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Resumo

Arboviroses sdo doencas transmitidas por arbovirus como dengue, zika e
chikungunya, e possuem como caracteristica a transmisséo por artropodes. Neste
caso, o principal vetor na transmisséo desses virus € o mosquito Aedes Aegypti, que
tem sido motivo de grande preocupacdo para a saude da populacdo de regides
tropicais e subtropicais devido as condicdes ambientais que favorecem a proliferacéo
e disseminacao desses vetores. Essas viroses podem acarretar em quadros clinicos
desde leves a graves e cronicos, causando impacto a longo prazo na vida dos
pacientes, que possuem como op¢ao tratamentos paliativos indiretos. Diante disso, é
de grande importancia a necessidade de busca de novas alternativas terapéuticas
para o desenvolvimento de antivirais. Para isso, tem-se como op¢ao o estudo de
substancias naturais, que apresentam grande estrutural como potencial fonte
terapéutica. Os flavonoides constituem uma vasta classe de compostos naturais que
vem sendo amplamente estudada por apresentar diversidade biologica e potencial
terapéutico como antioxidante, anti-inflamatério, anticancerigeno e antiviral. Com isso,
este estudo teve como objetivo fazer um levantamento bibliografico sobre flavonoides
com potencial antiviral frente a arboviroses, avaliando as classes mais utilizadas e os
compostos com melhores desempenhos antivirais para cada arbovirus. Dentre as
classes de flavonoides vistas no estudo, flavanona foi a mais estudada para dengue
virus, enquanto que flavona e flavonol foram mais vistas nos estudos direcionados a
zika e flavona para chikungunya. Para os fitoconstituintes relacionados a dengue,
foram escolhidas as flavanonas Glabranina, 7-O-Metil-Glabranina e Soforoflavanona
G. Para zika foram analisados o flavonol miricetina e a flavona baicaleina, enquanto

gue para chikungunya foram analisadas as flavonas Apigenina, luteolina e baicaleina.

Palavras - chave: Infeccao por zika virus, dengue, febre de chikungunya,

flavonoides e agente antiviral.



Abstract

Arboviruses are diseases transmitted by arboviruses such as dengue, Zika, and
chikungunya, and are characterized by transmission through arthropods. In this case,
the main vector in the transmission of these viruses is the Aedes aegypti, which has
been a major concern for public health in tropical and subtropical regions due to
environmental conditions that favor the proliferation and spread of these vectors.
These viral infections can lead to mild, severe, and chronic clinical conditions, causing
long-term impact on the lives of patients, who have indirect palliative treatment options.
Therefore, it is of great importance to search for new therapeutic alternatives for the
development of antivirals. One option is the study of natural substances, which have
great structural potential as a therapeutic source. Flavonoids constitute a vast class of
natural compounds that have been extensively studied for their biological diversity and
therapeutic potential as antioxidants, anti-inflammatory agents, anticancer agents, and
antiviral agents. Therefore, the objective of this study was to conduct a literature review
on flavonoids with antiviral potential against arboviruses, evaluating the most
commonly used classes and the compounds with the best antiviral performance for
each arbovirus. Among the classes of flavonoids examined in the study, flavanone was
the most studied for dengue virus, while flavone and flavonol were more frequently
studied in studies focused on Zika, and flavone for chikungunya. For the
phytoconstituents related to dengue, the flavanones Glabranin, 7-O-Methyl-Glabranin,
and Soforoflavanone G were selected. For Zika, the flavonol myricetin and the flavone
baicalein were analyzed, while for chikungunya, the flavones apigenin, luteolin, and

baicalein were analyzed.

Key-word: Zika virus infection, dengue, chikungunya fever, flavonoids, and antiviral

agent.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIROSES

Arboviroses séo doencas virais transmitidas por arbovirus. A palavra arbovirus
vem do inglés Arthropod borne virus, como o nome diz, essa classificagdo inclui todos
os virus transmitidos pela picada de artropodes, em sua maioria mosquitos
hemato6fagos. Os virus que necessitam de maior atencdo para a saude humana séo
os transmitidos por mosquitos, principalmente dos géneros Culex e Aedes. A maior
parte dos arbovirus pertencem ao género Alphavirus, da familia Togaviridae e
Flavivirus da familia Flaviviridae, tendo também outras familias que se apresentam
como arbovirus, podendo ser Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (ZUBEN,
2017). Sé&o reconhecidas 545 espécies de arbovirus, sendo 150 espécies
responsaveis por causarem doencas em seres humanos. Dentre as arboviroses mais
usuais, destacam-se febre amarela, febre de Mayaro, virus do Nilo Ocidental, Zika,
Chikungunya e dengue.

Este trabalho visa como alvo de estudo as arboviroses dengue (DENV), zika
(ZIKAV) e chikungunya (CHIKV), que possuem como vetor principal o mosquito Aedes
aegypti, podendo também serem disseminadas pelo Aedes albopictus. Sé&o
pertencentes a duas familias de virus, sendo Zika e dengue respectivamente a familia
Flaviridae e Chikungunya a Togaviridae. Devido a fatores como desmatamento,
aumento da densidade populacional, sistemas globais de transporte e outras causas,
observou-se um crescimento no namero de infec¢gbes por arboviroses, acarretando
em impactos negativos, tanto clinicos quanto econémicos (GOULD, 2017). Para mais,
o Brasil apresenta condicdes ambientais favoraveis a disseminagcao e permanéncia de
vetores como o Aedes aegypti (TEICH, 2017).

As arboviroses apresentam uma importante questdo de saude publica,
ocasionando impacto socioecondémico, em consequéncia da limitagdo pela doenca.
Apesar da maioria dos casos apresentarem recuperacdo completa, ha quadros em
gue apos a fase aguda os sintomas podem persistir por semanas ou meses intervindo
nas atividades laborais, e até ocasionar incapacidades permanentes (TEICH, 2018).
Isto tudo gera uma necessidade maior de atencdo do SUS para assistir tanto os

pacientes na fase aguda quanto aqueles que desenvolvem casos cronicos. Por serem



viroses com facilidade de emergéncia e reemergéncia devido a propensdo de
adaptacdo do vetor em espacos urbanos, gera um desafio quanto ao
comprometimento sanitario, sendo necessario gastos relacionados ao combate do
vetor e conscientizagdo da populagéo.

No presente contexto epidemiolégico, os arbovirus de maior circulacdo no
Brasil sdo DENV, CHIKV e ZIKAV, além de outras potenciais arboviroses como a febre
amarela. Dados epidemioldgicos exibidos pela Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) mostram que entre a 1° e 52° semana epidemioldgica de 2022, foram
notificados 3.110.442 casos de arboviroses na regido das Américas, sendo 90,1%
casos de dengue, 8,7% chikungunya e 1,2% zika (OPAS, 2023). A dengue apresenta
ciclos endémicos e epidémicos no Brasil, desde sua entrada no pais em 1981, o ano
de 2010 foi um ano critico apresentando aproximadamente 1 milhdo de casos
(Agéncia Fiocruz de Noticias). Segundo o boletim epidemioldgico de janeiro de 2023
do Ministério de saude, até dezembro de 2022 ocorreram 1.450.270 casos provaveis
de dengue no Brasil, apresentando um aumento de 162,5% de casos analisados no
mesmo periodo de 2021. Até dezembro de 2022 foram registrados 1.473 casos de
dengue grave e 18.145 casos de dengue com sinais de alarme, e 1.016 6bitos foram
confrmados (MINISTERIO DA SAUDE, 2023), batendo o recorde de mortes
confirmadas desde o inicio do relatério (MAX, 2021).

Enquanto que chikungunya apresentou a incidéncia de 174.517 casos
provaveis, o que mostra um aumento de 78,9% de casos em comparagcdo com 0 ano
de 2021 e foram confirmados 94 6bitos por chikungunya no Brasil, nesse periodo.
Nos anos de 2015 e 2016, a epidemia de zika causou grande preocupagado na saude
publica brasileira, deixando sequelas até os dias de hoje. Em relagao a zika, o boletim
epidemioldgico demonstrou 9.204 casos provaveis, representando um aumento de
42% de casos no pais, quando comparado ao ano anterior. Até a 48° semana
epidemioldgica foi confirmado um o6bito por zika. (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A manifestacdo clinica da dengue € descrita como de amplo espectro. Pode
variar desde casos assintomaticos, quadros leves a condicdes que colocam o
paciente em risco de vida, sendo comumente conhecida como febre da dengue ou
febre hemorragica da dengue (FHD) (MEDINA et.al, 2012). Dentre os sintomas
apresentados na dengue classica, sdo comuns a febre alta, cefaleia, mialgia, artralgia
e dor retro orbitaria (BVSMS, 2013). Uma pequena parcela de casos evolui para

dengue hemorragica (FHD), tendo como aspectos clinicos determinantes o



extravasamento plasmatico, caracterizador por meio da hemoconcentracao,
hipoalbuminemia e ou derrames cavitarios (BVSMS, 2013). Esse quadro pode evoluir
para a sindrome do choque da dengue, devido a hemoconcentragcédo acarretada pelo
vazamento vascular ocasionando um colapso circulatério (CHEN et.al, 2018).

Os sintomas de zika s&o comumente referidos como semelhantes ao da
dengue, visto que sao virus pertencentes a mesma familia. € importante ressaltar que
a transmissibilidade da zika também pode ocorrer por meio de relacdo sexual, pés
transfusional e transplacentaria (HAYD, 2020). A maioria dos pacientes infectados
apresentam casos assintomaticos, geralmente a parcela que apresenta sintomas é
caracterizada por febre, podendo ser acompanhada de artralgia, conjuntivite n&o
purulenta, manchas avermelhadas na pele, edema de membros e extremidades,
cefaleia, astenia e mialgia (SOYSTER, 2017). Uma das maiores preocupacdes
ocasionadas pela infec¢éo por zika, é o contagio durante a gravidez, que na maioria
das vezes é assintomatica, porém, a transmissao de mée para filho pode ocorrer em
cerca 20 a 30% dos casos, podendo acarretar a sindrome congénita do zika, que
consiste em um padrdo de anomalias estruturais apresentando como caracteristica
mais prevalente a microcefalia. Criangas que nao apresentaram defeitos congénitos
associados ao zika, podem apresentar atraso no neurodesenvolvimento ou
microcefalia pos natal (CASTRO, 2021).

Assim como dengue e zika, chikungunya apresenta sintomas clinicos classicos
semelhantes, manifestando febre, dores articulares e musculares, exantema, fadiga e
cefaleia. A chikungunya possui como principal caracteristica manifestacao clinica as
dores articulares, que podem ser acompanhadas de edema (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Assim como as demais arboviroses, a chikungunya pode acarretar em
guadros crénicos de artralgia persistente, afetando a qualidade de vida do paciente e
a area econbmica, visto que acarreta em um quadro de morbidade.

O tratamento utilizado para essas arboviroses € inespecifico, sendo realizado
terapia voltada para amenizar os sintomas, como uso de analgésicos e antipiréticos,
usualmente recomenda-se o0 uso de paracetamol e dipirona. Apesar de ser uma
terapéutica medicamentosa comum, certos cuidados devem ser tomados devido a
possibilidade de complicagcdes. Em casos de dengue e zika, deve-se evitar 0 uso de
anti-inflamatérios ndo hormonais, incluindo salicilatos, como o AAS (&cido
acetilsalicilico), pois o uso desses medicamentos podem suceder no aparecimento de

guadros hemorréagicos e acidose (Ministério da saude, 2013; Ministério da saude de A
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a Z, 2016). Também € importante ressaltar o uso correto e indicado de paracetamol,
evitando quadros de hepatotoxicidade. Para chikungunya é recomendado, na fase
aguda, o repouso e compressa fria nas articulagdes, o uso de AINES na fase aguda
ndo é recomendado, incluindo o AAS, pois pode provocar sindrome de Reye e
guadros hemorragicos (FONSECA, 2016).

Diante desses apontamentos, € importante a realizacdo de estudos para
aprimorar o tratamento dessas arboviroses, melhorando a eficacia terapéutica e
diminuindo os riscos. Estudos relatam atividade antiviral de extratos e compostos de
diversas plantas medicinais, sendo uma alternativa para o desenvolvimento de novas

terapéuticas para arboviroses (JAIME et al, 2013)

1.2 Uso de flavonoides como potencial antiviral no tratamento de arboviroses

1.2.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios, que constituem uma importante
classe dos polifendis, sendo comumente encontrados em frutas, ervas, caules,
cereais, nozes, vegetais, flores e sementes (ULLAH, 2020). Este grupo de substancias
possui um amplo espectro de atividades medicinais, demonstrando grandes efeitos na
saude e se tornando um importante alvo de estudo para o desenvolvimento de novas
terapéuticas (BADSHAH et.al, 2021). A forma estrutural basica dos flavonoides
contém quinze atomos de carbono em seu nucleo fundamental, formado por duas
fenilas, A e B, que séo ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas, originando
o anel C (SIMOES, 2017).
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Figura 1 - Estrutura fundamental dos flavonoides

Fonte: Silva, 2015

Os flavonoides sé&o sintetizados a partir da via dos fenilpropanéides, tendo
como rotas precursoras a via do &cido malbnico e a via do acido chiquimico, possuindo
uma biossintese mista. (FERREYRA et.al; CASATI, 2012). De modo geral, o anel A
(Figura 1) é originado da via do &cido maldnico, enquanto que o anel B e C (Figura 1),
s&o originados por meio da rota do &acido chiquimico (SIMOES et.al, 2016).

Os flavonoides, sdo produtos da condensacdo de uma unidade inicial de
cinamoil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA. As reacfes sdo catalisadas por
uma enzima chamada chalcona sintetase, que Sao responsaveis por empregar
ésteres de coenzima A, e possuem um Unico sitio ativo para realizar uma série de
reacdes necessérias para a extensdo da cadeia, como por exemplo, reacfes de
condensacéo e ciclizagdo. A reagado de 4-hidroxicinamoil-CoA com trés moléculas de
malonil-CoA fornece um policetideo que pode possuir duas configuracdes diferentes.
Estes sofrem reagdes do tipo alddlicas ou Claisen, gerando anéis arométicos. Em
seguida, através de reacdes catalisadas pela enzima chalcona sintetase, obtém-se
chalconas. As chalconas sofrem um ataque nucleofilico do tipo Michael da hidroxila a
cetona a,B -insaturada, em seguida sofrem uma reacao de isomerizagéo pela enzima

chalcona isomerase, gerando os flavonoides (figura 2) (DEWICK, 2009).
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Figura 2 - Visdo geral da biossintese de metabolismos secundérios dos flavonoides
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{Flavona)

Os flavonoides possuem diversos efeitos importantes para a saude, como:

propriedades anti-inflamatorias,
flavonoides foram estruturalmente

estrutural devido a oxidacdo e modificacdes no e

anticancerigenas e antiviral.

identificados.

Mais de 6.000
Eles apresentam diversidade

squeleto carbbnico basico, podendo

ser promovidas por reacdes de alquilagdo, glicosilacdo ou oligomerizagdo. As

flavanonas podem dar origem a variantes por

meio do esqueleto basico, como

flavonas, flavonois, antocianidinas e catequinas (Figura 3) (DEWICK, 2009). Os
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flavonoides podem ocorrer na forma livre, também conhecidos como agliconas ou

geninas, ou conjugadas com acucares O ou C - heterosideos (NINFALI et.al, 2020).

Figura 3 - Estrutura quimica dos principais classes de flavonoides
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Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009.

1.3 ALVOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE ANTIVIRAIS

O desenvolvimento de compostos antivirais possui algumas estratégias, podendo
essas serem direcionadas a abordagens especificas de virus ou maquinaria da célula
hospedeira. Tradicionalmente, as estratégias antivirais tentam atingir as proteinas de
replicacdo enzimatica, como helicase, protease e polimerase. E sabido que a perda
dessas proteinas especificas é letal para a replicacéo do virus, logo, diminui a carga
viral.

A busca de novos alvos, proteinas de replicagcdo ndo enzimatica, interacao de
membrana e outros, sdo importantes devido a mutacdo das enzimas virais, sendo

necessaria a constante busca de métodos para direcionar essas infeccées (BOTTING
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et.al, 2018). Para isso, entender a estrutura viral e seu ciclo de replicagdo, mostra-se
de suma importancia para compreender a atividade dos alvos e realizar estratégias de
combate ao virus. O conhecimento da biologia viral levou a descoberta de potenciais
alvos farmacoldgicos associados ao controle da replicagdo dos arbovirus, como as
proteinas nao estruturais que modulam os processos de replicacdo viral, montagem,
protedlise e regulacao da resposta imune celular (SILVA et.al, 2022).

Os farmacos sé&o introduzidos na terapéutica principalmente por um dos
seguintes processos: acaso, triagem empirica, extracdo de principios ativos de fontes
naturais, modificacdo molecular de medicamentos conhecidos e planejamento
racional (KOROLKOVAS et.al, 1988; BARREIRO et.al, 2009). A quimica medicinal
possui papel central para o desenvolvimento e descoberta de farmacos, sendo um
processo trabalhoso e com alto custo. A evolucdo desta ciéncia fez com que as
técnicas utilizadas no planejamento racional de farmaco fossem refinadas, com o
objetivo de obter um planejamento de analogos com melhor perfil terapéutico, por
meio da identificacdo de valores 6timos das propriedades fisico-quimicas. Dessa
maneira, houve o0 surgimento de técnicas computacionais e de modificacdes
moleculares (AVER et.al, 2015).

Dentre estas técnicas estdo a quimica combinatoria, triagem biologica
automatizada em alta escala (HTS - High throughput screening), engenharia genética,
ultra - HTS, organizacao de bases de dados, aplicacao de filtros moleculares e triagem
virtual (MIKOVSKI, 2018). O surgimento da cristalografia de raios-X de proteinas e de
técnicas multidimensionais em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) também
auxiliaram no planejamento de compostos bioativos. E por meio dessas técnicas,
surgiu um grande numero de elucidagdes de potenciais alvos bioldgicos, sendo
grande parte disponivel no Protein Data Bank (PDB) (PICCIRILLO et.al, 2018).

Uma estratégia computacional que se destaca € a ancoragem molecular ou
molecular docking pela sua alta eficiéncia, acessibilidade e baixo custo computacional.
Essa técnica é aplicada para investigar a interacdo entre uma molécula menor,
comumente chamada de ligante e uma macromolécula, designada receptor, tendo
como propoésito prever a posicao e orientacao preferencial do ligante quando ancorado
no receptor, além de estimar a afinidade entre eles. Compreender como 0s compostos
guimicos interagem com seus alvos moleculares € fundamental para o

desenvolvimento de farmacos eficazes (PINZI et.al, 2019).



15

Os flavonoides podem atuar de diversas maneiras como antivirais. Podem
obstruir a fixacdo e a entrada de virus nas células, dificultando processos importantes
como replicacdo viral, traducdo de proteinas, transcricdo, e processamento de
poliproteinas, como também podem impedir os estagios finais de montagem,
empacotamento e liberacéo viral. Também podem ligar-se as proteinas de superficie

dos virus, impedindo a entrada do virus na célula hospedeira (BADSHAH et al, 2021).

1.3.1 ESTRUTURA E REPLICACAO VIRAL

Os virus sdo organismos microscopicos que nao podem se reproduzir sozinhos
fora do corpo do hospedeiro, ou seja, sdo parasitas intracelulares obrigatérios. Os
virus carregam acido ribonucleico (RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA) como
seu material genético, que pode ser de fita simples ou dupla, envolto por um capsideo
gue pode ser circundado por um envelope que consiste em uma membrana lipidica.

O virion € a unidade infecciosa do virus, que se replica dentro da célula
hospedeira sequestrando sua maquinaria molecular, e afetando a replicagcdo do DNA,
a transcricdo do RNA e a traducdo de proteinas. Esses parasitas intracelulares
invadem as células por meio da adsorcdo mediada por receptores especificos para
cada alvo, penetrando por meio da membrana celular, liberando o material genético
viral com o propoésito de replicar seu proprio genoma para produzir novas proteinas

virais e obter novos virions (NINFALI et al, 2020).
1.3.1.1 CARACTERISTICAS E REPLICACAO DOS FLAVIVIRUS

Os virus do género Flavivirus, pertencentes a familia Flaviviridae, possuem
semelhancas na morfologia do virion, organizacdo do genoma e replicacdo. Sao
compostos por uma bicamada lipidica e uma glicoproteina E (BARBOSA, 2019).
Possuem um envelope que recobre um nucleocapsideo icosaédrico, que protege o
material genético, todos os membros da familia Flaviviridae apresentam um genoma
de RNA de fita simples que codifica um longo quadro de leitura aberta de
aproximadamente 3.400 codons (BRITON et al, 2015).

O RNA presente codifica de duas a quatro proteinas estruturais e sete a oito
proteinas ndo estruturais (FUKUHARA et al, 2019). As proteinas estruturais sao

fundamentais para a formacéao de particulas do virus, e as proteinas nao estruturais
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nao sao detectaveis na particula viral, estas estao envolvidas na replicacdo do RNA
por meio de sua associacdo com as membranas intracelulares (MARINHO, 2015).
Dentre os flavivirus, dengue e zika virus serdo abordados neste trabalho.

O virus da dengue apresenta quatro sorotipos identificados (DENV 1, DENV 2,
DENV 3 e DENV 4), enquanto que o ZIKV possui um Unico sorotipo, que pode se
diferenciar em linhagem africana e linhagem asiatica, compartilhando mais de 95% de
de sua sequéncia de aminoacidos (ARREOLA et al, 2022). O sorotipo DENV 2 é
classificado como o arbovirus mais prevalente epidemiologicamente e

geograficamente pelo mundo (OTHMAN et al, 2017).

Sobre a replicacéo dos Flavivirus pode-se dizer que:

Ap6s a entrada na célula alvo por endocitose mediada por receptores
celulares, o baixo pH do endossomo induz a fusdo do envelope viral as
membranas celulares para o desnudamento do genoma de RNA que é
liberado no citoplasma onde acontece todo o processo de replicagéo viral. O
genoma dos virus da familia Flaviviridae funciona como RNA mensageiro
(mRNA) e codifica uma Unica poliproteina que € clivada por uma combinacéo
de proteases virais e do hospedeiro em 3 proteinas estruturais, C (capsideo),
prM (precursor da membrana), E (proteina do envelope); e 7 proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, Ns4B e NS5). As proteinas
estruturais séo localizadas na por¢do N-terminal da poliproteina seguidas das
proteinas ndo estruturais (NS). A replicagdo do RNA viral ocorre inteiramente
no citoplasma em estreita associagcdo com membranas intracelulares. A
sintese de um RNA de cadeia Unica fita negativa fornece o intermediario
replicativo para sintese de véarias cOpias do genoma viral que sera
empacotado nas particulas virais em formacao. Os novos virus se juntam por
brotamento em um compartimento intracelular de membrana, muito
provavelmente no reticulo endoplasmético, em seguida, pelas vias
secretérias celulares (complexo de Golgi) sendo os novos virions liberados

na superficie celular (BARBOSA, 2019) .
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Figura 4 - Representacao morfoldgica de uma particula viral do género Flavivirus
VIRION

T=3-like organization
of surface dimers

Fonte: Viralzone. Disponivel em: <https://viralzone.expasy.org/24>. Acesso em: 30 Out, 2022.

1.3.1.2 PROTEINAS VIRAIS DE DENGUE E ZIKA COMO ALVOS

E visto que as proteinas virais possuem importantes fungées, constituindo alvos
estratégicos relevantes para criagdo e aprimoramento de antivirais. A proteina E
presente nos Flavivirus é responsavel pela entrada e fusdo da membrana, sua inibicdo
impediria as etapas seguintes do ciclo de vida do virus. As funcbes das proteinas
estruturais ainda estdo sendo estudadas e bem definidas. Estudos mostram as
atribuices presentes, dentre algumas delas presentes nos Flavivirus.

A proteina NS1 possui diversos papéis como replicagao viral, maturagdo do
virion e também est& envolvida na modulagao sistémica de células imunes (Wetterson
et al., 2016). Estudos tém sido realizados para melhor compreenséo das tarefas de
NS1, assim como de NS2A, que se tem mostrado primordial para a sintese de RNA
viral e montagem do virion, além de antagonizar arespostaimune do hospedeiro, essa
proteina € reconhecida por se associar a membrana do reticulo endoplasmatico (XIE
et al, 2013). A NS3 é uma enzima muito importante que desempenha diversas
funcdes, como protease para o preparo de poliproteinas, RNA trifosfatase realizando
o capeamento do RNA viral, e como helicase, atuando em conjunto com o cofator
NS2B. Esta enzima € conservada nos quatro sorotipos de DENV, sendo um
importante alvo a ser estudado para aprimorar a compreensao do ciclo de vida dos
Flavivirus e desenvolver tratamentos e prevencdes contra a dengue e demais
Flavivirus. (OLIVEIRA, 2017).


https://viralzone.expasy.org/24
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A proteina NS4A remodela as membranas do reticulo endoplasmatico para
criar locais de replicacao (SHAH et.al, 2018), suas funcdes também estdo em debate
na comunidade cientifica. Sobre a NS4B, estudos mencionam que ela ancora e
direciona o complexo de replicacdo a membrana do reticulo endoplasmatico e tem
sido relacionada ao antagonismo da resposta imune (BOTTING et al, 2012). A NS5
possui papel importante na replicacao viral, sendo um alvo importante para a inibicao
do virus. A NS5 demonstra dois papéis principais, atuando como RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), este realiza a sintese de RNA, gerando uma fita de RNA
de sentido negativo a partir do molde de RNA viral positivo, servindo de molde para a
sintese de novas fitas de RNA de sentido positivo, que séo utilizadas para a traducao
de proteinas ou empacotadas em virions infecciosos. E atua também como
metiltransferase (MTase), caracterizando-se como uma poliproteina de superficie

essencial para a ligacao do virus a célula hospedeira (OLIVEIRA et al., 2017).

1.3.1.3 CARACTERISTICAS E REPLICACAO DOS ALPHAVIRUS

O Alphavirus € um género de virus pertencente a familia Togaviridae, que
apresenta genoma composto por RNA de fita simples, linear e polaridade positiva. A
particula viral € constituida por um envoltério de natureza lipoprotéica e
nucleocapsideo icosaédrico composto pelas proteinas referentes (ROMEIRO et al.,
2019). O genoma codifica 4 proteinas ndo estruturais, sendo elas: nsP1, nsP2, nsP3
e nsP4. Estas medeiam a traducéo viral, replicacdo viral, subversdo e evasdo do
hospedeiro, e produzem 6 proteinas estruturais, sendo elas o capsideo, E3, E2, 6K,
transframe (TF) e E1 (HOLMES et al., 2020).
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Figura 5 - Representacdo morfolégica de uma particula viral do género Alphavirus

Capsid protein
(cP) Membrane

B

Fonte: Viralzone. Disponivel em: <https://viralzone.expasy.org/24>. Acesso em: 30 de Outubro de
2022.

Este trabalho apresenta como virus pertencente ao género Alphavirus o
Chikungunya, embora os eventos gerais de replicagdo do CHIKV sejam compativeis
aos de outros Alphavirus, ainda é necessario estudos para a especificacdo da biologia
de replicagédo do CHIKV (SILVA, 2017). Por ser o unico representante do género
Alphavirus neste trabalho, a replicacdo viral dos Alphavirus serd especificamente
focada no CHIKV. Segundo Abdelnabi, Neyts e Delang, a replicagéo viral do CHIKV
ocorre da seguinte maneira:

O CHIKV entra na célula por endocitose apés a ligacdo da proteina E2 a
proteinas especificas na superficie celular. Dentro do endossomo, o baixo pH
desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal,
levando a liberagao do nucleocapsideo para o citoplasma. O nucleocapsideo
se desmonta para liberar o genoma viral, que é traduzido para produzir as
proteinas nao estruturais virais (nsP1-4). Depois do processamento, 0
complexo de proteinas ndo estruturais para formar a replicase viral, que
catalisa a sintese de uma fita de RNA de sentido negativo para servir como
um modelo para a sintese de tanto o genoma de sentido positivo completo
guanto o RNA subgendmico (26S). O RNA subgenbmico (26S) é traduzido
para produzir a poliproteina estrutural (C-E3-E2-6K-E1), que é entao clivado
para produzir as proteinas estruturais individuais, seguidas pela montagem
dos componentes virais. A particula de virus montada é liberada por
brotamento através da membrana plasmatica, onde adquire o envelope com
glicoproteinas virais incorporadas.

(ABDELNABI, NEYTS & DELANG, 2017)


https://viralzone.expasy.org/24
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1.3.1.4 PROTEINAS VIRAIS DE CHIKV COMO ALVOS

Assim como para os demais virus, as proteinas virais pertencentes aos
Alphavirus sdo excelentes estratégias para a producdo de antivirais. A proteina E1
medeia a fusdo da membrana apos a entrada viral e a E2 facilita o acoplamento do
receptor (HOLMES, 2020), e estdo embutidas no envelope viral dispostas em trimeros
(Figura 4). A proteina nsP1 atua como enzima de capeamento viral e ancora de
membrana do complexo de replicacdo, enquanto que nsP2 atua como RNA helicase
e protease responsavel pelo processamento de lipoproteinas ns (RUPP, 2015).

Estudos anteriores destacam que, a nsP3 interage com proteinas do
hospedeiro, possui um macrodominio altamente conservado entre os Alphavirus e a
atividade de ADP-ribosil-hidrolase do virus Chikungunya (nsP3MD) é fundamental
para a replicacéo e viruléncia do CHIKV (ZHANG et al., 2021). A proteina nsP4 é
responsavel pelas propriedades sintéticas do RNA do complexo de replicase viral e
contém o dominio polimerase dependente de RNA (RdRp) (RUPP et al., 2015).
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2. DESENVOLVIMENTO
2.1 OBJETIVOS
2.1.1 OBJETIVO GERAL

Buscar dados na literatura através de uma revisdo bibliografica referente aos

compostos bioativos da classe dos flavonoides com potencial acdo contra os arbovirus

da dengue, zika e chikungunya.

2.1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Identificar os principais flavonoides e suas respectivas classes com potencial
antiviral para os arbovirus da dengue, zika e chikungunya;

e Analisar as classes mais estudadas e os compostos com maiores atividades
antivirais dentro das classes vistas.

e Analisar as propriedades fisico-quimicas, absorcdo, distribuicéo,

metabolizacéo e toxicidade (ADMET) dos flavonoides encontrados;
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 LEVANTAMENTO DE DADOS E ANALISE

O presente trabalho utilizou como metodologia uma pesquisa bibliogréfica,
desenvolvida a partir de livros e artigos cientificos. A pesquisa foi realizada entre os
meses de abril a junho de 2023. Os critérios de inclusdo foram flavonoides de
diferentes classes que apresentam acao antiviral, comprovada cientificamente, frente
aos virus da dengue, zika ou chikungunya. Os trabalhos publicados de 2013 a 2023,
cuja relevancia permitiu o alcance dos objetivos propostos, foram escolhidos para a
construcao desta revisdo. Trés artigos fora do periodo escolhido foram utilizados, visto

sua relevancia diante do tema e diversas citagdes por outros autores.

As bases de dados utilizadas foram: PubMed, Scielo, Science Direct e Google
Académico a fim de coletar os materiais necessarios para o desenvolvimento do
trabalho. Inicialmente foram escolhidas as seguintes palavras-chave: “Flavonoids”;
“antiviral’; “zika”; “chikungunya”; “dengue”. Porém, somente duas foram validadas
apos busca na pagina dos Descritores de Ciéncia e Saude (DeCS): “Dengue” e
“Flavonoids”. E segundo a base DeCS, os termos mais recomendados para a busca
das demais palavras chaves, tirando as validadas, foram: “Infec¢éo por zika virus”,
“febre de chikungunya” e “antiviral agents”. As publicagdes foram selecionadas de
maneira criteriosa, onde somente aquelas que foram, de fato, coerentes com o tema
proposto para este trabalho foram selecionadas. Por fim, apés leitura detalhada,
realizou-se uma andlise detalhada de compostos da classe dos flavonoides que
possuem potencial atividade antiviral contra os arbovirus da dengue, zika e

chikungunya.

2.2.2 PREVISAO DAS PROPIEDADES ADMET

As avaliagdes das caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinética e toxicidade
foram utilizadas como ferramentas o SwisSADME e VNN-ADMET. A plataforma
SWISS ADME foi utilizada especificamente para a avaliacdo de propiedades como
LogP, LogS, absorcdo gastrointestinal, permeabilidade a barreira hematoencefalica,

substrato da glicoproteina (Pg-p), regra de Lipinski, biodisponibilidade oral e interagcédo
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com CYPs. Para a previsdo de VNN-ADMET foram vistos os parametros de
estabilidade microssomal, lesdo hepética induzida (DILI - Drug delivery injury),
citotoxicidade prevista em células HepG2, Bloqueio HERG, verificando a possibilidade
de cardiotoxicidade e teste AMES para a deteccdo de mutagenicidade. Para a
utilizacdo das plataformas citadas, foi utilizado como base para busca das estruturas
moleculares o PubChem, que fornece o SMILE das estruturas desejadas. O SMILE
era utilizado no SWISS ADME e vNN-ADMET para leitura da plataforma e

identificacdo da estrutura desejada, fornecendo as caracteristicas para tal molécula.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As referéncias foram selecionadas conforme a lista de palavras-chave
apresentada anteriormente, entre o periodo do ano 2013 a 2023 de publicacéo, sendo
avaliadas aquelas que se apresentavam em lingua inglesa ou portuguesa.

O potencial antiviral dos flavonoides foi comprovado por diversos autores, por
meio de ensaios in vitro e in silico. A Tabela 1 apresenta os dados encontrados na
literatura relacionando o composto e a classe com atividade antiviral para determinado
arbovirus, sua fonte, modelo de estudo, concentracdo e efeito inibitério sob
determinada etapa da replicago viral e os autores do estudo. E importante ressaltar
gue os valores das concentracdes e efeitos podem variar de acordo com o método de
analise realizado. Para avaliacado das caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinética
e toxicidade foram utilizadas como ferramentas o SwisSADME e vNN-ADMET, os
dados referentes a essas plataformas estado presentes em tabelas que mostram as
propriedades avaliadas para determinado composto escolhido, os parametros
avaliados séo discutidos mais a frente.

Diante dos resultados encontrados, foram avaliadas as classes mais vistas
para cada arbovirus e uma discussdo sobre os compostos dentro da classe que
apresentaram concentracdes mais baixas e efeitos antivirais mais evidentes. As
principais classes de flavonoides vistas com potencial efeito antiviral neste estudo
foram flavona e flavanona. De acordo com os resultados obtidos na tabela 1, foram
elaborados os graficos 1, 2 e 3 a fim de visualizar da melhor maneira as classes de

flavonoides mais frequente nos ensaios antivirais para cada arbovirus.
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Tabela 1 - Levantamento bibliografico acerca do potencial antiviral de flavonoides de diferentes classes contra arbovirus da dengue, zika e chikungunya. As

letras subscritas em uma mesma linha relacionam os valores de concentracao e efeito inibitério com o modelo de estudo utilizado.

Atividade antiviral

Fonte (Sintético

ou isolado de

Concentracgéo e

Flavonoide Classe DENV | CHIK | ZIKV |alguma planta) Modelo de estudo efeito inibitorio Referéncia
) In vitro - Inibicdo da 6pg/ml - 10% de
isolado de licacio viral inibicao. 12ua/ml
replicacéo viral por inibicdo, ml -
) ) ) extrato de p. ¢ o ~p ¢ o “? SANCHEZ et.al,
7 -O-metil-glabranina Flavanona Sim ) ensaio de inibigédo de 5% de inibicéo e
Thepsoria ) 2000
] placa com células LLC- | 25ug/ml - 75% de
madrensis o
MK2 inibicdo
_ ] ) Isolado de In silico - Ancoragem na BHATTARAI
7-O-Beta-D-apiofuranoside flavana Sim )
fonte natural proteina NS5 (2J7U) et.al, 2022
) o ) Isolado de In silico - Ancoragem na BHATTARAI
Acacetin-7-rutinosideo Flavona Sim .
fonte natural proteina NS5 (2J7U) et.al, 2022
In silico - Ancoragem na
) ) Isolado de proteina NS5 e BHATTARAI
Agatisflavona Flavona Sim
fonte natural NS2B/NS3 (2J7U e et.al , 2022

2FOM).
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] o Ancoragem na proteina CHAUDARY
Amentoflavona Flavona Sim Sintético
nsP3md (3GPO) et.al, 2021
. . ) o Ancoragem na proteina CHAUDARY et.
Apigetrina Flavona Sim Sintético
nsP3md (3GPO) al, 2022
500pg reduziu o
. . A
In vitro - Citometria de titulo viral de 104(9)
fluxo, wersten blot e RT- | o 104 (4) PFU/m,
PCR em células A549.
~ (o)
Atividade antiviral A: | 1009 = 70% de
durante a replicacéo, B: infeciosidade; SAWADPONGP
Baicaleina Flavona Sim Sintético durante a entrada viral, AN et.al, 2023;
~ O,
100ug = 80% de | g etal, 2018

C: ligagéo inicial a recptor
celular especifico em
células VERO.
Ancoragem na proteina
NS5 (5TFR).

reducdo da
expressdo de ptn
viralNS1e E. / A

EC50= 0,004pg/ml,
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B: EC50=12ug/ml,

C: EC50=20pg/ml

in vitro - Inibicdo da

replicacdo viral por gRT- | IC50=1,891ug/ml | LANI et.al, 2016

Baicaleina Flavona Sim Sintético
PCR
A: 100ug/ml -

) . 99,78% de reducéo

In vitro. A - Reducéo dos
o e CI50=

focos virais e qRT-PCR,;

L 68,94ug/ml; CI50=
B - Inibicao da progene

_ 17,24pg/ml para
Isolado de viral e qRT-PCR; C -
o ) ) _ o gRT-PCR; B: 100
Baicaléina Flavona Sim Scutellaria Bloqueio da ligacéo viral LOW et.al, 2021

) ] .y L pg/ml - 79,73% e
baicalensis a célula. D- Inibicdo da

CI50= 34,66ug/ml,

entrada viral. Técnicas
FFURA e pRT-PCR em
células VERO

C150=29,70 para
gqRT-PCR; C:
100pg/ml - 95,59%
de bloqueio. D:
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100pg/ml - 57,91%

de inibicdo
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Baicalina

Flavona

Sim

Isolado de
Scutellaria

baicalensis

In vitro. A - Reducéo dos
focos virais e gRT-PCR;
B - Inibicao da progene
viral e gRT-PCR; C -
Bloqueio da ligacao viral
a célula. D- Inibicao da
entrada viral. Técnicas
FFURA e pRT-PCR em
células VERO

A: 20ug/ml - 76%
de reducéo e CI50=
7,38ug/ml, CI50=
17,40ug/ para qRT-
PCR; B: 20 pg/ml -
80,97% de inibicéo
e CI50=5,31pg/ml,
CI50=4,53pug/ml
para gRT-PCR; C:
20ug/ml - 48,52%
de bloqueio; D:
20ug/ml - 49,82%
de inibicao.

LOW et.al, 2021




In vitro e in silico -
Inibicdo da replicacéo

viral A: Ensaio de

A: 25mcg - 70% de
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FFURA, B: Inibicdo da reducao; B:
Baicalina Flavona Sim Sintético entrada viral; C: Reducédo |EC50=14mcg/ml C:| Oo et.al, 2018
no rendimento viral em |[15mcg/ml - 50% de
VERO Cell - ATCC CCL- reducéo
81; Ancoragem na
proteina NS5 (5TRF).
in vitro e in silico -
Ancoragem na prteina |100ug/ml = 20% de
CHAUDARY et.
. ) o nsP3ms (3GPO)/ .
Baicalina Flavona Sim Sintetico ) redugdo. al, 2021/ Oo
reducao da replicacéo
] et.al, 2017
viral por qRT-PCR em EC50=0,4ug
células VERO
In vitro - A: FFURA apés A
adsorcio viral; B: qRT- '
o ] o . CI50=142,6ug/ml; ZANDI et.al,
Daidzeina Flavanona Sim Sintético PCR Producao de RNA
. i . B: 50pg/ml - 25,3% 2011
viral apos adsor¢éo em .
i de reducéo.
células VERO.
in vitro - Reduc&o da 10pg/ml =
infectividade por ensaio CALVO et.al,
Delfinidina Antocianidina Sim Sintético P ) 107 (5)PFU/ml de
de placa em células 2017

VERO (ATCC CCL-81).

reducdo
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In vitro - A: Inibicdo de

A:100ug/ml - 60%
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antigeno por ELISA; B: | denibicdoi B | papiiaNSYA
Delfinidina Antocianidina Sim Sintético S
Viabilidade celular por | 100ug/ml = 110% et.al, 2018
MTT
de 140%
In vitro e in silico -
. A:100ug/ml - 90%
Ancoragem na proteina o
de inibicéo; C: BHATTARAI
. ) NS2B/NS3 (2FOM)/ A:
. ] N&o se aplica/ o i 100ug/ml - 90% de et.al, 2022;
EGCG Catequina Sim o Inibicdo de antigeno por S
sintético o viabilidade; D: RAEKIANSYA
ELISA; C: Viabilidade
] 100pg/mil - et.al, 2018
celular por MTT; D: Titulo
) 10°M3)FFU/mI
viral em células VERO.
10pg/ml =
in vitro - Reducéo da 107 (3)PFU/mI de
_ ) o infectividade por ensaio reducao (ZIKV CALVO et.al,
EGCG Catequina Sim Sintetico i
de placa em células MR766); e =107 (4) 2017
VERO (ATCC CCL-81). | PFU/mI (ZIKV PA
259459)
) N A: 10pg/ml - 40%
In vitro - A: reducéo da
) ] de reducéao. B:
. ] o infeccao viral, teste de WEBER et.al,
EGCG Catequina Sim Sintetico ) . 25ug/ml =10% de
citometria de fluxo; B: 2015

Bloqueio da transducéo

inibicéo,
CI50=6,54ug/ml.
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por vetores

pseudotipados .
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in vitro e in silico -

Ancoragem na prteina

) ) ] o NS2B-NS3pro; Ensaio | 100ug/ml - 66,2% | DWIVEDI et.al,
Epicatequina Flavonol Sim Sintético L L
antiviral inibicdo dose- de inibicdo 2021
dependente (FFU) em
células BHK 21.
) . ) o In silico - Ancoragem na BYLER et.al,
Exiguaflavanona A Catequina Sim Sintético i
proteina NS3 (5JMT) 2016
In vitro - Inibicdo da
Fisetin Flavonol Sim Sintético replicacdo viral por gRT- | CI50= 8,444ug/ml | LANI et.al, 2016

PCR




In vitro e in silico -
Ancoragem na proteina
RdRp (3VWS) ; A:
Inibicdo da replicacédo

viral por FFURA apés

A: CI50=55ug/ml;
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_ B: CI50=50pg/ml - | FATRIANSYAH
adsorcao viral; B: o
o ) o . ) 49% de inibicéo; C: et.al, 2022;
Fisetina Flavonol Sim Sintético Inibicdo da replicacéo
) IC50=43,12ug/ml; ZANDI et.al,
viral gRT-PCR em
i o D: 50ug/ml - 65% 2011
células VERO, C: inibicédo L
L de inibicdo
da replicagéo por
tratamento continuo; D:
Tratamento continui qRT-
PCR
i ) o In silico - Ancoragem na FATRIANSYAH
Galangina Flavonol Sim Sintético .
proteina RARp (3VWS) et.al, 2022
in vitro - A: Atividade
antiviral dose-
. _ | A:CI50=14,36ug;
) ] o dependende, B: Inibicdo
Galangina Flavonol Sim Sintético B: 50ug - 99% de | ZOU et.al, 2021

da replicagéo (NS1) por
ensaio de placa em
células VERO.

inibicéo
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isolado de _ )
In vitro - Ensaio de 12pg/ml - 53,9% de
) ) extrato de L L SANCHEZ et.al,
Glabranina Flavanona Sim ] inibicdo de placa com |inibicdo e 25pug/ml -
Thepsoria i L 2000
) células LLC-MK2 76,9% de inibicdo
madrensis
In vitro e in silico - A: A: 50pg/ml pés-
FFURA apds adsorcao adsorcdo nao
viral; B: gRT-PCR houve efeito FATRIANSYAH,
) ) o Producéo de RNA viral significante; B: et.al, 2022;
Hesperetina Flavanona Sim Sintético i ) . )
apos adisorcdo em 50ug/ml reduziu ZANDI et.al,
células VERO e C6/36. |insignificantemente 2011.
Ancoragem na proteina |o nivel de producao
RdRp (3VWS). de RNA;
o ) o In silico - Ancoragem na FATRIANSYAH
Hesperidina Flavanona Sim Sintético i
proteina RARp (3VWS) et.al, 2022
in vitro - Inibicéo da
Extrato de ) _
) i ) ) replicagdo viral 1,56pg/ml - 35,99%| KADIR et.al,
Hiperosideo Flavonol Sim Hottuynia ) i o
incubacao de células de inibigéo 2013
cordata

VERO
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In vitro - A: Reducéo da A:100ug/ml -
progene viral e 4Log10 = (0,6)
Isoquercitrina (Quercetina 3 ] o Imunofluorescéncia (IF), PFU/ml de GAUDRY et.al,
o Flavonol Sim Sintético
-O - glicosideo) B: Reducéo da producéo reducdo; B: 2018
de RNA viral por gRT- | 100ug/ml - 90% de
PCR em Células A549 reducao
in vitro - A: Atividade
antiviral dose-
. _ |A:CI50=5,83ug; B:
) ] o dependende, B: Inibicdo
Kaempferide Flavonol Sim Sintético L 50ug - 99% de Z0U et.al, 2020
da replicagéo (NS1) por L
. inibicéo
ensaio de placa em
células VERO.
in vitro e in silico -
Ancoragem na prteina
) . ] NS2B-NS3pro; Ensaio | 100ug/ml -77,7% | DWIVEDI et.al,
Kaempferol Flavonol Sim Sintético L o
antiviral inibicdo dose- de inibicdo 2020
dependente (FFU) em
células BHK 21.
In vitro - Inibicdo do
) oo efeito citopatico (EPC) |200ug/ml - 25% de
Kaempferol Flavonol Sim Sintético LANI et.al, 2015

em células BHK-21 e
VERO ATCC

inibicdo
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Fracédo do _ L
In vitro - Inibicdo do
extrato L
) ) . efeito citopatico (EPC) | 50ug/ml - 98% de | MURALI et.al,
Luteolina Flavona Sim etandlico de } L
em células VERO e gRT- inibicdo 2015
Cynodon
PCR
dactylon
Fracédo do ] L
In vitro - Inibicdo do
extrato L
o ) . efeito citopatico (EPC) | 50ug/ml-98% de | MURALI et.al,
Apigenina Flavona Sim etandlico de . L
em células VERO e gRT- inibicéo 2015
Cynodon
PCR
dactylon
In silico - Ancoragem
) ) o CHAUDARY
Luteolosideo Flavona Sim Sintético molecular nsP3md
et.al, 2021
(3GPO)
S ) o in silico - Ancoragem na FATRIANSYAH
Miricetina Flavonol Sim Sintético i
proteina RARp (3VWS) et.al, 2022
in vitro - A: Atividade
o A: CI50=0,58g; B:
S ) o antiviral dose-
Miricetina Flavona Sim Sintético 50ug - 99% de Z0U et.al, 2022

dependende, B: Inibicdo

da replicag&o (NS1) por

inibicdo




ensaio de placa em
células VERO.
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In vitro e in silico -

Ancoragem na proteina

250pg/ml

L apresentou CI50= | FATRIANSYAH
RdRp (3VWS); inibic&o
) ) ) oo _ ) 35,81ug (DENV 1); et.al, 2022;
Naringenina Flavanona Sim Sintético da replicag&o viral por
) ] 17,97ug (DENV2); FABRASILE
sistemas de replicons
o 117,1ug (DENV3); etal, 2017
subgenémicos e FACS
) 177,5ug (DENV 4)
em células Huh 7.5.
In vitro - Redugéo da
infectividade. After
incubation the number of
) ) ) o ) CI50=58,79ug - | CAETANO et.al,
Naringenina flavona Sim Sintético infected cells (FACS) e N
50% de reducéo 2019

Mean fluorescence
intensity (MFI) em células
Ab549




In vitro e in silico -

Inibicdo da infeccgéo viral
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Isolado do pos-inoculagéo viral por
o i , 100ug/ml - 64,5% | CORREIA et.al,
Naringina Flavanona Sim extrato de ensaio de foco em placa L
] i de inibicdo 2019
P.guajava em células VERO.
Ancoragem na proteina E
(302V) e NS5 (7J7U).
In vitro - A: Inibicdo do | A: 250ug/ml = 7%
efeito citopatico em
- ) oo células VERO E6 (ensaio de inibicéo, B:
Nobiletina Flavona Sim Sintético LIN et.al, 2017
de placa e 250pg/ml - 4log10
imunofluorescencia ), B:
Titulo viral em VERO E6 de inibicdo.
In silico - Ancoragem na
o ) Isolado de proteina NS5 e BHATTARAI
Pectolinarina Flavona Sim
fonte natural NS2B/NS3 (2J7U e et.al, 2022
2FOM)
In silico e in vitro -
. A: 200ug - 100%
Ancoragem na proteina o
de inibicdo, CI50=
Isolado de NS2B/NS3 (5YOD); A:
. ) L o 34ug; B: 500ug -
Pedalitina flavona Sim Pterogyne Inibicdo da atividade de . LIMA et.al, 2021
) Reducao quase
nitens protease B: FFU (Focus

forming units) em cel
VERO ATCC CCL-81

de Zika

total de 100 FFU/ml




In vitro - Ensaio de
viabilidade cellular e

reducdo de placas, teste

156 mcg/ml

resultou em 0,7
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Pinocembrina flavanona Sim Sintético copias de RNA LEE et.al, 2019
gRT-PCR e Wersten ]
) i viral/ml; C150=
Blotting em células JEG-
17, 4pg/ml
3.
In silico - Ancoragem na
] ) ] . ) . BHATTARAI
Pinostronbina Flavanona Sim N&o se aplica proteina NS2B/NS3
et.al, 2022
(2FOM).
In silico - Ancoragem na
] ] o i QAMAR et.al,
Prunetin Flavanona Sim Sintético proteina NS2B/NS3 2017
(2FOM).
In vitro -Inibicdo da
Quercetagetina Flavonol Sim Sintético ligacéo viral as células | IC50=8,050ug/ml |LANI et.al, 2016
VERO
In vitro e in silico - A:
Isolado de L
Neutralizacéo por 3
folhas de . A: 500ug/ml até CHIOW et.al,
reducéo de placa PRNT
Hottunya _ 15,63pg/ml - CI50=| 2016; SALEH
) ) com Fibroblastos BHK-
Quercetina Flavonol Sim Cordata / L 176ug/ml; B: et.al, 2021,
21; B: Inibicdo da
Extrato de L 500ug/ml - 50 % de | FATRIANSYAH
] replicagéo viral por L
Spondia ) . inibic&o. et.al, 2022
) ensaio padréo de
mombin e

reducéo do efeito
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Spondia citopatico em células
tuberosa C6/36 ; Ancoragem na
proteina RARp (3VWS).
In silico e in vitro - A:200ug - 100%
Ancoragem na proteina de inibicdo da
Isolado de NS2B/NS3 (5YOD); A: protease, CI50=
Quercetina flavonol Sim Pterogyne Inibicdo da atividade de | 5pug; B: 250ug - | LIMA et.al, 2016
nitens protease B: FFU (Focus |reducéo quase total
forming units) em cel de 100 FFU/ml de
VERO ATCC CCL-81 Zika
In vitro e in silico -
Sintético/ Inibicdo do efeito
_ _ Derivado de citopatico (EPC) em | 200pg/ml - 25% de LANI etal, 2016;
Quercetina Flavonol Sim o o SHARMA et.al,
Psidium células BHK-21 e VERO inibicéo 2021
guajava ATCC / Docking

Molecular
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Isolado de In vitro - Neutralizagdo i
~ 500pg/ml até
o ) folhas de por reducao de placa CHIOW et.al,
Quercitrina Flavonol Sim . 15,63pug/ml - CI50=
Hottunya PRNT com Fibroblastos 2016
467,27pg/ml
cordata BHK-21
In vitro - Inibicdo da
Extrato de L
] replicacdo viral por
Spondia i .
) ] ] ensaio padréao de 500pg/ml - 68,42% | SALEH et.al,
Rutina Flavonol Sim mombin e . ) L
] reducao do efeito de inibicdo 2021
Spondia o .
citopéatico em células
tuberosa
C6/36.
In silico e in vitro -
. A:200ug - 95,4%
Ancoragem na proteina o
de inibicdo da
Isolado de NS2B/NS3 (5YOD); A:
) ] L o protease, CI50=
Rutina Flavona Sim Pterogyne Inibicdo da atividade de . LIMA et.al, 2021
) 139ug; B: Nao
nitens protease B: FFU (Focus
] ] apresentou
forming units) em cel o
atividade FFU
VERO ATCC CCL-81
In vitro e in silico. A - A: 200pg/ml -
Reducéo dos focos virais [95,13% de redugdo
Isolado do o
e gRT-PCR; B - Inibicdo | e CI50=68,94ug/ml
o _ ) extrato de )
Sllimarina Flavonolignana| Sim Sviib da progene viral e gRT- e CI50= LOW et.al, 2021
ylibum _
) PCR; C -Blogueio da 18,48mcg/ml para
marianum

ligacdo viral & célula. D-

Inibicdo da entrada viral.

gRT-PCR; B: N3o

inibiu a progene




Técnicas FFURA e pRT-
PCR em células VERO.
Ancoragem na proteina E
(1UZG).

viral; C: 200pg/ml -
51,63% de
bloqueio; D:

200pg/ml - 72,46%

de inibic&o.
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In vitro -A: Inibicdo do
efeito citopatico (EPC), B:

Inibicdo da replicacéo

A: 100pg/ml - 99%
de inibicdo de EPC,
B: 100pg/ml -

Silimarina Flavonolignana Sim Sintético (PCR); C: Inibicdo da | 93,4% de RNA; C: | LANI et.al, 2015
replicagdo pos entrada | 100pg/ml - 99% de
em células BHK-21 e inibicao, CI50=
VERO ATCC 16,9ug
Isolado das In vitro - Inibicdo da
) raizes de polimerase em células 0,2 a 167ug/ml -
Soforaflavanona G Flavanona Sim ] SZE et.al , 2017
Sophora Huh 7.5 e IHH, Ensaio IC50=14,5ug/ml
flavescens RdRp
Isolado das
. o ) 0,2 a 167ug/ml
] raizes de in vitro - Ensaio RdRp
Soforaflavanona G Flavanona Sim i apresentou SZE et.al , 2017
Sophora células Huh 7.5 e IHH.

flavescens

1IC50=22,6g/ml




Fonte: O autor (2023)
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2.3.1 Flavonoides com atividade antiviral contra dengue

De acordo com o levantamento realizado, flavanona e flavonol foram as classes
mais vistas com potencial efeito antiviral contra a dengue (Grafico 1). As flavanonas
gue demonstraram desempenho in vitro significativo foram os derivados prenilados de
naringenina: glabranina, 7-O-metil-glabranina e soforoflavanona G. Estudos indicam
que varias flavanonas derivadas demonstraram atividade biologica, como por
exemplo, agentes citotoxicos, antioxidante e fitoestrégeno (FLORES et.al, 2020).

A glabranina e 7-O-metil-glabranina s&o encontradas em Thepsoria madrensis,
Sophora tomentosa e Annona squamosa (PubChem, 2023). A glabranina € um
derivado da pinocembrina, possui dois grupos hidroxilas na posi¢céo 5 e 7 e um grupo
prenil na posicdo 8, enquanto a 7-O-Metil-glabranina, apresenta uma metoxila na

posicao 7.

Figura 6- Glabranina e 7-O-metil-glabranina

(1) glabranina (2) 7-O-metil-glabranina

Fonte: Adaptado de Pubchem

Segundo Sanchez et.al, glabranina e 7-O-metil-glabranina isolados de
Thepsoria madrensis demonstraram efeitos antivirais dose-dependente satisfatorios
em ensaio in vitro sobre DENV, testados em células LLC-MK. O ensaio utilizado para
a determinacao da atividade antiviral foi por reducdo de placa, que consiste em uma
técnica utilizada para medir a eficacia de compostos antivirais ou tratamentos na

reducdo da formacdo ou tamanho de placas virais, que sé&o as zonas formadas em
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uma cultura celular quando ocorre a infeccdo e multiplicacéo viral. Ao analisar o
namero e o tamanho de placas formadas na presenca do composto, podemos ter uma
nogao sobre sua atividade antiviral. A glabranina na concentragdo de 12ug reduziu
53,9% da replicagao intracelular, enquanto que uma concentragdo maior de 25 pg/mL
reduziu 75% da replicacdo viral. Entretanto, quando o teste foi realizado em uma
concentracdo de 6 ug/mL, a glabranina néo evidenciou efeito antiviral, diferente da 7-
O-metil-glabranina, que na mesma concentracdo reduziu 10% da replicacdo. Em
concentragfes maiores, como 25 pg/mL, a 7-O-metil-glabranina chegou a reduzir
75% da replicacao viral. Pode-se observar que a replicagéo viral € afetada de maneira
dose-dependente. Ao comparar a atividade da glabranina e 7-O-metil-glabranina com
outros flavonoides n&o prenilados, foi visto que estes demonstraram maior atividade
inibitéria da replicacao do que aqueles que ndo possuiam a por¢éao prenil. (SANCHEZ
et.al, 2000).

A soforaflavanona G é uma das principais flavanonas isoladas das raizes secas
de S. flavescens, que pode ser encontrada também em Sophora Stenophylla e
Sophora moorcroftiana (PUBCHEM, 2023). E conhecido por possuir atividades
antimalaricas, antimicrobianas, antivirais e antioxidantes, e inibe a producéo de oxido
nitrico e prostaglandina E2 em células RAW tratadas com lipopolissacarideos
(OLIVEIRA et.al, 2019). Possui estrutura semelhante a da naringenina, porém,
contém um grupo hidroxila na posi¢cao 2 e um grupo lavandulil na posicao 8 (Pubchem,
2023).

Figura 7 - soforoflavanona G

(3) soforoflavanona G

Fonte: Adaptado de Pubchem
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A soforoflavanona G isolada das raizes de Sophora flavescens foi avaliada por
Sze e colaboradores por meio de estudos in vitro em células A549. Ensaio de
citometria de fluxo foi realizado para a identificacdo de expressdo de proteina do

envelope de dengue, proteina E, com o intuito de avaliar a capacidade de pré-
tratamento de soforoflavanona G. AS células A549 foram previamente tratadas com

doses crescentes de soforoflavanona G e ap6s um periodo de 8 horas foram
infectadas com dengue virus. Os resultados do ensaio mostraram que 5 pg/ml reduziu
a expressao de proteina E de 14.17% para 14%, 10 pg/ml reduziu para 10.40% e
20pg/ml reduziu para 0.60%. (SZE et.al, 2017).

Para entender melhor em que nivel da infec¢éo a soforaflavanona G pode agir,
foi realizado também um ensaio de tratamento apés 5 horas de infeccdo com 20ug.
Os resultados demonstraram reducédo na expressao de proteina E de 35,80% para
7,43%. Para avaliar a capacidade de soforoflavanona G interferir no ciclo de vida pos
entrada, foi realizado um ensaio de RdRp (RNA dependente de RNA polimerase), que
refere-se a um ensaio enzimatico usado para medir a atividade da RNA polimerase
dependente de RNA. A RdRp é uma enzima essencial envolvida na replicacdo de
virus de RNA, que nédo possuem a capacidade de replicar seus genomas de RNA
usando apenas a maguinaria celular do hospedeiro. Neste ensaio, concentracdes de
0,2 a 167ug de soforaflavanona G foi adicionado via in vitro e apresentado o valor de
C150=14,48ug, demonstrando que a atividade de polimerase foi inibida (SZE et.al,
2017). Os flavonoides com grupamento lavandulil tem recebido uma atencgéo
crescente, devido atividades biologicas observadas, como: antimicrobianas,

antiinflamatérias, antioxidantes, anticancerigenas e antidiabéticas (LI et.al, 2020).
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Gréfico 1 - Principais classes de flavonoides com atividade antiviral contra DENV e seus percentuais

de ocorréncia na busca realizada.

Flavonolignana

Flavanona
Flavonol

Antocianidina
Flavona

Fonte: O autor (2023).

2.3.1.2 Andlise ADMET de Glaranina, 7-O-metil-glabranina e Soforoflavanona G.

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas
das flavanonas escolhidas, foi utilizada a plataforma SwissADME, que oferece um
conjunto de modelos preditivos para tais propriedades, além de semelhanca com
drogas e facilidade de desenvolver um farmaco a partir de tal composto (DAINA et.al,
2017). Em conjunto, foi utilizada a plataforma VNN-ADMET que também oferece
predicdes de propriedades para candidatos a farmaco, oferecendo preditivos
importantes como citotoxicidade, mutagenicidade, cardiotoxicidade, interagdes,
estabilidade microssomal e probabilidade de causar lesdo hepética induzida por
drogas (SCHYMAN et.al, 2017).

Um dos parametros observados é o LogP, que esta relacionado com a
lipofilicidade do farmaco, que é uma propriedade importante para a avaliagdo da
solubilidade, absor¢cado, penetracdo na membrana, ligacao as proteinas plasmaticas,
distribuicdo e penetracdo nos tecidos. Este € um parametro que esta presente na
regra dos 5 de Lipinski (Drugbank, 2023). Farmacos que apresentam maior coeficiente
de particdo, possuem maior afinidade pela fase organica, apresentando maior
permeabilidade pelas membranas hidrofébicas e melhor biodisponibilidade, porém, é

necessario que haja um equilibrio entre a hidrossolubilidade e a lipossolubilidade, um
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LogP muito baixo ou muito alto caracteriza baixa biodisponibilidade. Estudos indicam
gue a faixa de 1 a 3 compreende uma lipofilicidade 6tima e podemos observar que a
Glabranina apresenta um LogP de 3.65, sendo considerado mais favoravel do que os
dos demais compostos. Para a avaliagdo diretamente relacionada a solubilidade em
agua da molécula, tem-se os parametros de logS, segundo os dados obtidos pelo
SwissADME, a escala de LogS é representada da seguinte maneira: insolavel < -10 <
pouco < -6 < moderadamente < -4 < sollvel < -2 < muito < 0 < altamente solUvel em
agua. Este parametro nos permite prever uma menor ou maior solubilidade em agua.
Segundo os dados oferecidos pelo SwissADME, a glabranina e a 7-O-metil-glabranina
sdo moderadamente sollveis em agua, enquanto que a soforaflavanone G é pouco
solavel (Tabela 2).

Uma avaliacdo de suma importancia é a absorcao gastrointestinal, refere-se ao
processo pelo qual os medicamentos administrados por via oral sdo absorvidos na
corrente sanguinea a partir do trato gastrointestinal. Esta absor¢&o € um passo crucial
na determinacédo da biodisponibilidade e eficacia de medicamentos administrados por
via oral (VERTZONI et.al, 2019). Todas as flavanonas em questao apresentaram alta
absorcéo gastrointestinal, indicando uma boa biodisponibilidade e eficacia por meio
da administragdo oral. A barreira hematoencefalica (BHE) é responsavel por impedir
ou dificultar a entrada de substancias no sistema nervoso central (SNC), € uma
predicdo importante para saber se determinada molécula atua a nivel de SNC. A
glabranina e a 7-O-metil-glabranina sdo permeaveis a BHE, enquanto que a
soforoflavanona G néo (Tabela 2).

A glicoproteina P (P-gp) € uma glicoproteina de superficie que atua como uma
bomba de efluxo, impedindo a entrada do farmaco na célula, dessa maneira, uma
molécula que é substrato da glicoproteina P estd atrelada com resisténcia,
necessitando de doses maiores do farmaco para atingir uma concentracéo efetiva
devido o efluxo. Os compostos debatidos neste topico ndo sdo substratos de
glicoproteina P (Tabela 2).

A regra de Lipinski diz respeito a um conjunto de preceitos que mostram
caracteristicas estruturais comuns entre farmacos que apresentam uma boa
biodisponibilidade oral, que s&o: Peso molecular <500 Da, Presenca de niamero < 5
grupos doadores de ligagdo de hidrogénio, presenca de numero < 10 grupos
aceptores de ligacao de hidrogénio e LogP <. Baseado nestes parametros, compostos

gue apresentam 2 ou mais violagdes das regras, possuem grande chance de serem
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pouco permeaveis (Amaral et.al, 2018). Glabranina, 7-O-metil-glabranina e

soforoflavanona G ndo apresentaram violacOes para aregra de Lipinski (Tabela 2).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e druglikeness de Glabranina, 7-O-metil-glabranina e
soforoflavanona G

Log S/
Peso Log P (classe | Absorcdo | Permeacdo | Substrato
molecular |(consenso)| (ESOL) Gl BHE P-gp Lipinski
324.37
Glabrabanina g/mol 3.65 -4.97 Alta Sim N&o 0
7-O-metil-
glabranina [338.40g/mol 4.04 -5.18 Alta Sim N&o 0
Soforaflavano| 424,49
na G g/mol 4.24 -6 Alta N&o N&o 0

Fonte: Adaptado de SwissADME

Segundo as previsdes VNN-ADMET, A avaliacdo da estabilidade microssomal
€ utilizada para verificar se um composto é metabolizado muito rapidamente, afetando
gue o farmaco alcance concentracdes terapéuticas. Moléculas que sao metabolizadas
em 30 minutos ou mais séo consideradas estaveis. A glabranina, 7-O-metil-glabranina
e a soforaflavanona G apresentaram estabilidade microssomal, sendo um dado
favoravel, pois, as moléculas ndo sdo metabolizadas tao rapidamente, sendo capazes
de alcancar concentragdes significativas.

As CYPs sdo um grande grupo de enzimas que sao responsaveis pela
biotransformacéo de muitos farmacos, dessa maneira, a interacdo com essas enzimas
podem resultar em diminuicdo da eficacia terapéutica e até aumento da toxicidade e
interacdo medicamentosa (POCA, 2013). A glabranina apresentou inibicdo de todas
as CYPs, o que é preocupante pois aumenta a possibilidade de interacéo
medicamentosa com farmacos que sejam substratos dessas isoformas. A 7-O-metil-
glabranina inibiu apenas as CYPs 2C19, 2C9 e 3A4, enquanto que a
sophoraflavanona G inibiu apenas a CYP2C9 e CYP3A4 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Dados farmacocinéticos de Glabranina, 7-O-metil-glabranina e Soforoflavanona G

Estabilidade Inibe
microssomal (MLH) t1/2 | Inibe CYP2C1| Inibe Inibe inibe
> 30 min CYP1A2 9 CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4
Glabrabanina Sim Sim Sim Sim Sim Sim
7-O-metil-glabranina Sim N&o Sim Sim N&ao Sim
Soforaflavanona G Sim Nao Nao Sim Nao Sim

Fonte: Adaptado de VNN-ADMET e SwissADME

A avaliacéo de lesédo hepética induzida por drogas (DILI - Drug induced liver
injury) mostra se um farmaco possui a capacidade de causar danos ao figado,
comprometendo sua fungcéo. Dentre as flavanonas mencionadas, apenas glabranina
apresentou possibilidade de DILI. Para os demais parametros, todos os compostos
nao apresentaram atividade citotoxica em células HepG2 , logo, ndo causam danos
as células. A avaliacéo de possibilidade de cardiotoxicidade é feita por meio de teste
de bloqueio do canal hERG. O canal do gene humano ether-a-go-go-related (hERG),
também conhecido como canal Kv11.1, é uma proteina que desempenha um papel
crucial na atividade elétrica do corac&o. E um canal ibnico de potéassio responséavel
pela fase de repolarizacdo do potencial de ac&o cardiaca, controlando o intervalo QT
do eletrocardiograma. O bloqueio do canal hERG por medicamentos pode ocasionar
em sindrome do QT longo acarretando em quadro de taquicardia ventricular tipo
torsades de pointes (BUTLER et.al, 2020; MITCHELL, 2023).

Todos os flavonoides em questdo ndo apresentaram cardiotoxicidade, o que é
de grande importancia para néo afetar as funcdes cardiacas. O teste AMES, também
conhecido como teste de mutagenicidade bacteriana, € um ensaio utilizado para
avaliar o potencial mutagénico de substancias quimicas. O objetivo do teste Ames é
identificar substancias que possam causar mutacdes em material genético, como o
DNA, de bactérias. Essas mutagcdes podem ser um indicativo do potencial
carcinogénico dessas substancias, uma vez que muitos agentes carcinogénicos

também sdo mutagénicos (GONCALVES, 2016). Por meio dessa avaliacdo, pode-se
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verificar que glabranina, 7-O-metil-glabranina e soforoflavanona G néao séo

mutagénicos, ndo causam danos genéticos as células (Tabela 4).

Tabela 4 - Toxicidade de Glabranina, 7-O-metil-glabranina e soforoflavanona G

Lesao
hepética

induzida |Citotoxicidade Cardiotoxicidade Mutagenicidade

(DILI) HepG2 (Bloqueio canal hERG) | (Teste de AMES)
Glabrabanina Sim N&o N&o Nao
7-O-metil-glabranina N&o N&o N&o N&o
Soforoflavanona N&o N&o N&o Né&o

Fonte: Adaptado de vVNN-ADMET
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2.3.2 Flavonoides com atividade antiviral contra zika

Nos estudos voltados para a atividade antiviral contra zika virus, foi observado
a maior incidéncia da classe das flavonas e flavonol (Grafico 2). Sendo escolhidos
para a discussao a baicaleina e miricetina.

Zou e colaboradores realizaram ensaios para avaliar a atividade antiviral do
flavonol miricetina e outros compostos fitoquimicos. A miricetina ja foi descrita
contendo atividades antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas e anti-
inflamatorias, estudos sugerem que ela apresenta beneficios contra alzheimer e
parkinson. Ela esta presente principalmente nas familias Myricaceae, Anacardiaceae,
Polygonaceae, Pinaceae e Primulaceae (SEMWAL et.al, 2016). A miricetina € uma

flavona substituida por grupos hidroxilas nas posic¢ées 3, 3,4, 5,5 e 7.

Figura 8 - Miricetina

(4) Miricetina

Fonte: Adaptado de Pubchem

Foi feito um ensaio por redugcdo de placa, que consiste em uma técnica
utilizada para medir a eficacia de compostos antivirais ou tratamentos na reducéo da
formacé&o ou tamanho de placas virais, que sdo as zonas formadas em uma cultura
celular quando ocorre a infeccdo e multiplicacdo viral. Ao analisar o niumero e o
tamanho de placas formadas na presenca do composto, podemos ter uma noc¢ao
sobre sua atividade antiviral. Esse ensaio foi realizado em diferentes estagios sendo
0 composto adicionado apds a incubacdo com o virus, antes da infeccdo e
simultaneamente com a entrada, e foi visto que 50ug/ml de miricetina reduziu o
namero de placas principalmente no estagio apés a incubagdo com o virus, indicando

uma possivel inibicdo da entrada viral nas células hospedeiras.



51

Também foi realizado o teste de RT-PCR, técnica utilizada para quantificar os
niveis de RNA em uma amostra, demonstrando reducdo nos niveis de RNA, reduzindo
a infectividade em =48%. A miricetina também demonstrou inibir a replicagcédo de zika
de maneira dose dependente, evidenciado CI50=0,58ug contra a infec¢cdo. Para a
avaliacao de inibicao da replicacao foi realizado um ensaio de imunodetec¢cédo, onde
ocorre a identificacdo de proteinas através da ligacdo a anticorpos especificos, que
neste caso foi 0 zikv NS1, logo, houve inibicdo da proteina NS1 de zika virus. O ensaio
mostrou que 10ug de miricetina inibiu 99% de NS1 (ZOU et.al, 2020).

Lim e colaboradores realizaram uma pesquisa para averiguar o efeito inibitério
de alguns flavonoides em relagcdo a protease NS2B-NS3. Ensaios de atividade
enzimatica, utilizado para mensurar a atividade de enzimas foi realizado para verificar
o efeito inibitorio desses flavonoides, dentre eles a miricetina foi utilizada,
demonstrando CI50=22ug e inibicdo de 88% de NS2B-NS3 com 100ug/ml. Ao
comparar os resultados de CI50 verificou-se que a concentracdo inibitoria diminuia
conforme maior numero de hidroxilas na molécula, evidenciando uma relacéo
estrutura-atividade, também foi relacionada a atividade antiviral a presenca da dupla
ligagdo C2=C3 no anel B (LIM et.al, 2016).

A baicaleina é uma flavona que pode ser encontrada nas seguintes espécies:
Scuttelaria baicalensis, Erigeron breviscapus e Oroxylum indicum. Foi vista atividade
antitumorais, antioxidantes, neuroprotetora, anti-inflamatoria e antibacteriana, além de
atividade antiviral relacionados a este composto (TIAN et.al, 2028; WU et.al, 2018). A
baicaleina é uma flavona que apresenta grupos hidroxila nas posi¢cdes 5, 6 e 7.

Figura 9- Baicaleina
HO l 0 g
HO
OH O

(5) Baicaleina

Fonte: Adaptado de Pubchem
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Segundo Sawadpongpan e colaboradores estudos in vitro com a baicaleina

obtiveram CE50=124,88ug, para esta avaliacdo células A549 foram infectadas com
zika e depois tratadas com baicaleina e realizado um ensaio de placa para verificagao
do titulo viral (concentracdo de particulas virais presente em uma amostra). O ensaio
mostrou reducdo da producao viral de maneira dose dependente. Além disso, foi
realizado um teste de tempo adicional para avaliar em qual estagio da replicacdo a
baicaleina fez mais efeito numa concentracédo de 100ug.
O teste em questdo foi realizado de trés maneiras: pré-tratamento, co-tratamento e
pos-tratamento das células infectadas com zika. Para esses testes, foram realizados
ensaio de citometria de fluxo para avaliar o nivel de infec¢do viral, ensaio de placa
para estimar a quantidade de virus produzido e numero de copias de genoma viral foi
analisado por RT-PCR. Os resultados foram significativos para co-tratamento, quando
as células foram infectadas na presenca da droga, demonstrando efeito na etapa de
adsorcdo e entrada viral. Para os ensaios realizados, demonstrou-se reducéo de
=25% da infectividade, reducdo de particulas infecciosas de 10%(7) PFU/ml para
=107(6)PFU/mI, enquanto que a redugcao do numero de cépias do genoma viral foi de
107(10) para =10%(9) copias/ml.

Também obteve-se resultados chamativos para o ensaio realizado poés-
tratamento, exibindo reducdo de =62% da infectividade, reducdo de particulas
infecciosas de 104(7) PFU/ml para =104(6)PFU/ml, e diminuiu o numero de copias de
genoma viral em =10%(9)cdpias por/ml. Este ensaio foi realizado em uma variagao de
tempo de pés -infeccdo de 0, 1,3,6 e 9 horas e os resultados apresentados tiveram
diferenca minima de variagéo.

Apesar dos efeitos vistos, 0 que mais mostrou significancia foi a reducao de
expressédo de proteinas, analisado por meio de ensaio de Western blot. Este ensaio
consiste na deteccao de proteinas especificas. Observou-se uma reducgéo de 80% de
expresséo de proteinas NS1 e E quando tratadas com 100ug de baicaleina durante a
infeccdo, enquanto que a expressao de ambas as proteinas foi reduzida com o
tratamento realizado O horas apds a infeccdo e apenas a proteina E sofreu reducéo
guando tratada 1 hora apés a infeccdo (SAWDPONGPAN et.al, 2023). Dessa forma,
podemos observar um potencial antiviral da baicaleina contra zika virus, além de em
estudos anteriores ter demonstrado também efeito antiviral contra virus da encefalite
japonesa e dengue (JOHARI et.al, 2012; ZANDI et.al, 2012).
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O mecanismo de acédo da baicaleina sobre o zika virus é desconhecido, porém,
estudos realizados por Katsuhiko Ono e colaboradores, demonstrou que a presenca
tanto da dupla ligagdo insaturada entre as posi¢coes 2 e 3 do anel pirona do flavonoide
guanto dos trés grupos hidroxila introduzidos nas posi¢cbes 5, 6 e 7, foram um pré-
requisito para a inibicdo da atividade da transcriptase reversa do virus da leucemia
murina (ONO et.al, 1990) além de inibir a integrase de HIV com CI50= 4,3ug (AHN
et.al, 2001).

Grafico 2- Principais classes de flavonoides com atividade antiviral contra ZIKAV e seus percentuais de

ocorréncia na busca realizada.

Flavanona

Flavona

Flavonol

Antocianidina

Fonte: O autor (2023).

2.3.2.1 Andlise ADMET de Miricetina e Baicaleina

Ao avaliar os parametros fisico-quimicos e ADME pelo SwissADME, foi visto
gue a miricetina € uma molécula que apresenta baixo LogP, demonstrando ter uma
menor lipofilicidade, o que pode dificultar a permeabilidade por membranas
hidrofobicas, este resultado condiz com a caracteristica de baixa absorcéo
gastrointestinal e boa solubilidade em agua. Ja a baicaleina, apresenta um valor mais
elevado de LogP, que se encontra entre 1 a 3, indicando boa lipofilicidade e possivel
equilibrio lipofilico/hidrofilico. Dessa forma, a molécula consegue ser dissolvida no
conteudo gastrointestinal, cai em solucdo percorrendo as fases farmacocinéticas e
farmacodinamica, possui afinidade adequada por fases organicas, apresentando
permeabilidade pelas membranas hidrofébicas e consequentemente, maior

biodisponibilidade. Essas diferencas podem ser observadas por meio das estruturas


https://febs.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ONO/Katsuhiko
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dessas moléculas, a miricetina possui 6 grupos hidroxilas, isso a torna mais suscetivel
a realizar ligac6es de hidrogénio, aumentando sua solubilidade em agua, enquanto
gue a baicaleina apresenta apenas 3 grupos hidroxilas.

Ambos os compostos ndo atravessam a barreira hematoencefalica (BHE), ndo
realizando efeitos a nivel de SNC e ndo sdo substratos para glicoproteina (P-gp),
facilitando a entrada do farmaco na célula e evitando possibilidade de toxicidade por
altas dosagens. A Miricetina apresentou uma violacdo para regra de Lipinski, a
molécula apresenta 6 doadores de ligacdo de H, e a regra preconiza até 5 grupos
doadores, podendo dificultar a biodisponibilidade oral, jA a baicaleina ndo possui

nenhuma violagdo, sendo mais facil de ser um prot6tipo e futuro farmaco (tabela 5).

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas e druglikeness de miricetina e baicaleina.

Peso Log P Log S/
molecul| (consens | (classe |Absor¢ | Permeacdo | Substrato
ar 0) (ESOL) | ao Gl BHE P-gp Lipinski
318.24
Miricetina | g/mol 0.79 -3.01 Baixa N&o Nao 1
Baicaleina 270.24 2.24 -4.03 Alta N&o Nao 0
g/mol

Fonte: Adaptado de SwissADME

Segundo os dados farmacocinéticos apresentados na tabela 6, pode-se
observar que a miricetina e a baicaleina apresentam estabilidade microssomal,
indicando uma metabolizacdo mais estavel e ndo téo rapida, facilitando o alcance de
concentracdes terapéuticas. A miricetina inibe a CYP1A2 e CYP3A4, enquanto que a
baicaleina inibe aCYP1A2, CYP2D6 e CYP3A4, sendo necessario um cuidado quanto

a interacdo medicamentosa com farmacos que sdo substratos dessas isoformas

(tabela 6).

Tabela 6 - Dados farmacocinéticos de miricetina e baicaleina.

Inibe
Estabilidade microssomal |Inibe CYP2C1|Inibe Inibe inibe
(MLH) t1/2 > 30 min CYP1A2 |9 CYP2C9|CYP2D6(CYP3A4
Miricetina Sim Sim Nao Nao Nao Sim
Baicaleina Sim Sim Nao Nao Sim Sim
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Fonte: Adaptado de VNN-ADMET e SwissADME

Quanto a avaliacdo de toxicidade, ambas as flavonas ndo causam lesdo hepética
induzida, sendo seguras para o figado. N&o apresentam citotoxicidade e
cardiotoxicidade, porém, a miricetina apresentou mutagenicidade, sendo uma
importante avaliagdo para eliminar a possibilidade de mutagbes genéticas anormais

nas células, podendo ocasionar em céncer (Tabela 7).

Tabela 7 - Toxicidade de miricetina e Baicaleina.

Lesdo hepatica |Citotoxicidad| Cardiotoxicidade Mutagenicidade

induzida (DILI) e HepG2 (Blogueio HERG) (Teste de AMES)
Miricetina Sim N&o N&ao Sim
Baicaleina Sim Nao Nao N&o

Fonte: Adaptado de vVNN-ADMET

2.3.3 Flavonoides com atividade antiviral contra chikungunya

Nas pesquisas direcionadas para flavonoides com atividade anti-chikungunya,
foi visto uma maior recorréncia da classe das flavonas. Dentre as flavonas vistas na
revisdo, destacam-se a baicaleina, luteolina e apigenina, estando as duas Ultimas
presentes no extrato etanélico de Cynodon dactylon.

Estudos demonstraram a eficacia da baicaleina contra o virus chikungunya.
Lani e colaboradores realizaram diversos ensaios para esta avaliagdo, sendo um
desses a atividade antiviral da baicaleina por meio de ensaio celular baseado em
replicon de chikungunya. Este ensaio consiste em sistemas sub genémicos em que
0s genes que codificam proteinas estruturais sao substituidos por um gene reporter,
permitindo a identificacdo de inibidores da replicacéo viral atraves da medicdo da
atividade da proteina reporter (POLICASTRO, 2022). A linha celular de replicon chikv
BHK-21 foi utilizada para avaliar a atividade da baicaleina e outros compostos contra
a atividade do complexo de replicase de chikungunya, o tratamento das células foi
feito por meio de concentracdes crescentes do composto e avaliada a concentracao
inibitéria média. Marcadores de renila luciferase (Rluc), que séo codificados pelo
replicon de chikv usado, foi utilizado para rastrear se o composto de interesse interfere

ou nao na replicacao do virus, os resultados mostraram que, a partir de 25ug, houve
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inibicdo de aproximadamente de 19% da atividade de Rluc e 100ug inibiu =15% da
atividade Rluc, isso mostra que na presenca dessas concentracdes de baicaleina
houve inibicdo da replicacao viral, o C150=3,243ug/ml foi estimado (LANI et.al, 2016).

Ensaio de placa de reducéo de producéo viral por RT-PCR, técnica utilizada
para quantificar os niveis de RNA em uma amostra, no estagio de pés-entrada do
virus demonstrou valores significativos. Para esta avaliacdo foi utilizada células
VERO, que foram inoculadas com virus chikungunya e cultivadas por 2 horas antes
do tratamento com concentracdes crescentes de baicaleina, depois de 2 dias o0 ensaio
de reducédo de producdo viral foi realizado, exibindo atividade antiviral no estagio pés-
entrada da infeccdo, apresentando CI50= 1,891ug/ml. Visando avaliar em qual
momento 0 composto exerce sua atividade antiviral, o ensaio de tempo de adicao
também foi realizado, sendo feito um pré-tratamento 1 horas e 2 horas antes da
inoculagéo, o cotratamento sendo tratadas no mesmo tempo da inoculagcéo e pos
tratamento o composto foi adicionado 2,3,4 ou 5 horas a apdés a infec¢cdo. Os
resultados obtidos mostraram que a baicaleina inibiu eficientemente o chikv nos
estagios antes da infeccdo, reduzindo o numero de copias de RNA ou no
cotratamento.

A atividade de inativagdo do chikv também foi avaliada por meio de ensaio de
reducéo viral por RT-PCR, neste ensaio a suspensao viral tratada com baicaleina em
diferentes concentragdes foi inoculada para avaliar os efeitos contra a adsorcao viral.
Baicaleina demonstrou atividade dose-dependente e CI150=52,71ug/ml. Ensaio de
western blot, que consiste na detec¢cdo de proteinas especificas, demonstrou que a
baicaleina na concentragcdo de 100ug/ml inibiu significativamente as proteinas nsp3 e
nspl (LANI et.al, 2016).

Estudos realizados por Murali e colaboradores demonstraram que a fracao
etandlica do extrato de Cynodon Dactylon possui como principais fitoquimicos as
flavonas luteolina e apigenina. A luteolina pode ser encontrada em vegetais, frutas e
ervas medicinais, incluindo brécolis, folhas de cebola, cenoura, pimentéo, repolho,
casca de macd, e espécies como Chrysanthemum indicum var. albescens,
Codariocalyx motorius e Artemisia asiatica Nakai (AZIZ et.al, 2018). E caracterizada
A luteolina é uma flavona que contém grupos hidroxila em carbonos 3',4',5,7, e essa
configuracdo quimica, juntamente com a presenca de uma ligacdo dupla de 2-3

carbonos, demonstrou ser responsavel por sua atividade bioquimica e propriedades
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bioldgicas, como por exemplo, atividade antioxidante. A presenca do grupo -OH na
posicao C3' distingue a luteolina da apigenina (CARPORALI et.al, 2022).

Ela exibe diversas utilidades para a saude, como atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e imunomoduladora. Plantas ricas em luteolina sdo frequentemente
usadas na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas, como

hipertenséo, disturbios inflamatérios e cancer (JUSZCZAK et.al, 2019).

Figura 10- luteolina e Apigenina
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(6) Luteolina (7) Apigenina

Fonte: Adaptado de Pubchem

A apigenina é relacionada a inUmeras atividades biologicas, como efeitos
citostaticos e citotdxicos nas varias células cancerigenas, previne a aterogénese,
hipertenséo, hipertrofia cardiaca, leséo cardiaca induzida por isquemia e miocardite
autoimune, protege a lesdo hepatica induzida por produtos quimicos, inibe a asma,
fibrose pulmonar, melhora a pancreatite, diabetes tipo 2, osteoporose e artrite (ZHOU
et.al, 2016). Pode ser encontrada principalmente em plantas pertencentes as
Asteraceae, como as pertencentes aos géneros Artemisia, Achillea, Matricaria e
Tanacetum (SALEHI et.al, 2019).

O extrato etandlico de Cynodon Dactylon foi preparado e a partir dele foi isolado
as fragcOes ativas por meio de cromatografia em coluna de silica gel, as fracdes foram
reconstituidas e concentradas para verificacao da atividade antiviral in vitro, as fracées
gue demonstram acdo antiviral contra chikungunya foram submetidas a HPLC. A
identificag@o dos compostos ativos foi realizada por meio de analise de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Estas praticas revelaram que a

Luteolina e a apigenina sao os ftioconstituintes predominantes na fracao etandlica.
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A avaliacdo da atividade antiviral da fracdo etandlica foi vista pela capacidade
de inibicdo do efeito citopatico (EPC) de chikv na célula VERO utilizada. As células
foram tratadas em concentracdes crescentes de 5ug, 10ug, 25ug, 50ug, 75ug, 100ug,
150ug e 200pg/ml. Depois de 72 horas a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de
MTT. As concentracfes de 10ug inibiu 68% da ECP, 25ug inibiu 88% e 50ug inibiu
98%. O ensaio de RT-PCR e a amplificacdo de produtos génicos da proteina E2 em
gel de agarose mostraram que 25ug inibiu significativamente a presenca de proteinas
E2, indicando inibicdo da replicagdo viral (MURALI et.al, 2015) Outros estudos
demonstraram a atividade antiviral do extrato etandlico de C. dactylon contra virus da
sindrome reprodutiva e respiratéria suina e preveniu artrite por meio da supressao de
células inflamatoérias (BHANGALE et.al, 2014; PRINGPOA et.al, 2014).

Gréfico 3- Principais classes de flavonoides com atividade antiviral contra CHIKV e seus percentuais

de ocorréncia na busca realizada.
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Fonte: O autor (2023).

2.3.3.1 Andlise ADMET de Luteolina e Apigenina

Os dados referentes a baicaleina se encontram no topico 5.1.3.1. Por meio de
informacdes das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas buscadas no
SwissADME, os compostos apresentaram LogP dentro do que é chamado de
lipofilicidade 6tima, apresentando LogP entre 1 e 3. Este resultado é favoravel, pois
indica que o composto ir4 ser equilibradamente hidrossoltvel e lipossolavel, o que é

importante para a etapa de dissolu¢cdo do farmaco e de permeacao por membranas
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lipidicas, favorecendo as fases percorridas pelo farmaco no organismo, para que atinja
uma concentracao terapéutica.

A luteolina e a apigenina sdo consideradas solGveis em agua, enquanto que a
baicaleina € moderadamente soltuvel. Tanto a apigenina como a baicaleina possuem
3 hidroxilas, porém, a presenca de uma hidroxilano C 5 do anel A e a auséncia de um
grupo hidroxila na posicdo 4’ do anel B, faz com que a apigenina tenha uma
solubilidade mais alta.

Todos os compostos apresentam alta absor¢ao gastrointestinal, ndo permeiam
a barreira hematoencefalica (BHE) e nédo s&o substratos da glicoproteina (P-gp),
evitando a necessidade de altas doses para atingir um efeito terapéutico. Nao
possuem violacOes da regra de Lipinski, se enquadrando nos preceitos para
apresentar uma boa biodisponibilidade oral e se caracterizando como bons candidatos

a farmaco (Tabela 8).

Tabela 8- Propriedades fisico-quimicas e druglikeness de baicaleina, apigenina e luteolina.

Peso | LogP Log S/
molecul | (consen| (classe Permeacéo
ar S0) (ESOL) |Absorcéo Gl BHE Substrato P-gp| Lipinski
Baicaleina 270.24 2.24 -4.03 Alta Nao Nao 0
g/mol
270.24
Apigenina g/mol 2.11 -3.94 Alta N&o N&o 0
286.24 0
Luteolina g/mol 1.73 -3.71 Alta N&o N&o

Fonte: Adaptado de SwissADME

Segundo as previsbes de VNN-ADMET, baicaleina, apigenina e luteolina possuem
estabilidade microssomal, ndo sendo metabolizados rapidamente, o que torna uma
vantagem para que concentracdes terapéuticas sejam alcancadas. Todos inibem as
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4, sendo um alerta para a possibilidade de interagao

medicamentosa (Tabela 9).
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Tabela 9- Dados farmacocinéticos de baicaleina, apigenina e luteolina.

Inibe
Estabilidade microssomal Inibe CYP2C1 |Inibe Inibe inibe
(MLH) t1/2 > 30 min CYP1A2 |9 CYP2C9 |CYP2D6 |[CYP3A4
Baicaleina Sim Sim N&o N&o Sim Sim
Apigenina Sim Sim N&o N&o Sim Sim
Luteolina Sim Sim Nao Néao Sim Sim

Fonte: Adaptado de VNN-ADMET e SwissADME

Quanto a toxicidade, as trés flavonas apresentadas podem induzir lesdo hepética,
segundo analise de VNN-ADMET, demonstrando um sinal de alerta para a
possibilidade de comprometimento da funcdo hepatica. No entanto, nao
demonstraram citotoxicidade, cardiotoxicidade e mutagenicidade, exceto luteolina que

deu positivo para o teste de mutagenicidade (tabela 10).

Tabela 10 - Toxicidade de baicaleina, apigenina e luteolina.

Lesdo hepatica |Citotoxicidade Cardiotoxicidade Mutagenicidade

induzida (DILI) HepG2 (Bloqueio HERG) (Teste de AMES)
Baicaleina Sim Nao Nao Nao
Apigenina Sim N&o N&o Nao
Luteolina Sim Nao Nao Sim

Fonte: Adaptado de vVNN-ADMET
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Um dos desafios para o tratamento de infecgdes virais é o desenvolvimento de
medicamentos especificos contra determinados virus, sendo disponivel apenas
tratamentos paliativos. Dentre os desafios, pode-se citar a apresentacdo de
citotoxicidade, devido a nao seletividade dos antivirais, visto que o virus € um
microorganismo intracelular obrigatério, dependente da célula hospedeira para
realizar suas fungdes metabdlicas. Outros fatores sdo a capacidade de resisténcia do
virus, periodo de laténcia e relagcdo custo/beneficio (PEREIRA, Sofia, 2012). Com isso,
tratamentos especificos sdo de grande importancia para a realizagcéo de terapéuticas
mais eficazes e menos toxicas.

Compreender como os virus se replicam e sdo formados, € de extrema
importancia para que novos alvos terapéuticos sejam encontrados e novos protétipos
venham ser testados. Ao observar a tabela 1 e os ensaios antivirais realizados, temos
como principais alvos para os Flavivirus (Dengue e Zika) as proteinas E, NS2B/NS3 e
NS1. Em dengue, a soforoflavanona G reduziu a expresséao de proteina E de dengue
virus presente em células A549, esta proteina, como visto anteriormente, &
responsavel pela entrada e fusdo da membrana, sua inibicdo impediria as etapas
seguintes do ciclo de vida do virus. A baicaleina e a miricetina também mostraram
inibir a proteina E do zika virus. A proteina NS1, que foi vista nos ensaios descritos
para zika, possui diversas funcdes e sua atividade principal ainda néo foi elucidada,
ela atua no complexo de replicacao flaviviral e na maturagdo do virion (WATTERSON
et.al, 2016). A miricetina e a baicaleina demonstraram inibir essa proteina, implicando
nareplicacéo de zika.

Tambem foi vista a inibicdo de NS2B/NS3 por miricetina, A NS3 € uma enzima
muito importante que desempenha diversas fun¢cdes, como protease para 0 preparo
de poliproteinas, RNA trifosfatase realizando o capeamento do RNA viral, e como
helicase, atuando em conjunto com o cofator NS2B. Essas proteinas mostram ser
alvos promissores para a criacdo de farmacos especificos contra virus do género
flavivirus.

A proteina nsP3 de chikungunya, que faz parte do complexo de replicacéo,
mostrou-se um alvo promissor em diversos estudos (CHAUDARY et. al 2021; SHIMIZU
et.al, 2020) podendo ser um impeditivo da realizacdo da replicacéo viral, inibindo a sintese

de RNA (SILVA, 2018) A baicaleina mostrou inibir consideravelmente nsP3 em ensaio de
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western blot e nsP1, que tem como papel o capeamento viral e ancora de membrana
do complexo de replicacdo. Enquanto que a luteolina e a apigenina demonstraram
efeitos sobre a proteina E2, que facilita a ligacédo do virus ao receptor celular, sendo
um alvo interessante para bloquear a ligagdo do virus as células hospedeiras. Estas
proteinas podem ser utilizadas como alvos promissores contra Alphavirus.

Diante dos dados vistos de inibicdo de proteinas e atividade antiviral dos
compostos selecionados, uma avaliagdo ADMET foi feita. Para as flavanonas
avaliadas contra dengue, a soforoflavanona G apesar de apresentar uma solubilidade
baixa em agua, ndo atravessa a BHE e inibiu apenas 2 CYPs (CYP2C9 e CYP3A4),
em comparacao com a glabranina que inibiu todas as CYPs, sendo uma molécula que
corre grande risco de sofrer efluxo, gerar resisténcia e necessitar de dosagens
maiores, além de poder ocasionar lesédo hepética induzida por medicamento.

A miricetina um flavona que foi testada contra zika, demonstrou baixo LogP,
tendo um carater mais hidrofilico, isto ira difucultar a permeag¢é&o por membranas
hidrofobicas, afetando a biodisponibilidade do farmaco, também apresentou
possibilidade de lesdo hepatica e mutagenicidade. Em comparacéo com a Baicaleina
gue também foi avaliada quanto a sua atividade antiviral contra zika, esta demonstrou
um LogP bom, apontando um equilibrio lipofilico/hidrofilico, importante para que a
molécula consiga ser dissolvida e transportada pelas bicamadas lipidicas das
membranas celulares atingindo um efeito terapéutico. A baicaleina ndo apresentou
violacdo as regras de Lipinski, porém, apesar das boas predicbes para
biodisponibilidade oral, ela apresentou possibilidade de lesdo hepatica induzida por
medicamento e inibe as CYPs 1A2, 2D6 e 3A4, devendo ter cautela quanto a
possibilidade de interagcdes medicamentosas e toxicidade.

Para as flavonas testadas quanto a atividade antiviral contra chikungunya,
luteolina, apigenina e baicaleina tiveram predigcdes semelhantes, diferindo apenas da
luteolina em relacéo ao teste AMES, que deu positivo.

Os flavonoides destacados demonstraram atividade antivirais interessantes,
inibindo fases da replicacdo, atingindo de forma direta a atuacéo do virus. Apesar de
nem todos oferecerem predicbes ADMET dentro do desejavel, eles figuram como
moléculas interessantes dada sua grande variabilidade estrutural e que podem servir
como modelo para o planejamento de farmacos antivirais para o tratamento de

arboviroses.
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