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RESUMO

Nos ultimos anos, novas possibilidades terapéuticas foram apresentadas para os cardenolideos,
amplamente utilizados como agentes inotropicos positivos, tais como os efeitos antivirais,
citotéxicos e antitumorais. Nesse sentido, com o objetivo de contribuir para o aumento do
conhecimento sobre este tema, 16 novos derivados de cardenolideos foram obtidos a partir da
digitoxigenina e foram submetidos as triagens citotoxica, anti-herpética e anti-influenza. Como
resultado das trés triagens, dois compostos: C10 {3p-[(N-(2-hidroxietil)Jaminoacetil Jamino-3-
deoxidigitoxigenina} e C11 {3p-(hidroxiacetil)amino-3-deoxidigitoxigenina}, destacaram-se
por suas potentes acoes e foram selecionados para a elucidagao dos mecanismos das a¢des anti-
herpética, anti-influenza e citotoxica, utilizando diferentes estratégias metodolégicas. Na
primeira abordagem, C10 e C11 interferiram, principalmente, nas etapas intermedidrias e finais
da replicacdo do HSV, ou seja, na replicacdo do DNA viral [HSV-1 (cepa KOS)] por inibirem
completamente a expressao das proteinas (f) Ur42 e (y) gD e, parcialmente, da proteina (o)
ICP27; além de interferirem na montagem e na liberacdo das novas particulas virais e
reduzirem, quase que totalmente, a propagacao intercelular viral [HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e
HSV-2 (cepa 333)]. Esses compostos ndo apresentaram efeitos profilaticos em relagdo aos HS V-
1 e HSV-2, ndo inativaram diretamente esses virus, e ndo interferiram nas etapas iniciais da
replicacdo (adsor¢do, pds-adsor¢do e penetracdo viral). Em relacdo aos virus influenza, C10 e
C11 apresentaram efeitos anti-influenza, especialmente para os virus do tipo A [cepa
A/WSN/33(HIN1)] por reduzirem a expressdao das proteinas virais (PB1, NP e NS1) nos
estagios iniciais do ciclo de replicacdo, a transcricdo do RNA e, consequentemente, a sintese de
novas proteinas virais. Tal a¢do foi devida a interferéncia na montagem do complexo da
polimerase viral, resultando em uma atividade enzimaética deficiente e, portanto, reduzindo a
replicacdo viral. Ainda, esses compostos (especialmente C10) reduziram, de forma
significativa, a replicagdo dos virus influenza do tipo A [cepa A/Panama/2007/1999 (H3N2)]
em um relevante modelo ex vivo de pulmao humano isento de células tumorais, confirmando
os resultados obtidos in vitro. Quanto aos efeitos citotoxicos, apenas o C10 foi selecionado para
a investigacao do mecanismo de morte por ele causado, em células ndo pequenas de pulmao
humano H460. Esse composto induziu um aumento significativo dessas células na fase subG1
do ciclo celular, assim como das células apoptdticas precoces e tardias por meio da
externalizacdo da fosfatidilserina, e dos nucleos pequenos e irregulares; caracteristico de
apoptose. Tal morte celular foi confirmada pelo ensaio das caspases-3/7. O C10 também reduziu
o potencial proliferativo a longo prazo e induziu uma diminuicdo significativa, tanto da drea
quanto da viabilidade celular no modelo tridimensional de tumor (esferoides). Ainda, C10 e
C11 apresentaram os maiores potenciais de inibicdo da Na*/K*-ATPase, sendo que tal potencial
se correlaciona adequadamente com as bioatividades demonstradas para esses compostos
contra as diferentes células tumorais humanas testadas, bem como contra a replicacdo dos HSV
tipos 1 e 2 e dos virus influenza. Nesse contexto, os compostos C10 e C11 podem ser
considerados candidatos promissores a serem explorados na pesquisa e desenvolvimento de
novos agentes antivirais e quimioterapicos.

Palavras-chave: Cardenolideos semissintéticos; efeitos citotdxicos; anti-herpes; anti-
influenza; mecanismo de agdo.



ABSTRACT

In recent years, new therapeutic possibilities were proposed for cardenolides traditionally used
to treat heart diseases, such as anticancer and antiviral activities. In this sense, 16 new
cardenolide digitoxigenin-derivatives were obtained, and submitted to cytotoxic, anti-herpes
and anti-influenza screenings. Two derivatives emerged as the most promising compounds from
these screenings: C10 {35-[(N-(2-hydroxyethyl)aminoacetyl Jamino-3-deoxydigitoxigenin} and
C11 {3p-(hydroxyacetyl)amino-3-deoxydigitoxigenin}. They were selected to have their
mechanism of anti-HSV, anti-influenza and cytotoxic actions elucidated by using different
methodological strategies. In the first approach, the results demonstrated that C10 and C11
interfere with the intermediate and final steps of HSV replication that is the viral DNA
replication [HSV-1 (KOS strain)] by completely abolishing the expression of () Ur42 and (y)
gD proteins, and partially reducing that of (a) ICP27; as well as with the assembly and release
of new virions, and with cell to cell spread [HSV-1 (KOS and strains 29 -R) and HSV-2 (strain
333)]. Additionally, they were not virucidal, had no HSV-1 and HSV-2 prophylactic effects, and
did not interfere with the early stages of viral replication (adsorption, post-adsorption and
penetration). Regarding the anti-influenza effects, C10 and C11 showed anti-influenza A [strain
A/WSN/33(HIN1)] virus activity by reducing the expression of viral proteins (PB1, NP and
NS1) at the earlier stages of replication cycle, the RNA transcription and, consequently, the
synthesis of new viral proteins. Such antiviral action occurred due to the interference in the
assembly of viral polymerase resulting in a deficient enzymatic activity and, therefore, reducing
viral replication. Attesting all these results obtained in vitro, a clinically relevant model of
influenza infection by using ex vivo human tumor-free lung tissues confirmed the potential of
these compounds, especially C10, by reducing influenza virus A [strain A/Panama/2007/1999
(H3N2)] replication. Concerning the cytotoxic effects, only C10 was selected to investigate the
mechanism by which cytotoxicity was induced on non-small human lung cells H460. This
compound induced a significant increase of H460 cells in subG1, as well as in the number of
early and late apoptotic cells, and the small and irregular nuclei; which are characteristics of
apoptosis. This type of cell death was confirmed by caspases 3/7 assay. C10 also reduced H460
cells proliferative potential by long-term action and significantly decreased the area and
viability of H460 spheroids. In addition, C10 and C11 showed the highest ability to inhibit
Na*/K*-ATPase, and such inhibition rate correlates suitably with the bioactivities demonstrated
by both compounds against the different human cancer cells tested as well as against HSV types
1 and 2, and influenza virus replication. In this context, they can be considered promising
compounds to be explored in the research and development of new antiviral and
chemotherapeutic agents.

Keywords: Semisynthetic cardenolides; cytotoxic effects; anti-herpes; anti-influenza;
mechanism of action.
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INTRODUCAO

Os compostos de origem natural possuem grande importancia na P&D (Pesquisa &
Desenvolvimento) de novos farmacos utilizados no tratamento das mais diversas doengas,
incluindo as de origem microbiana e parasitaria, diferentes tipos de cancer, e para controle dos
niveis sanguineos de lipidios (BUTLER; NEWMAN, 2008). Além disso, eles sdo
frequentemente utilizados como modelos para a sintese e/ou semissintese de derivados, que €

uma ferramenta extremamente util para tal fim (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Os cardenolideos sao heterosideos cardioativos encontrados, especialmente, em
algumas espécies vegetais (RATES et al., 2017). Eles t€m sido utilizados para tratar doengas
cardiacas hd mais de 200 anos (BESSEN, 1986), e s@o caracterizados por sua alta especificidade
e poderosa acdo cardiotonica. O mecanismo dos efeitos cardiotdnicos ocorre pela inibi¢do da
Na*/K*-ATPase, responsavel por regular os niveis dos ions Na* e K*, que promovem a

contracao do musculo cardiaco (CLAUSEN, 1998).

Apesar da ampla utilizacdo dos cardenolideos como agentes inotrépicos positivos, a
investigacdo dos efeitos desses compostos em outras patologias se intensificou nos ultimos

anos, apresentando novas possibilidades terapéuticas (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008).

Uma dessas possibilidades € a potencial a¢do anticancer, conforme pode-se constatar
em revisoes recentes (entre outras: CERELLA; DICATO; DIEDERICH, 2013; DE et al., 2016;
DIEDERICH; MULLER; CERELLA, 2017; SCHNEIDER et al., 2017b; EL-SEEDI et al.,
2019).

Outra possibilidade sugerida € a sua potencial acao antiviral (entre outras: SU et al.,
2008; BERTOL et al., 2011; CAI et al., 2014; GARDNER et al., 2015; ASHBROOK et al.,
2016; GROSSO et al., 2017; NORRIS et al., 2018; WONG et al., 2018); porém, hd necessidade

de complementar os estudos ja relatados na literatura.

O cancer € uma doenca global, sendo a segunda principal causa de morte no mundo.

Somente em 2018, foi responsdvel por cerca de 9,6 milhdes de mortes (WHO, 2020a). O



18

tratamento do cancer depende de vdrios fatores, os quais geralmente estdo relacionados ao
estdgio da doenca e as caracteristicas do tumor. Dentre os diferentes tipos de cancer existentes,
destaca-se o de pulmao devido a sua agressividade. A alta letalidade e incidéncia desse cancer
reforcam a necessidade imediata de renovacdo terapéutica, considerando que o arsenal
disponivel ainda ndo € capaz de estender significativamente a sobrevida do paciente, apds seu
diagndstico. Vdrios farmacos quimioterdpicos atualmente disponiveis sdao derivados de

produtos naturais NEWMAN; CRAGG, 2016).

Com base na estratégia de P&D de novos farmacos a partir de produtos naturais,
podemos citar os estudos realizados com os cardenolideos, que dispdem de histérico de uso, de
recentes e numerosas comprovagoes in vitro € de dados clinicos sobre seu potencial antitumoral,
fazendo com que as pesquisas dos mesmos para este fim continuem a ser estimuladas e

desenvolvidas.

Além do cancer, algumas das mais importantes doencas humanas sdo de origem viral,
como as causadas pelo Herpes Simplex Virus (HSV-1 e HSV-2), responséveis por lesdes orais,
esofdgicas, genitais e retais (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013); e aquelas pelos virus
influenza (VI), que causam doenga respiratéria, na maioria dos casos branda, mas com potencial

de ser grave e contagiosa (CDC, 2020).

Estima-se que 60-95% da populacdo mundial adulta esteja infectada por, pelo menos,
um dos tipos de HSV. Esses virus causam infec¢des agudas e recorrentes, e estdo relacionados
com um aumento na transmissdo efetiva do HIV (GUPTA; WARREN; WALD, 2007;
KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; MCALLISTER; SCHLEISS, 2014).

Os VI sdo responsdveis por epidemias anuais e pandemias intermitentes, que

acometem milhares de pessoas no mundo todo (LULIANO et al., 2018; CDC, 2020).

Sendo assim, ambos os virus constituem um grave problema de saide publica. O
arsenal terapéutico antiviral hoje disponivel € reduzido e carece de farmacos para combater
algumas infec¢Oes virais, para as quais ndo existem, ainda, firmacos para combaté-las (como
por exemplo, infeccdes causadas pelo norovirus e pelo virus Zika), ou para as quais os virus
tornaram-se resistentes aos farmacos existentes (como por exemplo, infec¢des causadas pelos
HSV e VI). Desta forma, novas terapias antivirais sdo necessdrias, sejam elas individuais ou
combinadas, com o intuito de melhorar a eficicia e prevenir o surgimento de resisténcia, por
meio da utilizacdo de novos agentes antivirais, que apresentem efeitos adversos minimos e que

funcionem por diferentes mecanismos de acao.
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Diante do exposto, constata-se a importancia de continuar os estudos com

cardenolideos, ja que os mesmos demonstraram potenciais atividades antiviral e antitumoral.
Esta Tese de Doutorado foi dividida em seis capitulos.
O Capitulo 1 apresenta a revisdo bibliografica sobre o tema.

No Capitulo 2 estdo descritos os resultados relativos as triagens anti-herpética e
citotoxica de 16 novos derivados semissintéticos da digitoxigenina, na forma de um artigo ja

publicado.

No Capitulo 3 estdo apresentados, na forma de um artigo ja publicado, os resultados
relativos a elucidacdo do mecanismo da acdo citotoxica de um derivado semissintético da

digitoxigenina (C10), que se destacou por sua acdo promissora na etapa de triagem.

No Capitulo 4 estdao apresentados, na forma de um artigo, os resultados relativos a
elucidacdo do mecanismo da acdo anti-herpética dos dois derivados semissintéticos da
digitoxigenina, que se mostraram mais ativos na etapa de triagem (C10 e C11), j4 aceito para

publicagdo.

No Capitulo 5 estio apresentados, na forma de um artigo, a triagem anti-influenza dos
16 compostos citados acima e os resultados relativos a elucidacdo do mecanismo da ac¢do dos
mesmos dois derivados (C10 e C11), que se mostraram mais ativos na etapa de triagem,

submetido a avaliacdo.

No Capitulo 6 estdo apresentados, de forma resumida, outros experimentos realizados,
com &énfase em outras atividades farmacoldgicas, tais como as ag¢des antiviral (anti-norovirus e

anti-Zika), anti-inflamatdria e antioxidante.

Para finalizar, estdo apresentadas a Discussao geral desta tese e suas Conclusoes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar as atividades antiviral e citotoxica de 16 novos derivados semissintéticos de

cardenolideos.

Objetivos Especificos

Em relacido ao estudo da a¢ao antiviral:

® Realizar a triagem antiviral dos novos derivados semissintéticos de cardenolideos
frente aos virus HSV-1 [cepas KOS (sensivel ao aciclovir) e 29-R (resistente ao aciclovir)],
HSV-2 (cepa 333), virus influenza do tipo A [cepas A/WSN/33 (HINI),
A/Hamburg/04/2009 (HIN1pdm09), A/Seal/Mass/1-SC35M/80 (H7N7) (SC35M) e
A/Panama/2007/1999 (H3N2)], virus influenza do tipo B (cepa B/Lee/40), norovirus
murino tipo 1 (cepa NVM-1) e virus Zika (isolado clinico);

e Selecionar, com base nos resultados obtidos nestas triagens, o(s) derivado(s) mais
ativo(s);

¢ Elucidar o(s) mecanismo(s) de a¢cdo antiviral do(s) derivado(s) mais ativo(s), por

meio de diferentes estratégias metodoldgicas.

Em relacao a triagem citotoxica frente a diferentes células tumorais humanas:

e Realizar a triagem citotoxica dos novos derivados semissintéticos de
cardenolideos frente a cinco diferentes linhagens celulares tumorais humanas: PC3, A549,
HCT-8, LNCaP e H460;

e Avaliar a seletividade dos derivados testando-os também frente a duas linhagens
celulares ndo tumorais humanas (MRC-5 e HGF);

e Selecionar a linhagem celular tumoral mais sensivel a acdo desses derivados;

e Selecionar, com base nos resultados obtidos nestas triagens, o(s) derivado(s) mais
ativo(s);

¢ Investigar o(s) mecanismo(s) de acdo citotdxica do(s) derivado(s) mais ativo(s),
frente a linhagem celular tumoral mais sensivel, por meio de diferentes estratégias

metodoldgicas.
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CariTuLO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 COMPOSTOS DE ORIGEM NATURAL

Desde sempre, as plantas, os animais € 0S micro-organismos exercem um importante papel
para a evolucdo da humanidade. Os seres humanos utilizam produtos de origem natural, muitas
vezes por meio da medicina tradicional, para melhorar sua qualidade de vida e combater
doencas. Esses produtos possuem uma diversidade estrutural e complexidade tnicas, e por isso,
originaram e continuam a dar origem a indmeros compostos/farmacos com potencial atividade
biologica e/ou farmacolégica (NEWMAN; CRAGG, 2007; LEE, 2010; BUTLER;
ROBERTSON; COOPER, 2014; AZAB; NASSAR; AZAB, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016;
XU et al., 2016; BERTELLI et al., 2019).

No periodo de 2005 a 2010, foram introduzidos no mercado farmacéutico mundial 39
farmacos derivados, direta ou indiretamente, de substancias de origem natural para o tratamento
das mais diversas patologias (NEWMAN; CRAGG, 2012). De 2010 a 2013, foram 17
(BUTLER; ROBERTSON; COOPER, 2014); e somente no ano de 2014 foram introduzidos 10
novos farmacos também derivados de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016). Dados
mais atualizados mostraram que nos anos de 2015 a 2019 foram introduzidos 42 novos farmacos

de origem natural (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Apesar dos avancos da quimica organica sintética, em muitos casos, ainda se depende de
fontes naturais para a obten¢do de vdrios farmacos importantes, tais como morfina,
artemisinina, quinina e digoxina (KREIS, 2017). Portanto, a sintese ou semissintese de novos
farmacos com diversas acOes farmacoldgicas devem ser estimuladas para que os profissionais
da saide tenham a sua disposicio medicamentos eficazes, com reduzida toxicidade e de

qualidade para o tratamento de seus pacientes.

Dentre os inimeros metabdlitos secundarios bioativos podem-se citar os heterosideos

cardioativos encontrados, especialmente, em algumas espécies vegetais, mas também no reino
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animal (anfibios, lepiddpteros, besouros e mamiferos) (RATES et al., 2017), e que s@o o objeto

de estudo desta Tese.

2 CARDENOLIDEOS

Os cardenolideos fazem parte do grupo dos heterosideos cardioativos encontrados em
algumas familias vegetais, tais como Apocynaceae (Nerium oleander L.) e Plantaginaceae
(Digitalis lanata Ehrh. e D. purpurea L.), bem como em animais (hipotilamo bovino)
(TYMIAK et al., 1993). Existem estudos relatando que os humanos também sao capazes de

produzir substancias endégenas semelhantes a ouabaina (HAMLYN et al., 1991) e digoxina

(GOTO et al., 1990).

2.1  Estrutura quimica

Com relagdo a estrutura quimica, os heterosideos cardioativos apresentam um nucleo
esteroidal com quatro anéis (A, B, C e D) e um anel lactdnico insaturado na posicao C-17f3
(por¢do aglicona), além de uma por¢ao agucar ligada ao C-3. A natureza da lactona na posi¢ao
C-17B divide-os em dois subgrupos: cardenolideos (anel vy-butirolactona-a,B-insaturado
pentagonal) e bufadienolideos (anel 2-pirona a,p-y,0-di-insaturado hexagonal). Nos
cardenolideos, os anéis A/B e C/D apresentam-se na conformacao cis, enquanto os anéis B/C
encontram-se fusionados na conformacao trans (RATES et al., 2017). A Figura 2.1 mostra o

esqueleto basico dos cardenolideos.

Figura 2.1 — Estrutura basica de um cardenolideo.

Anellactonico

Niicleo esteroide

Residuos de acucar

Fonte: adaptado de MICHALAK; MICHALAK e WICHA (2017).

Uma grande variedade de agucares pode estar ligada a porcao aglicona dos cardenolideos,

mais especificamente no C-3. Os agucares mais comuns sdo digitoxose, oleandrose, diginose,
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frutose, ramnose e glicose. Embora a ligacdo dos acticares ao nucleo esteroidal ndo seja
responsavel pela atividade cardiotonica dos cardenolideos, ela afeta a farmacodinamica e a
farmacocinética dessa classe de compostos. Por exemplo, as agliconas sdo absorvidas mais
rapidamente, armazenadas em maior extensao no sistema nervoso central e metabolizadas mais
facilmente que os cardenolideos glicosilados. No entanto, a presenca dos agicares confere
maior solubilidade, fator importante na distribuicio dessas moléculas pelo corpo; e a
conformagdo estereoquimica dos actucares influencia a afinidade da ligacao pelo sitio ligante da

proteina receptora (RATES et al., 2017).

2.2 Emprego terapéutico

Os cardenolideos tém sido utilizados no tratamento de doencas cardiacas ha mais de 200
anos (BESSEN, 1986). Eles sdo caracterizados por sua alta especificidade e poderosa acdo
cardiotonica. Por isso, sdo utilizados para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva, e
controle da taxa de resposta ventricular em pacientes com fibrilagdo arterial cronica (RHODE;
FUCHS, 2010). Os cardenolideos mais conhecidos sdo digoxina, digitoxina, digitoxigenina,
lanatosideo C e ouabaina; e do ponto de vista terapéutico, os mais importantes sao digoxina e

digitoxina (PONGRAKHANANON, 2013).

2.3  Mecanismo da a¢do cardiotOnica

Os glicosideos cardiotonicos aumentam o débito cardiaco, melhoram o retorno venoso e
diminuem a resisténcia a ejecdo. O débito renal e a diurese aumentam, o consumo de oxigénio
diminui, e a frequéncia cardiaca é retardada. Eles exercem acdo inotrdpica positiva sobre o

musculo cardiaco, aumentando sua forca contratil (RATES et al., 2017).

Os efeitos inotropicos ocorrem por meio de uma ligacdo especifica e com alta afinidade a
subunidade alfa da enzima Na*/K*-ATPase, que é envolvida no mecanismo da bomba Na*/K*.
Com a inibi¢do desta bomba, os niveis de Na* no interior dos midcitos aumentam, ao contrario
do que acontece com os fons K*, que s@o expelidos da célula, sendo que esta troca i0nica ocorre
por meio do gasto de moléculas de ATP. O aumento intracelular dos fons Na* modula a
atividade de um carreador de membrana, envolvido nas trocas do fon Ca** por fons Na*,
promovendo o aumento dos niveis intracelulares de Ca**, por influxo ou mobilizacdo dos

reservatdrios sarcoplasmaticos. Tal elevacio da concentracio intracelular dos fons Ca?* resulta
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no aumento da forca contratil cardiaca, pois o Ca** fica disponivel para as protefnas contrateis

(CLAUSEN, 1998).

No coragao relaxado, a tropomiosina oculta o local de ligagao da miosina por meio de um
bloqueio estérico. Quando o misculo cardiaco se contrai, o Ca** interage com a troponina,
resultando em uma mudanca conformacional da tropomiosina. Isto acaba revelando o local de
ligacdo da miosina e permite a formacdo do complexo actina-miosina, induzindo a contra¢do
miocdrdica dependente de ATP. Portanto, o aumento nos niveis intracelulares de Ca%t
desencadeado pelos cardenolideos causa um aumento no tonus muscular e no volume de sangue
circulante por minuto, reduzindo a frequéncia cardiaca e o volume sistélico (RAHIMTOOLA;

TAK, 1996; RATES et al., 2017).

2.4 Outras atividades farmacolégicas

Apesar da ampla utilizacdo dos cardenolideos como agentes inotrépicos positivos, a
investigacdo dos efeitos desses compostos em outras situacdes patoldgicas se intensificou nos
ultimos anos, apresentando novas possibilidades terapéuticas (PRASSAS; DIAMANDIS,
2008).

Entre essas possibilidades, pode-se citar os efeitos antiartriticos (LIU et al., 2018), anti-
inflamatérios (ZEITLIN et al., 2017), antiprotozoarios (HOOPES et al., 2018), anti-oxidantes
e anti-envelhecimento (XU et al., 2017), além dos efeitos antivirais, citotéxicos e antitumorais,

cujo estado da arte serd apresentado abaixo, pois sdo objetivos desta Tese.

2.4.1 Potenciais efeitos antivirais

Em relacdo a potencial atividade antiviral, os estudos com cardenolideos naturais e
semissintéticos vém crescendo, ja tendo sido relatada por diversos grupos de pesquisa contra
diferentes virus, tais como adenovirus (GROSSO et al., 2017), virus chikungunya
(ASHBROOK et al., 2016), citomegalovirus (CAI et al., 2014; GARDNER et al., 2015;
COHEN et al., 2016), coronavirus (YANG et al., 2017; YANG et al., 2018), virus da dengue
(CHEUNG et al., 2014), HIV (SINGH et al., 2013; WONG et al., 2013; WONG et al., 2018),
HPV (VAN DER KOLK, et al., 2017), virus sincicial respiratério (NORRIS et al., 2018), virus
herpéticos e influenza . Tendo em vista que esta Tese objetiva, principalmente, avaliar as acdes
anti-herpética e anti-influenza destes compostos, serdo apresentados aqui com detalhes os

estudos com esses virus relatados na literatura até entao.
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O efeito inibitério do virus herpético humano do tipo 1 (HSV-1) foi observado para
digoxina (HARTLEY et al., 2006), ouabaina (DODSON et al., 2007) e digitoxina (SU et al.,
2008). A atividade antiviral da digoxina foi, ainda, relatada por Hartley e colaboradores (2006)
para outros virus DNA (HSV-2, virus da varicela zoster, citomegalovirus e adenovirus); por
Deng e colaboradores (2007) para um virus DNA dupla fita (virus da vaccinia); e por Hoffmann,
Palese e Shaw (2008) para virus RNA (virus influenza, virus da doenca de New Castle e virus
da estomatite vesicular). Um dos mecanismos de acdo antiviral, sugeridos por Hartley e
colaboradores (2006) e por Hoffmann, Palese e Shaw (2008), enfatiza a importancia dos ions
intracelulares na replicacdo viral j4 que os primeiros autores discutiram a importancia da
concentragdo intracelular dos fons K* para a replicacdo viral, e os segundos destacaram a
importancia da concentra¢ao dos fons Na* para a inibi¢do do ciclo viral. Segundo estes estudos,
os cardenolideos testados inibiram a bomba Na*/K*, diminuindo a concentragio intracelular de
fons K*, aumentando a concentragdo intracelular dos fons Na* e, consequentemente, a dos fons
Ca?*, resultando na inibi¢dio da replicacdo viral, pois os virus testados parecem depender da

concentragdo intracelular fisiolgica de K*.

Nosso grupo de pesquisa elucidou o mecanismo da agdo inibitéria da replicacdo do HSV-
1 por um cardenolideo natural, denominado de glucoevatromonosideo (GEV), isolado de um
cultivar brasileiro da Digitalis lanata Ehrh. Esse composto inibiu a sintese de proteinas virais,
tais como ICP27, U142, gB e gD, bloqueou a liberagao viral e reduziu a dispersao viral célula-
a-célula (cell-to-cell spread). Também apresentou atividade anti-Na*/K*-ATPase, sugerindo
que alteragdes no gradiente eletroquimico celular podem estar envolvidas no mecanismo de

inibicdo viral (BERTOL et al., 2011).

Em relacdo aos virus influenza, Hoffmann, Palese e Shaw (2008) descreveram o papel da
regulagdo dos fons Na* na replicagdo do virus influenza do tipo A [cepa A/WSN/33 (HIN1)] e
do tipo B (cepa B/Yamagata/88). Segundo esses autores, o tratamento com um composto que
promove a abertura dos canais de Na* reduz significativamente a replicagdo viral; por outro
lado, a inibi¢do dos canais de Na* leva a uma maior produgao de virus em cultura de tecidos.
Kiyohara et al. (2012) avaliaram o potencial anti-influenza de seis extratos metandlicos contra
o virus influenza do tipo A [cepa A/PR8/34 (HIN1)]. Dessa avaliacdao, um heterosideo
cardioativo foi isolado da planta “rosa-do-deserto” (Adenium obesum) e reduziu em 69,3% o

titulo viral, na concentracdo de 1 ug/mL (Clso: 0,86 ug/mL). Por fim, Amarelle et al. (2019)
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mostraram in vitro que a inibicdo da Na*/K*-ATPase pela ouabaina, um cardenolideo bastante
estudado, diminuiu a replicagdo do virus influenza do tipo A [cepa A/WSN/33(HIN1)] nas
células A549, diminuindo o teor do K* intracelular, que, por sua vez, inibiu a traducdo das
proteinas virais NP e M1. Esses resultados foram confirmados em modelos ex vivo e in vivo,
em explantes de tecidos de pulmdes de ratos e em ratos, respectivamente, que foram

geneticamente modificados para expressarem a subunidade alfa 1 da enzima Na*/K*-ATPase.

2.4.2 Potenciais efeitos citotéxicos e antitumorais

Apesar dos efeitos citotoxicos in vitro dos cardenolideos frente a diferentes linhagens
celulares tumorais humanas e sua potencial a¢do antitumoral in vivo ja terem sido relatados na
segunda metade do século passado (KELLY; DANIELS; SPAULDING, 1965; STENKVIST
et al., 1979), o significado prético de tais efeitos foi revelado, tempos depois, por meio de
estudos epidemioldgicos, que relataram que pacientes com cancer de mama, tratadas
concomitantemente com digoxina ou digitoxina para o controle de problemas cardiacos,
apresentaram taxas de mortalidade por esse cancer inferiores aquelas de pacientes que nao
utilizavam esses medicamentos. As pacientes nao tratadas, apds cinco anos da mastectomia,
apresentaram recorréncia do cancer 9,6 vezes superior as taxas de pacientes tratadas com esses
cardenolideos (STENKVIST et al., 1979; STENKVIST, 2001). Em 2001, também foi
publicado um estudo analitico-descritivo com 9.271 pacientes sobre os efeitos antineoplasicos
da digitoxina no tratamento dos canceres dos rins, do trato urindrio e leucemias. Esse estudo
apontou que as doses ativas eram semelhantes as concentracdes plasmaticas terapéuticas
encontradas nos pacientes cardiacos tratados com tal farmaco (HAUX et al., 2001).
Posteriormente, varios estudos foram realizados com diferentes cardenolideos frente a diversas
linhagens celulares tumorais humanas e os resultados foram compilados em artigos de revisao
sobre a pesquisa e o desenvolvimento de cardenolideos como potenciais firmacos antitumorais
(entre outros: WINNICKA; BIELAWSKI; BIELAWSKA, 2006; PRASSAS; DIAMANDIS,
2008; MIJATOVIC; KISS, 2013; DE et al., 2016; DIEDERICH; MULLER; CERELLA, 2017;
SCHNEIDER et al., 2017b).

Até o momento, alguns produtos a base de cardenolideos foram investigados para o
tratamento de cAncer em ensaios clinicos de fases I e II. O Anvirzel™, um extrato aquoso
liofilizado de Nerium oleander L. (espirradeira); o PBI-05204, outro extrato dessa planta
produzido por extracdo com CO: supercritico; o composto UNBS1450, um cardenolideo

semissintético derivado da 2-oxovuscharina, extraido do arbusto tropical Calotropis procera
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(Aiton) WT, Asclepiadaceae; e HuaChanSu, um remédio da medicina tradicional chinesa
extraido do sapo Bufo sp.; além do conhecido cardenolideo digoxina (MENGER et al., 2013;
SLINGERLAND et al., 2013; https://clinicaltrials.gov/).

O extrato Anvirzel™ contém virios cardenolideos, tais como os glicosideos oleandrina e
neritalosideo e a aglicona oleandrigenina. A oleandrina e a oleandrigenina inibiram a atividade
catalitica da Na*/K*-ATPase ¢ inibiram a expressdo do fator de crescimento de fibroblastos-2
(FGF-2) em células de cancer de prostata (PATHAK et al., 2000; SMITH et al., 2001). Outro
estudo foi conduzido para determinar a dose méaxima tolerada e a seguranca desse extrato em

pacientes com tumores sélidos avangados. Os resultados indicaram que o Anvirzel™

pode ser
administrado com seguranca em doses de até 0,0083mg/kg/dia. Dezoito pacientes foram
incluidos nesse estudo e completaram pelo menos um ciclo de trés semanas de tratamento
(MEKHAIL et al., 2006). O Anvirzel™ foi testado sozinho em fase I para tratar tumores sélidos
e em combinacdo com carboplatina e docetaxel para cancer de pulmao de células ndo pequenas
(MENGER et al., 2013; https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01562301 ?term=anvirzel

&draw=2&rank=1).

Em relacdo ao PBI-05204, o estudo de fase I foi concluido e a sua dose méxima
recomendada para estudos de fase II foi determinada por parametros farmacocinéticos e
farmacodindmicos em pacientes com canceres avancados de bexiga, célon, reto, trompas de
Fal6pio, mama e pancreas. Nesse estudo, 46 pacientes receberam oito diferentes doses do
extrato PBI-05204 (0,6 a 10,2 mg/dia) e sete pacientes permaneceram estaveis por mais de
quatro meses. Os autores concluiram que o extrato PBI-05204 foi bem tolerado na dose méxima
testada (10,2 mg/dia) ndo apresentando efeitos adversos comuns nem cardiotoxicidade
(HENARY et al., 2011; SLINGERLAND et al., 2013). A dose recomendada para a fase II foi
de 0,225 mg/kg (HONG et al., 2014). O PBI-05204 estava passando por um estudo de fase II
para o adenocarcinoma pancredtico metastatico em estdgio IV até setembro de 2016, porém
atualmente o status do estudo € desconhecido pelo  Clinical Trials

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02329717).

O UNBS1450 ¢ um composto semissintético derivado do cardenolideo 2"-
oxovoruscharina, que sua por sua vez foi extraido da planta Calotropis procera (JUNCKER et

al., 2009). Ele apresentou atividade antiproliferativa in vitro com valores de Clso de 10 a 50 nM
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em 58 linhagens de células tumorais humanas de 11 tipos histoldgicos distintos, inibindo a
atividade da Na*/K*-ATPase (VAN QUAQUEBEKE et al., 2005). Este mesmo composto
induziu o rompimento dos filamentos de actina e afetou vérias vias de sinalizacao apds a ligagcao
a Na*/K*-ATPase (MIJATOVIC et al., 2007). O UNBS1450 foi investigado em ensaio de fase
I na Comunidade Europeia para tratamento de pacientes com linfomas e tumores sélidos, mas

o ensaio foi finalizado em 2011 (SLINGERLAND et al., 2013).

O HuaChanSu, um remédio da medicina tradicional chinesa extraido do sapo Bufo sp.,
que é conhecido por seus efeitos antitumorais, também foi testado. Um estudo piloto,
envolvendo pacientes com cancer de pulmao, carcinoma hepatocelular ou cancer pancreético,
demonstrou que esse produto foi bem tolerado e promoveu a estabilizacdo da doenga. Em um
ensaio clinico de fase II, o perfil de seguranca e o potencial terapéutico do HuaChanSu
combinado com gemcitabina foram investigados em individuos com cancer pancredtico
avancado ou metastético. Nesse, o extrato foi bem tolerado, mas ndo conseguiu melhorar as
taxas de resposta radiogréfica, tempo de progressao da doenga, qualidade e prolongamento da
vida do paciente (MENGER et al., 2013). Para esse composto, atualmente existe um estudo
clinico recrutando pacientes para investigar seus efeitos no carcinoma de células escamosas do
esofago (https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=huachansu&cntry=&state=&city=
&dist=).

Por fim, atualmente existem 22 ensaios clinicos registrados com a digoxina: 10 ensaios
foram concluidos, quatro estao recrutando pacientes, seis estao ativos, um foi removido porque
nenhum voluntdrio se inscreveu para o estudo e um é desconhecido pelo Clinical Trials
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&term=digoxin&cntry=&state=&city=&dist
=&Search=Search). Varios tipos de cincer foram ou estdo sendo investigados, incluindo os de
cabeca e pescoco, prostata, mama, pancreatico, pulmao, eséfago, melanomas, tumores malignos
solidos avancados, Sarcoma de Kaposi, leucemia mieloide aguda, queratose actinica e verrugas
cutaneas. A digoxina foi ou estd sendo testada sozinha e em combinacdo com agentes
quimioterdpicos € imunoterapéuticos com  diferentes mecanismos de  agdo
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&term=digoxin&cntry=&state=&city=&dist
=&Search=Search).

Uma triagem citotéxica realizada no nosso laboratério com 46 cardenolideos, em células
tumorais humanas de pulmao do tipo ndo-pequenas (A549), revelou que o composto mais

citotoxico foi o glucoevatromonosideo (GEV). Ele foi entdo selecionado para uma triagem em
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diferentes linhagens celulares tumorais. A morte celular induzida por este composto foi
independente de caspases nas células A549 e dependente dessas cisteino-proteases em células
de leucemia mieloide aguda (U937). Ele também provocou o bloqueio do ciclo celular na fase
G2/M, o que foi atribuido a diminui¢do da expressao das proteinas ciclina B1 e p53 em células
A549, mas ndo em células U937, nas quais induziu aumento das células na subGO/G1. O
mecanismo completo da acdo citotoxica deste composto foi recentemente publicado

(SCHNEIDER et al., 2018a).

Em outro trabalho, os cardenolideos digitoxigenina monodigitoxosideo (DGX) e
convalatoxina (CON) foram testados frente a quatro linhagens de células tumorais humanas.
Ambos 0s compostos se mostraram citotoxicos para todas as linhagens, sendo que a linhagem
A549 foi a mais sensivel e, por isso os efeitos antiproliferativos, antimigratdrios e anti-invasivos
desses cardenolideos foram investigados nessa linhagem celular. Os compostos foram capazes
de reduzir a migracao e a invasdo celulares. Com relacdo a expressao de reguladores-chave do
mecanismo metastatico, houve reducdo da expressiao das metaloproteinases MMP-2, MMP-9 e
p-FAK (SCHNEIDER et al., 2016). Como continuidade dessa investigacao, os efeitos da CON
foram avaliados, de forma aprofundada, frente as células A549. Esse composto induziu efeitos
citostdticos e citotoxicos na linhagem testada causando morte por apoptose, que foi confirmada
pelo ensaio com dupla marcagdo anexina V / iodeto de propideo e pelas alteracdes morfolégicas
das células. Além disso, houve bloqueio na fase G2/M e reducdo da expressao da ciclina B1
(SCHNEIDER et al., 2017a). Em rela¢do a DGX, os estudos foram aprofundados com duas
linhagens humanas de células de cancer de pulmao (A549 e H460). Foram comprovados seus
efeitos citotoxicos e citostaticos por meio de vdrias estratégias metodoldgicas (SCHNEIDER et

al., 2018b).

Como ja é conhecido, a intera¢do dos cardenolideos com a enzima Na*/K*-ATPase e a
ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular podem culminar em diferentes tipos de morte.
Assim, sabe-se que os cardenolideos podem induzir apoptose ou autofagia, dependendo do tipo
celular e das suas caracteristicas quimicas, sendo que esse potencial citotoxico duplo poderia
ser uma alternativa para os tumores resistentes a quimioterapia realizada com agentes indutores
de apoptose (SLINGERLAND et al., 2013). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa confirmou
a interagdo dos compostos DGX e CON com a enzima Na*/K*-ATPase por meio de andlises in

silico e in vitro (SCHNEIDER et al., 2017a; SCHNEIDER et al., 2018b).
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Além dos cardenolideos naturais, nosso grupo de pesquisa, juntamente com alguns
parceiros alemaes, realizou outros estudos envolvendo cardenolideos semissintéticos, tais como
a proposta de obtencdo do GEV por semissintese a partir do evatromonosideo, obtido pela
degradacdo quimica da digitoxina (MUNKERT et al., 2017), e os estudos com o cardenolideo
AMANTADIG, capaz de inibir o crescimento de células de carcinoma renal e bloquear a fase
G2/M do ciclo celular (NOLTE et al., 2017) e de inibir crescimento de células de cancer de
prostata, bloquear a fase G2/M do ciclo celular e modular alguns intermediarios do ciclo celular
(por exemplo: CDK1, survivina, ciclina bl e p21) (SILVA et al., 2018). Além destes, como
parte desta Tese de Doutorado, foram publicados recentemente dois artigos sobre este tema

(BOFF et al., 2019 e 2020), apresentados nos Capitulos 2 e 3, respectivamente.

Apesar dos inimeros estudos ja realizados com estes compostos, 0 mecanismo pelo qual
eles agem nas células tumorais nao foi totalmente elucidado. Muitas sao as teorias propostas e
vérios intermedidrios intracelulares e vias moleculares independentes foram descritas como
sendo moduladores dos efeitos observados. No entanto, nenhuma destas teorias parece ser
suficientemente robusta para a proposicao de uma conclusao definitiva, ja que o mecanismo de
acdo em questao € complexo. A heterogeneidade dos mecanismos propostos foi descrita como
consequéncia dos tipos celulares especificos, contra os quais os compostos foram testados

(RIGANTT et al., 2011; CERELLA; DICATO; DIEDERICH, 2013).

Alguns mecanismos antineopldsicos j4 foram propostos para os cardenolideos, como
doses elevadas e tratamentos longos com esses resultando em apoptose ou necrose, devido ao
distirbio i6nico provocado (CERELLA et al., 2015; DIEDERICH; MULLER; CERELLA,
2017). A inducdo de autofagia foi descrita para canceres de mama (FARAH et al., 2016), ovario
(HSU et al., 2016), colorretal (KANG et al., 2016), sistema nervoso (RADOGNA et al., 2016)
e pulmao (SCHNEIDER et al., 2018a,b; SCHNEIDER et al., 2017a; SCHNEIDER et al., 2016).
Outro mecanismo antitumoral descrito para essa classe de compostos estd relacionado com a
inibicdo direta da proliferacdo, por interferéncia no ciclo celular (CERELLA; DICATO;
DIEDERICH, 2013).

Pongrakhananon e colaboradores (2014) descreveram anoikis em cancer de pulmao de
células ndo pequenas, enquanto Menger e colaboradores (2012) foram os primeiros a sugerir a
indu¢do de morte celular imunogénica [forma peculiar de morte celular programada que é
suficiente para ativar uma resposta imune adaptativa especifica para antigenos enddgenos

(celulares) ou exdgenos (virais) expressos por células em processo de morte celular] para todos
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os glicosideos cardiotonicos, quando utilizados sozinhos ou em combina¢do com outros
quimioterdpicos. A inducao da morte celular imunogénica tem sido alvo de discussdes mais
recentes para essa classe de compostos (DIEDERICH; MULLER; CERELLA, 2017;
SCHNEIDER et al, 2017b; DIEDERICH, 2019). As células tumorais geralmente
superexpressam algumas subunidades da Na*/K*ATPase, justificando a seletividade dos
cardenolideos (MIJATOVIC et al., 2007; LEFRANC et al., 2008; MATHIEU et al., 2009). O
uso tradicional dessa classe de compostos para o tratamento de patologias cardiacas ja permitiu
tracar seu perfil de seguranca, e o nimero crescente de relatos do seu potencial citotoxico

seletivo incentivam a continuidade dos estudos mecanisticos dos mesmos.

3 VIRUS HERPETICOS
Os virus herpéticos sd@o patdgenos antigos que coevoluiram com o homem e outras
espécies ao longo de mais de 200 milhdes de anos. Esses virus fazem parte da familia

Herpesviridae, a qual inclui mais de 200 espécies, sendo oito dessas infecciosas para o homem

(Quadro 3.1) (FORSGREN; KLAPPER, 2009).



Quadro 3.1 — Classificagio geral dos herpes virus humanos.
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Nome oficial

Subfamilia

Género

Nome comum e

abreviacao

Sitio de laténcia

Herpes virus
Humano-1
Herpes virus
Humano-2
Herpes virus
Humano-3
Herpes virus
Humano-4
Herpes virus
Humano-5
Herpes virus
Humano-6A
Herpes virus
Humano-6B
Herpes virus

Humano-7

Herpes virus

Humano-8

a-Herpesvirinae

a-Herpesvirinae

a-Herpesvirinae

y-Herpesvirinae

[-Herpesvirinae

[-Herpesvirinae

p-Herpesvirinae

[-Herpesvirinae

y-Herpesvirinae

Simplexvirus

Simplexvirus

Varicellovirus

Lymphocryptovirus

Cytomegalovirus

Roseolovirus

Roseolovirus

Rhadinovirus

Herpes Simplex Virus
tipo 1 (HSV-1)
Herpes Simplex Virus
tipo 2 (HSV-2)
Virus da Varicella-
Zoster (VZV)
Virus Epstein-Barr
(EBV)
Citomegalovirus
humano (CMV)
Virus Herpes Humano
Tipo 6A (HHV-6A)
Virus Herpes Humano
Tipo 6B (HHV-6B)
Virus Herpes Humano
Tipo 7 (HHV-7)
Herpesvirus associado
ao Sarcoma de Kaposi

(KSHV)

Ganglios nervosos
sensoriais
Ganglios nervosos
sensoriais
Ganglios nervosos
sensoriais
Leucdécitos e

células epiteliais
Linfécitos B

Linfécitos T CD4*
e células epiteliais
Linfécitos T CD4*

e células epiteliais

Linfécitos T CD4*

Linfécitos B e

células epiteliais

Fonte: adaptado de FORSGREN; KLAPPER (2009).

De acordo com suas propriedades bioldgicas, o Grupo de Estudo em Herpesvirus do

Comite Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV, 2018) classificou os virus herpéticos em

tr€s subfamilias: a-Herpesvirinae, f-Herpesvirinae e y-Herpesvirinae (Quadro 3.2).
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Quadro 3.2 — Propriedades bioldgicas das subfamilias a, B e y — Herpesvirinae.

Subfamilia  Hospedeiros Ciclo replicativo Infeccao

Disseminacdo rdpida em cultura
de células, destruicdo
irreversivel das células
o- infectadas e capacidade de
Variados Relativamente curto
Herpesvirinae estabelecer infec¢ao latente,
primariamente, mas nao
exclusivamente, em ganglios
sensoriais
Processo lento de infeccdo em
cultura de células. Os virus
- podem permanecer na forma
Restritos Longo
Herpesvirinae latente em glandulas secretoras,
c€lulas linforreticulares, rins e
outros tecidos
Todos se replicam em Os virus sdo especificos de

células linfoblastoides (in  linfocitos T ou B. Nos linfécitos,

vitro), sendo que alguns a infec¢@o pode estabelecer-se

y- o causam infec¢Oes com como latente ou litica, mas sem
. Limitados o i
Herpesvirinae destruicdo irreversivel producdo de uma progénie
em certos tipos de células infecciosa. Com frequéncia,
fibrobl4sticas e demonstra-se a presenca do
epitelioides virus latente no tecido linfoide

Fonte: adaptado de LUPI; PEREIRA JR (2000) e FORSGREN; KLAPPER (2009).

3.1  Herpes Simplex Virus (HSV) dos tipos 1 e 2

As infeccdes pelos HSV dos tipos 1 e 2 sdo comuns e onipresentes, possuindo um
impacto considerdavel em todas as divisdes geogréficas e socioecondmicas. O homem € o
unico hospedeiro natural dos HSV. A transmissao dos virus requer o contato direto entre
um individuo susceptivel e outro que liberard ativamente os virus. A contaminac¢ao viral
€ obtida pela infecc¢do das superficies mucosas ou por meio de abrasdes ou cortes na pele.
A replicagao dos virus ocorre no local da infeccao e produz uma viremia de curta duragao.

Esta infec¢do primdria € normalmente assintomédtica, mas, em uma minoria de casos, pode
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provocar sintomas locais e até mesmo sist€émicos (STEINER; KENNEDY; PACHNER,
2007; FORSGREN; KLLAPPER, 2009).

Geralmente, o HSV-1 € associado a infeccdes orofaciais e 0 HSV-2 com infec¢des
do trato geniturindrio. Contudo, esta distincdo anatdmica nao € mais considerada tao
rigida como antes (STEINER; KENNEDY; PACHNER, 2007; MCALLISTER;
SCHLEISS, 2014).

Devido ao tropismo especifico, o HSV-1 infecta predominantemente as membranas
da mucosa e pele da regido orolabial; no entanto, nas ultimas décadas passou a ser visto
com mais frequéncia na genitdlia, devido ao aumento do contato orogenital desprotegido.
Apesar desse tropismo por regides “acima e abaixo da cintura”, ndo existe um local
especifico para cada tipo de HSV, ja que ocorre frequentemente uma coinfeccao
(GARLAND; STEBEN, 2014). Além disso, os HSV-1 podem permanecer latentes no
ganglio sensorial, sendo reativados em infec¢cdes recorrentes sintomdticas ou
assintomédticas (BRADY; BERNSTEIN, 2004). Infec¢des oculares por HSV-1 sdo a
principal causa de cegueira no mundo desenvolvido, com episddios recorrentes de
reativacdo viral levando a cicatrizes progressivas e opacidade da cdrnea; o HSV-1
também pode causar encefalite e varias desordens do sistema nervoso periférico

(SCHUPPE et al., 2008; BELLO-MORALES et al., 2012).

O HSV-2 ¢ sexualmente transmissivel, sendo responsavel por causar meningite em
adultos e meningoencefalite em neonatos (KUKHANOVA; KOROVINA;
KOCHETKOV, 2014; MCALLISTER; SCHLEISS, 2014).

3.1.1 Epidemiologia

A prevaléncia do HSV-1, na faixa etdria de 0-49 anos, em todo o mundo, no ano de
2012, foi em torno de 67% (correspondendo a aproximadamente 3,709 bilhdes de
pessoas), sendo maior na Africa, Sudoeste da Asia e Pacifico Ocidental. J4 para o HSV-
2, na faixa etdria de 15-49 anos, foi em torno de 11,3% (correspondendo a
aproximadamente 417 milhdes de pessoas), sendo também maior na Africa, Sudoeste da
Asia e Pacifico Ocidental (LOOKER et al., 2015a; LOOKER et al., 2015b). Esses estdo
de acordo com os dados mais atualizados da Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS), onde
se acredita que o HSV-1 infecta 3,7 bilhdes de pessoas com menos de 50 anos (67%) e o
HSV-2, 417 milhdes de pessoas entre 15-49 anos (11%) (WHO, 2020b). Os sintomas

causados pela infec¢ao sdo geralmente autolimitantes em individuos imunocompetentes,



35

mas podem ser graves e prolongados em pacientes imunocomprometidos

(MCALLISTER; SCHLEISS, 2014; NAVID et al., 2014).

Outro aspecto epidemiolégico importante € a coinfeccdo dos tipos do HSV com
outros virus de interesse publico. Segundo Gupta, Warren e Wald (2007), a infec¢ao
genital pelo HSV aumenta em trés vezes o risco de adquirir HIV. O HSV-2, considerado
o virus mais comum causador de dlceras genitais no mundo, possui soroprevaléncia de
60-90% em pessoas infectadas pelo HIV. Os sintomas sdo geralmente leves ou ndo
reconhecidos na maioria das pessoas infectadas com o HIV-1, mas podem causar ulceras
genitais graves em pessoas com aids em estidgio avancado. Estudos laboratoriais e
epidemioldgicos também sugerem que o HSV-2 pode aumentar a infecciosidade do HIV-
1; todavia, ao utilizar um tratamento adequado para o HSV-2 torna-se possivel diminuir

a transmissdo do HIV-1 (CELUM et al., 2010).

3.1.2 Estrutura dos HSV

As particulas virais sdo esféricas possuindo 186 nm de diametro com espiculas
salientes de glicoproteinas, fazendo com que o seu diametro total seja de
aproximadamente 225 nm (GRUNEWALD et al., 2003). Essas sdo constituidas por
quatro componentes basicos: ocupando uma posi¢ao excéntrica, o nicleo com DNA de
fita dupla linear (152 kpb no HSV-1 e 155 kpb no HSV-2) rica em Guanina-Citosina
(68% para o HSV-1 e 69% para o HSV-2), circundado por um capsideo icosaédrico, que
contém de 162 capsomeros (150 hexameros e 12 pentdmeros), rodeado por uma matriz
de proteina nao estrutural chamada de tegumento. Tal consiste em uma camada amorfa
com algumas regides estruturadas contendo filamentos de 7 nm de largura apostos a
membrana, sendo composto por 26 proteinas com diversas fun¢des (LUPI; PEREIRA JR,
2000; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013). Por fim, hd o envelope externo,
composto por uma bicamada lipidica e 11 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gJ,
gK, gl e gM) e, pelo menos, duas proteinas de membrana nao glicosiladas (UL20 e Us9).
A fixagdo inicial das particulas virais nos receptores celulares e a subsequente penetracao
das mesmas nas células hospedeiras sao mediadas pelas glicoproteinas presentes no
envelope viral e ja foram bastante estudadas (BERGSTROM; TRYBALA, 1996;
KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Estrutura da particula viral dos HSV.

Capsideo
icosaédrico

Fonte: adaptado de HEMING; CONWAY e HOMA (2017).

Os principais alvos da resposta dos anticorpos na infeccao pelos HSV sdo as
glicoproteinas de superficie. Alguns epitopos nelas presentes sdo compartilhados pelos
HSV-1 e HSV-2, o que faz com que eles tenham um grau de reatividade cruzada bastante
alto. Além disso, as glicoproteinas gB, gC, gD e gE podem desencadear respostas imunes
potentes. No entanto, nenhuma reatividade cruzada entre a glicoproteina gG1 do HSV-1
e a gG2 do HSV-2 foi detectada e, por isso, os anticorpos contra tais glicoproteinas sao
utilizados para discriminar o tipo viral por sorologia, quando necessdrio. As principais
diferengas antigénicas entre 0 HSV-1 e o HSV-2 referem-se aos epitopos tipo-especificos
encontrados em algumas das glicoproteinas envolvidas (FORSGREN; KLAPPER, 2009;
LEGOFF; PERE; BELEC, 2014).

O HSV-1 e o HSV-2 compartilham homologia gendmica de 40%, que atinge 83%
para as regides de codificacdo de proteinas, o que pode explicar as numerosas
semelhangas bioldgicas e a reatividade antigénica entre eles. Seus genomas codificam
pelo menos 80 polipeptideos estruturais e ndo estruturais diferentes, incluindo pelo menos
10 glicoproteinas virais diferentes, das quais a maioria estd ancorada no envelope viral

(GARLAND; STEBEN, 2014; LEGOFF; PERE; BELEC, 2014).

3.1.3 Ciclo de replicacao viral
E bem conhecido que o ciclo de replicagdo viral ¢ dividido em seis etapas: adsor¢do

e ligacdo (1), entrada dos virus nas células hospedeiras (2), expressdo de genes virais (3),
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replicacdo propriamente dita (4), montagem (5) e liberacdo da nova geracdo de particulas

virais (6) (COLBERE, 1975; KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014).

Resumidamente, para iniciar a infec¢do, os virus se ligam (adsorvem) aos receptores
de superficie celular. Em seguida, ocorre rapidamente a fus@do do envelope com a
membrana plasmaética e a liberagao do capsideo no citoplasma, o qual € transportado para
os poros nucleares, pelos quais 0 DNA € introduzido no nucleo. Isso resulta na transcri¢ao

génica e replicacdo do DNA viral bem como na montagem dos novos capsideos.

Em linhagens celulares permissivas, o ciclo de replicagao in vitro € citolitico e leva
aproximadamente 18 a 20 horas. Até o momento, foram propostas duas vias de entrada
para os HSV, que diferem de acordo com as células infectadas. No principal mecanismo
(Figura 3.2) as glicoproteinas de superficie viral ligam-se as células hospedeiras (fase
essencial deste processo), por meio de receptores especificos. Em seguida, ocorre a fusao
do envelope viral com a membrana plasmatica e posterior transporte do capsideo viral
para o nucleo. A endocitose da particula viral envelopada € a via alternativa de entrada
dos virus nas células, seguida da fusdo do envelope com vesiculas intracelulares
(CONNOLLY et al, 2011; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013; AGELIDIS;
SHUKLA, 2015).
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Figura 3.2 — Ciclo de replicacdo dos HSV.
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Fonte: adaptado de BROOKS et al. (2013).

Abaixo, seguem detalhes sobre as etapas desta replicagdo viral.

Etapa 1 (adsorcio e ligacdo): Os virus empregam vdrias glicoproteinas
multifuncionais para mediar a adsorc¢do e ligacdo nas células hospedeiras. A adsorc¢ao da
particula viral a superficie celular ¢ mediada pelas glicoproteinas virais gC e gB. No caso
do HSV-1, ela parece ser mediada pela gC e, em menor grau, pela gB, enquanto no caso
do HSV-2 a ligacdo ocorre pela gB, sendo que ambas interagem com os
glicosaminoglicanos da superficie celular, em particular o sulfato de heparana. Em células
desprovidas de sulfato de heparana, a interagdo ocorre com unidades equivalentes de
outros glicosaminoglicanos de proteoglicanos da superficie celular, tais como sulfato de
condroitina. Embora a gB seja necessdria para a fusdo dos HSV, sua atividade de ligacdo

ao sulfato de heparana ndo € essencial para a entrada do virus na célula hospedeira. A gC
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ndo possui fungdo obrigatéria na entrada dos HSV, sendo dispensavel para a ligacdo viral
in vitro. No entanto, a elimina¢do da gC diminui a eficiéncia da adsor¢ao (CONNOLLY

et al., 2011; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013; AGELIDIS; SHUKLA, 2015).

Na etapa de ligacdo, € necessdria a interacdo da gD com um dos trés tipos de
receptores celulares: as nectinas-1 e -2, o mediador especifico da entrada do virus
herpético [Herpesvirus Entry Mediator ( HVEM)], ou o 3-O-sulfato de heparana sulfatado
(3-0-S-HS). Por isso, eles sdo considerados alvos terapéuticos atrativos para o
desenvolvimento de farmacos anti-herpéticos (FORSGREN; KLAPPER, 2009; LIU;
HOMA, 2009; KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). O HVEM ¢
expresso em vdrios tecidos, incluindo linfécitos T e B, células epiteliais, endoteliais e
fibroblastos, sendo considerado um membro da superfamilia de receptores do fator de
necrose tumoral. J4 as nectinas-1 e -2, que sao membros da superfamilia de receptores de
imunoglobulinas, sd@o expressas em vdrios tecidos e tipos celulares, incluindo células

epiteliais, fibroblastos e neurdnios (SPEAR, 2004; AGELIDIS; SHUKLA, 2015).

Etapa 2 (entrada dos virus nas células hospedeiras): A ligacdo da gD aos
receptores celulares desencadeia a fusao da membrana celular com o envelope viral por
interacdo com o complexo gB e o heterodimero gH/gl.. O mecanismo exato e 0s
participantes desse processo ndo foram ainda completamente elucidados, mas sabe-se que
a regido N-terminal da gD interage com os receptores celulares, provocando a liberagao
do dominio C-terminal, que ativa o complexo gB e gH/gL, desencadeando assim a fusao
da membrana. Quando a gD ndo estd ligada, o dominio C-terminal é bloqueado. Outra
funcdo interessante da gD € a supressdo da apoptose nas c€lulas infectadas pelos HSV
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). A entrada do genoma viral é
acompanhada pela entrada das proteinas do tegumento VP16 e vhs (virion host shutoff).
Acredita-se que a proteina vhas permaneca no citoplasma, promovendo a degradacdo do
RNA celular e viral, e a VP16, juntamente com as proteinas celulares Oct-1 e HCF-111,

promovem a transcri¢cao imediata (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013).

Etapa 3 (expressao de genes virais): Os genes dos HSV sao classificados em trés
grupos, de acordo com a regulacdo da sua expressao: imediato (a), precoce (B) e tardio
(y) WATANABE, 2010). Na chegada a um poro nuclear, o DNA viral € liberado a partir
do capsideo para o nucleo da célula (local onde ocorre a transcri¢do, replicacio do DNA
viral e produ¢do de novos capsideos), onde imediatamente se difunde. Para iniciar a

transcricao, o DNA viral liga-se a uma proteina da célula hospedeira (Oct-1), a uma
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proteina do tegumento (VP16) e a outros fatores de transcri¢do para promover a expressao
de genes a (2 a 4 h pds-infeccdo), que € o primeiro conjunto de genes virais a serem
transcritos. A maioria dos genes imediatos codificam proteinas reguladoras, enquanto os
produtos dos genes precoces estdo envolvidos na replicacdo do DNA viral. Muitas das
protefnas estruturais sdo codificadas pelos genes tardios, que ndo sdo expressos até a
sintese de DNA viral. O DNA viral € transcrito em todo o ciclo replicativo pela RNA
polimerase II da célula hospedeira, mas com participacdo de fatores virais em todas as
fases da infeccao (LUPI; PEREIRA JR, 2000; FORSGREN; KLAPPER, 2009; LIU;
HOMA, 2009; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013).

Seis genes (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e Usl.5) sdo atribuidos ao grupo de
genes imediatos; cinco deles (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 e Us1.5) ativam a transcricao de
genes 3, em vadrios tipos de células, codificando os fatores responsaveis pela transcri¢do
dos genes virais restantes e pela evasdo do sistema imune do hospedeiro. Dois desses,
ICP4 e ICP27, sdo essenciais para promover a expressao génica viral (mutantes nulos ndo
apresentam replicagao viral). A ICP27 redistribui os complexos nucleares ribonucleicos,
interfere no splicing (remog¢ao dos introns) dos transcritos a e participa na regulacdo da
liberacao viral (HARDY; SANDRI-GOLDIN, 1994; PARK et al., 2015). Desta forma,
essa proteina se faz necessdria para a transi¢do da expressao dos genes o para a expressao
dos genes B e y. A sintese do DNA viral € iniciada pela expressao dos genes precoces (J3),
enquanto os genes tardios (y) codificam as proteinas estruturais da particula viral.
Proteinas imediatas (o) realizam multiplas fun¢des e executam uma reorganizacao dos
processos celulares de interesse do virus (KUKHANOVA; KOROVINA;
KOCHETKOV, 2014).

Depois da entrada da particula viral, o capsideo sem envelope é transportado para
os poros nucleares com posterior transferéncia para o nicleo. Os HSV viajam através das
células por longas distancias, especialmente em neurdnios. Utilizando-se ensaios
bioquimicos e microscopia por imunofluorescéncia indireta, foi demonstrado que o
capsideo viral € transportado para o nicleo ao longo da rede de microtibulos, por meio
da interacdo da proteina do tegumento Ur34 com a dineina celular. O genoma viral é
entdo liberado, o capsideo vazio € deixado no citoplasma e o DNA viral imediatamente
altera sua forma de fita dupla linear para a forma circular (SODEIK; EBERSOLD;
HELENIUS, 1997; LIU; HOMA, 2009; KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV,
2014).
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Etapa 4 (replicacao propriamente dita): A expressao dos genes o leva a ativacao
dos genes [, que codificam, principalmente, enzimas envolvidas na sintese e replicagdo
do DNA viral: uma subunidade catalitica da DNA polimerase (UL30) e sua proteina
acessoria (Up42), proteina de ligacdo ao DNA simples fita (ICP8), complexo helicase-
primase formado por 3 proteinas (ULS5, UL8 e UL52), uma proteina de ligacdo (UL9), além
das enzimas envolvidas no metabolismo do 4cido nucleico (por exemplo,
ribonucleotideoredutase, timidina cinases, timidilatosintetase, DNAase alcalina,
dUTPase, etc.) e na sintese do DNA (por exemplo, DNA-polimerase, helicase, primase,
etc.). O pico de sintese de produtos de genes B € observado entre 5 a 7 h pds-infecgdo, e
a replicacio do DNA viral se inicia quando niveis suficientes destas proteinas se
acumulam nas células infectadas. A expressdo dos genes o € reduzida significativamente
apos o inicio da replicacdo do DNA, enquanto os genes tardios comegam a ser expressos
em niveis elevados. Considera-se que o DNA dos HSV replique por um mecanismo
ciclico, empacotando o genoma de DNA no nucleocapsideo (LUPI; PEREIRA JR, 2000;
FORSGREN; KLAPPER, 2009).

Etapa 5 (montagem das particulas virais): A sintese do nucleocapsideo e de todas
as outras proteinas estruturais ocorrem devido a indug@o da expressao dos genes y (12 h
pos-infecgdo) pelos produtos dos genes f. Os capsideos dos HSV sdo montados em torno
das proteinas andaimes virais no niucleo das células e, em seguida, outras proteinas virais
interagem com o DNA viral replicado para permitir sua encapsulacdo. As proteinas do
tegumento também migram para o nucleo das células e formam depdsitos proteicos sob
a membrana nuclear modificada. Os HSV, ao contrério de outros virus envelopados, sao
conhecidos por empacotarem aproximadamente 20 a 30 proteinas entre o capsideo e o
envelope na regido do tegumento. Os capsideos preenchidos de DNA associam-se com
proteinas do tegumento proximo da membrana nuclear. As glicoproteinas virais passam
por extensas modificacdes pds-traducdo, durante a passagem pelo aparelho de Golgi,
sendo entdo inseridas nas membranas nucleares (LUPI; PEREIRA JR, 2000;
FORSGREN; KLAPPER, 2009; LIU; HOMA, 2009; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY,
2013).

Etapa 6 (liberacao da nova geracao de particulas virais): Os nucleocapsideos
maduros tornam-se infecciosos por meio da germinagdo da lamela interna da membrana
nuclear e recebem seu envelope e tegumento. Até recentemente, ndo se sabia o exato

mecanismo que o virus utilizava para escapar da célula hospedeira apds se replicar. A
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estratégia consiste em secretar duas proteinas, a pUL31 e a pUL34, que interagem
formando uma vesicula. Esse complexo proteico recobre o virus e o transporta para fora
do nicleo, permitindo que ele infecte uma nova célula e a doenca progrida. Assim, as
novas particulas virais sdo liberadas a partir das células infectadas transitando nas
cisternas do reticulo endoplasmético rugoso, no aparelho de Golgi e nas vesiculas de
transporte citoplasmatico. A infec¢do produtiva das células hospedeiras resulta na sua
destruicao, por meio de grandes mudangas estruturais e bioquimicas induzidas pela
replicacdo viral (LUPI; PEREIRA JR, 2000; FORSGREN; KLAPPER, 2009; LIU;
HOMA, 2009; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013; HAGEN et al., 2015; ZEEV-
BEN-MORDEHAI et al., 2015).

3.14 Terapia anti-herpética

A maioria dos agentes terapéuticos utilizados para o tratamento das infecc¢des
causadas pelos HSV partilha do mesmo mecanismo de a¢ao, embora possuam diferentes
alvos moleculares e vias metabdlicas de ativacdo (pro-farmacos) (Quadro 3.3). Esses
farmacos atuam sobre a sintese do DNA viral, por meio da inibi¢do da DNA polimerase.
A excecdo é o docosanol, que é um inibidor da entrada dos HSV nas células. O tratamento
padrao-ouro das infec¢des causadas pelos HSV emprega o aciclovir (MAMIDYALA;
FIRESTINE, 2006). Embora tal fairmaco seja eficaz e seletivo, o surgimento de cepas
resistentes tem dificultado o manejo das infec¢des herpéticas, visto que a maioria dos
farmacos compartilha o mesmo mecanismo de acdo implicando resisténcia cruzada

(BACON et al., 2003; MORFIN; THOUVENOT, 2003).

Até o momento, existem trés mecanismos de inducdo de resisténcia associados aos

farmacos anti-herpéticos:

1) reducdo ou auséncia da enzima timidina quinase;

2) modificacdo da atividade da timidina quinase resultando em diminui¢do da
fosforilagdo do aciclovir;

3) alteracdo na enzima DNA polimerase viral e, consequentemente, diminuicdo da

afinidade do trifosfato de aciclovir.

De forma geral, os HSV sdo resistentes ao aciclovir, valaciclovir e famciclovir,

simultaneamente (CHATIS, 1992; RABELO et al., 2019).
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Quadro 3.3 — Estruturas quimicas dos fAirmacos anti-herpéticos disponiveis e seus alvos moleculares.
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Atualmente, novos farmacos anti-herpéticos estdo sendo avaliados em ensaios clinicos

para o tratamento dessas infeccdes: o brincidofovir (QUENELLE et al., 2010; PRICHARD et

al., 2011), que atua como um inibidor de substrato da DNA polimerase e possui atividade
antiviral 1.000 vezes maior que a do cidofovir; os farmacos amenamevir (CHONO et al., 2010)
e o pritelivir (WALD et al., 2014), que sdo inibidores da helicase-primase; e, por fim, mesilato
de nelfinavir (KALU et al., 2014), que € o sal do farmaco nelfinavir (inibidor do HIV-1), com
atividade anti-HSV-1 por inibir a maturacdo e exportacdo das novas particulas virais

(ALVAREZ et al., 2020).

4 VIRUS INFLUENZA

Influenza pode ser definida como uma doenga respiratéria grave e contagiosa, caracterizada
inicialmente por febre, tosse, dor de garganta e mialgia. Os virus influenza (VI) sdo
responsaveis por epidemias anuais e pandemias intermitentes, que acometem milhares de
pessoas no mundo todo (LULIANO et al., 2018), constituindo um grave problema de satide
publica. Essa doenga pode evoluir a condi¢des mais graves, tal como a pneumonia, insuficiéncia
respiratdria e dispneia, resultando em hospitalizacdo e até mesmo morte, principalmente em

pacientes de grupos de risco (CDC, 2020).
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Durante o século XX, ocorreram trés importantes pandemias: a gripe espanhola, de 1918 a
1920, que matou 20 a 40 milhdes de pessoas no mundo, com o surgimento de um novo subtipo,
o HIN1 (PATTERSON; PYLE, 1991); a gripe asidtica, de 1957 a 1960, sendo caracterizada
pelo surgimento do subtipo H2N2; e a gripe de Hong Kong, de 1968 a 1972 caracterizada pelo
surgimento do subtipo H3N2 (SCHOLTISSEK et al., 1978). Pode-se, ainda, citar a gripe russa,
de 1977 a 1978, causada pelo ressurgimento do subtipo HI1N1, principalmente em criancas e
jovens (XU et al., 2004); no século XXI a gripe avidria, de 2003 a 2004, com surgimento de
focos de VI do tipo A de alta patogenicidade (H5N1) (ZAMBON, 2014); a gripe influenza
pandémica (HINT), em 2009, que foi uma gripe humana causada pela agressiva cepa suina
A/HIN1pdm (DAWOOD et al., 2012); e em 2013 na China, o subtipo avidrio A/H7N9 emergiu

causando uma taxa significativa de infeccdes em humanos e aves (GAO et al., 2013).

A permanéncia dos VI no ambiente por décadas pode ser explicada por dois mecanismos
evolutivos, o drift antigénico e o shift antigénico. O primeiro resulta de mutagdes pontuais as
quais sdo inseridas durante a replicacdo do virus, garantindo a evolugdo antigénica viral. J4 o
segundo estd relacionado com um rearranjo de segmentos génicos resultando em mudangas
mais dréasticas no genoma viral e surgimento de pandemias, por rearranjo gé€nico do hospedeiro

infectado com diferentes cepas virais (WEBSTER; BEAN, 1978; BERRI et al., 2014).

4.1 Epidemiologia

A doenca causada pelos VI, também chamada de gripe sazonal, é considerada uma das
mais importantes do trato respiratdrio em humanos, ocorrendo principalmente no inverno.
Estima-se que, em todo o mundo, as epidemias anuais resultem em torno de trés a cinco milhdes

de casos graves, e entre 290 a 650 mil mortes por problemas respiratérios (WHO, 2020c).

Todas as faixas etdrias podem ser afetadas pela doenga; porém, existem grupos com maior
risco como as mulheres gravidas, criancas menores que cinco anos, idosos, individuos com
doencas cronicas (cardiacas, pulmonares, renais, metabdlicas, neurodesenvolvimentais,
hepaticas ou hematolédgicas), e individuos imunossuprimidos (com HIV/aids, sob tratamento
quimioterdpico ou com farmacos esteroides) (SIMONSEN et al., 1997; SHAW; PALESE,
2013; WHO, 2020c).

A gripe sazonal possui transmissdo considerada rdpida, principalmente em dreas
movimentadas, como escolas e asilos. Uma pessoa infectada quando tosse ou espirra, dispersa
no ar goticulas infeciosas (contendo os virus), que se espalham por até um metro de distancia,

infectando assim as pessoas que estdo proximas. A transmissao também ocorre pelas maos
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contaminadas com os VI e, em menor frequéncia, pelo contato com uma superficie ou objeto
que contenha os virus. O periodo de incuba¢do dos virus varia de um a quatro dias, e para
prevenir tal transmissao, as pessoas infectadas devem cobrir a boca e o nariz ao tossir e, lavar

as maos regularmente (SHAW; PALESE, 2013; CDC, 2020; WHO, 2020c¢).

Nas regiodes tropicais, os surtos sdo considerados irregulares, ja que a doenca pode ocorrer
ao longo do ano. Em climas temperados, as epidemias sazonais sdo mais regulares, ocorrendo

principalmente no inverno (CDC, 2020).

4.2  Classificacao e estrutura dos virus influenza (VI)

Existem quatro tipos reconhecidos de virus influenza, A, B, C e D, sendo o virus influenza
D, o mais recente a ser descoberto, ndo tendo ainda casos reportados em humanos (HAUSE et
al., 2013). Esses virus pertencem a familia Orthomyxoviridae, com tamanho aproximado de 80

a 120 nm (HUTCHINSON; FODOR, 2013; SHAW; PALESE, 2013; SU et al., 2017).

As particulas virais possuem envelope coberto por proteinas com funcdes essenciais ao
virus: a hemaglutinina (HA), responsdvel pela entrada dos virus nas células, a neuraminidase
(NA), que permite a liberagao dos virus que irdo infectar novas células, e os canais de prétons
formados pela proteina M2, que € responsavel pelo desnudamento da particula viral (Figura
4.1) (FOUCHIER et al., 2005; MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011). Abaixo do envelope viral
encontram-se as proteinas M1, que delimitam a por¢do interna da particula viral e revestem o
complexo de ribonucleoproteinas (RNPs). As RNPs sdo compostas pelo complexo da
polimerase viral [polimerase bédsica 1 (PB1), polimerase basica 2 (PB2) e polimerase 4cida
(PA)], ligado a nucleoproteina (NP) e a cada um dos oito segmentos do genoma viral (SHAW;

PALESE, 2013).
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Figura 4.1 — Estrutura da particula viral dos virus influenza.
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Fonte: adaptado de MEDINA; GARCIA-SASTRE (2011).

Abaixo segue uma breve descri¢do das principais proteinas expressas pelos VI e suas

respectivas fungdes durante o ciclo viral (Quadro 4.1).

Quadro 4.1 — Principais proteinas expressas pelos virus influenza e suas funcdes.

Proteina Funcao
Componente da RNA polimerase, reconhecimento e captura da estrutura Cap
v (existente no pré-RNAm do hospedeiro)
PB1 Componente da RNA polimerase, atividade de endonuclease e elongagio
Componente da RNA polimerase, participante dos processos de transcri¢do e
PA replicagdo
HA Glicoproteina de superficie, receptor de ligagdo, fusdao, maior antigeno
NA Glicoproteina de superficie; atividade de sialidase
Nucleoproteina: maior componente do nicleo-capsideo; importante no ciclo
NP replicativo do RNA; conduz a ordenagdo helicoidal do nucleocapsideo
M1 Proteina de matriz: maior componente do virus (proteina estrutural)
Proteina nao estrutural do nicleo: importante no transporte de RNA celular,
e splicing, traducgdo e acdo anti-interferon
NEP/NS2 Proteina nao estrutural de exportacio nuclear das RNPs virais

Fonte: adaptado de SHAW; PALESE (2013).
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A variabilidade das proteinas virais (HA e NA) constitui a base da classificagdo dos virus
do tipo A em diferentes subtipos. Atualmente, sdo conhecidos 18 tipos de HA (H1-H18) e 11
de NA (N1-N11). A combinacdo de ambas é que define o subtipo de virus da gripe (por
exemplo, HSN1 ou HIN1), e estd diretamente relacionada com as respostas epidemioldgicas e

clinicas (SHAW; PALESE, 2013; DE VLUGT et al., 2018).

Os virus influenza do tipo A (VIA) sdo os mais virulentos patégenos humanos,
representando uma grande preocupacdo de saude publica, tanto pelo potencial pandémico
quanto pelo impacto sazonal. As aves aqudticas s@o o principal reservatério animal dos VIA, ja
que abrigam todas as combinacdes possiveis dos subtipos de HA e NA (YOON; WEBBY;
WEBSTER, 2014; BORKENHAGEN et al., 2019). Atualmente, circulando em humanos,
sazonalmente, encontram-se os subtipos HIN1 e H3N2 (WHO, 2020c).

Os virus influenza do tipo B (VIB) sdo responsdveis por surtos localizados em pequenas
comunidades (por exemplo, em escolas). Eles infectam o trato respiratdrio superior e inferior,
assim como os VIA. Apesar de semelhantes, os VIA e os VIB apresentam diferencas
significativas tanto na evolucdo quanto na epidemiologia. Esses virus ndo sdo classificados em
subtipos, mas podem ser divididos de acordo com mudangas antigénicas significativas. Para
esses virus, os humanos s@o o principal reservatério (OSTERHAUS et al., 2000). Atualmente,

os VIB circulantes pertencem as linhagens B/Yamagata ou B/Victoria. (WHO, 2020c).

Os virus influenza do tipo C (VIC) causam infec¢do do trato respiratorio superior,
especialmente em criancas, mas os sintomas sdo geralmente leves, sendo, por isso, menos
estudados e sem importancia para a saide publica (GRIENKE et al., 2010; RICHTER et al.,
2015). Estudos soroldgicos indicaram que os VIC possuem distribui¢do mundial e que a maioria
dos humanos desenvolve anticorpos contra eles no inicio da vida. Os VIC possuem maior
estabilidade antigénica, quando comparados com os VIA, sendo o reservatdrio desses virus o

ser humano, podendo também infectar porcos (SALEZ et al., 2014).

Recentemente, isolado de porcos e bovinos clinicamente doentes, um novo virus influenza,
inicialmente classificado como do tipo C, foi depois denominado diferentemente: virus
influenza D (VID). Provisoriamente, ele foi designado como C/Oklahoma/1334/2011 (C/OK)
por causa das suas similaridades genéticas com o VIC. Posteriormente, a andlise filogenética
das proteinas virais mostrou diferencas entre os virus C/OK e o VIC, assim como havia sido

encontrado entre os VIA e os VIB. Por meio de ensaios de inibi¢cdo da hemaglutinacio, ndo foi
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observada reatividade cruzada entre C/OK e VIC. O virus C/OK foi capaz de infectar furdes e
porcos e ser transmitido para outros animais. Tais evidéncias sugeriram que o virus C/OK
representava um novo subtipo do VIC, que circula em porcos, sendo assim, classificado como

VID (HAUSE et al., 2013).

4.3  Ciclo de replicacao dos virus influenza (VI)

As principais células utilizadas para a replicacdo dos VI sdo as células epiteliais do trato
respiratorio superior e inferior no organismo humano. Isso se deve ao fato de as membranas
dessas células serem ricas em acido N-acetil neuraminico (SHAW; PALESE, 2013). As
proteinas HA e a NA interagem com esse acido, conhecido também como 4cido sidlico. Quando
os VI infectam o hospedeiro humano, a proteina HA reconhece o dcido sidlico das superficies
celulares (SHAW; PALESE, 2013; MAIR et al.,, 2014), e consequentemente, ocorre a
internalizac¢ao dos virus por endocitose, que é pH-dependente. O pH dos endossomas, quando
baixo, faz com que aconteca uma mudanca conformacional na proteina HA e, assim, o precursor
dessa glicoproteina de superficie (HAO) € clivado nas subunidades HA1 e HA2. Em seguida,
ocorre a insercdo do dominio fusogénico HA2 na membrana endossomal, permitindo a
passagem do contetido viral para o citoplasma. A proteina M2, que atua como um canal de
prétons, promove o desnudamento das particulas virais e também contribui para que o meio
fique mais 4cido. Desta forma, a fusdo permite que o complexo RNP viral seja liberado no
citoplasma celular, e por transporte ativo, tal complexo entra no nudcleo da célula hospedeira
(HAMILTON; WHITTAKER; DANIEL, 2012; SHAW; PALESE, 2013; ZHENG; TAO,
2013).

O nicleo € o local onde ocorre toda a sintese do RNA dos VI, por meio da agdo do
complexo das polimerases virais (PB2, PB1 e PA). Uma vez no nicleo, por meio de um
mecanismo dependente de iniciador, o RNAv sentido negativo € transcrito em RNAm, e
utilizado na sintese das proteinas virais. Uma cépia completa do molde de RNAv € produzida,
e como resultado, um RNAc sentido positivo € gerado. O RNAc € utilizado como molde para

a produc¢do dos novos RNAv (SHAW; PALESE, 2013; TE VELTHUIS; FODOR, 2016).

Todos os RNAm sao transportados para o citoplasma, e aqueles que codificam as proteinas
de membrana (HA, NA e M2) sdo traduzidos por ribossomas no reticulo endoplasmético. Em
seguida, essas proteinas entram na via de secrecdo do hospedeiro, sofrendo glicosilagdo no
complexo de Golgi. Todos os outros RNAm serdo traduzidos por ribossomas citoplasmaéticos e

as proteinas PA, PB1, PB2 e NP sdo importadas para o nicleo, onde catalisam inicialmente a
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sintese da cadeia ( + ) de RNA e depois da cadeia ( - ) de RNA, formando varios fragmentos de
nucleocapsideos. As proteinas M1 e NS1 sdo também transportadas para o nucleo. A ligacdo
da proteina M1 aos novos RNAv induz a parada da sintese de RNAm virais e, em conjunto com
a NEP/NS2, promovem a exportacdo dos nucleocapsideos para o citoplasma. As proteinas HA,
NA e M2 sdo transportadas para a superficie da célula e entdo incorporadas na membrana
plasmdtica. Os nucleocapsideos virais associam-se as proteinas M1 e NEP/NS2, sdo
transportados para a superficie celular, e ligam-se as regides da membrana plasmadtica que
possuem as proteinas da membrana. Finalmente, ocorre a formacao das novas particulas virais
e o brotamento ocorre na membrana plasmdtica. A liberacdo das particulas virais recém-
sintetizadas ocorre por meio da NA, que cliva os dcidos sidlicos da superficie celular, impedindo
sua aglomeracdo ou retencao devido a interagdo da HA com os residuos desse acido (DIAS et

al., 2009; SHAW; PALESE, 2013) (Figura 4.2).

Figura 4.2 — Ciclo de replicagdo dos virus influenza do tipo A.
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Fonte: adaptado de MEDINA; GARCIA-SASTRE (2011).
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4.4  Controle e terapia anti-influenza

O monitoramento epidemioldgico das infeccdes causadas pelos VI € de extrema
importancia devido as epidemias anuais e o risco inerente de novas pandemias. Desde 1952, a
vigilancia global da gripe é realizada pelo Sistema Global de Vigilancia e Resposta a Gripe
(GISRS) da OMS. Atualmente, o GISRS € composto por institui¢des em 115 estados membros
da OMS, centros nacionais de influenza, centros colaboradores da OMS, laboratérios
regulatdrios essenciais e laboratérios de referéncia para diagnéstico de infec¢ao por VIA/HS

(WHO, 2020d).

A vacinagdo € a principal medida profildtica e de controle das infec¢cdes e complicagdes
dos VI (CARRAT; FLAHAULT, 2007; SOEMA et al.,, 2015). Embora seja a principal
estratégia utilizada para diminuir o impacto das epidemias anuais do virus, a eficdcia limitada
das vacinas licenciadas é reconhecida. Isso ocorre devido a alta taxa de muta¢do do genoma
dos VI, que altera suas caracteristicas antigénicas (PRINCIPI et al., 2019); e nesse sentido, tais
vacinas precisam ser avaliadas todos os anos. Desta forma, dados sdo coletados em todo o
mundo e um comité se reine duas vezes ao ano para avaliar e recomendar quais as cepas dos
VI serdo incluidas na composi¢do da vacina a ser administrada no préximo ano, diferenciando

qual serd aplicada no hemisfério sul e qual serd aplicada no hemisfério norte (WHO, 2020e).

Além da vacinagdo como método preventivo, atualmente estdo disponiveis € em constante

estudo, farmacos que objetivam impedir a replicacdo viral. Dentre esses, podemos citar:

e os inibidores do canal i6nico M2, amantadina (aprovado em 1966) e a rimantadina
(aprovado em 1993), usados apenas para tratar infec¢des causadas por VIA, com
sérios efeitos colaterais associados ao sistema nervoso central e trato
gastrointestinal (VON ITZSTEIN, 2007). Por isso, ndo sd3o mais recomendados
desde 2004-2005 devido as altas taxas de resisténcia (KLIMOYV et al., 1995;
SHIRAISHI et al., 2003; JACOB et al., 2016);

e os inibidores da NA, oseltamivir e zanamivir, que possuem a capacidade de
encaixar-se no sitio ativo da enzima e evitar a clivagem da ligacao entre as células
hospedeiras e as particulas virais recém-formadas (MATROSOVICH et al., 2004;
MOSCONA, 2005). Ambos os farmacos foram aprovados para o tratamento das
infec¢des causadas por VIA e VIB; porém, com o passar do tempo, também

comegcaram a induzir resisténcia. Os virus HIN1 resistentes ao oseltamivir surgiram
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espontaneamente e se espalharam globalmente (MOSCONA, 2005; MEIJER et al.,
2009; WEINSTOCK; ZUCCOTTI, 2009; HURT et al., 2011; MATOS et al., 2018).

Devido a falta de farmacos anti-influenza eficazes, novos alvos e estratégias sao
constantemente desenvolvidos em todo o mundo. Na Russia, o umifenovir, que é um inibidor
de fusdo celular, ja € utilizado clinicamente (LENEVA et al., 2016; PSHENICHNAYA et al.,
2019). Outros inibidores da NA (laninamivir e peramivir) foram introduzidos recentemente nos
mercados farmacéuticos do Japao, China, Coréia do Sul e EUA, tanto para prevencdo como
para o controle das infec¢des por VI, mas ndo demonstraram ser mais eficazes que o oseltamivir

(TAKASHITA et al., 2014).

Com o intuito de diminuir a resisténcia criada pela alta mutacdo das principais proteinas
antigénicas virais aos medicamentos existentes, dois novos medicamentos foram desenvolvidos
com foco na inibi¢do da polimerase viral: o baloxavir marboxil (licenciado no Japao e EUA) e
o favipiravir (licenciado somente no Japao). Eles foram lancados no mercado farmacéutico em
2018, contemplando grupos especiais de pacientes (FURUTA; KOMENO; NAKAMURA,
2017; HOFFMANN-LA ROCHE, 2018; NOSHI et al., 2018). Tais medicamentos devem ser
tratados com cautela (por exemplo, somente usados emergencialmente) por serem novos no
mercado e ndo possuirem seus efeitos colaterais bem caracterizados. Inclusive, ja foi detectado
que o baloxavir marboxil estaria induzindo resisténcia e que o favipiravir mostrou ser

teratogénico (PRINCIPI et al., 2019).

5 CANCER

5.1 Informacdes gerais

Cancer € um termo genérico utilizado para designar muitas doengas caracterizadas pela
proliferacao anormal de células, além de seus limites habituais, que podem invadir partes
adjacentes do corpo e/ou se espalharem para outros 6rgaos. Essas células, ditas tumorais, podem
ser de qualquer parte do corpo e os tumores formados possuem muitos subtipos anatdmicos e
moleculares, os quais exigem estratégias de manejo especificas. Outros termos usados para

designar os canceres sao tumores malignos e neoplasias (WHO, 2020a).

Tal proliferacdo anormal origina uma nova populagdo celular com caracteristicas

diferenciadas, tais como insensibilidade a sinais inibitdérios de crescimento, potencial ilimitado
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de replicagdo, mutacdo, instabilidade genOmica, inflamacdo induzida pelos tumores,
desregulacdo energética celular, evasdao ao ataque imunoldgico, maior entrada de nutrientes,
diferenciacdo celular e modificacdo do microambiente tumoral (HANAHAN; WEINBERG,
2011; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Morfologicamente, as células tumorais podem
apresentar nucleos aumentados com forma irregular, nucléolos proeminentes, citoplasma
escasso e intensamente corado ou, pelo contrdrio, excessivamente pédlido (BABA; CATOI,

2007).

Todas essas alteracdes celulares junto as mutacdes que ocorrem no DNA surgem
geralmente numa frequéncia de uma a cada 20 milhdes, por gene e por divisdo celular. Isso nos
leva a pensar que no mundo, os humanos deveriam apresentar frequéncias semelhantes de
canceres, contudo, as taxas de incidéncia variam significativamente. Nesse sentido, alguns
fatores podem interferir nessa incidéncia, tais como os hereditdrios e/ou ambientais, pois se
acredita que algumas populacdes sejam portadoras de genes de suscetibilidade ao cancer, e o

ambiente no qual vivem também contribui para a mesma (HEJMADI, 2010).

Tanto o diagndstico como o tratamento do cancer movimentam altos valores financeiros,
tanto para os portadores e a sociedade quanto para os sistemas de saide, sendo que os fatores
desencadeadores dos canceres ndo foram ainda completamente elucidados, sem aprofundar em
todos os problemas de ordem pessoal, familiar e profissional advindos. Por essa razio, esse
tema € de grande interesse dos pesquisadores, que buscam compreender a gé€nese e as
caracteristicas do cancer, desenvolver métodos diagndsticos cada vez mais simples, que
detectem precocemente seu aparecimento, além de terapias seletivas, eficazes e com efeitos

adversos reduzidos.

5.2 Epidemiologia

O cancer € considerado um grave problema de saiide mundial, sendo a segunda principal
causa de mortalidade no mundo, em torno de 13%, semelhante ao nimero de mortes anuais
provocadas pelo HIV/aids, tuberculose e malaria juntas (LOPEZ-GOMEZ et al., 2013; WHO,
2020a).

S6 em 2018, o cancer foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes (WHO, 2020a).
Atualmente, estima-se que ele seja responsavel por uma a cada seis mortes no mundo, sendo
que em 87 paises € a principal causa de morte em homens, e em 26 paises em mulheres
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020; WHO, 2020a). A OMS fez uma proje¢do de 27,5 milhdes

de novos casos de cancer para o ano de 2040 e 16,3 milhdes de mortes pela doenga. Os paises
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em desenvolvimento serdo os mais afetados, entre eles o Brasil, com estimativa de 1 milhdo de
novos casos € 500 mil mortes pela doenca para o ano de 2040. Os tipos mais comuns entre
homens sdo os canceres de pulmao, préstata, colorretal, estdmago e figado, enquanto os de
mama, colorretal, pulmao, cervical e tireoide sdo os mais comuns entre as mulheres (WHO,
2020a). No Brasil, de acordo com a ultima atualizacdo do Instituto Nacional de Cancer

(BRASIL/INCA, 2020), essas taxas sao concordantes (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados

para 2020 por sexo.

Prastata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Coélon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do dtero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Qvario 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do dtero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: BRASIL/INCA (2020).

5.3 Cancer de pulmao

Dentre os diferentes tipos de cancer existentes, o de pulmio se destaca devido a sua
agressividade, uma vez que a taxa de mortalidade € relativamente proxima a taxa de incidéncia.
Ele acomete um ou ambos os pulmdes, formando-se geralmente nas células que revestem as
vias aéreas e as glandulas préximas. O cancer de pulmao causa mais mortes do que os de
préstata, mama a pancreas juntos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020; LUNG CANCER
RESEARCH FOUNDATION, 2020). Em 2016, ocorreram dois milhdes de casos incidentes de
cancer de traqueia, bronquios e pulmao, causando 1,7 milhdes de mortes por esses em todo o

mundo (FITZMAURICE et al., 2018).

Os dois principais tipos sdo o cancer de pulmao de células pequenas (em inglés, Small
Cells Lung Cancer - SCLC) e o cancer de pulmdo de células ndo pequenas (em inglés, Non
Small Cells Lung Cancer - NSCLC) (EUA/NCI, 2020). O SCLC ocorre nas grandes vias aéreas

(bronquios primérios e secundarios) e esta fortemente relacionado com o tabagismo. Este € mais
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raro, responsavel por 10-15% dos diagndsticos; porém, apresenta pior progndstico, pois
geralmente ocorrem metéstases (GRIDELLI et al., 2015). O NSCLC € o mais comum, atingindo
de 85-90% dos pacientes e pode ser subdividido de acordo com caracteristicas patolégicas em
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de grandes células. O
adenocarcinoma afeta em torno de 90% dos pacientes, e geralmente se desenvolve nas bordas
dos pulmdes, ou nas células das vias respiratdrias. O segundo fenétipo histolégico do NSCLC
compreende cerca de 10% dos casos e inclui as células escamosas, sendo geralmente detectado
nos bronquios. Outros tipos menos comuns desse cancer incluem o pleomoérfico, tumor
carcinoide, carcinoma de glandula salivar e carcinoma ndo classificado (GRIDELLI et al.,

2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Apesar de o tabaco ser considerado um dos principais fatores de risco para o cancer de
pulmao, outros riscos podem estar envolvidos, tais como histéria familiar, altos niveis de
polui¢do do ar, presenca de arsénio na dgua potavel, gas radonio, exposi¢ao ao mineral asbesto
(amianto) e a certos metais (cromo e cddmio), exposicao a agentes quimicos cancerigenos, tais
como uranio, produtos do carvao, gasolina e exaustdo de particulas do diesel (BIEN, 2016;

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

No Brasil, a estimativa para cada ano do tri€nio 2020-2022 aponta a ocorréncia de 17.760
novos casos de cancer de pulmao em homens e 12.440 em mulheres. Esses valores representam
um risco estimado de 16,99 casos novos a cada 100 mil homens, sendo o terceiro tumor mais
frequente; e um risco estimado de 11,56 novos casos para cada 100 mil mulheres, o quarto tipo
de tumor mais frequente. Geralmente, a auséncia de sintomatologia nos estdgios iniciais
dificulta seu diagndstico, impossibilitando a cirurgia para a maior parte dos pacientes, sendo
que somente 10 a 15% atinge uma taxa de sobrevida de cinco anos. A sua elevada taxa de
mortalidade pode ser atribuida ao seu alto potencial metastatico e por ser detectado geralmente
em estddios avancados, pois a detec¢do de sintomas nas fases iniciais ndo € comum
(BRASIL/INCA, 2020). Nesse sentido, o arsenal terapéutico utilizado para combater tal doenca
deve incluir a reducdo da sobrevivéncia celular tumoral, em longos periodos (HERBST;

MORGENSZTERN; BOSHOFF, 2018).

A escolha do tratamento do cancer de pulmao dependera das caracteristicas fisioldgicas e
capacidade funcional individuais, perfil de toxicidade clinica, do tipo de células afetadas (SCLC
ou NSCLC), tipo e estagio de desenvolvimento do cancer, além das caracteristicas moleculares

especificas das células tumorais, preferéncias do paciente e protocolos terapéuticos
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institucionais. Em estdgios precoces de carcinomas do tipo NSCLC, a cirurgia € usualmente
indicada, além da quimioterapia e/ou radioterapia. Quando j4 existe uma maior progressao do
carcinoma, a quimioterapia com farmacos de acdo direcionada e/ou a imunoterapia se fazem
necessarios. Nos casos de cancer do tipo SCLC, geralmente é indicada quimioterapia e/ou

radioterapia (SIEGEL et al., 2014; MS, 2020).

Atualmente, existem terapias direcionadas para subtipos moleculares especificos de
adenocarcinomas de pulmao, e terapias-alvo em desenvolvimento para os carcinomas

escamosos de pulmao (HERBST; MORGENSZTERN; BOSHOFF, 2018).

O tratamento padrdao de NSCLCs inclui a combinagdo de cisplatina ou carboplatina com
pelo menos um desses farmacos: vinorelbina, gemcitabina, paclitaxel, docetaxel, etoposideo e
pemetrexed. J4 para o tratamento de SCLCs geralmente sdo usadas as seguintes combinacoes:
cisplatina e etoposideo, carboplatina e etoposideo, e gemcitabina e carboplatina. O cancer de
pulmao do tipo SCLC normalmente responde bem a esses tratamentos, porém os pesquisadores
continuam a testar novas combinacdes em busca de melhores resultados e menores efeitos
colaterais (RU/CANCER RESEARCH, 2020). No Brasil, os esquemas terapéuticos para o
cancer de pulmao estdo descritos segundo a tltima portaria (n® 957, de 26 de setembro de 2014)

do Ministério da Sadde (MS, 2020).

O prognéstico dependera do estagio de desenvolvimento tumoral, grau de metéstase, tipo
de cancer de pulmao, nivel de mutacio genética, presenca de sinais e sintomas, tais como tosse
e dificuldade para respirar, além da sadde geral do paciente (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020).
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Abstract

Influenza virus infections represent a major public health issue by causing annual epidemics and
occasional pandemics that affect thousands of people worldwide. Vaccination is the main
prophylaxis to prevent these epidemics/pandemics, althoung the effectiveness of licensed
vaccines is rather limited due to the constant mutations of influenza virus antigenic characteristics.
The available anti-influenza drugs are still restricted and there is an increasing viral resistance to
these compounds, thus highlighting the need for research and development of new antiviral drugs.
In this work, two new semisynthetic derivatives of digitoxigenin, namely C10 {345-[(N-(2-
hydroxyethyl)aminoacetyl Jamino-3-deoxydigitoxigenin} and C11 {3f-(hydroxyacetyl)amino-3-
deoxydigitoxigenin}, showed anti-influenza A virus activity by affecting the expression of viral
proteins at the earlier stages of replication cycle, and altering the transcription and synthesis of
new viral proteins, thereby inhibiting the formation of new virions. Such antiviral action occurred
due to the interference in the assembly of viral polymerase, resulting in a deficient polymerase
activity and, therefore, reducing viral replication. Attesting the in vitro results, a clinically relevant

ex vivo model of influenza infection of human tumor-free lung tissues corroborated the potential
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of these compounds, especially C10, to completely abrogate influenza A virus replication at the
highest concentration tested (2.0 uM). Taken together, these promising results demonstrated that

C10 and C11 can be considered as potential new anti-influenza drug candidates.

Keywords

Semisynthetic cardenolides; anti-influenza; mechanism of action; polymerase activity inhibition.
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1. Introduction

Influenza viruses cause annual epidemics and occasional pandemics that affect thousands of
people worldwide, thus representing a major public health issue (WHO, 2020a). Influenza viruses
belong to the Orthomyxoviridae family, and based on their antigenic characteristics, they were
subdivided into four genera: A, B, C and D (Bush, 2007; Su et al., 2017), but only A and B are
clinically relevant to humans (Behrens and Stoll, 2006). In addition, Influenza A viruses (IAVs)
were further classified according to their surface glycoproteins: hemagglutinin (HA) and
neuraminidase (NA) (Shaw and Palese, 2013).

Influenza viruses contain an eight segmented negative-sense, single-stranded viral RNA genome
that encodes for eleven essential viral proteins. Each segment is encapsulated into a
ribonucleoprotein (RNP) molecule, consisting of the nucleoprotein (NP) and a trimeric RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp) complex composed by PA, PB1 and PB2 (Lo et al., 2018).
Inside the nucleus, the RdRp carries out transcription and replication using the VRNA as a
template for both, transcription to mRNA or synthesis of complementary RNA (cRNA) that
serves as the template for novel vRNAs. During the infection, the synthesis of mRNAs occurs
prior to cRNA and vRNA transcription, which are then exported out of the nucleus for the
synthesis of the viral proteins (Dou et al., 2018).

Although vaccination is the main prophylactic strategy used to decrease the impact of annual
influenza epidemics (Carrat and Flahault, 2007; Soema et al., 2015), the effectiveness of licensed
vaccines is rather limited due to the high mutation rate of the influenza virus genome that alters
antigenic characteristics (Principi et al., 2019). Thus, these vaccines need to be revised every year.
Based on data gathered from north and south hemispheres, a scientific committee meets twice a
year to define the influenza strains that will be excluded and/or included in the vaccine
composition to be administered in the next flu season (WHO, 2020b). However, in case of a
pandemic, vaccines have to be produced ad hoc and are generally available only some months
after the emergence and spread of the new pandemic virus (Chua and Chen, 2010).

Additionally, anti-IAV drugs, such as M2 ion channel inhibitors (adamantane derivatives:
rimantadine and amantadine, no longer recommended since 2004-2005 due to high resistance
rates), and neuraminidase inhibitors (NAIs: oseltamivir and zanamivir) have been used
worldwide. However, the emergence of influenza virus strains resistant to these drugs has been
reported increasingly (Hurt et al., 2011; Takashita et al., 2014; Jacob et al., 2016; Takashita et al.,
2016; Matos et al., 2018; Horwood et al., 2019). Because of the lack of effective antivirals, new
drugs are constantly developed all over the world. In Russia and China, a cell fusion inhibitor,
named umifenovir, is clinically used (Leneva et al., 2016; Pshenichnaya et al., 2019). Other NAIs
(laninamivir and peramivir) were recently introduced in the pharmaceutical markets of Japan,
China, South Korea, and USA for influenza prevention and control, but they do not seem to be

more effective than oseltamivir. Thus, influenza treatment with these drugs cannot be considered
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satisfactory (Principi et al., 2019), and the development of new anti-influenza drugs with different
mechanisms of action is a real need. Intending to reach this goal, in 2018, two drugs that inhibit
functions of the viral polymerase, baloxavir marboxil and favipiravir, have been licenced in
specific markets (the first one in Japan and USA, and the second solely in Japan), but only for
special groups of patients (Furuta et al., 2017; Noshi et al., 2018; Roche, 2018). Based on the data
available so far, these new drugs should be only considered for emergency use, once baloxavir
caused a high rate of resistance in clinical trials, whereas favipiravir was shown to be teratogenic
(Principi et al., 2019). Based on these facts, the research and development (R&D) of new anti-
influenza drugs remain valid and imperative.

Cardenolides are cardiac glycosides (CGs) mainly found in plant species of Apocynaceae (e.g.
Nerium oleander L.) and Plantaginaceae (e.g. Digitalis lanata Ehrh. and D. purpurea L.) families
(Kreis, 2017), which are broadely used for over 200 years to treat several cardiac conditions,
including congestive heart failure, arrhythmias and cardiogenic shock (Bessen, 1986; Rahimtoola
and Tak, 1996; Patel, 2016). Therapeutically, the most relevant cardenolides are digoxin and
digitoxin. Their mechanism of action and selectivity are mainly related to the direct inhibition of
Na*/K*-ATPase a-subunit, which promotes cardiac muscle contraction (Horisberger, 2004).

In recent years, these compounds have been investigated for the treatment of other pathological
conditions, such as viral infections. Their potential antiviral activity against a wide variety of
viruses has been reported, such as adenovirus (Grosso et al., 2017), chikungunya virus (Ashbrook
et al., 2016), coronavirus (Yang et al., 2017; Yang et al., 2018), cytomegalovirus (Cai et al., 2014;
Cohen et al., 2016; Gardner et al., 2015), dengue virus (Cheung et al., 2014), herpes virus (Bertol
et al., 2011; Dodson et al., 2007; Su et al., 2008; Boff et al., 2020b), HIV (Singh et al., 2013;
Wong et al., 2013; Wong et al., 2018), human papillomarivus (HPV) (Van Der Kolk et al., 2017),
influenza virus (Hoffmann et al., 2008; Kiyohara et al., 2012; Amarelle et al., 2019), and
respiratory syncytial virus (Norris et al., 2018).

Even though many studies have showed the potent antiviral activity of CGs, only a few of them
focused on influenza viruses. Hoffmann et al. (2018) reported that CGs interfered with influenza
virus replication of IAV strain A/WNS/33 (HIN1) and IBV strain B/Yamagata/88 by regulating
Na* currents. Another work, performed by Kiyohara et al. (2012), showed that a CG isolated from
the “desert rose” (Adenium obesum) reduced > 50% viral titers of the IAV strain A/PR8/34
(HINT). Likewise, Amarelle et al. (2019) demonstrated that the well-known cardenolide ouabain
inhibited the protein translational machinery via decrease of intracellular K*.

In this context, 16 new semisynthetic cardenolide derivatives of digitoxigenin were produced and
screened for anti-herpes activity, as well as for cytotoxic effects against several human cancer cell
lines (Boff et al., 2019). The cytotoxic effects of the most active cardenolides on H460 lung cancer

cells were deeply investigated using different methodological approaches (Boff et al., 2020a), and
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we also reported a proposal for the mechanism of anti-herpes action of these new promising
cardenolides (Boff et al., 2020b).

In the present study, the anti-influenza virus effects of these 16 new cardenolide derivatives were
evaluated. Two of them showed significant inhibitory potential on viral replication, namely C10
{3B-[(N-(2-hydroxyethyl)aminoacetyl Jamino-3-deoxydigitoxigenin } and C11 {3B-
(hydroxyacetyl)amino-3-deoxydigitoxigenin}. Complementarily, the anti-influenza mechanisms
of action of both compounds were explored with encouraging results. As far as we know, this is
the first report showing the CGs effects on influenza polymerase complex and, for this reason,
C10 and C11 are promising new candidates to be further evaluated for the treatment of influenza

virus infection.
2. Materials and methods
2.1. Compounds, cell lines and viruses

The semisynthesis and structure determination of new 16 cardenolide derivatives tested herein
(Cé6a, C6b, Coc, Cod, C7a, C7b, C7¢c, C7d, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15 and C16) were
carried out as previously described by Boff et al. (2019).

Human alveolar basal epithelial cells (A549) and Madin-Darby canine kidney type II cells
(MDCK-II) were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) and Eagle’s
minimum essential medium (MEM) (Sigma, Germany), respectively, both supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (Merck, Germany) and 1% penicillin/streptomycin (P/S) (Merck,
Germany) at 37°C and 5% CO, in humidified conditions.

Regarding the viruses tested, A/Hamburg/04/2009 (HIN1pdm09) was kindly provided by
German National Reference Centre for Influenza (Brunhilde Schweiger, Robert-Koch Institute,
Berlin, Germany). Recombinant A/Seal/Mass/1-SC35M/80 (H7N7) (SC35M), A/WSN/33
(HIN1) (WSN) and B/Lee/40 were generated by using the bidirectional pHW2000 reverse
genetics system (Hoffmann et al., 2000). Recombinant IAV strain A/Panama/2007/1999 (H3N2)
was generously provided by Thorsten Wolff (Robert-Koch Institute, Germany), and recombinant
Strep-PB2-A/WSN/33 was kindly supplied by Martin Schwemmle (University of Freiburg,
Germany). Viruses were propagated on A549 and MDCK cells for 72 h and viral titers were
determined by standard plaque assay on MDCK cells (Burleson et al., 1992; Dudek et al., 2010).

2.2 Anti-influenza screening

The anti-influenza screening was performed as previous described by Schreiber et al. (2019).
Briefly, 2.5 x 10° A549 or MDCK cells per well (12-well plates) were seeded and infected (MOI
0.01) for 30 min at 37°C. Viruses were diluted in infection PBS [PBS supplemented with 1% P/S,
0.2% (v/v) Bovine Serum Albumin (BSA) 35%, 0.01% MgCl,, 0.01% CaCl,]. Following, cells
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were washed with PBS and treated with the compounds (digitoxigenin, C6a, Céb, Céc, Céd,
C7a, C7b, C7¢, C7d, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15 and C16) at 1 uM diluted in infection
DMEM or MEM [DMEM for A549 cells and MEM for MDCK cells, both supplemented with
1% P/S, 0.2% (v/v) BSA 35%, 0.01% MgCl,, 0.01% CaCl,]. Extemporaneously, 0.15 ug TPCK-
treated trypsin were added, and supernatants were harvested after 24 h incubation. Confluent
MDCK cell monolayers (6-well plates) were infected with 10-fold dilution series of virus
supernatants for 30 min at 37°C. Then, virus inoculum was replaced by plaque medium [14.2%
(v/v) 10x MEM, 0.3% (v/v) NaHCO3 (7.5%), 0.014% (v/v) DEAE-dextran (1%), 1.4% (v/v) 100x
P/S, 0.3% (v/v) BSA (35%), 0.01% (v/v) CaClz (1%), 0.01% (v/v) MgCl, (1%), 0.9% (v/v) Agar
(3%), and extemporaneously 0.15 pg TPCK-treated trypsin]. Cells were then incubated for 72 h
at 37°C (IAV) or 33°C (IBV), and viral plaques were counted. ICso was defined as the

concentration of each compound that reduced viral replication by 50%.

2.3 Cytotoxicity evaluation

A549 and MDCK cells were seeded in 96-well plates and grown overnight. Cells were treated
with different concentrations of C10 and C11 (5.0, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156 and 0.078 uM)
or DMSO (0.1%), diluted in 100 uLL of DMEM or MEM, respectively, for 24 h at 37°C and 5%
COs. Next, 15 pL of sterile water or Triton X-100 10% (CytoSelect™ LDH Cytotoxicity Assay
Kit) were added to each well in DMEM or MEM, for 10 min, at room temperature. Supernatants
were collected and stored at -80°C until used. Supernatants (90 uL) were transferred to clean 96-
well plates and 10 uL of LDH Reagent (CytoSelect™ LDH Cytotoxicity Assay Kit) were added
to each sample and incubated for 20 min. Quantification was performed using a
spectrophotometer at 405 nm. The concentration of each sample that reduced cell viability by

50% was defined as CCs.
2.4 Anti-influenza viral mechanism of action

2.4.1 Western blot analyses

To evaluate whether C10 and C11 interfere with viral or cellular protein expression, Western
blotting experiments were performed. In brief, cells were infected with IAV (A/WSN/33/HIN1)
or were transfected with a recombinant IAV (Strep-PB2-WSN/HIN1) (Rameix-Welti et al.,
2009). After that, cells were treated with each compound, washed with PBS, and lysed in
radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer [25 mM Tris-HCI (pH 8), 137 mM NacCl, 10% glycerol,
0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40, and 2 mM EDTA (pH 8)]. RIPA protein
lysates were cleared by centrifugation (220 xg, 4°C, 10 min), mixed with 5x Laemmli buffer,
separated by SDS-PAGE 10%, blotted onto nitrocellulose membranes, and blocked with TBS-T
buffer [SO mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.2% Triton X-100 supplemented with 3%

BSA (w/v)]. After blocking, membranes were incubated overnight with polyclonal anti-influenza
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A (IAV) PB1 (GeneTex, EUA), polyclonal anti-IAV PA (GeneTex, EUA), polyclonal anti-IAV
NP (GeneTex, EUA), polyclonal anti-IAV M1 (GeneTex, EUA), polyclonal anti-IAV NS1
(GeneTex, EUA), monoclonal anti-Tubulin (T6199, Sigma-Aldrich, EUA), and monoclonal anti-
Strep Tag (GT661, Sigma-Aldrich, EUA), all diluted in blocking buffer. Respective secondary
antibodies were diluted in TBS-Tween 0.5%, added to the membranes, and incubated for 45 min.
The measuring of protein signals was performed with chemiluminescence by using the Li-Cor

Odissey® Fc Imaging System. Analyses were performed with Image Studio™ software.

2.4.2 Quantitative Real-Time RT-PCR

Total cellular RNA was isolated by using RNeasy kit (Qiagen, Germany). cDNA was synthesized
from 1 pg of total RNA by using RevertAid H Minus M-MLYV Reverse Transcriptase (Fermentas,
Germany). The following primers were used: human glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) forward (5'-GCAAATTCCATGGCACCGT-3') and reverse (5'-
GCCCCACTTGATTTGGAGG-3"); IAV nucleoprotein (NP) vVvRNA forward (5'-
GGCCGTCATGGTGGCGAATGAATGGACGGAGAACAAGGATTGC-3") and reverse (5'-
CTCAATATGAGTGCAGACCGTGCT-3"); cRNA forward (5'-CGATCGTGCCCTCCTTTG-
3") and reverse (5'- GCTAGCTTCAGCTAGGCATCAGTAGAAACAAGGGTATTTTTCTTT-
3; mRNA forward (5'-CGATCGTGCCCTCCTTTG-3") and reverse (5'-
CCAGATCGTTCGAGTCGTTTTTTTTTTTTTTTTTCTTTAATTGTC-3"); IAV matrix protein
1 (M1) vRNA forward (5'-GGCCGTCATGGTGGCGAATTGCAGGGAAGAACACCGATC-
3) and reverse (5-CGTGAACACAAATCCTAAAAT-3"); cRNA forward (5'-

AGGGAAGAATATCGAAAGGAAC-3") and reverse (5'-
GCTAGCTTCAGCTAGGCATCAGTAGAAACAAGGTAGTTTTTTAC-3'); mRNA forward
(5'-TCCTAGCTCCAGTGCTGGTC-3") and reverse (5'-

CCAGATCGTTCGAGTCGTTTTTTTTTTTTTCATTG-3') (Kawakami et al., 2011). qRT-PCR
was performed by using QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen, Germany) (Borgeling et al.,
2014), and data were acquired with LightCycler 480 Instrument II (Roche, Switzerland). Gene
expression was normalized to the endogenous housekeeping control gene GAPDH and analyzed

by using 2—-AACT method (Liu and Saint 2002).

2.4.3 Reporter gene assay

This assay followed the procedures described by Schréder et al. (2018). Briefly, MDCK cells
grown overnight in 12-well plates were transfected with a transfection mixture containing
plasmids encoding PB1, PB2, PA and NP, a polymerase I (Pol I)-driven plasmid transcribing an
influenza A virus-like RNA coding for the reporter protein firefly luciferase to monitor viral
polymerase activity. The transfection mixture also contained a plasmid pHW72-Luci carrying a

luciferase gene in negative orientation flanked by the viral promoter sequences, which served to



78

normalize variation in transfection efficiency. Medium was changed 4 h post-transfection (p.t.),
C10 and C11 were added at 0.5 and 1.0 uM and incubated. Cells were lysed 24 h p.t. and
luciferase activity was measured using Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega, USA). PB2
was omitted from the transfection mixture as a negative control. Relative light units (RLU) were
normalized to protein concentrations determined with a standard Bradford assay (Bradford,
1976), and the relative polymerase activity was depicted as fold induction with respect to MOCK

positive control.

2.4.4 Virus infection of human lung tissue explants

This assay was conducted as described by Matos et al. (2019). Firstly, tumor-free human lung
tissue explants were recovered in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) medium (Sigma,
Germany) on the day of surgery and stored at 4°C. Immediately after, tissues were cut in pieces
of approximately 100 mg, transferred to 12-well plates containing medium and incubated
overnight at 37°C with 5% CO.. Then, tissue fragments were infected with recombinant IAV
[A/Panama/2007/1999 (H3N2)] in the presence of RPMI-1640 medium [supplemented with 2
mM L-Glutamine (Sigma, Germany), 1% P/S and 0.1% BSA]. After 60 min, tissues were
transferred to new 12-well-plates with medium containing C10 and C11, at 0.5, 1.0 and 2.0 pM,
and were incubated for 48 h. Supernatants were collected at 1, 24 and 48 h post infection (p.i.),
and stored at -80°C for viral titer determination using plaque standard assay on MDCK cells

(Burleson et al., 1992; Dudek et al., 2010).

2.5 Statistical analyses
The mean values * standard deviations (SD) are representative of three or more independent
experiments. Statistical analyses were performed by ANOVA followed by post-hoc tests as

indicated.
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3. Results

3.1 Anti-influenza virus activity of cardenolide derivatives

Firstly, 17 compounds [16 new semisynthetic cardenolide derivatives (Cé6a to C16) and
digitoxigenin that was used as scaffold for the semisynthesis] were screened, at 1 uM, for their
antiviral activity against IAV [strain A/WSN/33 (HIN1), MOI 0.01, 24 h] on A549 cells (Fig.
1A). These compounds reduced viral titers at distinct levels, and those that reduced > 50% of viral
replication (digitoxigenin, C7¢, C10, C11 and C12) were selected for further assays. A similar
antiviral profile was observed when MDCK cells were used (Fig. 1B). It is important to note that
compounds C10 and C11 showed the highest reduction of influenza virus titers, when compared

to the other compounds on both cell lines.
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Fig. 1. (A) Antiviral activity of new cardenolide derivatives (Cé6a, C6b, Céc, C6d, C7a, C7b, C7¢c, C7d,
C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15 and C16) and the scaffold digitoxigenin against influenza A virus
[strain A/WSN/33 (HIN1)]. A549 cells were infected at MOI 0.01 for 1 h and further treated with 1 uM of
the compounds. Supernatants were collected at 24 h p.i. and titrated on MDCK cells. The black line
indicates the compounds that reduced > 50% of viral titer. DMSO served as solvent control and the titers
of DMSO-treated cells were arbitrarily set to 100%. (B) Antiviral activity of the most active compounds in
the preliminary screening (digitoxigenin, C7¢, C10, C11 and C12) using the same experimental conditions

cited above for (A) on MDCK cells.

Furthermore, all compounds were screened against a broader panel of IAV and IBV strains
[seasonal TAV H3N2 (Panama/2007/1999), H7N7 (Seal/Mass/1-SC35M/80), HI1NIlpdm
(Hamburg/04/2009), and IBV (Lee/40) strain]. They were also very active against all viral strains
tested (Fig. S1 - Supplementary Material).

3.2 Cardenolide derivatives effects on cell viability and influenza replication

Since digitoxigenin and compounds C7¢, C10, C11 and C12 were shown to be the most active in
the preliminar screenings, their cytotoxicity was evaluated on A549 and MDCK cells. None of
them reduced cell viability at concentrations at least five times higher than the concentrations
used in the initial screenings (Table 1). This evaluation ensured that the compounds would not
act indirectly by simply reducing cell viability but rather act directly on virus propagation by
interfering with certain stages of their replication cycle. For all compounds ICso and CCsp values
as well as selectivity indices (SI) against IAV [strain A/WSN/33 (HIN1)] were calculated (Table
1). Compounds C10 and C11 were the most potent against IAV replication presenting ICs values
of, approximately, 0.06 uM on both cell lines. They showed SI values of 226 and 161 on A549
cells; and 306 and 241 on MDCK cells, respectively. Based on these favorable results, compounds
C10 and C11, whose chemical structures are depicted in Fig. 2, were selected to further explore

their antiviral mechanisms of action.

C10 C11

Fig. 2. Chemical structures of derivatives C10 and C11.



81

Table 1. Cytotoxicity and antiviral activity of compounds C7¢, C10, C11, C12 and digitoxigenin against influenza A virus [strain WSN/33 (HIN1)] replication on A549 and

MDCK cells.
A549 cells IVA [strain WSN/33 (HIN1)] MDCK cells IVA [strain WSN/33 (HIN1)]
Compounds
CCso (uM) ICso (uM) SI CCso (unM) ICs0 (uM) SI
C7c 9.398 £0.741 0.125£0.010 75.282 22.170 £2.393 0.103 £ 0.009 216.166
C10 12.790 £ 0.754 0.057 £ 0.002 226.052 18.343 £0.915 0.060 + 0.004 306.164
C11 10.025 +0.962 0.062 £ 0.000 161.645 15.983 +0.235 0.066 £ 0.006 241.379
C12 13.280 +1.753 0.123 £0.013 107.647 23.340 £ 1.184 0.091 £ 0.008 257.483
Digitoxigenin 6.465 £+ 1.004 0.070 £ 0.010 92.366 6.360 + 0.427 0.072 £ 0.005 88.052

IVA: Influenza A Virus; CCso: 50% cytotoxic concentration (uM); ICso: 50% concentration that inhibited viral replication (uM). These values represent the mean + SD of three
independent experiments. SI: Selectivity index (SI = CCso/ICso).
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3.3 Anti-influenza virus mechanism of action of compounds C10 and C11

3.3.1 C10 and C11 affect the expression of viral proteins at the earlier stages of influenza A virus
replication cycle

The elucidation of the antiviral mechanism of action of C10 and C11 against IAV [A/WSN/33
(HINT1)] started by investigating the viral protein accumulation at different stages within the first
replication cycle (Fig. 3). Both compounds decreased early (NS1, NP) and late viral protein
expression (PB1, M1) when compared to the positive control (MDCK cells infected but not
treated), at all time periods tested. Compound C10 was most effective to reduce protein
expression. In addition, impaired viral protein expression was already clearly observed at the
earliest time point analyzed (2 h p.i.), demonstrating action of the compounds in very early stages

of the replication cycle.
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Fig. 3. Effects of C10 and C11 on influenza A virus [strain A/WSN/33 (HIN1)] protein expression over
time. Western blot analysis of MDCK cells infected at MOI 5 and then treated with both compounds (0.5
and 1.0 uM). Cell lysates were collected 2, 6 and 8 h p.i., run on SDS-PAGE 10% and analyzed using
specific antibodies for viral (PB1, NP, M1 and NS1) proteins. Equal protein loading was confirmed by
probing for a-Tubulin. MDCK cells not infected or treated were used as negative control (-). MDCK cells

infected but not treated were used as positive control (+).

To analyse whether the interference of C10 and C11 with virus replication already occurs on the
transcriptional level, the influenza NP (segment 5) and M1 (segment 7) mRNA levels were
quantified at 6 h p.i. Additionally, the amounts of newly produced cRNA and vRNA of the
segments 5 and 7 were quantified (Fig. 4). In agreement with the previous results, C10 and C11
decreased viral mRNA levels. Once again, C10 presented the higher potency to reduce mRNA

levels of both segments, when compared to the control group, especially for M1. As expected, a
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similar outcome was observed for cRNA and vRNA levels, with more pronounced differences

after C10 treatment.
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Fig. 4. Effects of C10 and C11 on influenza A virus RNA transcription [strain A/WSN/33 (HIN1)]. MDCK
cells were infected at MOI 5 and then treated with both compounds (0.5 and 1.0 uM) for 6 h. Total RNA
was extracted and viral mRNA, vVRNA and cRNA of NP (segment 5) and M1 (segment 7) were analyzed
by qRT-PCR using GAPDH as the housekeeping gene. MDCK cells infected but not treated were used as
positive control (+). * p < 0.05; ** p < 0.01 and *** p < 0.001 vs the respective viral controls, one-way

ANOVA, post-hoc test Dunnet.

Altogether, these results demonstrate that both compounds act at the earlier stages of IAV
replication cycle by reducing the transcription and synthesis of new viral proteins and,

consequently, the production of new virions.

3.3.2 C10 and C11 affect the polymerase complex

To understand if the decrease of RNA levels was due to direct effects on viral polymerase, the
activity of IAV polymerase after treatment with C10 and C11 was investigated using a plasmid
based mini genome polymerase assay. MDCK cells were transfected with plasmids expressing
the constituents of the viral polymerase, PB1, PB2, PA and NP, along with a plasmid that
generates a viral RNA template expressing luciferase under control of the viral RNA promoters
(Fig. 5A). The treatment diminished the polymerase activity as well. Noteworthy, the highest
concentration of C10 (1.0 uM) decreased the polymerase activity by > 50%. While C11 again

was less potent and showed no significant reduction at the lowest concentration tested (0.5 uM),
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the compound still resulted in approximately 40% decrease of polymerase activity at 1.0 uM (Fig.
5A).

Next, to explore if C10 and C11 were interfering with the assembly of the polymerase complex
subunits, cells were infected with a recombinant IAV strain (Strep-PB2-WSN/HINT1) bearing a
Strep-tag at the PB2 segment (Rameix-Welti et al., 2009). This allows specific precipitation of
the polymerase complex containing VRNPs to analyze subunit composition.

The results demonstrated that both compounds, but more pronouncedly C10, interfered with the
viral polymerase complex assembly, since PA, PB1 and NP amounts were strongly decreased in
the complex precipitates (Fig. 5B). Accordingly, it can be concluded that antiviral action occurred
due to the interference in the assembly of viral polymerase complex resulting in a deficient

polymerase activity and, therefore, reduced viral replication.
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Fig. 5. Effects of C10 and C11 on influenza A virus polymerase activity. (A) MDCK cells were transfected
with plasmids expressing PB1, PB2, PA and NP (PPPN) along with a plasmid encoding luciferase under
control (+) of viral promoter sequences. As negative control (-), the transfection mix lacking the PB2
encoding plasmid (PPN) was used. Medium was changed 4 h post-transfection (p.t.), C10 and C11 were
added at 0.5 and 1.0 uM and incubated. After 24 h p.t., cells were lysed and the results were calculated as
n-fold of luciferase activity in PPN-transfected C10 and C11-treated cells, which was arbitrarily set to 1,
and represent the mean + SD of three independent experiments. ** p < 0.01 and *** p < 0.001 vs positive
control, one-way ANOVA, post-hoc test Dunnet. (B) Effects of C10 and C11 cardenolide derivatives on
recombinant influenza A virus (Strep-PB2-WSN) protein expression, when bound or not to beads.
Subcellular fractions were added to the beads and incubated overnight at 4°C. After, beads were pelleted
and Western blot analyses were performed using specific antibodies polymerase complex (PA, PB1, NP,
Anti-Strep TagM1 and NS1) proteins. Equal protein loading was confirmed by probing for a-Tubulin. WSN
normal = cells infected with influenza A virus [strain A/WSN/33 (H1N1)] and not treated; DMSO = solvent

control.

3.3.3 C10 and C11 reduce viral replication in an ex vivo model of human lung tissue

Finally, to evaluate antiviral activity of C10 and C11 in a more clinically relevant model of
influenza virus infection, the compounds were tested in an ex vivo tumor-free human lung tissue
explant model (Matos et al., 2019). At 48 h p.i., C10 reduced the viral titers by 4 logs at the lowest
concentration tested (0.5 uM) and completely abrogated viral replication at the higher
concentrations tested (1.0 and 2.0 uM) (Fig. 6). At the same time, C11 abolished viral replication
only at the highest concentration tested (2.0 uM). Additionally, viability assay was performed
with the treated lung tissues and confirmed that C10 did not reduce tissue integrity up to 48 h p.i.
In contrast, C11 showed tissue toxicity at 48 h p.i. (> 2-fold over control) (Fig. S2 -

Supplementary Material).
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Fig. 6. Effects of C10 and C11 on Influenza A virus [A/Panama/2007/1999 (H3N2)] replication using an
ex vivo human tumor-free lung model. Tissues were infected with 1x10° PFU/mL of this recombinant virus
for 1 h and further treated with both compounds (0.5, 1.0 and 2.0 uM) for 48 h. Tissue supernatants were
collected at 1, 24 and 48 h post-infection (p.i.) and titrated on MDCK cells. Each time point represents
mean (+ SD) of four independent experiments. ** p < 0.01 vs MOCK, two-way ANOVA, post-hoc test

Dunnet.

4. Discussion

Cardenolides are molecules clinically used to treat heart diseases, such as heart failure,
arrhythmias and cardiogenic shock (Bessen, 1986; Rahimtoola and Tak, 1996; Patel, 2016).
However, several studies have suggested promising effects for the treatment of other diseases
(Prassas and Diamandis, 2008), including those caused by viral infections (Dodson et al., 2007;
Hoffmann et al., 2008; Su et al., 2008; Bertol et al., 2011; Kiyohara et al., 2012; Singh et al.,
2013; Wong et al., 2013; Cai et al., 2014; Cheung et al., 2014; Gardner et al., 2015; Ashbrook et
al., 2016; Cohen et al., 2016; Grosso et al., 2017; Van Der Kolk et al., 2017; Yang et al., 2017;
Norris et al., 2018; Wong et al., 2018; Yang et al., 2018; Amarelle et al., 2019; Boff et al., 2020b).
Even though CGs have been investigated against many viruses, little is known about their
potential anti-influenza activity. The available data support an anti-influenza activity in vitro
(Hoffmann et al., 2008; Kiyohara et al., 2012) and in vivo using rodents that express a Na*/K*-
ATPase ol resistant to GC (Amarelle et al., 2019). Therefore, the evaluation of new semisynthetic
cardenolides is a valid strategy to identify new antiviral drugs against influenza virus infection.
Our initial anti-influenza screening of 16 new semisynthetic derivatives of digitoxigenin (Boff et
al., 2019) disclosed compounds C10 and C11 as the most potent ones with low ICsy values
(ranging from 0.057 to 0.062 uM on A549 cells and 0.060 to 0.066 uM on MDCK cells,
respectively), along with the highest SI values (ranging from 161 to 306, Table 1). A previous
report showed that the cardenolide oleandrigenin-f-D-glucosyl (1—4)-B-D-digitalose, isolated
from Adenium obesum (desert rose), presented anti-influenza activity since it reduced IAV titer
(strain A/PR/8/34) on MDCK cells with an 1Csg value of 0.86 ug/mL (=1.14 uM) (Kiyohara et
al., 2012). It should be noted that this value is 19/17-fold higher than those here reported for C10
and C11, respectively.

Our research group has recently described that both compounds inhibited Na*/K*-ATPase (Boff
et al., 2019) and, therefore, this modulation function might explain one of the mechanisms by
which C10 and C11 interfere with influenza virus replication. The inhibition of Na*/K*-ATPase
in host cells infected with influenza viruses caused by the cardenolides ouabain and lanatoside C
has been already demonstrated by other research groups (Hui and Nayak, 2001; Hoffmann et al.,

2008; Mi et al., 2010). Recently, it was reported that the cardenolides ouabain and digoxin
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decreased intracellular K*, which inhibited the protein translation and increased the survival of
influenza A/WSN/1933-infected mice (Amarelle et al., 2019).

Both C10 and C11 demonstrated strong anti-influenza properties manifested in the earlier stages
of viral replication cycle. A significant reduction of viral proteins expression, such as PB1, NP
and NS1, was observed within only 2 h p.i. In accordance with this finding, C10 and C11
treatment also induced a decrease of viral mRNA levels, as examplarily demonstrated for
segments 5 (NP) and 7 (M1). Furthermore, significant decreases in cRNA and vRNA levels were
also detected. Altogether, these results suggest these compounds cause a general malfunction of
the viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) affecting its activity, which is involved in the
synthesis of all three RNA species (Ishihama, 1996; Honda and Ishihama, 1997). Indeed, the mini
genome reporter gene assay employed herein indicated a decrease of the polymerase activity after
treatment with both C10 and C11, when compared to the positive control (Fig. 5A).

The TAV polymerase complex is composed of PB1, PB2 and PA, that together with NP and
vRNA, form the VRNP complex. For the proper function of the polymerase, a correct assembly
of the polymerase subunits is required. In this study, it was demonstrated that both C10 and C11
interfered with the polymerase complex assembly since levels of the polymerase constituents (PA,
PB1 and NP) decreased after the Strep-tag pulldown of PB2.

To continue studying C10 and C11, the next step should be the investigation using an in vivo
model to assess the promising antiviral effects already revealed in vitro. It is important to note
that often in vivo studies are firstly done in non-human animals, such as mice or rats (Kilkenny et
al., 2010). Nevertheless, the use of rodent models, even those xenotransplanted, is not advisable
for this class of compounds, the cardenolides, since rodent cells are approximately 1,000 times
more resistant than human cells to the action of these compounds. Such difference can be
explained because the main cellular target of cardenolides, the Na*/K*-ATPase enzyme, is
expressed at different levels in humans and rodents (Perne et al., 2009; Calder6n-Montaiio et al.,
2014). Recently, Amarelle et al. (2019) published a study using mice genetically modified to
express Na*/K*-ATPase alpha 1 subunit, as occurs in humans, which can be an interesting
approach to study cardenolides in vivo.

However, the use of an ex vivo model can be more robust and a viable economically alternative
simulating a bridge between in vitro and in vivo experiments, and highlighting the non-use of
laboratory animals. In this sense, an explant tumor-free human lung model provides an unique
opportunity to analyze influenza viral replication in the complexity of human lung tissues that is
closer to a real human infection scenario. Since the lungs are the natural targets of these viruses,
this model is extremely relevant for the investigation of potential new anti-influenza drugs.
Previously, it has been shown that an ex vivo infection is suitable for the evaluation of potential
anti-influenza drugs and immunomodulatory agents. This model induced a complex innate

immune response following the infection with the recombinant IAV [A/Panama/2007/1999
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(H3N2)], which was manifested by a relevant expression of antiviral restriction factors, pro-
inflammatory cytokines, interferons (IFNs) types I, II and III, and a unique pattern of IFN-a
subtypes. In this study, the macrolide antibiotic bafilomycin A (BafA) was applied to inhibit viral
replication in lung tissues, and the pre-treatment with this drug for 1 h abolished IAV replication
(Matos et al., 2019). Complementarily, Weinheimer et al. (2012) had already been shown that
lung explants support the replication of diverse IAV strains.

Herein, the promising ex vivo results confirmed the in vitro findings demonstrating that when the
human lung tissues were infected with the same recombinant IAV cited above, and treated with
C10 (1 uM) and C10 and C11 (2 uM), they reduced significantly the viral titers below the
detection limit. Noteworthy, C10 did not induce any relevant tissue toxicity, thus emphasizing its
potential for further studies.

C10 and C11 also interfered with the assembly of viral polymerase resulting in a deficient
polymerase activity. Such mechanism can be the main antiviral action found herein for both
compounds, and as far as we know, it has not been reported for any other CG. There are some
recent studies reporting the inhibitory activity of influenza polymerase of different compounds,
such as 5-(5-fluoro-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)pyrazin-2(1H)-one derivatives (Yang et al.,
2019); R151785 (Zhang et al., 2019); and JL.-5001 (Zhao et al., 2019) and for this reason they are

being called of next-generation therapeutic agents.

S. Conclusions

The semisynthetic derivatives of digitoxigenin C10 and C11 showed anti-IAV action by affecting
transcription of viral mRNA and thereby altering expression of viral proteins at early stages of
the replication cycle, leading to impaired formation of new virions. Such antiviral action occurred
due to the interference with the assembly of the viral polymerase complex, resulting in a deficient
polymerase activity and, therefore, reducing viral replication. Attesting all these results obtained
in vitro, a clinically relevant model of influenza infection by using ex vivo human tumor-free
explant lung tissue confirmed the potential of these compounds to completely abrogate influenza
A virus replication at the highest concentration tested (2 pM) at 48 h, mainly for C10. In
conclusion, our findings suggest that by their promising and pioneer results, C10 and C11 can be

considered as potential anti-influenza drug candidates.
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Fig. S1. Antiviral activity of new cardenolide derivatives C7¢, C10, C11 and C12 and

digitoxigenin against distinct Influenza A and B Virus strains, at 1 pM.

A) Influenza A Virus [Panama/2007/1999 (H3N2)] on A549 and MDCK cells.
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B) Influenza A Virus [Hamburg/04/2009(H1N1pdm)] on A549 and MDCK cells.
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C) Influenza B Virus (Lee/40) on MDCK cells.

D) Influenza A Virus [Seal/Mass/1-SC35M/80 (H7N7) (SC35M)] on A549 and MDCK cells.
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Fig. S2. Viability of human tumor-free lung explants after treatment with C10 and C11. Lung
tissue explants were treated and their viability over time was assessed by measuring LDH release
in culture supernatants, which were collected at the indicated time points. Results are presented
as Optical Densities at 450 nm and have been corrected according to the individual weights of the
tissue fragments (mg). The experiment was repeated with lung tissues derived from four
independent donors. Each time point represents mean (+ SEM). DMSO served as solvent control.

*p <0.05 vs MOCK, one-way ANOVA, post-hoc test Dunnet.
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CAPITULO 6

ATIVIDADES ANTIVIRAL, ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA
DOS COMPOSTOS C10E C11

6 APRESENTACAO DO CAPITULO

Neste capitulo serdo apresentados, de forma resumida, os resultados de outros
experimentos realizados durante o doutoramento, com é&nfase em outras atividades
farmacoldgicas, tais como antiviral (anti-norovirus e anti-Zika), antioxidante e anti-

inflamatoria.
6.1  Avaliacdo da potencial atividade antiviral
6.1.1 Norovirus

6.1.1.1 Metodologia

A avaliagdo da atividade antiviral foi realizada pelo ensaio de reducdo do nimero placas
de lise, descrito por Bae e Schwab (2008), com pequenas modificacdes, e padronizado no
Laboratério de Virologia Aplicada por Cruz (2015). Resumidamente, células RAW 264.7
foram cultivadas em placas de seis cavidades e infectadas com 100 unidades formadoras de
placas de lise (UFP) por cavidade do norovirus murino tipo 1 (cepa NVM-1). Apés 1 h de
infecgdo viral, o indculo viral foi aspirado e foi colocado cuidadosamente 2 mL/cavidade de
MEM 1x + 1,5% SeaPlake® Agarose contendo as amostras em diferentes concentracdes nio
citotoxicas. As células foram entdo incubadas por 48 h a 37°C e 5% de CO,. Apés a incubacgao
as células foram coradas com 1,0 mL de uma solucdo de 0,1% do corante Vermelho Neutro,
contadas assim que foi possivel visualiza-las e, a atividade inibitéria foi calculada (%) em
relacdo ao controle viral ndo tratado. Os valores de Clso (concentragdo de cada amostra que
reduz em 50% o nimero de placas de lise) foram determinados por meio de anélise de regressao
ndo linear. Com a razdo dos valores de CCsp e Clso foi possivel calcular o indice de seletividade

(IS), que reflete a poténcia e seletividade de cada amostra.
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6.1.1.2 Resultados

Inicialmente, os 16 novos derivados semissintéticos foram submetidos a triagem anti-
norovirus a 1 pM. Todos os compostos apresentaram uma inibi¢ao da replicagdo viral inferior
a 30%. Por este motivo, tais compostos foram submetidos a uma nova triagem, porém a 10 pM.
Somente o composto C9 inibiu a replicac@o viral acima de 30%. Este composto foi avaliado
quanto ao seu potencial antiviral in vitro apresentando efeitos toxicos moderados (valor de CCsg
de 24,77 uM em células RAW 264.7) e um valor de Clso de 5,53 uM apds 48 h. Nesse contexto,
decidiu-se por ndo continuar os ensaios com o norovirus, pois o composto em questao € instavel

em solucdo e seu IS € baixo (IS = 4,5).
6.1.2 Virus Zika

6.1.2.1 Metodologia

A avaliacdo da atividade anti-Zika foi realizada pelo ensaio de reducdo do nimero placas
de lise, de acordo com a metodologia padronizada (CARDOZO, 2016) no Laboratério de
Virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (LIM 52). Resumidamente,
monocamadas de células Vero, cultivadas em placas de 24 cavidades foram infectadas com 40
UFP por cavidade do virus Zika (isolado clinico). Apds 1 h de infec¢ao viral, as células foram
tratadas com diferentes concentragcdes ndo citotoxicas das amostras a serem testadas, preparadas
em solucdo de carboximetilcelulose (CMC). As células foram entdo incubadas por cinco dias
em atmosfera umedecida a 37°C e 5% de CO,. Ap6s a incubagao, as células foram coradas com
uma solugdo de preto de naftaleno e as placas de lise formadas foram contadas com auxilio de
microscopio estereoscopico. A porcentagem de inibi¢do foi determinada em relacao ao controle
viral ndo tratado. Por meio da andlise de regressdo nao linear, foi possivel calcular a
concentracao inibitdria a 50% (Clso), ou seja, a concentracdo de cada amostra que reduz em

50% o ndmero de placas de lise. O valor de IS foi obtido conforme explicitado no item 6.1.1.1.
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6.1.2.2 Resultados

Apenas os compostos C7b, C7¢, C10, C11, C12 e C13 foram avaliados quanto ao seu
potencial in vitro anti-Zika, pelo ensaio de reducdo do nimero das placas de lise. De acordo
com os valores de CCso obtidos (Tabela 6.1) em células Vero pelo ensaio MTT, os compostos
C7¢, C7b e C12 apresentaram alta citotoxicidade, o C13 apresentou moderado efeito
citotoxico, enquanto o C10 e o C11 apresentaram baixa citotoxicidade. Apenas o composto
C10 apresentou resultados promissores contra o virus Zika com um valor de Clso de 0,17 uM
apo6s 48 h. Tal Clsp é muito interessante porque a ribavirina, utilizada como controle positivo,
apresentou um valor de Clso de 65 uM. Este experimento estava sendo realizado em cooperagdao
com a Dr?. Francielle Tramontini Gomes de Sousa, na FMUSP, Sao Paulo, SP; no entanto, ele
foi descontinuado porque a referida profissional passou a atuar em uma Universidade norte-

americana.

Tabela 6.1 — Resultados da avaliagcdo da citotoxicidade de cardenolideos semissintéticos em células

Vero e da atividade anti-Zika.

Células Vero Virus Zika
Amostras
CCso (uM) Clso (uM) IS
C7b 9,72 £0,77 Sem atividade -
C7¢ 3,43+2,18 Sem atividade -
C10 40,67 £ 34,21 0,17 £0,00 232,53
C11 86.90 + 70,51 Sem atividade -
C12 10,06 = 10,96 Sem atividade -
C13 18,63 + 13,97 Sem atividade -
59751,00 +
65,00 £ 22,31 919,32
Ribavirina 41229,98

CCso = concentragdo que reduziu em 50% a viabilidade das células Vero;
ClIs0 = concentracdo que inibiu 50% da replicag@o viral;

IS = indice de seletividade (CCso/Clsp).

6.2  Avaliacdo do potencial antioxidante

6.2.1 Ensaio com o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
A determinagdo do potencial de captacao de radicais livres foi realizada por meio do ensaio
com o radical DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Para isso, foram

adicionados 100 pL de seis diferentes concentracdes dos compostos C10 e C11 a 3,9 mL de
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uma solucao metandlica de DPPH (60 uM). Apés 60 min, as absorbancias dos compostos foram
aferidas, a 515 nm, em espectrofotdmetro Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®. Os resultados
foram plotados como absorbancias versus concentracdes dos compostos, € por meio da anélise
de regressdo linear, foram obtidos os valores de ECso, ou seja, a concentragdo necessdria capaz
de reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH, sendo os resultados expressos em
mg.mL-1. Como controle positivo foi utilizado o dcido gdlico (Sigma-Aldrich), por seu
reconhecido potencial antioxidante. As andlises foram efetuadas em triplicata, em dias

diferentes.

6.2.2 Ensaio com o radical ABTS [acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)]

A determinacdo do potencial de captacdo de radicais livres também foi realizada por
meio do ensaio com o radical ABTS (MILLER; RICE-EVANS, 1997; RE et al., 1999). Para o
preparo da solucdo do radical ABTS, o reagente ABTS (7 mM) foi misturado com persulfato
de potdssio (2,45 mM), em iguais proporcdes. Apds 16 h, a solucao contendo o radical formado
foi diluida até a obten¢do de uma solu¢do com absorbancia de 0,7 em espectrofotdmetro
Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®, a 734 nm. Finalizado o preparo dos regentes, 10 uL de seis
diferentes concentragdes dos compostos C10 e C11 foram adicionados a 1 mL da solug¢do
contendo o radical ABTS. Apds 5 min, as absorbancias foram mensuradas a 734 nm. Os
resultados foram plotados como absorbancias versus concentragdes dos compostos, € por meio
de andlise de regressdo linear, foram obtidos os valores de ECso, ou seja, a concentracao
necessdria capaz de reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical ABTS, sendo os
resultados expressos em mg.mL-1. Como controle positivo foi utilizado o 4cido gélico. As

andlises foram realizadas em triplicata, em dias diferentes.

6.2.2.1 Resultados

Os compostos C10 e C11 ndo apresentaram atividade antioxidante.

6.3  Avaliacdo da potencial atividade anti-inflamatéria

Tendo em vista que, geralmente, durante o processo infeccioso viral ocorre também um
processo inflamatdrio, avaliou-se a potencial atividade anti-inflamatéria dos compostos C10 e
C11 contra os virus herpéticos por meio da quantificacdo das interleucinas IL6, ILL10 e IL1B, e
TNF-a produzidas pelas células Vero, THP-1 (linhagem humana de leucemina monocitica) e

U937 (linhagem celular humana de linfoma histiocitico), estimuladas com LPS e Zymozan,
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empregando um imunoensaio, conforme descrito por Vuolo et al. (2015), Boff et al. (2016) e

Rosa et al. (2016), com pequenas modificagdes.

As etapas experimentais iniciais foram realizadas no Laboratério de Virologia Aplicada,
que consistiram no tratamento das células com os compostos, estimulacdo das mesmas e coleta

dos sobrenadantes.

As etapas finais foram realizadas em parceria com o Professor Dr. Felipe Dal Pizzol,
UNESC, Criciima, SC. No entanto, os resultados obtidos ndo indicaram a¢ao anti-inflamatoria,

nas condicOes experimentais testadas.
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DISCUSSAO GERAL

Os compostos de origem natural possuem uma diversidade estrutural e complexidade
Unicas, e por isso, originaram e continuam a dar origem a inimeros compostos/firmacos com
potencial atividade bioldgica e/ou farmacolégica (NEWMAN; CRAGG, 2007; BUTLER;
ROBERTSON; COOPER, 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016; BERTELLI et al., 2019).

Nesse contexto, os cardenolideos que fazem parte do grupo dos heterosideos cardioativos,
téem sido utilizados no tratamento de doengas cardiacas hd mais de 200 anos, e sdo

caracterizados por sua alta especificidade e poderosa acdo cardiotonica (BESSEN, 1986).

Apesar da ampla utilizacdo dos cardenolideos como agentes inotrépicos positivos, a
investigacdo dos efeitos desses compostos em outras situagcdes patoldgicas se intensificou nos
ultimos anos, apresentando novas possibilidades terapéuticas; entre elas podemos citar os
efeitos antivirais, citotoxicos e antitumorais (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Nesse sentido,
os estudos com cardenolideos naturais e semissintéticos vém crescendo, ja tendo sido relatada
sua potencial atividade por diversos grupos de pesquisa contra diferentes tipos de virus e

canceres.

Ha varios anos, a equipe do Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC
(http://lvapli.paginas.ufsc.br), avalia a atividade antiviral (frente a diferentes virus DNA e
RNA) e citotoxica (frente a células humanas tumorais e sauddveis) de produtos naturais e
compostos semissintéticos, por meio de diferentes estratégias experimentais, contribuindo para
a descoberta de moléculas bioativas como potenciais candidatos a firmacos; nos dltimos anos,

com maior enfoque para o estudo dos cardenolideos.

Desde entdo, 64 cardenolideos ja foram avaliados contra o HSV-1 e HSV-2, sendo que
um desses, glucoevatromonosideo (GEV), foi selecionado para avaliacdo do seu mecanismo

anti-herpético (BERTOL et al., 2011).

Em relacdo aos efeitos citotoxicos, foram avaliados 46 cardenolideos na linhagem celular
A549, e o mesmo composto (GEV) se destacou (CARVALHO, 2012), sendo selecionado para
avaliacdo em outras linhagens celulares tumorais e ndo tumorais; e investigagdo do mecanismo

de morte celular (SCHNEIDER, 2015; SCHNEIDER et al., 2018a).

Considerando os avangos e o potencial dessa classe de compostos, por meio de parceria ja

estabelecida, novos derivados semissintéticos de cardenolideos foram fornecidos pelos Profs.
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Drs. Fernao Castro Braga, Rodrigo Maia de Pddua e Ricardo Alves, da Faculdade de Farmécia

da UFMG, e que foram o principal objeto de estudo deste trabalho.

Como descrito no Capitulo 2 desta Tese de doutorado, duas novas séries (i e ii) de
cardenolideos foram obtidas a partir da estrutura da digitoxigenina, resultando no total de 16

novos derivados semissintéticos de cardenolideos:

(i) cardenolideos desenhados sdao andlogos do GEV, no qual a porcao agucar original (D-
digitoxose) foi substituida por uma porcao triazoil O-glicosidica, a fim de facilitar a sintese e
avaliar a influéncia dos carboidratos escolhidos (por exemplo: glicose, manose, galactose) e do

anel triazolico na atividade da digitoxigenina;

(i1) cardenolideos desenhados com base na estrutura da AMANTADIG, que é um
composto com promissores efeitos citotoxico e antiviral, tendo sido relatada sua atividade
contra diferentes linhagens de células tumorais como leucemia (K562 e SEM), préstata (PC-3,
DU145, LNCaP) e renais (A498, 786- O e Caki-1) (NOLTE et al., 2015; NOLTE et al,. 2017;
SILVA etal., 2018); e que foi também capaz de inibir a replicagdo dos virus HSV-1 (IS=189,62
cepa KOS e 1S=223,11 cepa 29-R) e HSV-2 (IS=59,70 cepa 333). Nessa série, o grupamento
adamantano foi substituido por grupamentos menores para avaliar se a atividade dos novos

compostos seria mantida, diminuida ou melhorada.

Esses 16 novos derivados foram submetidos as triagens citotoxica, anti-herpética e anti-
influenza. Como resultado das trés triagens, dois compostos (C10 e C11) (Figura 1) se

destacaram por suas potentes agoes.

Figura 1 — Estruturas quimicas dos compostos C10 e C11.

C10 C11
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As diferencas estruturais entre os cardenolideos, que sdo relacionadas aos diferentes
substituintes na por¢ao aglicona, podem alterar a atividade dessa classe de compostos. Como
discutido no Capitulo 4, a maioria dos cardenolideos testados por Bertol et al. (2011), Dodson
et al. (2007) e Su et al. (2008) possuem agucares ligados ao carbono 3, diferentemente dos
compostos aqui testados, especialmente C10 e C11. Ambos o0s compostos possuem
grupamentos amina no carbono 3 e foram capazes de inibir a replicacdo dos HSV em
concentracdoes nM, mas nao com a mesma poténcia daqueles contendo agucares. Dessa maneira,
a porcao de agucar parece nao ser crucial para a atividade; porém, influencia positivamente tal
acdo. Além disso, o composto C10 foi o mais ativo em todas as triagens e, portanto, € possivel
sugerir que o grupamento amina adicional localizado na cadeia lateral poderia estar
contribuindo para o aumento dessa poténcia. Nesse sentido, pode-se citar os estudos de Fytas
et al. (2010) e Tataridis et al. (2007), que mostraram aumento da atividade antiviral em

derivados do adamantano com grupamentos amina adicionais.

Ainda, os compostos mais ativos nas triagens citotoxica, anti-herpética e anti-influenza
foram os mesmos, C10 e C11, sugerindo que ambos compartilham o mesmo alvo primdrio: a
enzima Na*/K*-ATPase. Como descrito na literatura, a Na*/K*-ATPase desempenha um
importante papel na homeostase idnica e € o principal alvo dos cardenolideos por meio da sua
ligacdo a subunidade alfa (NEWMAN et al., 2008; LAURSEN et al., 2013), que é super
expressa em varios tipos de cancer, tais como os de pulmao do tipo NSCLC (MIJATOVIC et
al., 2007). Os cardenolideos apresentam a capacidade de inibir a bomba de Na*/ K* presente na
superficie celular, a qual € responsavel pelo estabelecimento e manutencdo de um gradiente

eletroquimico essencial para diversos processos fisioldgicos, entre eles a replicacao celular.

Ademais, sugere-se que a ligacdo dos cardenolideos a Na*/K*-ATPase cria um ambiente
desfavoravel a replicacdo viral e isso ja foi demonstrado para os HSV (DODSON et al., 2007;
SU et al., 2008) e para os VI (HUIL; NAYAK, 2001; HOFFMANN et al., 2008; Ml et al., 2010),
visto que os virus necessitam de uma concentragdo ideal de K* para que seu material genético
seja sintetizado (HARTLEY et al., 1993). Nesse contexto, todos 0s 16 novos derivados também
foram testados quanto a sua capacidade de inibir essa enzima. Novamente, os compostos C10
e C11 foram os mais ativos, e esse resultado correlaciona-se adequadamente com as

bioatividades desses compostos.

Conforme descrito no Capitulo 3, o mecanismo de morte celular induzido pelo composto

C10 nas células ndao pequenas de pulmdo humano H460 (que foi a linhagem celular mais
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sensivel a acdo desse composto na etapa de triagem) € caracteristico de apoptose, por induzir
aumento significativo dessas células na fase subG1 do ciclo celular, assim como das células
apoptoticas precoces e tardias por meio da externalizacdo da fosfatidilserina, e dos ntcleos
pequenos e irregulares. Tal morte celular foi confirmada pelo ensaio das caspases-3/7 (Figura
2), e esse mecanismo € um dos sugeridos para essa classe de compostos (DIEDERICH,;
MULLER; CERELLA, 2017). No entanto, pelo fato do mecanismo da acdo citotéxica dos

cardenolideos ser bastante complexo, ele ndo foi, até 0 momento, totalmente elucidado.

A apoptose pode ser definida como um mecanismo vital para determinados processos
fisiolégicos, que incluem a elimina¢do de células indesejaveis, renovagdo das células normais,
manuten¢do do sistema imunolégico, desenvolvimento embriondrio e atrofia dependente de

hormoé6nios (HEJIMADI, 2010).

Quando considerada um tipo de morte celular, a apoptose possui as seguintes
caracteristicas morfolégicas: condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear, perda de
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, formagdo de corpos apoptéticos,
arredondamento celular e retracao de pseudépodos. Geralmente, esse processo depende da acao
das caspases, da fragmentacdo nuclear e da exposi¢do da fosfatidilserina (ORLIKOVA;
DICATO; DIEDERICH, 2013; GALLUZZI et al., 2018). Por ser altamente regulado, esse
mecanismo de morte € considerado desejdvel para o desenvolvimento de quimioterdpicos

(ELMORE, 2007).
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Figura 2 — Proposta do mecanismo de morte celular induzida pelo composto C10 em células nio
pequenas de pulmao humano H460.
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O nosso grupo de pesquisa ja estudou a acdo citotoxica de vdrios cardenolideos em
inimeras linhagens celulares tumorais humanas, e para cada linhagem celular, cada composto
pode apresentar resultados completamente diferentes (SCHNEIDER et al., 2015; SCHNEIDER
et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017a; SCHNEIDER et al., 2018a,b). Ja foi determinado que
os cardenolideos podem provocar parada do ciclo celular em diferentes fases (particularmente,
G2M), e induzir apoptose, autofagia, anoikis ou morte celular imunogénica em células
tumorais, dependendo da linhagem celular e das caracteristicas quimicas dos cardenolideos em

estudo (MIJATOVIC et al., 2006; CERELLA et al., 2015; SCHNEIDER et al., 2017b).

Esse complexo potencial citotéxico atrai continuamente o interesse dos pesquisadores,
pois pode ser considerado como uma alternativa para o tratamento de tumores resistentes a
quimioterapia realizada com farmacos indutores de apoptose (SLINGERLAND et al., 2013;
SCHNEIDER et al., 2017b).
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Para a investigagdo do mecanismo de acdo anti-herpética dos compostos C10 e C11
(Capitulo 4), a principal inovacdo desse trabalho comparado com os de Dodson et al. (2007) e
SU et al. (2008) e, principalmente, com o de Bertol et al. (2011), visto que esse ultimo é do
nosso grupo de pesquisa; estd nas diferencas estruturais entre os cardenolideos testados, como

J& exposto acima.

O estudo realizado no ambito desta Tese contribuiu para a identificacdo de um mecanismo
anti-herpético exclusivo para essa classe de compostos, diferentemente do que é encontrado
para o mecanismo citotéxico. Foi demonstrada a interferéncia dos compostos C10 e C11 nas
etapas intermedidrias e finais da replicacdo dos HSV, por inibirem total ou parcialmente a
expressdo dos genes a, B e vy, representados neste estudo pelas proteinas ICP27, Ur42 e gD,
respectivamente. Consequentemente, eles interferiram nas etapas de montagem, liberacdo e
propagacdo intercelular viral das novas particulas virais geradas. Eles ndo apresentaram efeitos
profildticos ou afetaram as etapas iniciais da replicacdo dos HSV (adsorcdo, pds-adsor¢do e
penetracdo) (Figura 3). Embora trabalhos anteriores tenham abordado os efeitos anti-herpéticos
de diferentes cardenolideos (DODSON et al., 2007; SU et al., 2008; BERTOL et al., 2011), a
investigacdo do mecanismo de a¢do dos cardenolideos, representados neste trabalho por C10 e
C11, contra o HSV-1 (cepa 29-R) e o HSV-2 (cepa 333), foram descritos aqui pela primeira

VEZ.
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Figura 3 — Proposta do mecanismo da ag@o anti-HSV-1 e anti-HSV-2 dos compostos C10 e C11.
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Objetivando a avaliacdo da ac@o anti-influenza de uma série de novos cardenolideos
semissintéticos, foi realizado um estdgio de doutorado-sanduiche, durante o periodo de 12
meses, no Instituto de Virologia Molecular da Universidade de Miinster, Alemanha. A
probabilidade que esses compostos fossem ativos contra a replicacdo dos VI era bastante alta,
tendo em vista trabalhos prévios com outros cardenolideos ou plantas contendo heterosideos
cardioativos (GRIENKE et al., 2010; KIYOHARA et al., 2012; EHRHARDT et al., 2013;
HAASBACH et al., 2013; VERSIANI et al., 2014; DERKSEN et al., 2016; SHOJI et al., 2017).

Ap6s a triagem inicial com os 16 novos derivados semissintéticos de cardenolideos, frente
a duas linhagens celulares (A549 e MDCK) e diferentes virus influenza dos tipos A e B, os
compostos C10 e C11 foram novamente os mais ativos e, portanto, selecionados para a
investigagdo do seu mecanismo de ac¢do nas células MDCK e contra o virus influenza A [cepa
A/WSN/33(HINT1)], por terem sido os mais sensiveis (células e virus) a acdo desses compostos
(Capitulo 5). Os resultados obtidos indicaram que C10 e C11 atuam nas etapas iniciais da
replicacdo desse virus, pois foi visivel a redu¢do da expressdao de algumas das proteinas
avaliadas (PB1, NP e NS1) 2 h ap6s o tratamento, e também na transcri¢do do RNA viral. Essas
acdes sdo consequéncia da interferéncia na montagem do complexo da polimerase viral (Figura
4). Tal complexo é amplamente reconhecido como um alvo importante para a acdo de novos

compostos anti-influenza, dado seu papel critico na replicagdo desses virus e seu alto grau de
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conservacgdo entre os VIA (de origem humana ou zoonética) e os VIB (LO; TANG; SHAW,
2018). Como resultado da agao dos compostos C10 e C11 na replicagdo dos VI, foi gerada uma
polimerase viral com atividade deficiente, o que contribuiu para a inibi¢do da replicacao viral.
Esse mecanismo pode ser considerado como sendo 0 majoritdrio para esses compostos, € até o
momento, ndo foi relatado para nenhum outro cardenolideo. Alguns estudos recentes relataram
a inibi¢do da atividade da polimerase viral por compostos sintéticos, tais como os derivados do
5-(5-fluor-1H-pirrol[2,3-b]piridina-3-il)pirazina-2(1H)-ona (YANG et al., 2019), R151785
(ZHANG et al., 2019) e JL-5001 (ZHAO et al., 2019), e tais inibidores estdo sendo chamados

de “agentes terapéuticos de geracao futura”.

Figura 4 — Proposta do mecanismo da a¢@o anti-influenza dos compostos C10 e C11.
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Como estudo complementar, os compostos C10 e C11 foram testados em um modelo ex
vivo recém-padronizado no Instituto de Virologia Molecular da Universidade de Miinster, que
utiliza por¢des de tecidos sauddveis de pulmdes humanos. Matos et al. (2019) relataram que
esse modelo se mostrou adequado a replicacdo dos virus influenza, uma vez que os pulmdes
humanos sao o principal alvo desses virus e, portanto, de extrema relevancia para a investigagao
de novos farmacos anti-influenza. Os compostos C10 e C11 foram muito ativos nesse modelo,
pois reduziram significativamente os titulos virais do VIA [cepa A/Panama/2007/1999 (H3N2)]
abaixo do limite de detec¢do, quando testados na maior concentracdo (2 uM). Tal abordagem
ofereceu uma oportunidade tinica de analisar a replicacao dos VI na complexidade dos tecidos
pulmonares humanos, aproximando os resultados obtidos in vitro com um cendrio real de

infec¢do humana.

Amarelle e Lecuona (2018) descreveram que os estudos que avaliaram, de forma
detalhada, o mecanismo da acdo antiviral de vérios cardenolideos contra virus DNA e RNA,
relacionaram o comprometimento da replicagdo do genoma viral com a diminui¢do da
transcricao de genes virais e a sintese prejudicada de proteinas virais, sugerindo que esses
compostos agiriam em processos essenciais necessarios para a replicacdo dos virus. Tais

achados corroboram os encontrados nesse trabalho.

Para finalizar, os compostos C10 e C11 ndo apresentaram atividades antioxidante, anti-
inflamatdria e anti-norovirus, e somente o C10 apresentou atividade anti-Zika promissora (Clso

de 0,17 uM).

Os resultados apresentados encorajam a continuidade dos estudos com cardenolideos
como uma alternativa terap€utica para infec¢des virais e determinados tipos de cancer. Em
especial, destacam-se os compostos C10 e C11, que podem ser considerados novas moléculas
bioativas com grande potencial a atingir etapas posteriores no processo de P&D de

medicamentos para o tratamento dessas doencas.



116

REFERENCIAS

AMARELLE, L.; LECUONA, E. The antiviral effects of Na,K-ATPase inhibition: a minireview. Int J Mol
Sci, v.19, n.8; pii: E2154, 2018.

BERTELLI, M.; KIANL A. K.; PAOLACCI, S., et al. Hydroxytyrosol: A natural compound with promising
pharmacological activities. J Biotechnol, v.309, p.29-33, 2019.

BERTOL, J. W.; RIGOTTO, C.; PADUA, R. M., et al. Antiherpes activity of glucoevatromonoside, a
cardenolide isolated from a Brazilian cultivar of Digitalis lanata. Antiviral Res, v.92, n.1, p.73-80, 2011.

BESSEN, H. Therapeutic and toxic effects of digitalis: William Withering, 1785. J Emerg Med, v.4, n.3,
p.243-248, 1986.

BUTLER, M. S.; ROBERTSON, A. A.; COOPER, M. A. Natural product and natural product derived drugs
in clinical trials. Nat Prod Rep, v.31, n.11, p.1612-1661, 2014.

CARVALHO, A. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos de cardenolideos em células tumorais. 2012. 112 p.
Dissertacdo (Mestrado em Farmécia), Curso de Pés-Graduagdo em Farmadcia, Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis - SC, 2012.

CERELLA, C.; MULLER, F.; GAIGNEAUX, A., et al. Early downregulation of Mcl-1 regulates apoptosis
triggered by cardiac glycoside UNBS1450. Cell Death Dis, v.11, n.6, p.e1782, 2015.

DERKSEN, A.; KUHN, J.; HAFEZI, W,, et al. Antiviral activity of hydroalcoholic extract from Eupatorium
perfoliatum L. against the attachment of influenza A virus. J Ethnopharmacol, v.188, p.144-152, 2016.

DIEDERICH, M.; MULLER, F.; CERELLA, C. Cardiac glycosides: from molecular targets to immunogenic
cell death. Biochem Pharmacol, v.125, p.1-11, 2017.

DODSON, A. W.; TAYLOR, T. J.; KNIPE, D. M,, et al. Inhibitors of the sodium potassium ATPase that
impair herpes simplex virus replication identified via a chemical screening approach. Virology, v.366, n.2,
p-340-348, 2007.

EHRHARDT, C.; DUDEK, S. E.; HOLZBERG, M., et al. A plant extract of Ribes nigrum folium possesses
anti-influenza virus activity in vitro and in vivo by preventing virus entry to host cells. PLoS One, v.8, n.5,
p.e63657, 2013.

ELMORE, S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol, v.35, n.4, p.495-516, 2007.

FYTAS, C.; KOLOCOURIS, A.; FYTAS, G., et al. Influence of an additional amino group on the potency of
aminoadamantanes against influenza virus A. II - Synthesis of spiropiperazines and in vitro activity against
influenza A H3N2 virus. Bioorg Chemistry, v.38, n.6, p.247-251, 2010.

GALLUZZI, L.; VITALE, I.; AARONSON, S. A., et al. Molecular mechanisms of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death Differ, v.25, n.3, p.486-
541, 2018.

GRIENKE, U.; SCHMIDTKE, M.; KIRCHMAIR, J., et al. Antiviral potential and molecular insight into
neuraminidase inhibiting diarylheptanoids from Alpinia katsumadai. J Med Chem, v.53, p.778-786, 2010.

HAASBACH, E.; HARTMAYER, C.; HETTLER, A., et al. Antiviral activity of Ladania 067, an extract from
wild black currant leaves against influenza A virus in vitro and in vivo. Front Microbiol, v.5, p.171, 2013.

HARTLEY, C. E.; BUCHAN, A.; RANDALL, S.; et al. The effects of lithium and potassium on
macromolecular synthesis in herpes simplex vIrus infected cells. J Gen Virol, v.74, p.1519-1525, 1993.

HEJMADI, M. Introduction to Cancer Biology. New York: Momna Hejmadi & Ventus Publishing: ApS,
2010. p. 46.

HOFFMANN, H. H.; PALESE, P.; SHAW, M. L. Modulation of influenza virus replication by alteration of
sodium ion transport and protein kinase C activity. Antiviral Res, v.80, n.2, p.124-134, 2008.

HUL E. K.; NAYAK, D. P. Role of ATP in influenza virus budding. Virology, v.290, n.2, p.329-341, 2001.



117

KIYOHARA, H.; ICHINO, C.; KAWAMURA, Y., et al. In vitro anti-influenza virus activity of a cardiotonic
glycoside from Adenium obesum (Forssk.). Phytomedicine, v.19, n.2, p.111-114, 2012.

LAURSEN, M.; YATIME, L.; NISSEN, P, et al. Crystal structure of the high-affinity Na*K*-ATPase-ouabain
complex with Mg?* bound in the cation binding site. Proc Natl Acad Sci US A, v.110, n.27, p.10958-10963,
2013.

LO, C.Y.; TANG, Y. S.; SHAW, P. C. Structure and function of influenza virus ribonucleoprotein. Subcell
Biochem, v.88, p.95-128, 2018.

MATOS, A. R., WUNDERLICH, K., SCHLOER, S., et al. Antiviral potential of human IFN-a subtypes
against influenza A H3N2 infection in human lung explants reveals subtype-specific activities. Emerg
Microbes Infect, v.8, n.1, p.1763-1776, 2019.

MI, S.; LI, Y.; YAN, J., et al. Na*/K*-ATPase 1 subunit interacts with M2 proteins of influenza A and B
viruses and affects the virus replication. Sci China Life Sci, v.53, n.9, p.1098-1105, 2010.

MIJATOVIC, T.; MATHIEU, V.; GAUSSIN, J. F., et al. Cardenolide-induced lysosomal membrane
permeabilization demonstrates therapeutic benefits in experimental human non-small cell lung cancers.
Neoplasia, v.8, n.5, p.402-412, 2006.

MIJATOVIC, T.; ROLAND, I.; VAN QUAQUEBEKE, E., et al. The alphal subunit of the sodium pump
could represent a novel target to combat non-small cell lung cancers. J Pathol, v.212, n.2, p.170-179, 2007.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25 years. J Nat
Prod, v.70, n.3, p.461-477, 2007.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs from 1981 to 2014. J Nat Prod,
v.79, n.3, p.629-661, 2016.

NEWMAN, R. A.; YANG, P.; PAWLUS, A. D, et al. Cardiac glycosides as novel cancer therapeutic agents.
Mol Interv, v.8, n.1, p.36-49, 2008.

NOLTE, E.; SOBEL, A.; WACH, S., et al. The new semisynthetic cardenolide analog 3-[2-(1-amantadine)-
1-on-ethylamine]-digitoxigenin (AMANTADIG) efficiently suppresses cell growth in human leukemia and
urological tumor cell lines. Anticancer Res, v.35, n.10, p.5271-5275, 2015.

NOLTE, E.; WACH, S.; SILVA, I. T., et al. A new semisynthetic cardenolide analog 3beta-[2-(1-
amantadine)-1-on-ethylamine]-digitoxigenin (AMANTADIG) affects G2/M cell cycle arrest and miRNA
expression profiles and enhances proapoptotic survivin-2B expression in renal cell carcinoma cell lines.
Oncotarget, v.8, n.7, p.11676-11691, 2017.

ORLIKOVA, B.; DICATO, M.; DIEDERICH, M. 1,000 Ways to die: natural compounds modulate non-
canonical cell death pathways in cancer cells. Phytochem Rev, v.13, n.1, p.277-293, 2013.

PRASSAS, 1.; DIAMANDIS, E. P. Novel therapeutic applications of cardiac glycosides. Nat Rev Drug
Discov, v.7, n.11, p.926-935, 2008.

SCHNEIDER, N. F. Z., CERELLA, C.; LEE, J. Y., et al. Cardiac glycoside Glucoevatromonoside induces
cancer type-specific cell death. Front Pharmacol, v.9, n.70, p.1-17, 2018a.

SCHNEIDER, N. F. Z.; PERSICH, L.; ROCHA, S. C,, et al. Cytotoxic and cytostatic effects of digitoxigenin
monodigitoxoside (DGX) in human lung cancer cells and its link to Na,K-ATPase. Biomed Pharmacother,
v.97, p.684-696, 2018b.

SCHNEIDER, N. F. Z.; SILVA, I. T.; PERSICH, L., et al. Cytotoxic effects of the cardenolide convallatoxin
and its Na,K-ATPase regulation. Mol Cell Biochem, v.428, n.1-2, p.23-39, 2017a.

SCHNEIDER, N. F. Z.;: CERELLA, C.; SIMOES, C. M. O., et al. Anticancer and Immunogenic Properties
of Cardiac Glycosides. Molecules, v.22, n.11, p.E1932, 2017b.

SCHNEIDER, N. F. Z.; GELLER, F. C.; PERSICH, L., et al. Inhibition of cell proliferation, invasion and
migration by the cardenolides digitoxigenin monodigitoxoside and convallatoxin in human lung cancer cell
line. Nat Prod Res, v.30, n.11, p.1327-1331, 2016.



118

SCHNEIDER, N. F. Z. Avaliagdo da acdo citotéxica de cardenolideos em células tumorais. 2015. 222
p. Tese (Doutorado em Farmécia), Curso de P6s-Graduagdo em Farmdcia, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis - SC, 2015.

SHOJIL, M.; WOO, S. Y.; MASUDA, A., et al. Anti-influenza virus activity of extracts from the stems of
Jatropha multifida Linn. collected in Myanmar. BMC Complement Altern Med, v.17, n.1, p.96, 2017.

SILVA, I. T.; MUNKERT, J.; NOLTE, E., et al. Cytotoxicity of AMANTADIG - a semisynthetic
digitoxigenin derivative - alone and in combination with docetaxel in human hormone-refractory prostate
cancer cells and its effect on Na*/K*-ATPase inhibition. Biomed Pharmacother, v.107, p.464-474, 2018.

SLINGERLAND, M.; CERELLA, C.; GUCHELAAR, H. J., et al. Cardiac glycosides in cancer therapy:
from preclinical investigations towards clinical trials. Invest New Drugs, v.31, n.4, p.1087-1094, 2013.

SU, C. T.; HSU, J. T.; HSIEH, H. P., et al. Anti-HSV activity of digitoxin and its possible mechanisms.
Antiviral Res, v.79, n.1, p.62-70, 2008.

TATARIDIS, D.; FYTAS, G.; KOLOCOURIS, A., et al. Influence of an additional 2-amino substituent of
the 1-aminoethyl pharmacophore group on the potency of rimantadine against influenza virus A. Bioorg Med
Chem Lett, v.17, n.3, p.692-696, 2007.

VERSIANI, M. A.; AHMED, S. K.; IKRAM, A., et al. Chemical constituents and biological activities of
Adenium obesum (Forsk.v) Roem et Schult. Chem Biodivers, v.11, n.2, p.171-180, 2014.

YANG, J.; DU, J.; HUANG, C,, et al. Discovery of 5-(5-fluoro-1H-pyrrolo[2,3-b] pyridin-3-yl) pyrazin-
2(1H)-one derivatives as new potent PB2 inhibitors. Bioorg Med Chem Lett, v.29,n.13, p.1609-1613, 2019.

ZHANG, J., HU, Y., WU, N,, et al. Discovery of influenza polymerase PA-PB1 interaction inhibitors using
an in vitro split-luciferase complementation-based assay. ACS Chem Biol, v.15, n.1, p.74-82, 2019.

ZHAO, X., WANG, Y., CUI, Q., et al. A parallel phenotypic versus target-based screening strategy for RNA-
dependent RNA polymerase inhibitors of the influenza A virus. Viruses, v.11, n.9, pii: E§26, 2019.



119

CONCLUSOES

Duas novas séries (i e ii) de cardenolideos foram obtidas a partir da digitoxigenina,

resultando no total de 16 novos derivados semissintéticos de cardenolideos;

Ambas as séries foram desenhadas com base em outros cardenolideos (GEV e

AMANTADIG), que possuem efeitos citotoxicos e antivirais constatados;

Nas triagens citotoxica, anti-herpética e anti-influenza realizada com os 16 novos

derivados, dois deles se destacaram (C10 e C11) pelas suas potentes a¢des;

C10 e C11 pertencem a segunda série (ii). Ambos os compostos apresentam
grupamentos amina ligados ao C-3. O composto C10 foi o mais ativo em todas as

triagens, o que pode ser justificado pelo grupamento amina adicional;

C10 e C11 apresentaram os maiores potenciais de inibicdo da Na*/K*-ATPase. Tal
potencial correlaciona-se adequadamente com as bioatividades desses compostos, ja que

0s mesmos foram os mais ativos nas trés triagens;

Na triagem citotdxica, as duas linhagens humanas de células de cancer de pulmao (A549
e H460) foram as mais sensiveis aos compostos C10 e C11, e em relacdo a seletividade,
eles foram menos citotoxicos para as células ndo tumorais HGF quando comparados as

c€lulas tumorais A549 e H460;

C10 foi selecionado para elucidacdo do mecanismo de morte celular envolvido nas
células ndo pequenas de pulmao humano H460, que foi a linhagem celular tumoral mais

sensivel a acao desse composto;

C10 induziu um aumento significativo das células H460 na fase subG1 do ciclo celular,
das células apoptéticas precoces e tardias por meio da externalizac¢do da fosfatidilserina,
e dos nucleos pequenos e irregulares, caracteristico de apoptose. Tal morte celular foi
confirmada pelo ensaio das caspases-3/7. O composto C10 também reduziu o potencial
proliferativo a longo prazo e induziu uma diminuic¢ao significativa tanto da area quanto

da viabilidade do modelo tridimensional de tumor (esferoides) das células H460;
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¢ (C10 e C11 foram selecionados para a elucidacdo dos seus mecanismos de acdo anti-
herpética em células Vero infectadas com os virus HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e HSV-
2 (cepa 333);

¢ (10 e C11 nido apresentaram efeitos profilaticos em relagdo aos HSV-1 e HSV-2, nao
inativaram diretamente esses virus, e ndo interferiram nas etapas iniciais da replicacao
(adsorcdo, pos-adsor¢do e penetragdo viral). Esses compostos interferiram,
principalmente, nas etapas intermedidrias e finais da replicacdo do HSV, ou seja, na
replicacdo do DNA viral [HSV-1 (cepa KOS)], montagem e liberacdao das novas
particulas virais, e propagacdo intercelular viral [HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e HSV-2
(cepa 333)];

e (C10 e C11 foram selecionados para a elucidacdo dos seus mecanismos de ac¢do anti-
influenza em células MDCK, que foi a linhagem celular mais sensivel a acao desses

compostos, contra o virus influenza A [cepa A/WSN/33(HIN1)];

¢ (C10 e C11 reduziram a expressdo das proteinas virais (PB1, NP e NS1) nos estagios
iniciais do ciclo de replicagdo do VIA [cepa A/WSN/33(HIN1)], a transcricdo do RNA
e consequentemente, a sintese de novas proteinas virais. Tal acdo foi devida a
interferéncia na montagem do complexo da polimerase viral, resultando em uma
atividade deficiente dessa enzima. Ambos, mas especialmente o C10, reduziram a
replicac@o dos virus influenza do tipo A [cepa A/Panama/2007/1999 (H3N2)] em um
modelo ex vivo de pulmdo humano isento de células tumorais, confirmando os

resultados obtidos in vitro;

e Os compostos C10 e C11 nao apresentaram atividades antioxidante nem anti-
inflamatoria;
e Somente o composto C9 inibiu a replicagao do norovirus murino tipo 1 (cepa NVM-1)

acima de 30%;

e Somente o composto C10 apresentou resultados promissores contra o virus Zika com

um valor de Clso de 0,17 uM.
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