do genital, quando misturado com o virus antes da
administracdo, e mesmo diante de altas doses infectivas preveniu a disseminacao viral
e desenvolvimento da doenca nesses animais (SHESTAKOQV et al., 2013).

Os estudos relacionados as propriedades antivirais do IDR-1018 s&o escassos,
se comparados a quantidade de trabalhos sobre a acdo antibacteriana e
imunomodulatéria disponiveis na literatura. Além disso, a maioria dos trabalhos
demonstrando a acdo antiviral de PDHs naturais e sintéticos sdo realizados em
sistema ex vivo, sendo de grande importancia a realizacdo de testes in vivo antes de
extrapolar a acdo de peptideos sintéticos como potenciais microbicidas (SHESTAKOV
et al., 2013).

5.1.2 DJK-6

Descrito pela primeira vez por Fuente-Nufies em 2015, o peptideo DJK-6 possui
12 residuos de aminoacidos (VQWRRIRVWVIR-NH) e foi desenhado com base nas
propriedades inerentes ao IDR-1018 e outros peptideos antimicrobianos estudados
pelo referido pesquisador. Esse peptideo consiste em um D-enantibmero resistente a
proteases, com um grande espectro de acao antibiofilme, apresentando um potencial
dez vezes maior que outros peptideos previamente identificados. O desenvolvimento
de peptideos D-enantibmeros pode ser utilizado para evitar a resisténcia adquirida por
bactérias contra os PDHSs, devido a sua suscetibilidade a degradacao por proteases
bacterianas ou proteases do hospedeiro presentes nos sitios de infeccdo (FUENTE-
NUNEZ et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; SHARTOUNY; JACOB, 2018).
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O DJK-6 e seu similar DJK-5, demonstraram melhora da atividade dos
antibiéticos B-lactdmicos meropenem, imipenem e cefepime na prevencdo da
formacao de biofilme pela Klebisiella pneumoniae produtora de carbapenemase. Além
disso, a combinacédo desse peptideo com o meropenem foi capaz de destruir biofilmes
previamente formados desses isolados clinicos. Esses peptideos também
demonstraram atividade in vitro contra infeccdo por Pseudomonas. aeruginosa em
organismos invertebrados (FUENTE-NUNEZ et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015).
Apesar dos estudos citados, ndo ha dados na literatura sobre a acdo antiviral do DJK-
6.
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5.2 METODOLOGIA

Os materiais, reagentes e suplementos utilizados no cultivo de células Vero,
bem como as condi¢cdes em que este foi realizado, estdo descritos na metodologia
capitulo 1, item 1.1. Da mesma forma, a multiplicagéo e preparo do estoque viral, bem
como a titulagdo do HHV-1 foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no

capitulo 1, item 4.2.

5.2.1 Peptideos utilizados no estudo

Os peptideos IDR-1018 e DJK-6 foram sintetizados em laboratorio (Aminotech,
Brasil) e adquiridos pelo Centro de Andlises Protebmicas e Bioquimicas da
Universidade Catdlica de Brasilia (CAPB). Para confirmacédo da pureza, foi realizada
a determinacdo das massas moleculares por espectrometro de massa do tipo MALDI
ToF/ ToF Ultraflex Ill (Bruker Daltonics) (Anexo B). A quantificacdo do peptideo DJK-
6 foi realizada de acordo com a metodologia de Murphy e Kies (1960) e para a
quantificacdo do peptideo IDR-1018, foi realizada leitura na faixa de A 280 nm e uso
de extingdo molar como fator de conversédo obtido por meio da ferramenta Expasy

Protparam.

5.2.2 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado para se definir a concentracao
maxima nao téxica (CMNT) dos peptideos IDR-1018 E DJK-6 em cultura de células
Vero. Dessa forma, foram realizadas diluicbes seriadas de ambos os peptideos em
DMEM sem SFB, nas concentracdes de 200 pg.mL*%, 100 pg.mL?, 50 pg.mL?,
25 pg.mL?, 12,5 pg.mL?, 6,25 pg.mL* e 3,125 pg.mL1. As diferentes concentracdes
de cada molécula, foram inoculadas em placa de 96 pocos, com monocamada de
células Vero previamente preparada, em quadruplicata. Apés o in6culo, as células
foram incubadas por 48 h em estufa contendo 5 % de CO2, a 37 °C, em atmosfera
umida. Apods o tempo de incubacéo, foi realizada a avaliacdo da viabilidade celular por
meio da técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium),
conforme descrito por Mosmann (1983). Na placa previamente inoculada com as

células Vero e os peptideos IDR-1018 E DJK-6 em diferentes concentracdes, foram
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adicionados em todos os pocgos 20 uL de MTT (Sigma-Aldrich, EUA) a 5 mg.mL™. A
placa foi incubada por 3 h em estufa a 37 °C, contendo 5 % de CO2. Apés a incubacéao,
o DMEM sem SFB foi descartado juntamente com o MTT e foram adicionados 100 uL
de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) na placa. Apés a adicdo do DMSO, a placa foi
armazenada em temperatura ambiente por 15 a 20 min para a solubilizacdo dos
cristais de formazan, cuja conversao é realizada pelas desidrogenases mitocondriais
das células viaveis. Por fim, foi realizada a leitura da absorbancia em uma leitora de
microplacas a 490 nm (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991, com modifica¢des). A
viabilidade celular foi calculada pela razdo entre a média da absorbancia dos pogos
contendo os peptideos e a média da absorbancia dos pocos contendo apenas a
células (controle). A partir disso, definiu-se a CMNT como a concentracao
correspondente a 80 % de viabilidade celular (CC20). Adicionalmente, definiu-se a

concentracdo em que 50 % das células apresentaram viabilidade (CCso).

5.2.3 Ensaio antiviral

Partindo da CMNT definida conforme o item 5.2.2, foram realizadas diluicdes
seriadas a fim de se obter cinco concentracdes dos peptideos IDR-1018 (25 pg.mL™,
12,5 pg.mL%, 6,25 pg.mL?t, 3 pg.mLt, 1,6 pg.mL*) e DIK-6 (100 pg.mL1, 50 pg.mL1,
25 pg.mL?, 12,5 pg.mL?, 6,25 pg.mL1). Inicialmente, foram preparadas as solucdes
de cada peptideo nas CMNTs, com volume final de 2 mL. Em outros quatro tubos
eppendorf, foi adicionado 1 mL de DMEM sem SFB. A diluicéo foi realizada partindo
de 1 mL da solucao inicial dos peptideos. Para o ensaio antiviral, foram inoculados
1 mL de células Vero, com concentracédo entre 10° e 108 células mL* em uma placa
de 24 pocos, a qual foi incubada em atmosfera imida por 48 h a 37 °C com 5 % de
CO2. Apds o tempo de incubacéao, o DMEM com SFB foi descartado e as células foram
tratadas com 1 mL de cada concentragcéo dos peptideos previamente diluidos e 100 pL
da suspenséao viral a 100 TCIDso, com exce¢do dos pogos com controle de células e
controle de virus. Apos o indculo, a placa foi incubada novamente em estufa por 48 h
e apos a analise do efeito citopatico (ECP), foi submetida a um ciclo de congelamento
e descongelamento para a lise das células e liberagdo das particulas virais no

sobrenadante.
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5.2.3.1 Ensaio de reducéo do titulo viral

O método de reducéao do titulo viral foi utilizado para inferir a atividade antiviral
in vitro dos peptideos IDR-1018 E DJK-6. Apds o descongelamento da placa de 24
pocos, foram feitas diluicGes seriadas (10! a 1077) do sobrenadante de cada poco
contendo os peptideos e do controle de virus, utilizando-se o DMEM sem SFB como
diluente. Cada diluicao foi inoculada em monocamadas de células Vero previamente
preparadas em placas de 96 pocos, nas quais foram adicionados 100 uL de DMEM
sem SFB e 25 uL de cada diluicdo dos peptideos em seis poc¢os da placa. Em todas
as microplacas, a ultima linha foi reservada para o controle, contendo apenas a
monocamada de células Vero e DMEM sem SFB. Apos o inéculo, as microplacas
foram incubadas por 48 h a 37°C em estufa contendo 5 % de COx. A leitura e o célculo
do titulo viral foram realizados de acordo com a metodologia de Reed e Muench
(1938), conforme descrito no capitulo 1, item 4.2.2.1. A partir desses titulos, inferiu-se
o0 grau de atividade antiviral, por meio do indice de inibigcdo viral (IIV) e porcentagem
de inibicdo (PI). O valor do 11V foi calculado segundo a férmula proposta por Lagrota
(1978):

IV=B-A

na qual B corresponde ao titulo viral na cultura de células ndo tratada (controle de
virus) e A corresponde ao titulo do virus na cultura celular tratada .

A PI foi obtida de acordo com a férmula proposta por Nishimura, Toku e
Fukuyashu (1977):

PI = [1-(antilog T/ antilog C)] x 100

em que T corresponde as unidades infecciosas nas culturas de células tratadas e C

corresponde as mesmas unidades em células nao tratadas (controle de virus).

5.2.3.2 Curva dose-resposta e determinacao do indice de seletividade

As curvas dose-resposta demonstram o efeito dos peptideos IDR-1018 e DJK-
6 (PIl) em funcao de sua concentracao (log), sobre a replicacdo do HHV-1 em cultura
de células Vero. A partir desses dados, determinou-se a concentracéo dos peptideos
capaz de inibir 50 % da replicacdo viral (CEso) e o indice de seletividade (IS =
CCso/CEso). O IS é utilizado para estimar a seguranca de um farmaco e quanto maior
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o valor deste, maior a diferenca entre a dose efetiva para reduzir a replicagao viral
(CEso) e a dose capaz de causar toxicidade (CCsp). Considera-se um bom perfil de
seguranca quando a molécula apresenta valor de IS acima ou igual a 10
(DEZENGRINI et al., 2010; TAMARGO; LE HEUZEY; MABO, 2015).

5.2.4 Avaliacao do efeito sobre o ciclo replicativo viral (time of addition assay)

5.2.4.1 Ensaio de inibicdo da adsorc¢ao viral

Para inferir a possivel acdo dos peptideos IDR-1018 e DJK-6 sobre os
receptores celulares, aos quais as particulas virais interagem na etapa de adsorcéao,
as monocamadas de células Vero previamente preparadas em placas de 24 pocos,
foram mantidas em contato com as solugées dos peptideos nas CMNTs (25 pug.mL?
e 100 pg.mL1), por 1 h a 4 °C. Apéds esse periodo, o sobrenadante foi descartado, os
pocos foram lavados com DMEM sem SFB frio e foram adicionados 100 uL da
suspencao viral a 100 TCIDso as células tratadas e néo tratadas (controle). As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h e depois congeladas, conforme protocolo modificado
de Martins et al. (2009). Ap6s o descongelamento, a replicagédo viral foi avaliada

conforme descrito no item 4.2.2.1 do capitulo 1.

5.2.4.2 Ensaio de inibicdo da penetracéo viral

Para verificar a possivel acdo dos peptideos IDR-1018 e DJK-6 sobre a etapa
de penetracdo viral em cultura de células Vero, foram inoculados 100 pL da suspensao
viral a 100 TCIDso em monocamadas de ceélulas Vero confluentes, previamente
preparadas em placas de 24 pocos e incubadas por 1 h a 4 °C. Apos o tempo de
adsorcao, as células Vero foram lavadas com DMEM sem SFB, tratadas com 1 mL
das solucdes dos peptideos nas CMNTs (25 pug.mL? e 100 pg.mL1) e novamente
incubadas por 1 h a 37 °C. Posteriormente, uma nova lavagem foi realizada e o DMEM
sem SFB foi adicionado as placas, as quais foram incubadas a 37 °C por 48 h em
atmosfera umida com 5 % de CO2. As placas foram submetidas a um ciclo de

congelamento e descongelamento, conforme protocolo modificado de Martins et al.
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(2009). A avaliacéo da replicacédo viral foi realizada de acordo com o item 4.2.2.1 do

capitulo 1.

5.2.4.3 Ensaio de acéo intracelular

Para inferir se os peptideos IDR-1018 e DJK-6 possuem atividade sobre
alguma etapa da biossintese viral, monocamadas de células Vero previamente
preparadas em placas de 24 pocos, foram mantidas em contato com as suspencdes
virais (100 TCIDso) por 1 h a 4 °C. Em seguida, as celulas Vero foram lavadas e
novamente incubadas com DMEM sem SFB por 1 h a 37 °C. Apés esse periodo, as
células foram tratadas com 1 mL das solucdes dos peptideos nas CMNTSs (25 pug.mL"
1 e 100 pg.mL?) e incubadas por 18 h a 37 °C (os pocos controle foram mantidos
apenas com o DMEM sem SFB). Além dos controles de células e de virus, o aciclovir
(20 pg.mL1) foi utilizado como controle positivo do ensaio. Por fim, as células Vero
foram lavadas e incubadas com o DMEM sem SFB por 24 h a 37 °C em atmosfera
umida, sendo congeladas apds esse periodo, conforme protocolo modificado de
Martins et al. (2009). Dado o descongelamento, a titulacado viral foi avaliada conforme

o item 4.2.2.1 do capitulo 1.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Efeito citopatico (ECP) do HHV-1 sobre as células Vero

Nos ensaios de reducéo do titulo viral realizados, a inibicdo da replicacéo viral
foi avaliada de acordo com a presenca ou auséncia de ECP na cultura celular, ap6s
48 h do inoculo viral. As figuras 11B e 11C demonstram alteracées morfologicas
observadas apos a infeccéo pelo HHV-1 em cultura de células Vero. Essas alteracoes
tém sido caracterizadas pelo aumento do nucleo e arredondamento das células, as
quais permanecem ligadas umas as outras por prolongamentos citoplasmaticos,
formando focos semelhantes a cachos de uva. Também foi possivel observar a
destruicdo da monocamada celular, além da presenca de estruturas multinucleadas
(sincicios) formadas pela fuséo das células, indicadas na figura pelas setas pretas. Os
efeitos citopaticos descritos foram comparados ao controle de células, utilizado como

parametro de normalidade morfologica dos ensaios (Figura 11A).

Figura 11. Ensaio de reducéo do titulo viral. (A) Controle celular apds 48 h de crescimento em DMEM
(aumento: 400x). (B) Monocamada de células Vero 48 h ap6s o inéculo do HHV-1 no titulo de 100
TCIDso (aumento: 400x). (C) Efeito citopatico caracteristico do HHV-1 em células Vero, com destrui¢cao
da monocamada celular apds 48 h do indculo viral (aumento:400x). As setas pretas indicam a formacgao
de sincicios na cultura celular. HHV-1: Human alphaherpesvirus 1.

5.3.2 Ensaio de viabilidade celular

Para realizar os ensaios antivirais, inicialmente foram definidas as
concentracfes maximas nado téxicas (CMNT) das moléculas, como a concentracao
em que pelo menos 80 % das células permaneceram viaveis, ou seja, sem alteracdes

em sua morfologia. De acordo com os resultados, o peptideo IDR-1018 néo
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apresentou toxicidade em cultura de células Vero e ndo houve diferenga estatistica
entre as concentracdes utilizadas e o controle néo tratado (Figura 12A). De maneira
semelhante, o peptideo DJK-6 também n&o apresentou diferenca estatistica
comparado ao controle ndo tratado. Entretanto, foi observado viabilidade celular acima
de 80 % a partir da concentracdo de 100 ug.mL?, a qual foi definida como a CMNT

desta molécula (Figura 12B).

Figura 12. Ensaio de viabilidade celular dos peptideos IDR-1018 (A, barras em verde), DJK-6 (B, barras
em azul). Foram avaliados os perfis de citotoxicidade das moléculas em células Vero apos 48 h de
tratamento em diferentes concentracfes pela técnica de MTT. Os valores representam as médias + DP
(n=4) e foram analisados pelo one-way ANOVA e teste de Dunnett, p<0,05, comparando ao grupo néo
tratado (NT).
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No ensaio de viabilidade celular, também foram definidas as concentracdes em
que 50 % das células apresentaram-se viaveis (CCso) para cada peptideo avaliado.
Na tabela 7 estdo descritos os valores da CMNT e CCso definidos para cada peptideo,
bem como a concentragdo inicial utilizada no ensaio de viabilidade celular. N&o foi
possivel calcular a CCso dos peptideos IDR-1018 e DJK-6, visto que estes
apresentaram viabilidade acima de 80 % nas concentragdes maximas. Dessa forma,

considerou-se um valor acima de 200 pg.mL* para ambos os peptideos.

Tabela 8. Ensaio de viabilidade celular. A tabela descreve os valores da CMNT e CCso definidos para
os peptideos IDR-1018 e DJK-6, bem como a concentracgdo inicial utilizada no ensaio.

. Concentracao 1 CCso
Moléculas testadas inicial (ug.mL") CMNT (ug.mL™) (ug.mL)

IDR-1018 200 200 > 200

DJK-6 200 100 > 200

CMNT: concentrac@o maxima néo toxica; CCso: concentracéo em que 50 % das células apresentaram
viabilidade.
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5.3.3 Ensaio antiviral

A partir das CMNTSs determinadas no ensaio de viabilidade celular foi realizada
a avaliacao do efeito inibitério in vitro dos peptideos IDR-1018 e DJK-6 contra o0 HHV-
1. Este efeito foi expresso pelo indice de inibi¢éo viral (11V) de acordo com o método
de Reed e Muench (1938), e pelo percentual de inibicdo (PI) calculado pela formula
proposta por Nishimura, Toku e Fukuyashu (1977).

Ambos os peptideos apresentaram inibi¢do significativa da replicacéo viral nas
concentracfes maximas testadas. O ensaio com o peptideo IDR-1018 foi iniciado com
a CMNT de 200 pug.mL?* (Figura 13A). Entretanto houve inibicdo da replicacéo viral
acima de 90 % nas maiores concentracdes desse peptideo. Dessa forma, foram
selecionadas as concentracdes do peptideo IDR-1018 a partir de 25 pg.mL* para a
curva dose-resposta, a qual apresentou Pl de 98,9 %. Na segunda e terceira
concentragbes testadas (12,5 pg.mL* e 6,25 pg.mL?), a Pl foi de 86,7 % e 13,7 %
respectivamente, com auséncia de inibicdo viral nas duas Ultimas concentragdes do
peptideo (3 ug.mL* e 1,6 pg.mL1).

Para o peptideo DJK-6, 0o ensaio antiviral foi iniciado com a CMNT de 100
ug.mL1, na qual foi observada inibicdo da replicacéo viral de 99,8 %. Na concentragdo
do peptideo de 50 pg.mL™?, o valor da Pl se manteve significativo, com 93,5 % de
inibicdo viral, caindo para 53,3 % na concentracdo subsequente (25 ug.mL?). Nas
duas ultimas concentracdes testadas (12,5 ug.mL* e 6,25 ug.mL™?), ndo foi observada
inibicdo da replicacdo viral na cultura celular (Figura 13B).

As curvas dose-resposta foram realizadas com o objetivo de definir a
concentracdo capaz de inibir 50 % da replicacéo viral (CEso) de cada peptideo por
regressao nao linear. A partir dos valores do CCso e CEso foi calculado o indice de
seletividade (1S), o qual deve apresentar um valor maior ou igual a 10 para que a
molécula tenha um bom perfil de seguranca. Devido ao perfil ndo citotdéxico
apresentado pelos peptideos IDR-1018 e DJK-6, nédo foi possivel determinar o CCso
dos mesmos e por isso, inferiu-se um IS maior que 22,9 e maior que 8,2,
respectivamente. Na tabela 8, estdo descritos o CEso e 0 IS de cada peptideo testado,

bem como o IIV e PI referentes a concentragdo maxima utilizada no ensaio antiviral.
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Figura 13. Ensaio antiviral. O efeito inibitério in vitro dos peptideos IDR-1018 (A) e DJK-6 (B) contra a
replicacdo do HHV-1 foi expresso em percentual de inibicdo (PI) e analisado por regresséo néo linear
para célculo do CEso, a partir das curvas dose-resposta. Os valores das Pl (eixo Y) representam as
médias + DP (n=3). CEso: concentracé@o efetiva capaz de inibir 50 % da replicacdo viral em cultura
celular. HHV-1: Human alphaherpesvirus 1.
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Tabela 9. Ensaio antiviral dos peptideos IDR-1018 e DJK-6 contra o HHV-1. Na tabela estéo descritos
os valores do 11V e PI referentes a concentracao inicial utilizada no ensaio, bem como o CEso, definido
a partir das curvas dose-resposta por regressao néo linear e o IS.

Molécula Concentragéao 0 CEso

testada inicial (ug.mL™"1) v P1 (%) (ug.mL1) IS

IDR-1018 25 1,97 98,9 8,7 >22,9
DJK-6 100 2,85 99,8 24,5 >8,2

IIV: indice de inibicdo viral; PI: percentual de inibi¢cdo; CEso: concentracdo efetiva capaz de inibir 50 %
da replicagdo viral; IS: indice de seletividade.

5.3.4 Avaliacao do efeito sobre o ciclo replicativo viral (time of addition assay)

A partir dos resultados dos ensaios antivirais, nos quais os peptideos IDR-1018
e DJK-6 apresentaram valores significativos de inibi¢cdo in vitro do HHV-1 em suas
CMNTs, foi realizada a analise do possivel efeito dessas moléculas sobre as
diferentes etapas do ciclo replicativo viral (Figura 14). O peptideo IDR-1018
apresentou atividade nos trés ensaios por tempo de adi¢do (time of addition assay),
com PI significativa de 95,6 % no ensaio de inibicdo da adsor¢céo e Pl de 99,9 % no
ensaio de inibicdo da penetracdo e ensaio de acao intracelular. O peptideo DJK-6
apresentou acao nos ensaios de inibicdo da penetracao e intracelular, com PI de
81,8 % e 94,5 %, respectivamente. Entretanto, ndo foi observada nenhuma influéncia

dessa molécula durante a fase de adsorc¢éao viral, comparado ao controle nao tratado.
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Nos ensaios de efeito intracelular, os peptideos IDR-1018 e DJK-6
apresentaram reducéo significativa da replicagéo viral, comparados aos controles nao
tratados. Ambos os peptideos apresentaram acéo inibitéria em concentracdes
superiores (200 pg.mL* e 100 pg.mL*) comparadas ao aciclovir (ACV), utilizado como

controle positivo do teste (20 pg.mL-1).

Figura 14. Ensaio de efeito do tratamento com os peptideos IDR-1018 e DJK-6 em suas respectivas
CMNTSs, sobre o ciclo replicativo do HHV-1. A acao dos peptideos foi avaliada nas etapas de adsorc¢ao,
penetracdo e durante a biossintese viral, comparada ao controle nado tratado. O aciclovir foi utilizado
como controle positivo do ensaio intracelular. Os valores representam as médias + DP (n=3). HHV-1:
Human alphaherpesvirus 1.
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6 DISCUSSAO

As infeccbes causadas pelos herpesvirus humanos (HHV) constituem um
importante problema de saude publica devido a sua caracteristica contagiosa,
capacidade de estabelecer laténcia no hospedeiro com episodios de recorréncia da
infeccdo, além de mutabilidade e potencial epidémico. O tratamento pode ser
realizado por meio dos analogos de nucleosideos, incluindo o aciclovir, 0s quais agem
inibindo a DNA polimerase viral. Entretanto, o uso prolongado desses antivirais tem
favorecido o surgimento de resisténcia, causando infec¢des graves principalmente em
neonatos e pacientes imunocomprometidos, com altas taxas de mortalidade. Além
disso, os analogos de nucleosideos ndo sdo capazes de prevenir o processo de
laténcia e reativacdo da doenca, uma vez que esses farmacos agem apenas nas
particulas virais em replicacdo ativa (KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV,
2014; RECHENCHOSKI et al., 2017).

Diante disso, tem sido imperativo o desenvolvimento de novos antivirais com
diferentes mecanismos de acdo para o tratamento das infeccfes pelo HHV. Nesse
sentido, o presente estudo visou avaliar a atividade antiviral de diferentes
biomoléculas contra 0 HHV-1 em duas vertentes: compostos derivados de produtos
naturais e peptideos imunomodulatérios. Dessa forma, foram avaliados quatro
compostos isolados da espécie Campomanesia adamantium e a chalcona
cardamonina, sintetizada em laboratério, contra a replicacdo do HHV-1 em cultura
celular. Adicionalmente, os peptideos IDR-1018 E DJK-6 foram analisados quanto a
sua capacidade inibitoria in vitro contra o HHV-1, bem como sua possivel acdo nas
diferentes etapas do ciclo replicativo viral.

Dentre as inUmeras abordagens para o desenvolvimento de novas moléculas
antivirais, os compostos derivados de plantas medicinais tém ganhado destaque
devido a sua atividade sobre os diferentes estagios da replicacéo viral. No presente
estudo, os compostos Cl1, C2, C3 e C4, isolados da espécie Campomanesia
adamantium, apresentaram acgao significativa contra a replicacdo do HHV-1 em cultura
de células Vero, com 99,9 % de inibicéo viral em suas respectivas CMNTSs. Entretanto,
a analise por espectrometria de massas constatou a presenca de contaminantes nos
compostos analisados, comprometendo os resultados obtidos. Diante disso, foi dado

continuidade apenas aos ensaios com a chalcona cardamonina.
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As chalconas constituem uma estrutura comum presente na natureza,
especialmente em produtos naturais derivados de plantas. Na quimica medicinal, as
chalconas sdo consideradas moléculas privilegiadas devido a sua estrutura simples,
de facil identificacdo e sintese. Esses fatores combinados ao vasto espectro de
atividades biolégicas apresentados por estas moléculas tém incentivado estudos
relacionados as suas propriedades antimicrobianas, bem como a identificacdo de
alvos especificos de acdo (ZHUANG et al., 2017). No presente estudo, a chalcona
cardamonina apresentou atividade in vitro significativa contra a replicagéo do HHV-1,
com inibicdo completa do efeito citopatico viral nas duas maiores concentraces
testadas (25 ug.mL* e 12,5 pg.mL?). A partir da curva dose-resposta, inferiu-se a
concentracéo efetiva capaz de inibir 50 % da replicacdo viral (CEso) como 1,5 pg.mL"
!, sugerindo que mesmo em concentra¢gées pequenas, a molécula pode interferir na
infeccéo pelo HHV-1 em cultura celular.

Os estudos relacionados a atividade antiviral da cardamonina na literatura sdo
escassos, especialmente contra virus da familia Herpesviridae. No estudo realizado
por Murakami e colaboradores (1993), a atividade inibitéria in vitro da cardamonina foi
observada contra o virus Epstein-Barr (EBV) na presenca do promotor tumoral
teleocidina B-4. De acordo com os dados, a cardamonina apresentou inibicdo
completa da ativacdo do EBV na concentragdo de 6,75 ug.mL*, com ECso de 0,83
ug.mL. Em outro estudo, Cole et al. (2016) realizou a avaliacdo da atividade anti-HIV
de uma série de flavonoides em cultura de células e 0s compostos mais promissores
foram utilizados como modelo para a sintese de novas moléculas mais potentes e com
menor toxicidade. Dentre elas, as chalconas apresentaram o melhor equilibrio entre
poténcia de acdo antiviral e toxicidade celular, uma vez que as chalconas 80 e 8p
(10 pM) apresentaram porcentagem de inibicAo acima de 92 % sem afetar a
viabilidade da linhagem celular pré-mielocitica (PM1). Adicionalmente, observou-se
aumento significativo da inibicdo viral (60 % a 90 %) ao realizar a pré-incubacéo das
células com a chalcona 80, sugerindo que essa molécula pode ser promissora para a
terapia contra o HIV-1.

Na avaliacdo de citotoxicidade da cardamonina em cultura de células Vero,
observou-se viabilidade celular acima de 80 % nas concentragdes menores que
25 ug.mL?, a qual foi definida como a CMNT desta molécula. Adicionalmente, foi

definida a concentracdo da molécula capaz de reduzir 50 % da viabilidade celular
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(CCso) em 32,7 ug.mL2t. Um estudo realizado por Aderogba et al. (2012) avaliou a
citotoxicidade da cardamonina isolada da espécie Combretum apiculatum em células
Vero. De acordo com os dados, houve consideravel reducao da viabilidade celular nas
concentracdes acima de 50 ug.mL1. Em outro estudo realizado por Li et al. (2008), a
toxicidade da cardamonina e de outras trés chalconas denominadas flavokawain A, B
e C (100 uM) foram avaliadas em linhagem de células hepaticas humanas (L-02) e em
células de hepatoma humano (HepG2). Dentre as quatro chalconas avaliadas, a
cardamonina apresentou maior toxicidade, com CCsp de 30,90 para a L-02 e CCso de
22,63 para a HepG2.

A curva dose-resposta também pode ser utilizada para gerar informacdes a
respeito da margem de seguranca de uma determinada molécula, utilizada para
produzir um efeito especifico. Tal medida pode ser inferida por meio do indice de
seletividade (IS), o qual expressa a diferenca entre a dose efetiva para reduzir a
replicacédo viral (ECso) e a dose capaz de causar toxicicidade (CCso). Portanto, quanto
maior o valor do IS, maior serd a seguranca da molécula testada, sendo que um IS
igual ou acima de 10 é considerado o valor desejavel, segundo a literatura
(DEZENGRINI et al., 2010; TAMARGO; LE HEUZEY; MABO, 2015). Devido a alta
variabilidade observada entre as réplicas dos ensaios antivirais com a cardamonina,
inferiu-se um valor aproximado de IS em torno de 21,8, indicando que essa molécula
pode ser promissora no estudo e desenvolvimento de novos antivirais contra o HHV-
1.

O amplo espectro de bioatividade apresentado pelas chalconas indica que
essas moléculas possuem um perfil de acdo promiscuo, podendo agir em diversos
alvos diferentes (MATEEVA et al., 2017; ZHOU; XING, 2015). Nos ensaios de efeito
por tempo de adicdo (time of addition assay), a cardamonina apresentou potente
atividade contra o HHV-1 nas etapas de penetracéo viral e intracelular. Por outro lado,
a acao na etapa de adsorcao viral foi inferior comparada aos ensaios anteriores, com
inibicdo viral de 42,7 %. A partir desses resultados, sugere-se que a cardamonina
pode atuar principalmente inibindo a fusdo e entrada do HHV-1 na célula hospedeira,
0 que pode ocorrer pela destruicdo do envelope viral ou pela interacdo de proteinas
responsaveis pela fusado deste com a membrana celular, por exemplo. Outra hipotese
€ que a cardamonina atue inibindo a biossintese viral, por meio da supressao da

expressao génica ou inibicdo da sintese de proteinas estruturais e ndo estruturais, por
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exemplo. Estudos mais detalhados sdo necessarios para determinar os alvos de a¢éo
especificos da cardamonina e a forma de interagdo molecular que leva a inibicdo da
infecgao in vitro pelo HHV-1.

A identificacdo de alvos moleculares em estudos com compostos bioativos,
especialmente produtos naturais, € uma etapa decisiva na pesquisa farmacéutica.
Diversas estratégias tém sido utilizadas para explorar os alvos diretos de interagdo
das chalconas nas infeccbes virais como por exemplo, a ferramenta de docking
molecular. Estudos realizados por meio desta ferramenta, demonstraram a acao de
chalconas sintéticas contra o HIV-1, pela interagdo com a enzima integrase viral
(DENG et al., 2007) e com a enzima transcriptase reversa (RT). Neste ultimo caso,
observou-se que a inibicdo da enzima RT pode estar relacionada com os tipos e
posicdes das substituicbes estruturais, interferindo na hidrofobicidade da molécula
(HAMEED et al., 2016). Outro estudo demonstrou ainda a acgao da
tetrahidroximetoxichalcona, licochalcona A e licochalcona B contra o promotor do virus
HIV induzido por TPA, sugerindo que essas chalconas sdo capazes de suprimir a
expressao génica viral (UCHIUMI et al., 2003).

A acdo das chalconas em alvos especificos também foi demonstrada contra as
proteases quimotripsina-like (3CLP®) e papaina-like (PLP™), essenciais para a
replicacdo do coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda (SARS-CoV).
Neste estudo, a atividade antiviral de chalconas e cumarinas isoladas da espécie
Angelica keiskei foram analisadas e dentre elas, a chalcona 6 demonstrou atividade
inibitéria mais potente, com ECsode 11,4 uM e 1,2 uM nos testes com a 3CLP™ e PLP™,
respectivamente. Além disso, a analise detalhada da inibicdo proteica demonstrou que
as chalconas isoladas dessa espécie de planta atuam por inibicdo competitiva contra
a 3CLP™e por inibicdo ndo-competitiva contra a PLP® (PARK et al., 2015).

Além da pesquisa relacionada a compostos derivados de produtos naturais, a
busca de moléculas antivirais com diferentes alvos de acdo também envolve a
predicdo e desenho racional de peptideos, que permitem o desenvolvimento de
analogos sintéticos com melhor atividade antimicrobiana e toxicidade reduzida. Os
peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem ser encontrados em todos os
organismos vivos e apresentam atividade imunomodulatéria além de um amplo
espectro de acdo antimicrobiana, incluindo inibicdo de diferentes tipos de infecgbes
virais, especialmente contra virus envelopados. Diversas estratégias tém sido

utilizadas para o desenvolvimento de analogos sintéticos baseados em sequéncias de
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PDHs, visando otimizar seus parametros fisico-quimicos, melhorando suas actes
biolégicas e diminuindo sua toxicidade (GALDIERO et al.,, 2013; MANSOUR,;
FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2015). Um exemplo de anélogos sintéticos s&o o
peptideo IDR-1018, desenvolvido a partir da bactenecina bovina Bac2a, e o peptideo
DJK-6, desenhado com base nas propriedades inerentes ao IDR-1018.

No presente estudo, ambos os peptideos IDR-1018 e DJK-6 demonstraram
acao inibitoria dose-dependente contra o HHV-1. Para o peptideo IDR-1018,
observou-se completa inibicdo do efeito citopatico viral em cultura de células Vero, na
concentracdo de 200 pug.mL™. Nos testes com concentracées menores, a agédo do
peptideo permaneceu significativa, com inibicdo acima de 90 % a 25 pg.mL* e acima
de 80 % numa dose de 12,5 ug.mL*. O peptideo DIK-6 também apresentou redugéo
significativa da replicacéo viral nas maiores concentracdes utilizadas (100 ug.mL? e
50 pug.mL?). Por outro lado, sua acdo em concentracdes menores foi inferior se
comparado ao IDR-1018. O CEso definido para o DJK-6 foi de 24,5 ug.mL™, enquanto
o IDR-1018 apresentou CEso de 8,7 ug.mL?, sugerindo que apesar de ambos os
peptideos apresentarem acao antiviral in vitro, o IDR-1018 apresenta maior poténcia
devido a sua capacidade em inibir 50 % da replicacao viral em uma dose menor,
comparado ao DJK-6.

A acdo do IDR-1018 bem como de outros analogos da Bac2a contra o0 HHV-2
foi demonstrada no estudo realizado por Shestakov et al. (2013), no qual todos os
peptideos apresentaram acao inibitéria dose-dependente nos ensaios in vitro. Os
peptideos IDR-1018 e IDR-1002 apresentaram reducao do nimero de plaques acima
de 75 % na concentracdo de 125 ug.mL? e maior que 50 % na dose de 31 pg.mL™.
Por outro lado, os peptideos 1006 e HH-2 tiveram uma acéo inferior, com reducéo do
plague menor que 50 % na concentragdo de 62 pug.mL™*. Adicionalmente, todos
peptideos apresentaram auséncia de toxicidade em cultura de células Vero
(SHESTAKOV et al., 2013). Esse perfil ndo citotoxico também foi observado no
presente estudo, onde ndo houve reducdo da viabilidade celular na presenca da
CMNT utilizada para o ensaio com o peptideo IDR-1018 (200 pg.mL"1). Por outro lado,
no ensaio com o peptideo DJK-6, as células apresentaram viabilidade inferior a 80 %
nas concentracdes acima de 100 pg.mL™t. Entretanto, estatisticamente a diferenca
entre a viabilidade apresentada nessa concentracdo e o controle do ensaio nao foi

significativa.
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Devido ao perfil ndo citotoxico dos peptideos IDR-1018 e DJK-6, foram inferidos
valores de IS aproximados para ambos os peptideos. O peptideo IDR-1018
apresentou um IS acima de 22,9, sugerindo que o mesmo possui um bom perfil de
seguranca e pode ser uma molécula promissora para o desenvolvimento de um novo
antiviral contra o HHV-1. Por outro lado, o peptideo DJK-6 apresentou um valor de IS
inferior comparado ao IDR-1018. Entretanto, conforme mencionado anteriormente,
esses valores sdo aproximados e esses dados podem ser utilizados como um
direcionamento para novos estudos sobre o potencial antiviral do peptideo DJK-6, os
quais sdo escassos na literatura até o momento.

Devido a atividade inibitéria apresentada pelos peptideos IDR-1018 e DJK-6
Nnos ensaios antivirais contra a replicacdo do HHV-1, foram realizados os ensaios de
efeito por tempo de adicao (time of adition assay) para inferir a possivel acdo dos
peptideos sobre as diferentes etapas do ciclo replicativo viral. Os estagios iniciais da
infeccdo pelo HHV-1 consistem na adsorgao e subsequente entrada do virus na célula
hospedeira, por meio da interacéo de glicoproteinas presentes no envelope viral e as
glicosaminoglicanas celulares (KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). O
sulfato de heparan (HS) é a principal glicosaminoglicana expressa na superficie e na
matriz extracelular de diversos tipos de células e funciona como receptor para as
glicoproteinas gC e gB na etapa de adsorcao do HHV-1, levando a hipotese de que o
bloqueio deste receptor pode impedir a adsorcdo e entrada do virus na célula
hospedeira (JENSSEN, 2009; TIWARI; TARBUTTON; SHUKLA, 2015; ZHU; LI;
LIANG, 2011). Esta hipétese ja foi demonstrada em estudos anteriores utilizando
células recombinantes com auséncia de expresséo do receptor HS e com remocao
enzimatica de glicosaminoglicanas, as quais apresentaram reducdo da
susceptibilidade a infeccdo pelo HHV (JENSSEN, 2009; MARDBERG et al., 2002).

Nos testes realizados, o peptideo IDR-1018 apresentou atividade contra o
HHV-1 na etapa de adsorcao e penetracao viral, com 95,6 % e 99,9 % de inibicao
respectivamente. Esse resultado corrobora com os dados apresentados no estudo de
Shestakov et al. (2013), no qual todos os peptideos analogos da Bac2a testados
(1002, 1006, 1018 e HH-2) apresentaram inibi¢cao significativa da adsor¢cdo do HHV-2
em cultura celular e reducdo de plaque de aproximadamente 50 % no ensaio de
penetracdo. Adicionalmente, todos os peptideos apresentaram alta taxa de ligacao ao
receptor HS. Diante disso, sugere-se que a agao antiviral observada nos ensaios por

tempo de adicdo com o peptideo IDR-1018, possa estar ocorrendo devido a interacéo
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desse peptideo com o receptor HS da célula hospedeira. Essa interacdo pode estar
impedindo a adsorcdo e entrada do HHV-1 na célula, por meio da ligacao entre as
glicoproteinas do envelope viral e o receptor HS.

Outro fator relacionado a interacdo de peptideos com o receptor HS consiste
em seu alto potencial catibnico, de modo que anélogos sintéticos com residuos de
arginina possuem afinidade consideravelmente maior por glicosaminoglicanos
presentes na superficie celular. Essa caracteristica pode ser observada no estudo de
Jenssen et al. (2004), no qual peptideos sintéticos com acdao inibitéria contra o HHV-
1 e HHV-2 apresentaram maior afinidade pelo receptor HS proporcional ao aumento
de aminoécidos catibnicos na sequéncia peptidica. Além disso, os dados
demonstraram que mais de 43 % de residuos catibnicos S0 necessarios para que
esses peptideos apresentem atividade contra o HHV-1 e HHV-2. Borst et al. (2013)
demonstrou a acao inibitéria do peptideo CYVIP, derivado de hemofiltrado humano,
na adsorcdo do citomegalovirus humano (CMV) a célula hospedeira. Por meio de
estudos de estrutura-atividade, os autores demonstraram que os residuos de arginina
e lisina presentes no peptideo CYVIP sdo fundamentais para sua interacdo com o
receptor HS, impedindo a adsorcao viral. Diante disso, sugere-se que a acao inibitoria
apresentada pelo peptideo IDR-1018 na etapa de adsor¢do do HHV-1, possa estar
relacionada ao seu potencial catibnico e aos residuos de arginina presentes na
sequéncia desse peptideo.

Nos ensaios de efeito por tempo de adicdo com peptideo DJK-6, ndo foi
observada atividade inibitéria contra a adsor¢cdo do HHV-1. Entretanto, esse peptideo
demonstrou acéo na etapa de penetracao viral, com percentual de inibicdo acima de
80 %. Diferentes mecanismos de agdo foram propostos para peptideos capazes de
inibir a entrada do virus na célula hospedeira como acdo direta no envelope viral,
levando ao seu rompimento ou agregacao. Adicionalmente, estudos demonstraram
gue peptideos hidrofébicos ou anfipaticos séo capazes de estabelecer interacbes com
a membrana do envelope viral e com as proteinas responsaveis pela fusdo deste com
a membrana celular, impedindo que as particulas virais adsorvidas completem o
processo de entrada na ceélula hospedeira (BADANI; GARRY; WIMLEY, 2014,
FRANCI et al., 2017).

A acéo inibitéria contra a penetragdo do HHV-1 foi demonstrada no estudo de
Hong et al. (2014) com os peptideos Hp1036 e Hp1239, derivados do veneno de

escorpido. Ambos os peptideos demonstraram atividade inibit6ria in vitro contra o
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HHV-1 (ECs0 = 0,43 uM e 0,41 uM, respectivamente) por meio da ruptura do envelope
viral e alteracdo morfolégica dos virions. Além disso, os autores sugerem que 0S
peptideos também sdo capazes de agir nas particulas virais ligadas a membrana
celular, impedindo sua fusédo e entrada na célula hospedeira. O estudo realizado por
Marcocci et al. (2018) demonstrou a a¢do dose-dependente do peptideo temporina B
(TB), derivado da pele de anfibios, contra o HHV-1 em cultura de células Vero (ECso:
2.507 pg.mL1). Os resultados demonstraram significativa reducéo da infeccéo viral na
etapa de penetracao do virus na célula hospedeira, além de acdo direta na particula
viral. Entretanto, ndo foi observada atividade inibitoria apos o pré-tratamento da
monocamada celular com o peptideo TB, indicando que os receptores celulares
possivelmente ndo séo alvos de acdo deste peptideo.

Uma caracteristica de fundamental importancia apresentada pelos PDHSs é sua
capacidade de acdo em multiplos alvos, conferindo a esses peptideos uma menor
propensdo de induzir mecanismos de resisténcia em microrganismos, comparados
aos medicamentos convencionais (NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011). Dessa forma,
um mesmo peptideo antiviral pode apresentar diferentes mecanismos de acdo,
interagindo diretamente com a particula viral, com os receptores celulares ou
blogueando e fusdo e entrada do virus na célula hospedeira. Além desses
mecanismos, o peptideo também pode atuar de forma intracelular, inibindo a
expressao génica e sintese proteica viral (MULDER et al., 2013). Esse perfil de acao
em multiplos alvos foi observado para os peptideos IDR-1018 e DJK-6, 0s quais além
de apresentarem os resultados citados anteriormente, também demonstraram
atividade no ensaio de efeito intracelular. Ambos os peptideos apresentaram
significativa inibicdo da replicacdo viral de forma semelhante ao aciclovir, utilizado
como controle positivo do ensaio.

Um exemplo de peptideo antiviral com multiplos alvos de agéo € a temporina
B, a qual além de apresentar atividade virucida e inibicdo da penetracao viral, também
foi capaz de suprimir a expressdo de proteinas da fase tardia, incluindo a gB.
Adicionalmente, observou-se que a temporina B interferiu no espalhamento do HHV-
1 das células infectadas para as células nao infectadas adjacentes, levando a hip6tese
de que a supressdo da gB pode inibir a disseminacgéao da infeccdo pelo HHV-1 em
cultura celular (MARCOCCI et al., 2018). A lactoferricina, derivada da lactoferrina
bovina, também possui acado intracelular contra o HHV-1 em diferentes alvos. Um
estudo realizado por Marr et al. (2009) demonstrou que além de inibicdo da adsorcao
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viral por meio da interacdo com o receptor HS, a lactoferricina também age interferindo
no deslocamento do capsideo viral ao longo dos microtibulos até o nucleo celular,
impedindo a replicagdo do HHV-1. Outros estudos demonstraram a acdo da
lactoferricina em infec¢cbes genitais causadas pelo HHV-2 em modelos murinos
(SHESTAKOQV et al., 2013) além de acéo intracelular em outros virus como o HIV-1,
no qual houve reducéo nuclear da integrasse, impedindo a integracdo do material

genético viral na célula hospedeira (WANG et al., 2016).
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7 CONCLUSOES

Neste estudo foi realizada a avaliagdo antiviral de compostos provenientes de
diferentes fontes contra a replicacao in vitro do Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1),
visando a identificacdo de moléculas capazes de atuar em diferentes etapas do ciclo
replicativo viral, com minima toxicidade celular. Os resultados obtidos permitiram
observar a gama de possibilidades disponiveis no que diz respeito ao estudo de
moléculas antivirais. Dentre os compostos derivados de produtos naturais testados, a
chalcona cardamonina apresentou inibicdo da penetracao e biossintese viral, além de
demonstrar o efeito inibitério esperado em pequenas concentracdes. Em relacdo aos
peptideos imunomodulatorios, o analogo IDR-1018 apresentou maior poténcia além
de um melhor perfil de seguranca comparado ao DJK-6. Entretanto, vale ressaltar que
até o0 momento, este € o primeiro estudo de atividade contra o HHV-1 realizado com
o peptideo DJK-6 e os dados obtidos podem contribuir para novas pesquisas
relacionadas a acdo antiviral desse peptideo.

Estudos como este, em que se avaliam relacdes dose-efeito quantais de
compostos antivirais, sdo importantes para determinar a toxicidade e a poténcia
destas moléculas além de seu perfil de seguranca, a partir dos quais ensaios
adicionais podem ser realizados para a elucidacdo do mecanismo de acéo antiviral.
Essas informacdes sdo essenciais em estudos de farmacologia e extremamente Gteis
para a identificacdo de moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos
antivirais. A partir dos ensaios por tempo de adicdo, foi possivel inferir que tanto a
cardamonina quanto os peptideos IDR-1018 e DJK-6 foram capazes de atuar em
diferentes etapas do ciclo replicativo do HHV-1, contribuindo para o direcionamento
de estudos futuros visando a identificacdo de alvos especificos de acdo dessas

moléculas bem como as intera¢cées moleculares envolvidas nesse processo.
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Espectro de massas da chalcona cardamonina (massa: 270.08). A molécula foi

sintetizada em laboratorio e analisada em espectrometro de massas (Sigma-Aldrich).

As informacdes sobre as massas, férmula quimica e estrutura estdo disponiveis no

banco de dados de metabolémica METLIN:

(http://metlin.scripps.edu/metaboinfo.php?molid=52049).
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ANEXO B

Espectros dos peptideos IDR-1018 (A) e DJK-6 (B), analisados em espectrometro de
massas MALDI-ToF/ToF.
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