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RESUNO

Os virus Influenza causam infecgBes sazonais com sintomas leves a graves,
girculam em fodo o mundo, e podem afetar pessoas em qualquer faixa etaria.
Portanto, esta infeccdo é um grave problema em satide plblica, que causa doencas
graves e morte, principalmente em populacbes de alto risco. Todos os anos, 0,5% da
populacio mundial é infectada por esse patogeno. Esta porcentagem pode
aumentar até dez vezes durante as pandemias. A vacinagdo contra influenza ¢ a
maneira mais eficaz de prevenir a doenga. Além disso, os medicamentos anti-
influenza sdo essenciais para intervengbes profilaticas e terapéuticas. O oseitamivir
(OST, um inibidor da neuraminidase viral) é o principal antiviral usado em clinicas
durante surtos. No entanto, tem sido detectado virus resistentes ao OST, que
surgem naturalmente ou devido & pressdo antiviral, com uma prevaléncia de 1-2%
em todo o mundo. Assim, a busca por novos medicamentos anti-influenza e
extremamente importante. Atualmente, varios grupos vém desenvolvendo estudos
descrevendo o potencial biotecnologico de microalgas e ciancbactérias, incluindo a
atividade antiviral de seus exiratos. No Brasil, esse potencial € pouco conhecido e
explorado. Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre o tema, 38 exiratos de
microaigas e cianobactérias isolados de biomas marinhos e de dgua doce no Brasil
foram testados contra: toxicidade celular; replicagdo de virus influenza sensiveis e
resistentes ao OST; e atividade neuraminidase viral. Para este proposito, células
MDCK (Madin-Darby canine kidney - células de rim de c&o) infectadas foram
tratadas com 200 ug/mL de cada extrato. Um total de 17 exiratos (45%) inibiu a
replicacdo do virus influenza A, com 7 deles resultando em mais de 80% de inibi¢3o.
Além disso, ensaios funcionais realizados com a neuraminidase viral revelaram 2
extratos em acetato de etila (obtidos a partir de Leptolyngbya sp. e Chlorellaceae})
com ICso <210 pg/mL para influenza A e B de linhagens sensiveis e resistentes ao
OST. Verificamos também que as células MDCK expostas a 1 mg/ml de todos os
extratos apresentaram viabilidade superior a 80%. Nossos resultados sugerem gue
exiratos de microalgas e cianobactérias tém propriedades promissoras anti-
influenza. Logo, suas pesquisas quimicas devem ser ofimizadas para isolar os
compostos ativos, com a finalidade de desenvolver novos medicamentos anti-
influenza. Os dados gerados neste frabalho contribuem para o conhecimento do
potencial biotecnolégico dos biomas brasileiros, que ainda s&@o pouco explorados
para esta finalidade.

Palavras-chave: Exiratos de microalgas. Antiviral. Influenza A




ABSTRACT

The influenza virus can cause seasonal infections with mild to severe
symptoms, circulating worldwide, and it can affect people in any age group.
Therefore, this infection is a serious public health problem that causes severe
illness and death in high risk populations. Every year, 0.5% of the world's
population is infected by this pathogen. This percentage can increase up to ten
times during pandemics. Influenza vaccination is the most effective way to prevent
disease. In addifion, anti-influenza drugs are essential for prophylactic and
therapeutic interventions. The oseltamivir (OST, a neuraminidase inhibitor) is the
primary antiviral used in clinics during outbreaks. However, OST resistant viruses
may emerge naturally or due to antiviral pressure, with a prevalence of 1-2%
worldwide. Thus, the search for new anti-influenza drugs is extremely imporiant.
Currently, several groups have been deveioping siudies describing the
biotechnological potential of microalgae and cyancbacteria, including antiviral
activity of their extracts. In Brazil, this potential is poorly known and explored. With
the aim of increasing the knowledge on this topic, 38 exiracts from microalgae and
cyanobacteria isolated from marine and freshwater biomes in Brazil were tested
against: ceilular toxicity; OST-sensitive and resistant influenza replications; and
neuraminidase activity. For this purpose, Madin-Darby Canine Kidney (MDCK}-
infected cells were treated with 200 ug/mL of each extract. A total of 17 exiracts
{45%) inhibited influenza A replication, with 7 of them resulfing in more than 80%
inhibition. Moreover, functional assays performed with viral neuraminidase
revealed 2 exiracts (from Lepiolyngbya sp. and Chlorellaceae) with 1Csp mean <
210 pyg/ml for influenza A and B, and aiso OST-sensitive and resistant strains.
Furthermore, MDCK cells exposed to 1 mg/mL of all the exiracts showed viability
higher than 80%. Our resulls suggest that exiracis of microalgae and
cyancbacteria have promising anti-influenza properties. Further chemical
investigation should be conducted to isolate the active compounds for the
development of new anti-influenza drugs. The data generated contribute to the
knowiedge of the biotechnological potential of Brazilian biomes that are still little
explored for this purpose.

Key-words: Extracts of microalgae. Antiviral. Influenza A.
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1 INTRODUGAO

Comumente conhecida como gripe, a influenza, € uma doenca infecciosa
aguda do trato respiratorio causada pelo virus Influenza, que pode atingir
anuaimente cerca de 5 milhdes de pessoas e causar cerca de 250 a 650 mil mortes
em todo o mundo (IULIANO et al., 2018a). Criancas, idosos portadores de doencas
cronicas e pacientes imunossuprimidos, sdo considerados um grupo de risco, e
podem desenvolver complicactes mais sérias (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). O
virus Influenza esta distribuido globalmente, ocorrendo geralmente na forma sazonal
ou epidémica (TUMPEY; BELSER, 2009). O virus influenza, possui uma capacidade
de sofrer mutacbes frequentes, sendo assim, as epidemias e pandemias podem
ccorrer quando a popuiacdo enira em contato com uma nova variante desses virus
(ALIJA, 2009). A elevada capacidade de propagacdo do virus Influenza, pode
repercutir sobre a morbidade e a mortalidade do grupo de risco (BADIA LLACH et
al,, 2006). A infeccéo por Influenza pode apresentar-se assintomatica ou com
variados sintomas, com evolugcio benigna e autolimitada, ou até mesmo, causar
mortes. As diferengas geograficas e condicbes sazonais, podem alterar a gravidade
da doenga. Essa gravidade pode variar também, em funcéio da adaptacio ou ndo do
virus ao seu novo hospedeiro (PEIRIS; POON; GUAN, 2009). O intenso
comprometimento respiratério, € a principal causa de morialidade, elevando a
gravidade clinica do paciente que se enconira no grupe de risco. Esse intenso
comprometimento respiratério associado aos quadros graves de influenza é descrilo
como sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) (RESTREPQO; MAZO; ANZUETO,
2010).

No Brasil, as infecgdes por influenza ocorrem durante todo ¢ ano, porém s&0
mais frequente nos meses mais frios como o outono € o inverno, quando as
temperaturas caem, principalmente no sul e sudeste do pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).
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1.1 O VIRUS INFLUENZA

O virus Influenza pertence a familia Orfomyxoviridae e de acordo com perfis
antigénicos caracteristicos, sdo subdivididos em quatro géneros: A, B,C e D,
comumente referidos como influenza “tipos™ A, B,C e D (BUSH, 2007), entretanto,
apenas os tipos A e B tém relevancia clinica em humanos (FLYNN et al., 2018). Os
principais determinantes antigénicos dos virus da Influenza A e da Influenza B sao
as glicoproteinas de superficie, hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) (PALESE;
SHAW, 2007). Representacdo esquematica da particula viral pode ser vista na

Figura 1.

Hemaglutinina (HA)

Proteinas de matriz (M1)

Segmentos de RNA

Figura 1 - Representagio esquematica do virus Influenza A. As glicoproteinas HA e NA
encontram-se inseridas no envelope lipidico, bem como a proteina M2, que forma o canal iGnico do
virus. Abaixo do envelope encontra-se a proteina de matriz M1 e, internamente & matriz estdo os
segmentos de RNAv fita simples. Fonte: Adaptado de Kaiser, J. Science, 2006.

Os virus Influenza A s&o classificados de acordo com as glicoproteinas (HA
e NA). Até o momento foram descritas 18 HA (H1 a H18) e 11 NA (N1 a N11). Sua
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completa nomenclatura inclui o tipo do virus, o hospedeiro de origem (exceto quando
humano), o local onde foi isolado, o niumero da cepa e ¢ ano do isolamento, seguido
do subtipo antigénico de HA e NA enire parénteses. Como exemplo pode ser citado
o virus influenza A/Califérnia/4/2009 (H1N1). Subtipos antigénicos de Influenza B,C
e D n&o tém sido descritos (FLYNN et al., 2018). As particulas virais s&o constituidas
de 0,8 2 1% de RNA, 70% de proteina, 20% de lipidios, 5 a 8% de carboidratos. Seu
genoma & constiluido de RNA de fita simples, polaridade negativa, segmentado,
envolvido por um capsideo proteico de simetria helicoidal, composto pela proteina
matriz e por um envelope lipoprotéico (SANTOS; ROMANGS; WIGG, 2008). Pela
sua composicdo quimica é sensivel ac calor {(56°C durante 30 minutos), pH acido
(3,0) e solventes lipidicos (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008). Os virus Influenza
sdo pleomdérficos e, geralmentie, se apresentam sob a forma de particulas esféricas
com um didmetro de cerca de 100 nm, mas particulas filamentosas fém sido
frequentemente observadas, com mais de 300 nm (PALESE; SHAW, 2007).

As particulas do virus Influenza A possuem as espiculas HA e NA com
comprimento em torno de 10 a 14 nm respectivamente. Estas glicoproteinas sio
encontradas no virion numa proporgao de quatro HA para cada NA. Embora a HA
seja o principal alvo para anticorpos neutralizantes, anticorpos contra a NA também
podem reduzir a ocorréncia e gravidade da doenca, e possivelmente, prevenir a
infeccdo, se presente em altos titulos (BUSH, 2007). A hemagiutinina é o principal
antigeno viral que promove a adsorcdo da particula aos residuos de acido sidlico
das células do sistema respiratério e ap6s a endocitose da particula, induz a fusdo
do envelope virai 2 membrana intema do endossoma, permitindo a liberagdo do
genoma viral no citoplasma ceiular. A neuraminidase € outra glicoproteina de
superficie e tem atividade de sialidase (cliva o acido sialico), sendo fundamental ao

brotamento do virus da superficie celular para infectar novas células.

O genorna do virus da Influenza A possui 10 genes em 8 segmentos (BUSH,
2007; BEHRENS et al., 2006). Cada segmento codifica importantes proteinas, cujas
funcBes encontram-se descritas na Tabela 1. As proteinas basicas 1 e 2 (PB1
PB2) sdo componentes do complexc polimerase, tendo como funcdoc o
reconhecimento do iniciador 7-metil guanina do RNA mensageiro celular, atividade
endonucleasica e extensio da cadeia, respeciivamente. A proleina acida (PA)
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completa o complexc polimerase. A nucleoproteina (NP) tem fungdo de protecéio e
importacdo do RNA para o ndcleo celular. A proteina de mairiz (M1) tem func3o
gstrutural, interage com as RNPs e glicoproteinas de superficie. M2 é uma proteina
de membrana, tem fun¢ido de canal idnico e montagem. A NS1 € uma proteina ndo
estrutural multifuncional e a NEP/NS2 atua na exportacdo nuclear dos RNPs virais.
Mais regentemente, outra proteina foi descoberta, a PB1-F2 (PALESE; SHAW,
2007). A maioria das profeinas virais desempenha um papel direto na viruiéncia.
Atualmente, as proteinas mais relacionadas ao potencial patogénico sao a HA, PB1,
PB2 e NS1. As mais associadas com o desenvolvimento de resisténcia a drogas
antivirais siio NA e M2 (ARIAS et al., 2009).
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Dois aspectos do genoma do virus Influenza permitem uma grande
flexibilidade de evolugdo: 1- o virus tem um genoma segmentado, favorecendo ©
rearranjo de segmentos; 2- o complexo polimerase viral ndo possui nenhum
mecanismo de revisdo para corrigir erros de replicacdo (BUSH, 2007).

Os virus Influenza estdo sujeitos a dois tipos de variacBes
antigénicas, as menores ou Antigenic drift e as variagbes maiores,

também chamadas de Antigenic shift.

VariacOes antigénicas menores (Anfigenic driff): durante a replicagdo viral,
mutacdes decorrentes da baixa fidelidade do complexo polimerase ocorrem gerando
mutagdes pontuais no genoma da progénie. Tais mutacSes pontuais podem resultar
em mudancas nos aminoacidos que compdem as giicoproteinas de superficie,
particularmente da hemaglutinina. Surgem entdo, novas variantes capazes de
escapar da imunidade estimulada por infeccao ou vacinaco prévia.

Variagdes antigénicas maiores (Anfigenic shift): sdo consequéncia de rearranjos
génicos caracterizados pela completa substituicio de um ou mais segmentos do
genoma viral. Essas alteractes se devem ao reagrupamento entre virus humanos e
virus que infectam outras espécies animais. Quando ocorrem rearranjos antigénicos
enfre amostras humanas e animais, 2 maioria da populaca@o n3o tem imunidade para
0S Novos virus e a doenga se dissemina rapidamente, podendo afetar individuos de
todas as faixas etarias. As grandes pandemias foram consequéncia de variacbes
antigénicas maiores (FORLEO-NETO et al., 2003). Na Figura 2, podemos observar
como pode ocorrer variagtes antigénicas do virus Influenza A.
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MNovo subtipo

Figura 2 - Esquema mostrando como surgem o novo sublipo de virus Influenza A e cepas de
subtipos existenies. Fonte: Adaptado de VDU's bleg - Influenza viruses {(IFVs) - lan M. Mackay. PhD.
2013.

Os virus Influenza do tipo A infectam humanos, suinos, equinos, aves, focas,
baleias (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008) e caninos (DESHPANDE et al., 2009);
os do tipo B infectam humanos (MARGARET HUNT; HUNT, 2016) e focas
{OSTERHAUS, 2000) e os do tipo C infectam humanos, suinos (BRASIL, 2009a) e
caninos (MANUGUERRA et al., 1993). Apenas um subtipo de HA e um de NA sdo
reconhecidos no influenza B (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007).

O primeiro relato de transmissdo interespécies envolvendo porcos ocorreu
em 1938, quando Shope apresentou evidéncia sorolégica de transmissfo de um
virus humano a porcos. Maior evidéncia de transmissao de virus entre estas duas
espécies ocorreu em 1976, quando um virus suino (H1N1) foi isolado de um soldado
gque tinha morride de infecgao por influenza em Nova Jersey. Posteriormente este
virus foi isolado de outros cinco soldados e estudos sorolégicos sugeriram gue mais
de 500 pessoas foram infectadas (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOCKA, 2007).



25

1.1.1 PANDEMIAS OCASIONADAS PELOS VIRUS INFLUENZA

O surgimento de um novo subtipo do virus Influenza, ocasionou as
pandemias de gripe nos Gltimos dois séculos. Estes virus, com os quais a populaco
nao havia tido contato prévio, foram capazes de provocar uma enfermidade grave,
fendo um elevado indice de morbidade e mortes. A auséncia de coniafo prévio
sugere que estes subtipos virais emergentes sejam produtos de reairanjo génico
entre os virus que infectam o homem e os qgue infectam animais (OKAZAKI et al.,
2000).

O virus Influenza A/H1N1 foi o causador da primeira pandemia relatada do
século XX, a Gripe Espanhola (WRIGHT,; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). Logo apés
outros trés eventos pandémicos ocorreram, dois no século XX e um recentemente
no século XXI. A Figura 3 mostra esquematicamente os periodos pandémicos e os

virus que circularam durante estes periodos.

Pandemias de influenza A
Subtipos: H = Hemaglutinina; N = Neuraminidase

' 1908 -

|
|
Gipede |
:

1918A9 - dovinsinfienzs 1957 - o K
Cripe Gripe hg hong
Espanhola Asiatica 2008 -
Grine Suina

Figura 3 - Linha do tempo demonstrando as pandemias ocasionadas pelos virus influenza A
ocorridas nos séculos X03{ 2 XXi. Fonte: Adaptado de WHO.

Entre os anos de 1957 e 1958, uma nova eslirpe de Influenza A/HZN2 foi
identificada na provincia de Yunan, na China (SCHOLTISSEK et al., 1978).
Rapidamente, esta cepa dispersou-se para Hong Kong, atingindo também
Singapura, Taiwan e Japdo. Em apenas seis meses, o virus espalhou-se por todo o
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mundo, dando origem & pandemia chamada Gripe Asiatica. Os individuos idosos e
muito jovens, foram os mais atingidos; a maioria das mortes ocorreu devido a
pneumonia bacteriana secundaria (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOQOKA, 2007). Apés
rearranjo entre os segmentos génicos de HA e PB1 (constituinte da RNA polimerase
viral), advindos de patos selvagens, e os oufros seis segmentos génicos do préprio
subtipo H2N2, o subtipo de influenza A/H2N2 foi substituido pele sublipo A/H3N2, no
ano de 1968 (SCHOLTISSEK et al., 1978). Esta nova pandemia ficou conhecida
como Gripe de Hong Kong, e foi caracterizada por apresentar baixos indices de
mortalidade, quando comparada com as duas pandemias anteriores, possivelmente,
em decoiréncia de modificacdo em apenas uma estrutura na superficie viral, o
segmento génico hemaglutinina (HA) e também pela presenca de anticorpos nos
individuos com mais de sessenta anos (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). O
subtipo H1N1 reapareceu na Russia em 1977, tornando-se epidémico (WRIGHT,;
NEUMANN; KAWAOKA, 2007). Porém, ndo sendo substituido pelo subtipo H3N2; ¢
virus Influenza B, juntamente com esses dois subtipos de Influenza A, passaram a
circular mundialmente entre a populagdo. Sendo possivel um destes virus sazonais,
forna-se epidémico em determinado ano {(HILLEMAN, 2002).

Um surto de gripe provocado pelo subtipo de Influenza A/H5N1 de origem
aviaria aconteceu em Hong Kong no ano de 1997, com 18 pessoas sendo
infectadas, levando seis delas ao obito (HIROMOTOQ et al., 2000). Surtos em varios
paises da Asia vém sendo reportados e monitorados constantemente desde entdo
{Centers for Disease Control and Prevention, 2009). Com este evento, a populagdo
mundial ficou em alerta para ocorréncia de uma possivel pandemia de influenza
causada por H5N1, planos de preparagiio para pandemia logo foram desenvolvidos,
pela Organizacdo Mundial de Saiade (OMS) e por diversos paises (WHO, 2009a
BRASIL, 2006;). Devido & baixa transmissibilidade entre humanos, este subtipo ndo
se tornou epidémico (BENDER et al, 1999). A ceieridade na obtencdo dos
resultados permitiu a rapida identificacdo e eliminagdo das aves contaminadas,
especialmente nos paises do continente asiatico, onde os mercados de animais
vivos costumam ser comuns, sendo uma 6tima oportunidade para o rearranjo entre
diferentes subtipos de Influenza. A transmissdc direta da cepa circulante de
influenza A/H5N1 entre galinhas para o homem, foi comprovada, eliminando, neste
caso, a etapa intermediaria da adaptacao viral em suinos (WEBSTER, 1998).
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Cutros subtipos incomuns para ¢ homem, como A/HIN2 (XU et al,, 2004) e
AMH7N7 (KOOPMANS et al, 2004), transmitidos a partir de aves ja foram
identificados em humanos. Entretanto tais infecgbes foram pontuais, sem maior

importancia epidemiol6gica, quando comparadas aos demais subtipos.

A primeira pandemia do século XXI, ocorreu em 2009, com o surgimento da
nova linhagem de influenza A/H1N1, e ficou conhecida como A(H1N1) pdm09. O
virus feve a sua circulagdo iniciada no México e Canada, e espalhou-se rapidamente
por todo o mundo. Este novo virus foi produto de um rearranjo génico entre as
linhagens suinas, cldssica norte-americana e euroasiatica, uma linhagem aviaria
norle-americana, e uma linhagem sazonal de H3N2. Com uma taxa de
transmissibilidade elevada entre humanos, o virus A(H1N1) pdm09 passou & circular
na populacdo juntamente com o H3N2, logo apés a pandemia, tornando-se assim,
um Infiluenza sazonal, e foi incluido nas vacinas de 2010 até 2018. Estima-se que
esse virus tenha sido introduzido na populacdo mexicana e norte-americana, em um
tnico evento (JAIN et al., 2013), com uma alta taxa de transmissibilidade entre

humanos.

O dominio mais variavel da molécula hemaglutinina HA viral & a por¢ao HA1
(WILEY; SKEHEL, 1987). Uma rapida mudanca antigénica nesta glicoproteina de
superficie e novos sitios de glicosilagdo, sdo encontrados mais frequentemente em
humanos (SETTEMBRE; DORMITZER; RAPPUOLI, 2010). Ao contrario do que ja
vinha sendo observado com a circulagdo do virus Influenza A/H1N1 sazonal, os
jovens foram os mais acometidos ao longo da pandemia do virus A (H1N1) pdm09
(JAIN et al., 2013). A ndo existéncia de anticorpos contra essa nova cepa entre
jovens, explicaria essa inversdo na faixa etaria acometida pelo virus Influenza
pandémico de 2009.

Segundo a OMS, para caracterizagéo de um evento pandémico existern seis
fases ou niveis de alerta, como mostra a Figura 4 (WHO, 2015).
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Espalhamens
mundal da infeccdo
humana

Figura 4 - Fases que caracterizam uma pandemia de Influenza. Fonte: Adaptado de WHO {2015).

Durante a primeira fase, nenhum virus que circula em animais é detectado
em humanos. Sendo encontrados entre a populacdo, apenas 0s virus sazonais. A
fase dois compreende a circulacdo de virus entre animais domeésticos ou selvagens,
sem infeccdo em humanos. Contudo, o potencial pandémico do patogeno circulante
& considerado nesta etapa. Na fase trés, ocorrem casos esporadicos em humanos,
através da transmissd@o animal-humano. Contudo, esta transmiss@o € limitada ndo
ocorrendo homem a homem. Durante a fase quatro, a fransmissd@o passa a ser
sustentada entre humanos, com surgimento de surios a nivel comunitario. A fase
cinco € caracterizada pela propagacéoe do virus em pelo menos dois paises, sendo
iminente a ocomréncia de uma pandemia. A fase seis caracteriza a pandemia,
propriamente dita. Nesla fase, ocorrem surtos em varios paises simultaneamente.
Apos a fase pandémica, entramos no periodo pés-pico, no qual ha uma reducio
significativa no nimero de casos. Entretanto, existe a possibilidade de evenios
recorrentes na populacdo. Ao término do pericdo pés-pico, iemos o periodo pds-
pandémico, onde os virus passam a circular no nivel normal, como a gripe sazonal
(WHO, 2015). O virus Influenza A(H1N1) pdm09 passou a circular na populacdo
juntamente com o H3N2, logo ap6s a pandemia de 2009, tornando-se assim, um
Influenza sazonal que foi incluido nas vacinas de 2010 até 2018 (“WHO |
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Recommended composition of influenza virus vaccines for use in the 2018 southern
hemisphere influenza season”, 2017).

1.1.2 CICLO REPLICATIVO VIRAL

O principal alvo da infecgdo por virus Influenza em humanos séo as células
ciliadas do trato respiratério, por apresentarem residuos sidlicos nas suas
membranas. Esses residuos permitem a interagio com a glicoproteina de superficie
HA, possibilitando a penetracéio viral por endocitose (PALESE; SHAW, 2007).

A clivagem da HA e fusdo da membrana endossomal com o envelope viral
acontece apenas na presenca de baixo pH. A acidificacdo ocorre pelo fluxo de
protons H* do citoplasma para o interior da particula viral através dos canais i0nicos
formados pelas proteinas M2 (PINTO; LAMB, 2006). O pH acido, entre cinco e seis,
provoca uma mudanca conformacional na HA, deixando expostos os dominios
hidrofabicos da proteina HA2, o que resulta na fusdo do envelope viral com o
endossoma. O pH acido no endossoma também facilita a migragdo das RNPs para o
citoplasma, devido a dissociacio acido dependente da proteina M1 (NAYAK; HUI;
BARMAN, 2004).

As RNPs livres no citoplasma migram do citopiasma para o nicleo celular
através de poros na membrana nuclear. Entdo, no nuicleo, pela atividade do
complexo da polimerase viral é iniciada a transcricdo e a replicacdo do RNA viral
(RNAv). No nucleo sdo produzidos os segmentos do genoma que entrardo na
composicdo da progénie viral (PALESE; SHAW, 2007).

As proteinas virais como, a NP, o complexo RNA-polimerase e a M1
possuem sequéncia sinal de distribuicdo nuclear, enguanto as proteinas M2, NA e
HA sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso e passam pelo complexo de
Goigi. No nucleo, as nucleoproteinas (NPs) e as proteinas do complexo RNA-
polimerase associam-se aos acidos ribonucleicos virais (RNAv) recéem-sintetizados,
formando as RNPs. As proteinas M1 interagem com as RNPs e migram para o
citoplasma, sabe-se que a proteina NS2 tem um papel importante na saida das
RNPs do ntcleo para o citoplasma (NAYAK; HUI; BARMAN, 2004).
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No citoplasma, ocorre a migracdo das RNPs protegidas pela proteina M1 até
a membrana celular, onde sdo recobertas por um envelope lipidico contendo as
glicoproteinas da superficie viral e a proteina M2 (PALESE; SHAW, 2007).

A NA é responsavel pelo brotamento do virus recém sintetizado, pois como
citado, cliva ¢o acido sialico da superficie da membrana, impedindo assim a sua
aglomeracao ou retencéo na superficie da célula, devido 4 interagdo da HA com os
residuos sialicos(NAYAK; HUI; BARMAN, 2004).

A replicacéo viral e o sitio de agao dos inibidores de neuraminidase (NAI)
enconiram-se esquematicamente representados na Figura 5 (VON ITZSTEIN, 2007).

Sintesa de
DMAC {H51, H52, NP, 1)

(FANA polimerase) ,,ﬁ

i

Figura 5 - Figura esquematica da replicacio do virus Influenza A e os sitios de acio dos
inibidores de neuraminidase, antivirais utilizados no conftrole destes virus. Fonie: Adaptado de
Von #zstein (2007).




31

1.1.3 TRANSMISSAO

A transmiss@ic do virus ocorre por transmissfio direta (pessoalpessoa)
através de pequenas goticulas de aerossol, que sdo expelidas por individuos
infectados, a outros individuos suscetiveis ao falar, espirra e tossir. Ocasionalmente
a transmissd@o pelo ar pode ocoirer, pela inalacdo de pequenas pariiculas residuais
em ambientes fechados ou com maior aglomeragio de pessoas, que podem ser
levadas a distancia maiores que um metro. Ha evidéncias da transmissao pelo modo
indireto, por meio de contato com as maos as secrecgdes dos individuos infectados,
levando a introducgdc de particulas virais diretamente nas mucosas nasal, oral e
ocular. A eficiéncia da transmiss3o indireta, depende da carga viral, e de fatores
ambientais (temperatura e umidade), e do tempo transcorrido entre contaminacgdo e
contato com a superficie contaminada (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Segundo o CDC (CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2018), na influenza sazonal o individuo infectado pode transmitir o
virus um dia antes, até cinco a sete dias apds o inicio dos sintomas. Pessoas com
elevado grau de imunodepressdo podem excretar virus por semanas ou meses. As
criancas, comparadas aos adultos, também excretam virus mais precocemente, por
longos periodos e com maior carga viral (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Na
infeccdo pelo virus A(H1N1)pdm09, observou-se que a transmisséo de adulios
infectados ocorria um dia antes até o 7° dia do inicio dos sintomas. Criancas
menores de 12 anos de idade transmitiam o virus um dia antes até o 14° dia de
inicio dos sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A ftransmissdo entre humanos € a mais comum, porém, ja foram
documentados casos revelando a fransmiss3o do virus Influenza A entre espécies
diferentes, especialmente aves e suinos para o homem (DONATELLI et al., 2018).
Os virus estio presentes principalmente em fezes, sangue e secregbes de aves
infectadas, portantc a contaminagdo humana, ainda que rara pode ccorrer por meio
da inalagdo dessas secrecbes (inclusive durante fimpeza e manutengdo de
criadouros, sem equipamento de protecdo individual - EPl) ou durante abate e
manuseio de aves infectadas (DONATELLI et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE,
2009),
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1.1.4 ASPECTOS CLINICOS

A frequéncia de infeccdes graves, com necessidade de hospitalizacio
ocasionadas pelos virus Influenza B, & cerca de quatro vezes menor que para as
infecgbes pelo virus Influenza A (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). A
influenza € uma infecgdo viral aguda do sistema respiratorio e pode manifestar-se
sob diferentes formas clinicas, causando desde infecgBes assintomaticas aié
pneumonia viral primaria, com rapida evolugdo para o Obito (COX; SUBBARAO,
1999a; ECCLES, 2005). O periodo de incubacao do virus pode variar de 24 horas a
4-5 dias, sendo dependente do estado imunolégico do hospedeiro € da carga viral
(COX; SUBBARAQ, 1999a; ECCLES, 2005).

O quadro clinico da influenza tem inicio repentino, com febre acima de 38°C,
calafrios e tosse seca, cefaleia, seguido por mialgia e arifralgia, mal-estar,
prostracdo. A inflamacao da conjuntiva também pode ocorrer, com excessivo
lacrimejamento. Os sintomas sistémicos costumam ser muito intensos nos primeiros
dias da doenca, a alta taxa de morbidade desta virose € caracterizada pela tosse e
prostracdo que podem persistir por 1 a 2 semanas adicionais (WRIGHT,
NEUMANN; KAWAOKA, 2007). Porém, a doenca e autolimitada {MINISTERIO DA
SAUDE, 20009).

Algumas manifestacdes adicionais podem ser observadas em criangas,
como: bronquite e bronquiolite; febre; acompanhadoe por convulsdes; vomitos e dor
abdominal, especialmente naquelas menores de trés anos (COX; SUBBARAO,
1999; PRICE et al., 1976). Em recém-nascidos a infeccdc pode manifestar-se
clinicamente com febre alta sUbita, podendo levar ao oObito (MEIBALANE et al.,
1977).

A alta taxa de mortalidade € devida por complicagBes pulmonares e
pneumonia viral primaria (COX; SUBBARAOQO, 1299b) e por um elevado numero de
internagbes hospitalares no Brasil. Estas complicactes do trato respiratério inferior
podem acometer tanto aduitos quanto criangas, sendo mais frequente em idosos
(WRIGHT et al.,, 2007). Sendce mais comuns as pneumonias bacterianas
secundarias, sendo geralmente provocadas por Sirepfococcus pneumoniae,
Staphylococcus e Haemophilis influenzae. Nos imunocomprometidos, o guadro
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clinico € geralmente mais demorado e, muitas vezes, mais grave. Gestantes com
quadro de influenza no segundo ou terceiro trimesire de gravidez costumam ser
mais propensas a intemacao hospitalar (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A presenga de virus no sangue € rara nas infeccBes por Influenza. Em
reduzidas quantidades, o virus ja foi isolado no sangue de pacientes no quario dia
de infecg@o. Na infeccdo natural ou experimental, o virus pode ser detectado no
sangue durante os trés primeiros dias de infeccdo, nunca apds este periodo. A
viremia costuma ser mais comum nas infeccdes por Influenza A/H5N1 (JOHN H.
BEIGEL et al., 2005).

As situacbes declaradamente de risco para as infecgbes por Influenza
incluem doencga pulmonar crénica (asma e doenga pulmonar obstrutiva crénica —
DOPC), doenga metabdlica crbnica, cardiopatias, imunodeficiéncia ou
imunodepressdo, gestacdo, e doengas metabdlicas (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

1.1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

E muito importante para o diagndstico laboratorial que a amostra seja de
qualidade, devendo ser coletada de preferencialmente até o 4° ou 5° dia do inicio
dos sintomas. Habitualmente, o aspirado de nasofaringe & mais adequado do que
amostras se swab combinado de orofaringe e nasofaringe (Figura 6). Também
podem ser utilizados, lavado bronquico e secrecdo fraqueal, em pacientes que se
encontram entubados (ZYL, 2006).

O diagnoéstico laboratorial inclui a reagdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), imunofluorescéncia e hemaglutinacdofinibicdo da hemagiutinacéo, isolamento
viral, ensaios imunoenzimatico (ELISA) e testes rapidos para o diagnoéstico de
influenza (RIDTs) para detecgdo de antigenos. A sensibilidade e a especificidade
dos testes variam entre os diferentes métodos, o tipo de amostra usada e os
resuitados devem ser avaliados no contexto das informagbes clinicas e
epidemiocldgicas. Testes soroldgicos com uma Gnica amostra de sangue ndo sdo
recomendaveis para o diagnostico de Influenza. Geralmente s&o realizados em




34

pesquisas de saide publica utilizando amostras pareadas de sangue, uma na fase
aguda da doenca e outra na fase convalescente. A reacio em cadeia da polimerase
(RT-PCR) e o isolamento do virus, sdo os testes padrao para confirmagdo da
infecgdo pelo virus Influenza (CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2018; ZYL, 2006).

O isolamento viral pode ser feito em ovos embrionados de galinha e em
células de rim canino (MDCK - Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells). Os
efeitos citopaticos sdo inespecificos e virus Influenza A podem ser detectados e
subtipados do sobrenadante de cultura de células através das reacdes de RT-PCR,
de imunofluorescéncia ou de inibicdo da hemagiutinacdo (VAN ZYL, 2006).

Em 2009, foi desenvolvido um protocolo de RT-PCR em tempo real
(RTPCR) para detecgio do virus Influenza A(H1N1) pdm09, pelo “Centers for
Disease Control and Prevention” (CDC) de Atlanta.
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Figura 6 - Procedimento para coleta de secregiio de nasofaringe, utilizando swab combinado
nasal {A) ou orofaringeo {B) e aspirado de nasofaringe {C). Fonte: Adaptado de Secretaria de
vigilancia em Satde (2003).

1.1.6 EPIDEMIOLOGIA

O impacto das epidemias de influenza é reflexo da interagdo entre o shift ou
drift antigénico, o nivel de prote¢do da populacdo para as cepas circulantes e o grau
de viruiéncia dos virus (FORLEO-NETO et al., 2003).

A influenza é mais frequente nos meses do oulono e inverno, quando as
temperaturas caem, principalmente no sul e sudeste do pais, mas ocorre durante
todo o ano. Durante uma epidemia sazonal de influenza, cerca de 5% a 15% da
populacdo € infectada, resuitando em aproximadamente 3 a 5 milhdes de casos
graves por ano e de 250 a 650 mil mortes no mundo, principaimente entre idosos e
portadores de doengas cronicas (IULIANO et al., 2018b).
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Anualmente, a mortalidade guanto a morbidade por influenza pode variar,
dependendo do grau de imunidade da populacdo geral e da populacdo susceptivel,
e das cepas circulantes (CHEN; HOLMES, 2008).

1.1.7 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Os virus Influenza possuem caracteristicas evolutivas e epidemiolégicas (A.
J. etal., 1999; CHEN,; HOLMES, 2008), sendo assim, a rapida identificacdo de cepas
mutantes, com potencial pandémico e a constante vigildncia, & de fundamental
importancia.

Na década de 40, ja se compreendia que os virus Influenza sofriam
mutacdes, que as aves funcionavam como seus reservatornios, e que eles ndo eram
estavel, com isso, tornou-se necessério 0 monitoramento continuo do agente
etiolégico da gripe (NICHOLSON; WOOD; ZAMBON, 2003).

No ano de 1247, a Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) estabeleceu uma
rede de vigilancia para o monitoramento da atividade dos virus Influenza; que
consiste em cinco principais centros de referéncia. Os centros estdo localizados em
Londres (Inglaterra), Melbourne (Australia), Atlanta (EUA), Beijing (China) Téquio
(Japao) e sdo responsaveis por identificar e caracterizar novas cepas virais,
enviadas por 142 centros nacionais em 115 paises do mundo("WHO Cecllaborating
Centre for Reference and Research on Influenza - VIDRL”, 2018). Segundo os
dados informados por estes centros, a definicio da composicio anual das vacinas
para influenza passou a variar.

No Brasil, a vigilancia epidemiologica da influenza € composta por: vigilancia
sentinela de sindrome gripal (SG), vigilancia universal de sindrome respiratdria
aguda grave (SRAG), e pela sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) em
pacientes intermnados em UTI (Unidade de Terapia Intensiva). As unidades sdo
distribuidas em todas as regiGes do pais com o objefivo de identificar os virus
respiratérios circulanies, permitindo assim o monitoramento dos atendimentos por
essa doenca. Estdo ativas atualmente 247 Unidades Sentinelas, sendo 137 de SG;
110 de SRAG em UTI; e 17 sentinelas mistas de ambos os tipos (MINISTERIO DA
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SAUDE MS, 2018). A vigilancia universal de SRAG & responsavel pelo
monitoramento dos casos de hospitalizacdo e de Oébitos, ela ideniifica o
comportamento da influenza no pais, e orienta na tomada de decis@o em situagbes
gue possam requerer um posicionamento tanto Secretarias de Salde Estaduais e
Municipais, quanio do Ministério da Salde. As informagtes sobre a vigilancia
sentinela de Influenza, s@o baseadas nos dados inseridos no Sivep-Gripe pelas
unidades sentinelas espalhadas por todo Brasil. Os dados s@o coletados por meio
de formularios padronizados e inseridos nos sistemas de informacao online: SIVEP-
Gripe e SINAN Influenza Web (MINISTERIO DA SAUDE MS, 2018).

A Sindrome Gripal (SG) é caracterizada por: individuo com febre, mesmo
que referida, acompanhada de tosse ou dor de garganta e com inicio dos sintomas
nos ultimos 07 dias; ja a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), caracteriza-se
por: individuo hospitalizado com febre, mesmo que referida, acompanhada de tosse
ou dor de garganta e que apresente dispneia. Também podem ser observados os
seguintes sinais: saturacdo de O2 menor que 95% ou desconforto respiratério ou

aumento da frequéncia respiratdria.

Fazem parte da Rede nacional de vigilancia do virus Influenza para OMS e
para o Ministério da Sadde (MS), o Laboratorio de Virus Respiratérios e do Sarampo
{(LVRS) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), localizado no Rio de Janeiro, o instituto
Adolfo Lutz (IAL), localizado em S3o Paulo e o Instituto Evandro Chagas (IEC),
localizado em Belém (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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1.2 PREVENGAO E INIBICAO

Atualmente, além da vigilancia epidemiolégica dos virus Influenza, sao
adotadas mais duas estratégias para o controle da circulacado viral no mundo, sendo
elas, a utilizacdo de drogas antivirais e a vacinagdo anual anti-influenza.

1.2.1 VACINAS

Os mecanismos evolutivos dos virus Influenza os tornam capazes de
escapar da resposta imune do hospedeiro, o que leva a formuiacdo anual da vacina
que € mundialmente (WHO, 2009).

As vacinas inativadas sdo particuladas e compostas, basicamente, pelas
glicoproteinas de superficie HA e NA. Estas vacinas sao frivalentes, conferindo
imunidade para os trés virus Influenza de maior importancia epidemioldgica:
AH1IN1, A/H3N2 e B (WHO, 2018a).

Em 1999, foi incorporada no Programa Nacional de Imunizacbes do Brasil,
uma esfratégia de vacinagdo conira a influenza, com o propdsito de reduzir
internagtes, complicactes e mortes na populagéio alvo para a vacinagéo (criancas
menores de 5 anos de idade, gestantes, adultos com 60 anos ou mais, portadores
de doengas cronicas nao transmissiveis e outras condigfes clinicas especiais).

O Ministério da Sadde em 2018, por meio da Coordenacdo-Geral do
Programa Nacional de Imunizagbes (CGPNI), do Departamento de Vigilancia das
Doencas Transmissiveis, da Secretaria de Vigilancia em Salde, langa a 207
Campanha Nacional de Vacinacio contra a Influenza, no periodo de 23 de abril a 1
de junho, sendo 12 de maio, o dia de mobilizagdo nacional (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

A composicdo e a formulacac das vacinas influenza utilizadas neste ano de
2018 no Brasil, estio descritas na RE 2.696/2017. As vacinas influenza trivalentes
que serdo ulilizadas deverdo conter obrigatoriamente, trés tipos de cepas de virus
em combinagao que foram descritas na Figura 7.
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As vacinas influenza quadrivalentes deverdo conter cepas do virus Influenza
AMichigan/45/2015 (H1N1) pdm09, virus Influenza A/Singapore/INFIMH-18-
0019/2016 (H3N2), virus Influenza B/Phuket/3073/2013; além de uma cepa do virus
similar ao virus Influenza B/Brisbane/60/2008 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

RESOLUCAD - RE N° 2.696, DE ¢ DE QUTUBRO DE 2017

O Gerente-Geral Sobsututo de Medicamenios ¢ Produios
Biologwos no uso dos atribuigdes que the foram conferidas pela
Portaria No- 600, de 10 de abni de 2017, aliado so disposio no art.
341, ¢ 17 da Resolugho da Diretona Coleginda - RDU n® 61 de 3 de
fevereire de 2016 ¢ no pardgrafo Gmco do ant ¥ de Eesoluclo da
Diretoria Colegiada - RDC n° 151 de 20 de abni de 2017, resolve:

Art P As vacines miluenza a serem comercializadas ou
uilizades ae Brasi no ano de 2008 deverdo estor em conlormadade
com o disposto nesta Resolugio.

Art 27 As vacinas influenza Invalentes a serem utilizadas no
Brasi a partir de feverewro de 2018 deverfio conter, obnigatoniamente,
wés tipos de cepas de vires em combinacio, e deverfio estar dentro
das especilicaches abaixo deseritas

- um vires similar so virs infloensy AMachigan/45:2015
{HIND) pdm5;

- wm virus simalar ao vires influenza ASmgapore/IWFIMH-
16-0019/2016 (H3NM2y ¢

- um wires similar ao vires influenza B/Phuket 307372013

Art. 3 As wacmas influenvs guadnvalentes contendo dois
tipos de cepas do virus influenzs B deverfio conter um virus similas
a0 virus influenza B/Brsbane/6072008, adicionalmente avs rds Lipos
de cepas especificadas no At 15

Art 4° Esta Resolucdo entra em sigor na dats de sua pu-
bhicacdo.

Figura 7 - Descrigio das cepas ufilizadas nas vacinas influenza trivalentes, Resolugiio - RE N°
2.698. Fonte: Diario Oficial da Unido (DOU) do dia 9 de outubro a RE 2. 696/2017.

Anualmente, s@io feitas modificacdes nas vacinas influenza sazonais contra
as cepas virais em circulagio. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS), recomenda
as cepas virais que deverdo ser ulilizadas na produgdo das vacinas no hemisfério
sul, essa recomendagao € geralmente feita no més de setembro de cada ano. A
Anvisa publica uma Resolugdo (RE) onde define a composigio das vacinas influenza
que serdo utilizadas no pais no ano seguinte (Figura: 7), em conformidade com as
determinactes da OMS (Governo do Brasil, com informacdes da Anvisa).
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1.2.2 ANTIVIRAIS

Existem duas classes de antivirais utilizadas para o tratamento das infecgtes
por Influenza, aprovadas pela agéncia reguladora americana, Food and Drug
Administration (FDA). Sao eles: inibidores do canal de prétons M2 e inibidores de
neuraminidase (Figura 8).

Um novo inibidor da endonuclease cap-dependente recebeu aprovagio
global em 23 de fevereiro de 2018, para o tratamento de infecgbes por virus
Influenza A e B no Japao. O baloxavir marboxil (XofluzaTM; baloxavir) ac contrario
dos inibidores da neuraminidase que impedem a liberacdo viral das células
hospedeiras infectadas, bloqueia a proliferacdo do virus inibindo a iniciagdo da
sintese de mRNA (HEO, 2018).

(FNA polimerase) -

Figura 8 - Ciclo replicativo do Influenza A e eiapas de atuagio dos principais inibidores.
Amantadina inibe o canal M2 de protons e os NAI inibem a enzima sialidase. Os antivirais estio
destacados em retangulos cor laranja, as proteinas alvo estao sublinhadas e o resultado da atividade
anti-influenza esta mostrado com um X em vermelho. Fonte: Adaptado de von lizstein (2007).
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1.2.3 INIBIDORES DO CANAL M2

Os adamantanos (Amantadina e Rimantadina) foram a primeira classe de
droga anti-influenza utilizada e atuam bloqueando os canais de protons M2,
inseridos no envelope lipidico dos virus Influenza A. Estes canais sdo importantes
para o influxo de prétons em dois momentos da replicag3o viral. O primeiro deles é a
fusé@o do envelope lipidico viral 2 membrana do endossoma, através da modificacao
da subunidade HA2 (Figura 8) (VENKATARAMAN; LAMB; PINTQO, 2005). O segundo
€ a sintese de proteinas no golgi, que depende do gradiente de pH entre o limen
desta organela e o citoplasma da célula, para prevenir mudangas conformacionais
prematuras na hemaglutinina durante seu transporte para a membrana plasmatica
(Figura 8) (VENKATARAMAN; LAMB; PINTO, 2005). A emergéncia de cepas de
Influenza A resistentes a estas drogas tém sido observadas em diversos paises. Os
virus A(H1N1) pdm09 sao naturalmente resistentes a esta classe de drogas (DEYDE
et al,, 2010; SAITC; LI, SUZUKI, 2007). Aléem do problema da resisténcia, os
adamantanos sfo neurotoxicos, pois também impedem o influxo de ion no sistema
nervoso centratl.

Devido ao tipo de interagdo que ocorre entre M2 e os adamantanos, a
proteina M2 pode sofrer uma mutagdo que a torna resistente a estas drogas sem
perder sua atividade. A mutagdo mais frequenie € a S31N. Com esta mudancga, a
proleina M2 perde a estabilidade quando fechada e consegue se abrir e formar o
canal de prétons mesmo como a Amantadina ligada (PIELAK; SCHNELL; CHOU,
2009).

1.2.4 INIBIDORES DA NEURAMINIDASE (NAI)

Desde 1999/2000, os NAIl (Oseltamivir; Tamiflu®, Roche e Zanamivir;
Relenza®, GlaxoSmithKline) t&m sido utilizados para o tratamento de infecgbes pelos
virus Influenza dos géneros A e B (FORLEO-NETO et al.,, 2003). No Brasil, o
antiviral Oseltamivir {(administrado oralmente) é vendidc apenas sob prescricdo
médica (ANVISA), sendo indicado apenas para os pacientes que apresentam
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Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) ou pacientes com comorbidades
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Estes inibidores ligam-se de forma competitiva ao
sitio ativo da enzima viral neuraminidase, impedindo que ocorra a clivagem do acido
sidlico e consequente liberacdo do virus influenza no frato respiratdrio (Figura 8).
Este mecanismo de inibigdo pode ser justificado pela semelhanca entre as estruturas
quimicas dos NAI com o &cido sialico (subsirato para a clivagem da NA) (Figura 9).

Acido Sialico Zanamivir Oseltamivir {&cido livre)

Figura 9 - Comparagio estrutural enfre o acido sidlico ¢ os MAL Estruturas quimicas do acido
sialico, zanamivir e oseltamivir. A principal diferenca enire elas s@o os grupos glicerol (marcados com
circulos vermethos) e L-ethylpropoxy (marcado com circulos vermelhos) e L-ethylpropoxy (marcado
com circulo azul) (A). Fonte: Das e col., 2010.

1.2.5 RESPOSTA IMUNE INATA A INFECCAO POR INFLUENZA A

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra as infecgbes, seus
mecanismos sdo rapidamente ativados pelos microrganismos antes do
desenvolvimento de anticorpos especificos. A principal citocina envolvida com a
resposta antiviral inata € o interferon tipo | (IFN). Esta molécula induz a expressao de
proteinas celulares que atuam na resposta antiviral.

Estudos t&m mostrado que o0s genes codificadores das proteinas
transmembranas induzidas por IFN, fipos | e Il, s30 os primeiros a serem
estimulados em infecgGes virais. Estas proteinas s@o conhecidas como IFITM
{interferon inducible tfrasmembrane proteins) (SMITH et al., 2014).
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As IFITM sao formadas por cerca de 130 aminoacidos que se dividem em
duas porgbes transmembranares variaveis e uma porgdo citoplasmatica conservada.
Nos humanos existern 5 genes codificadores para esias proteinas (ifitm1, ifitm2,
ifitm3, ifitm5 e ifitm10), todos localizados no cromossomo 11 (SMITH et al., 2014).
De forma pioneira, a maior parte destes genes foi primeiramente identificado durante
um screening de cDNA em células de neuroblastoma tratado com IFN, em 1984
(FRIEDMAN et al., 1984). Porém, sua parlicipacdo como inibidores das infecgbes
virais s6 foi observada em 2004 (MARTENSEN; JUSTESEN, 2004).

Em 2008, as IFITM foram identificadas como importantes fatores restritivos a
infeccdo pelos virus Influenza A H1N1, West Nile e Dengue {BRASS et al., 2009). Ja
em 2011, estas proteinas foram descritas como restritivas a entrada na célula
hospedeira dos virus Marburg, Ebola, Coronavirus SARS e Influenza A (HUANG et
al., 2011), além de inibir a replicagdio do HIV-1(LU et al., 2011).

Em relacdo ao virus Influenza A a IFITM do tipo 3, principalmente, &
apoentada como inibidora de sua penefracdo na célula hospedeira em ensaios in
vitro. Além disso, em ensaios de infeccdo experimental por Influenza A, em
camundongos knockout para o gene desta proteina, foi observado que sua
expressdo € essencial para a protecdo do hospedeiro, sendo por tanto, capaz de
diminuir a morbidade e a mortalidade (EVERITT et al., 2012) in vivo.




Figura 10 - Papel restritivo das IFITM sobre a infeccdo por Influenza A Os virus Influenza A
utilizam o acido sialico (em cor laranja) da céluta como receptor. Apos a endocitose, ocorre a fusiao do
envelope lipidico viral com a membrana da célula hospedeira. O RNA virai € liberado no citoplasma e
fransporiade até o niiclee, onde ccorme a sintese de RNA mensageiro viral ¢ RNA gendmico,
prosseguindo desta forma a replicacdo viral. As IFITM (mostradas nas cores roxa, vermelha e
amarela) atuam impedindo a fusfo do envelope viral a membrana do endossoma, o que interrompe
todo o processo de replicacdo do Influenza. Fonte: Stephen Eilendge/fHHMI at Brigham and Women's
Hospital

QO processo de inibicdo da fusd@o do influenza A pelas IFITM ainda ndo &
totalmente conhecido. Porém, dados da literatura mostram que o efeito destas
proteinas ndo ocorre nas etapas de ligacdo do virus ao seu receptor, nem fem
influéncia na reducdo de pH gque precede a fusdo, mas sim no momento em que
ocofre o inicio da fusao (hemifusao) entre o envelope e a membrana. Observou-se
que guando o processo de hemifusfo & abreviado e ocorre rapidamente a fusdo
completa, a IFITM deixa de ter papel restritivo. Por outro lado, se este processo &

prolongado os efeitos restritivos sdo ainda maiores (LI et al., 2013).
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1.2.6 BUSCA POR NOVOS ANTIVIRAIS

O oseltamivir (OST, um inibidor da neuraminidase) € o principal antiviral
usado na clinica durante os surtos. No entanto, ja foram identificadas cepas de virus
Influenza A(H1N1)pdm09 resisientes a este antiviral em uma prevaléncia de 1 a 2%,
independente do uso desta molécula. Assim, a busca por novos medicamentos anti-
influenza ¢é extremamente importante. Atualmente, varios grupos vém
desenvolvendo estudos descrevendo o potencial bibtecnolégico de microalgas e
cianobactérias, incluindo a atividade antiviral de seus exitratos. No Brasil, esse
potencial € pouco conhecido e explorado.

1.2.7 MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

Sob a denominagdo microalgas estao incluidos organismos com dois tipos
de estrutura celular: estrutura procariética, com representantes nas Divisbes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochiorophyta; estrutura celular eucariotica, com
representantes nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta {Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae eic.), Cryptophyta e Dinophyta(DERNER et al., 2006).

As microalgas fazem parte da cadeia tréfica aquatica, sendo fonte de
nutrienies e energia para os demais organismos. Estima-se que existam mais de
50.000 espécies diferentes de algas no mundo e cerca de 30.000 espécies foram
identificadas, gerando assim, um grande numero de produtos com potencial
biotecnologico (FRAC; JEZIERSKA-TYS; TYS, 2010).

As microalgas compdem um diversificado grupo de microrganismos
eucariotos fotossintetizantes que sdo encontrados em ambienies marinho, salobro e
de agua doce, podendo apresentar diferentes formas e organizacdo celular
{unicelular, coldnia ou filamentosa), podendo também ser moével ou ndo,
apresentando diferentes fungdes ecologicas. Cerca de 90% do peso das microaigas,
€ composto de proteinas, carboidratos e 6leos. Elas também sio ricas em vitaminas,
pigmentos e compostos biologicamente ativos. Esses compostos descritos podem
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ser exiraidos e utfilizados pelas indistria de cosméticos, farmacéutica e alimentar
(HU, 2013).

Além destas finalidades, dados da literatura mostram que exiratos de
microalgas geram produtos com atividade antitumoral (SHANAB et al., 2012), anti-
histaminica (BAE et al., 2013), o que torna promissor o estudo de moléculas

extraidas a partir destes organismos frente a replicacao dos virus Influenza.



47

2 JUSTIFICATIVA

Dados da Organizacdc Mundial da Saude (OMS) mosiram que a gripe &
uma doenca que afeta com gravidade de 3 a 5 milhdes de pessoas em fodo o
mundo promovendo, anualmente, de 290 a 650 mil mortes. A gravidade da doenca
pode ser ainda maior quando surgem cepas pandémicas, para as quais a populagdo
tem pouca ou nenhuma imunidade, podendo aumentar a taxa de mortalidade em até
dez vezes (WHO, 2017). Portanto, os virus influenza s@o considerados os principais
agentes virais causadores de infeccbes respiratorias agudas do trato inferior e tem
grande importancia epidemiolégica.

No Brasil, a vacinacao e o uso de antivirais s&o usados de forma profilatica e
terapéutica para as infecgSes por Influenza. O principal agente anti-influenza
utilizado na clinica € o oseltamivir (OST), que atua na Glima etapa do ciclo
replicativo viral, e por isso muitas das vezes sua eficacia € sobrepujada por uma
falha terapéutica (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). E conhecido que 1-2% de cepas
virais resistentes ao OST saoc identificadas mundialmente, relacionadas ou ndo ao
uso deste antiviral. Desta maneira, a buscar por novos mecanismos € moléculas

capazes de inibir a replicacdo dos virus Influenza € uma questdo fundamental.

Pouco se conhece sobre o potencial antiviral em extratos e moléculas
quimicamente definidas obtidas a partir de microalgas e cianobactérias. Sendo
assim, pesquisas que objetivem estes estudos sao interessantes do ponto de vista

biotecnoldgico deste grande mancial ainda a ser explorado.
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3 OBJETIVO

Assim, o objetivo principal desse estudo € investigar o potencial antiviral em
exiratos derivados de microalgas de cianobactérias sobre a replicac@o dos virus
influenza A e B de linhagens sensiveis e resistentes ao Oseltamivir (OST).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a citotoxicidade dos exiralos de diferentes microalgas e
cianobactérias;

2. Avaliar os efeitos de extratos sobre a replicacdo dos virus Influenza;

3. Determinar a concentracio efetiva dos extratos com melhor atividade inibitoria
da replicacado dos virus Influenza;

4. Avaliar 0 potencial de inibicAo dos extratos sobrea atividade enzimatica da
Neuraminidase {NA) do virus influenza sensiveis e resistentes aos OST.
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4 METODOLOGIA

4.1 ORIGEM DAS MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

As linhagens de microalgas e cianobactérias uiilizadas neste estudo
pertencem a Colec@io de Culturas de Microalgas da UFRJ (CCMR, Laboratério de
Fitoplancton Marinho da Universidade Federal do Rio de Janeiro). Estas cepas
foram isoladas por friagem unicelular em citdmetro de fluxo (FISTAROL et al,, 2018)
e sdo mantidas em cuitura por meio de sucessivas transferéncias para meio liquido
fresco em intervalos de 3 a 6 semanas, dependendo da espécie. Todas as 26 cepas
usadas aqui s3o origindrias dos biomas de agua doce (Sistema do Rio Paraguacu e
Lago de lencdis Maranhenses) e marinhos (estuario da Baia de Guanabara e
Recifes de Coral de Abrolhos) no Brasil, e estdo descritas na Tabela 2. A coleta dos
specimens foi aprovada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico
Mendes de Conservagdo e Biodiversidade (ICMBio) e Sistema de Autorizacdo e
informacdo em Biodiversidade (SISBIO), niimero da aprovacao: 35854-2. O acesso
ao patrimbnio genético foi aprovado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico & Tecnolégico (CNPq), nimero da aprovagdo: 010339/2014-0; e pelo
Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), niamero da aprovacdo: A03D5C4.
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4.2 CULTIVO DE MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

As microalgas e cianobactérias foram cultivadas em meio estéril autoclavado
a 26 + 1 °C, com um fluxc de fotons de ca. 300 pmoles de fotons m? s e 16h de
luz: 8 h de fotoperiodo escuro. Cepas de agua doce foram cultivadas em meio ASM-
1 (GORHAM et al., 1964) (REYNOLDS; JAWORSKI, 1278), enquanto as cepas
marinhas foram cultivadas em meio #/2 (GUILLARD; LORENZEN, 1972). As culturas
foram cultivadas em baldes de vidro de modo descontinuo com 300 a 500 mi de
meio de cultura durante 3 a 6 semanas, dependendo da taxa de crescimento de
cada cepa. As células foram armazenadas a -80 °C até a producao dos exiratos.

4.3 PRODUGAO DOS EXTRATOS

As culturas de microalgas e cianobactérias foram congeladas,
descongeladas e filtradas através de gaze. Cada cultura foi extraida trés vezes com
Acetato de Etila (AcOER), (razdo de adicdo 1:1 de volume) e irés vezes com n-
Butanol (n-BuOH), (raz&o de adicao de 1:1 de volume). As camadas organicas foram
concentradas sob pressao reduzida para obter um exirato bruto, o qual foi suspenso
em Dimetilsulféxido (DMSQ). Foram produzidos 38 exiratos, sendo 26 em (AcOEt) e
12 em (n-BuOH). Os extratos foram armazenados a uma concentracdo de 100
mg/ml a -20 °C até serem utilizados.

4.4 CELULAS E VIRUS

Células MDCK {Madin-Darby canine kidney - células de rim de cao) foram
cuitivadas em meio de manutencdo Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM,;
Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco) e 100 U/mL de
penicilina e 100 mg/mL de esireptomicina (Sigma-Aldrich). As células foram
cultivadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO: (SZRETTER; BALISH; KATZ,
2006). Estas céiulas foram utilizadas para anélise de citotoxicidade, crescimento
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viral e ensaios experimentais com infecgdo com virus Influenza. Os virus foram
cuitivados de acordo com o manual da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) para o
diagndstico laboratorial e vigilancia virologica da gripe (WHO, 2011). A titulagdo do
virus foi realizada por ensaio de 50% de dose infecciosa de cultura de tecidos
(TCIDso) como descrito no manual da OMS (WHO, 2011). Foi analisado o efeito
inibitorio dos extratos contra linhagens de Influenza A e linhagem B,
sensivel (lipo seivagem-WT) e resistente (mutante) ao Oseltamivir (OST):
A/California/04/2009(A(H 1N1)pdm09-WT),A/Perth/261/2009(A(H1N1)pdm09-
H275Y); A/Suical/9715293/2013 (A(H3N2)-WT); B/Phuket/3073/2013 Yam (WT);
B/Brisbane/60/2008Vic(WT); B/Perth/211/2001Yam{WT) e B/Perth/211/2001Yam
(D197E).

4.5 ENSAIOC DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi determinada a parlir de ensaios de viabilidade celular em
células MDCK, e utilizou-se a técnica de reducdo do sal de Tetrazol, o XTT
2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)}-2H-tetrazdlio-5-carboxanifida (Sigma - Aldrich).
No ensaio, as células que eram viaveis metabolizam o XTT gerando o Formazan,
que é um produto de coloracdo alaranjada, onde a sua quantidade pode ser medida
através de um espectrofotdmetro. Sendo assim, quanto mais cor, maior serd o
namero de células viaveis (ROEHM et al., 1991) (SCUDIERO et al., 1988). Amostras
de cada extrato foram preparadas como uma solucdo estoque de 100 mg/mL em
DMSO (veiculo) e posteriormente diluidas em meio de cultura DMEM, a
concentracdo final de DMSO foi igual a 1,0% (v/v). Os testes foram realizados em
triplicata (n=3). Foram adicionados 100 ul (2,0x10* células/pogo) na placa de cultura
de 96 pocos (fundo plano) e incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera com 5%
de CO2, os exiratos foram adicionados em concentraches finais de 1 mg/ml. em
DMEM. As células de controle (CTL) foram tratadas com 1,0% de DMSO, o que nao
afetou o seu crescimento. Todas as células foram incubadas com exiratos durante
48 horas antes de ser adicionada uma solucdo de X1T preparada a fresco como
especificado pelo fabricante. O efeito citotoxico do tratamento foi determinado como
percentagem de viabilidade em comparacdo com células ndc tratadas, utilizando a
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seguinte formula; (absorbancia de células tratadas/absorbéncia de células ndo
tratadas) X100, como descrito (PACIFICO et al., 2016).

4.6 SCREENING DE EXTRATOS NA REPLICACAO VIRAL

Foi realizada uma triagem para avaliar o efeito inibitério dos exiratos. As
células MDCK foram semeadas em placas de 24 pocos (2,0x10° células/poco) e
cultivadas em meio de manuten¢ao. Apds atingirem 80% de confiuéncia, o meio foi
retirado, as células foram lavadas duas vezes com meio de inoculacio e infectadas
durante 1 hora a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 com o virus Influenza A (H1N1)
pdmO9-WT ou A (H3N2}WT a 400 TCIDsp por poco. Depois, a suspensao viral foi
removida e as monocamadas foram tratadas com 200 pg/ml de cada exirato diluido
em meio de inoculacio. O sobrenadante foi colhido 48 horas ap6s a infeccao (hpi),
diluido 1:5 em tampao NA-Star™ e a atividade da neuraminidase foi analisada em
triplicata pelo kit de andlise NA-Star™ (ThermoFisher), de acordo com as insfrugdes
do fabricante. A atividade antiviral dos exiratos foi calculada em relagao ao controle

apenas com virus.

4.7 DETERMINACAO DO EC50

A concentracio média efetiva (ECso) foi determinada para o exirato que foi o
melhor para inibir a replicac@o do virus Influenza em mais de 80% no ensaio de
screening. As células MDCK foram semeadas e infectadas como descrito acima.
Apds 1 de infecgdo (hpi), a suspensao viral foi removida e as monocamadas foram
fratadas com diferentes concentragbes (400 - 12,5 uyg/ml) dos extratos. O
Oseltamivir Carboxilato foi utilizado como controle nas concentragdes (100 - 3,2 uM},
(OST-car; gentimente doado por Hoffman-La Roche Inc., Basileia, Suica). O
sobrenadante foi recolhido 48 hpi, diluido 1:5 em tampao NA-Star™ e a atividade da
neuraminidase foi analisada como descrito acima. A regressdo ndo linear das curvas
dose-resposta foi realizada para determinar os efeitos inibitorios de 50% na
replicacao viral (ECso) para os exiratos e composto de referéncia.
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4.8 ENSAIO ANTIVIRAL FUNCIONAL - DETERMINAGAO ICso

Para os extratos que inibiram mais de 80% da replicacdo viral no tesie de
triagem (screening), realizamos o ensaio antiviral funcional para determinar a
concentracio necessdria para inibir 50% da atividade enziméatica da Neuraminidase
(ICs0). Cepas de Influenza A e B do fipo selvagem e resistentes foram testadas
confra diferentes concenfragbes de extratos (200 - 6,25 pg/mL), o OST-car (1000 -
0,01 nM) foi usado como controle. Este ensaio foi realizado utilizando o kit NA-Star™
{ThermoFisher), de acordo com as instruces do fabricante (SOUZA et al., 2015).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As curvas dose resposta utilizadas para calcular os parametros
farmacologicos foram geradas utilizando o programa Excel 2010 para Windows
(Microsoft) (SOUZA et al., 2007). Todos os experimentos foram feitos em triplicata, e
os resultados foram mostrados como a média ou a média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS

A viabilidade das células foi a primeira analise realizada, extratos com
toxicidade celular in vitro seriam desconsiderados da analise antiviral. Os ensaios
foram realizados pelo teste XTT que permite estimar o nimero de células vivas
presentes em cultura e, em seguida, avaliar o efeito do tratamento com um extrato
sobre a viabilidade da populacio celular (ROEHM et al,, 1991). Todos os exiratos
produzidos foram festados em 1 mg/mL em cuitura de células MDCK. Como
confrole, expusemos MDCK a DMSO na mesma proporgdo que usamos no teste de
extratos, 0,01% V/V em meio de cultura, o que ndo afetou a viabilidade celular. Os
resultados mostraram que a atividade mitocondrial redox das células testadas foi
inibida no maximo em 20% apés 48 horas de exposicdo. 16 extratos em solvente
acetato de CElila {AcOEt) e 7 extratos em n-butanol {n-BuOH) mostraram 90% de
viabilidade celular (Tabela 3).

5.2 OS EXTRATOS INIBEM A REPLICACAO DA GRIPE EM MAIS DE 80%

Apo6s andlise de citotoxicidade, testamos a atividade anti-influenza com
todos os exiratos produzidos, AcOEL e n-BuOH. Para este fim, as células infectadas
com MDCK foram tratadas com 200 ug/mL de cada extrato. Apos 48 horas de
infeccdo (hpi), os sobrenadantes foram recolhidos e a atividade neuraminidase do
Influenza foi analisada. Observamos gque 17 extratos inibiram a replica¢ao de cepas
de Influenza A, sendo 7 (41%) deles com mais de 80% de inibicdo (Tabela 3).
Apenas um exirato de n-BuOH de algas verdes filamentosas foi capaz de inibir a
replicacdo do Influenza, mas em niveis baixos quando comparado ao AcOEt Em
contrapartida, um extrato de AcOEt obtido a partir de outra alga verde filamentosa foi
capaz de produzir efeitos inibitorios satisfat6rios (Tabela 3). Todos os exiratos AcOEL
da familia Desmidiaceae (Staurastrurn sp.) e quatro dos seis extratos AcOEt da
famflia Scenedesmaceae (Scenedesmus sp. € Desmodesmus sp.) foram capazes de
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inibir a replicacdo do Influenza com diferenies magnitudes (Tabela 3). Além destes,
o extrato 21, obtido a partir de microalgas verdes de Chiorellaceae, apresentou a
maior capacidade de inibir a replicacéo do Influenza. No entanto, outros da mesma

familia tinham capacidade limitada ou nula contra este virus (Tabela 3).
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5.3 DETERMINACAO do ECso E AVALIACAO DO INDICE DE SELETIVIDADE (SI)

Determinamos o ECso de sete exiratos marinhos que inibiram a replicacao
de ambos os virus Influenza A testados em mais de 80% no ensaio de triagem. O Si
é determinado pela razdo entre CCso e ECso € representa o grau de seguranca de se
utilizar uma molécula ou extrato in vitro. O ECso de cinco extratos foi menor que 100
pg/ml. com indice seletivo (SI) maior que 10,0 (Tabela 4). O Oseltamivir Carboxilato
(OST-car) foi utilizado como controle positivo com 177,7 e 66,63 Si para A(H1N1)
pdmO9-WT e A(H3N2)-WT, respectivamente. Os valores dos indices de seletividade
(S1) entre um conjunto de extratos e uma molécula quimicamente definida (OST) sao
incomparaveis.
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5.4 INIBICAO DA NEURAMINIDASE £ DETERMINACAO DO IC50

Realizamos ensaio funcional para analisar a capacidade inibitoria de todos
os 7 extratos frente a atividade da NA viral. Neste ensaio acelular buscamos os
valores de ICso, que € a concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade
enzimatica da NA. Assim, o valor mais baixoe {Cse implica em uma maior atividade de
inibicdo de NA. Os exiratos da cianobactéria Leptolyngbya sp. (5) e microalgas
Chiorellaceae (21) inibiram a atividade NA de Influenza A com ICsp menor que 210 e
20 ug/mL, respectivamente (Tabela 5).

5.5 DETERMINACAQ DE ECso E ICs0 DOS VIRUS INFLUENZA A E B SENSIVEIS E
RESISTENTES AO OSELTAMIVIR (OST)

A busca por novos compostos anti-influenza que inibam os virus Influenza A
e B, sensiveis e resistentes ao OST é extremamente importante. Testamos exiratos
de Leptolyngbya sp. (5) e Chiorellaceae (21) contra a replicacdo e atividade NA dos
virus Influenza A e B sensiveis e resistentes ao OST. Ambos os extratos inibiram a
replicacéo viral e a atividade da NA com baixos valores de ECso e ICso, inclusive
para linhagens resistentes ao OST (Tabela 5).
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8 DISCUSSAO

Os virus influenza s3o os mais importantes patégenos virais causadores de
infeccbes respiratdrias agudas (WHO, 2018b). O OST, ‘um inibidor da neuraminidase
viral, é o principal anti-influenza usado clinicamente, porém cepas resistentes a essa
molécula tém sido identificadas em todo o mundo, exigindo o desenvolvimento de
novas terapias(DIXIT et al., 2013; SOUZA et al,, 2011, 2015).

Microalgas e cianobactérias s@o enormes fontes naturais de compostos de
alto valor nutricional e medicinal. Esses organismos marinhos e de agua doce sao
uma fonte rica de compostos bioativos, como vitaminas, proteinas, aminoacidos
essenciais, polissacarideos, acidos graxos, minerais, pigmentos fotossintéticos,
enzimas e fibras (GOGINENI; HAMANN, 2018; MONTALVAO et al., 2016).

As cianobactérias s@o uma fonte promissora, ainda pouco explorada, de
novos produtos naturais, inclusive moléculas antivirais. Estudos de triagem
identificaram atividades antivirais em sulfoglicolipideos e lectinas (LOPES et al,,
2011; NIEDERMEYER, 2015; ZAINUDDIN et al.,, 2002). Além destes, grupos
quimicamente diferentes de compostos em cianobactérias incluem alcalbides,
lipopeptideos, macrolideos (atuam como antibiéticos) e outros (KIURU., et al 2014).
Diversos estudos foram realizados para testar compostos de microaigas contra virus
humanos patogénicos. Compostos antivirais extraidos de microaigas sao
principalmente polissacarideos. Além destes, aldeidos poliinsaturados, carotentides,
terpenos e alcalbides sdo outras moléculas bioativas produzidas por microalgas
(FALAISE et al., 2016; MARTINEZ ANDRADE et al., 2018; SATHASIVAM,; Ki, 2018)

Desta forma, visamos neste estudo buscar atividade anti-influenza em
extratos derivados de microalgas e cianobactérias coletadas do Rio Paraguacy,
Sistema de Lago dos Lencéis Maranhenses, estudrio da Baia de Guanabara e

recifes de corais de Abrolhos.

No ensaio de triagem inicial, observamos que 7 extratos foram capazes de
inibir a replicacdo do virus Influenza A sazonal em mais de 80%, cinco deles com Si
superior a 10. Exiratos aquosos e metandlicos de cianobactérias cultivadas do
género Microcystis e Spirulina inibem a replicacdo do Influenza com poténcia
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comparavel ac exirato em acetato de Etila de Lepiolyngbya sp. (cianobactérias)
(CHEN et al., 2016; ZAINUDDIN et al, 2002). Além disso, um polissacarideo
sulfatado purificado da microalga marinha, Gyrodinium impudium, inibe a infecgao
por Influenza A com Si superior a 200, mas n&o o Influenza B (Kim et al. 2012).

{(Kim et al. 2012).

Além disso, os compostos relacionados com a aplysiafoxina do
Trichodesmium  erythraeum  (Cianobactéria), debromoaplisiatoxina e 3-
metoxidbromoaplisiatoxina apresentaram efeitos anti-CHIKV em conceniracoes que
resultaram em citoloxicidade minima (GUPTA et al, 2014). A atividade confra o
influenza A foi encontrada para os depsipeptideos ciclicos chamados ictiopeptinas A
e B isolados da cianobactéria Microcystis ichthyolabe (ZAINUDDIN et al., 2007).
Nostoc ellipsosporum (Cianobactéria) lectina chamada Cyanovirin-N (CV-N) € um
potente anti-influenza A, bem como anti-Influenza B. O CV-N vincula-se diretamente
aos virus, inativando-os (SINGH et al., 2017). As algas verdes e plantas terrestres
formam uma linhagem monofilética chamada cloroficeas, a primeira € um ancestral
da segunda (DELAUX et al., 2015). Portanto, é possivel que eles apresentem
metabdélitos primarios e secundarios semelhantes (CHEYNIER et al.,, 2013; IWAI;
YOKONO, 2017). Um amplo espectro de exiratos de plantas inibe a replicagdo do
Influenza, incluindo extratos em solvente acetato de efila, com Sl comparavel ao
observado nos exiratos 2, 4, 18, 21 e 24, obtidos a pariir das microalgas verdes
Staurastrum sp., Scenedesmus sp., Desmodesmus armatus, Chiorellaceae e
Desmidiaceae, respectivamente (HOUR et al., 2013; WU et al., 2010).

A familia Chiorellaceae, principalmente o género Chlorella, produz um amplo
especiro de carotendides com diferentes atividades anti-angiogénicas,
cardioprotetoras, anfi-cancerigenas, anti-diabéticas, anti-inflamatorias, anti-oxidantes
e outras (SATHASIVAM; Ki, 2018). Além disso, os retinoides, produtos do
metabolismo dos carotenoides, inibem a replicacgéo do virus da caxumba prevenindo
a infecgdo de células saudaveis pela indugdo de um gene induzido por retinoide 1
(RIG-), recepior do &cido retindico (RAR) e interferon (SOYE et al,, 2013). As
proteinas transmembrana induzidas por interferon (IFITMs) inibem a infeccdo de
diversos virus encapsulados, como o West Nile (Virus da Febre do Nilo), Dengue,
Zika e Influenza, blogueando a fusdo virus-endossomo (BRASS et al., 2009; DESAI
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et al., 2014; MESQUITA et al., 2014; SAVIDIS et al., 2016). Assim, é possivel que o
extrato de Chiorellaceae (microalga) promova o aumento de proteinas celulares
restritivas a replicacdo viral, sugerindo um mecanismo de ac&o para o efeito inibitdrio

da replicacdo do influenza.

Além disso, dois exiratos de Lepfolyngbya sp. (clancbactéria) e
Chiorellaceae {microalga) inibiram a replicaco e a atividade neuraminidase dos
virus Influenza A e B de linhagens sensivels e resistentes ao OST. Estes resultados
foram semelhantes aos observados para um extrato aquoso de Taxodium distichum
(familia Cupressaceae), que apresentou excelente eficacia contra ambos os virus
Influenza, particularmente isolados clinicos resistentes ao OST e cepas de Influenza
de origem suina (HSIEH et al, 2016). Estes dados indicam que microalgas e

cianobactérias sdo uma fonte promissora de produtos naturais anti-influenza.

Como mencionado anteriormente, existem varios fatores celulares descritos
como restritivos a replicagdo do virus Influenza (VILLALON-LETELIER et al., 2017).
Além disso, apesar do efeito inibitorio sobre a atividade da neuraminidase viral, os
extratos podem conter moléculas capazes de inibir diferentes estagios do ciclo
replicativo viral, e/fou podem ativar fatores de restriciio da célula hospedeira, mas
esses efeitos ainda serdo investigados. Logo, podemos dizer que microalgas e
cianobactérias sfo importantes microrganismos marinhos e de agua doce para
bioprospecc@c em pesquisas antivirais. Os microrganismos avaliados neste esfudo
foram coletados no Brasil, mas ndo sdo exclusivamente brasileiros, o que toma
interessante comparar a produgao de metabdlitos dos mesmos grupos taxondmicos

coletados em diferentes partes do mundo.
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7 CONCLUSAD

. Os extratos de diferentes géneros de microalgas e cianobacitérias ndo
apresentaram alfa toxicidade sobre a célula de linhagem testada,
independente do solvente utilizado, AcOEt ou n-BuOH;

. Dos 38 extratos avaliados, 7 (18%) foram capazes de inibir a replicagdo do
virus influenza A H1N1pdm03-WT e H3N2-WT em mais de 80% no ensaio de
screening;

. 2 extratos apresentaram atividade inibitoria sobre a replicacao viral e a NA
dos virus influenza A e B sensiveis e resistentes ao OST,

. Os extratos em AcOEt apresentaram melhor efeito inibitério que os em n-
BuOH, indicando gue provaveimente este efeito ocorre devido a fra¢cGes mais
polares como, por exemplo, os carotencides e terpenocs;

. Extratos de microalgas e cianobactérias, coletadas em lagos e na costa
brasileira, apresentam moléculas capazes de inibir a replicacdo de um
importante virus do ponto de vista da Sauade Pdblica, o que os tornam

interessantes no que diz respeito a busca por novos antivirais

(bioprospeccgao).
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8 PERSPECTIVAS

1. Realizar o fracionamento quimico dos exiratos mais promissores buscando as

moléculas quimicamente ativas como antivirais;
2. Testar o potencial antiviral destas diferentes fragOes;

3. Buscar 0 mecanismo de acdo das moléculas mais promissoras.
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ANEXO A - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA INDEXADA PEERJ

Inhibitory effect of microalgae and
cyancbacteria extracts on influenza virus
replication and neuraminidase activity
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