
 

  

 

FACULDADE DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 
 
 

MARGARITA ALEXANDRA PEÑA CORTÉS 

  
ANÁLISE DA CAPACIDADE ANTIVIRAL DE AZOESTILBENOIDES  

FRENTE AO VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO  

 

 
Porto Alegre 

2017 



 

PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

 

 

 

Margarita Alexandra P. Cortés 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISE DA CAPACIDADE ANTIVIRAL DE AZOESTILBENOIDES  

FRENTE AO VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2017



Margarita Alexandra P. Cortés 

 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISE DA CAPACIDADE ANTIVIRAL DE AZOESTILBENOIDES  

FRENTE AO VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO  

 

 

 

Dissertação apresentada como requisito para a 
obtenção do grau de Mestre pelo Programa de 
Pós-Graduação da Faculdade de Biologia Celular 
e Molecular da Pontifícia Universidade Católica do 
Rio Grande do Sul. 

 

 

Orientador: Dr. André Arigony Souto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2017



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Margarita Alexandra P. Cortés 

 

 

 

 

ANÁLISE DA CAPACIDADE ANTIVIRAL DE AZOESTILBENOIDES  

FRENTE AO VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO  

 

 

 

 

Dissertação apresentada como requisito para a 
obtenção do grau de Mestre pelo Programa de 
Pós-Graduação da Faculdade de Biologia Celular 
e Molecular da Pontifícia Universidade Católica do 
Rio Grande do Sul. 

 

 

 

Aprovada em: ____de______________de______. 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

__________________________________________ 

Profª. Drª Alessandra Hubner de Souza – ULBRA Canoas 

 

__________________________________________ 

Profª. Drª Ana Paula Duarte de Souza - PUCRS 

 

__________________________________________  

Profª. Drª Fernanda Bueno Morrone - PUCRS 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha avó Margarita Reyes (in memorian) que me 

ensinou a temperar a vida com sabedoria. 

À Maria Teresa e Juan Bautista por acreditarem 

que nunca é tarde para novos desafios. 

Aos meus irmãos, Olga Nancy e João Francisco, 

pelo amor fraterno e companheirismo incondicional. 

 

À todos aqueles que mesmo distantes estão presentes 

nos momentos decisivos da minha vida. 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço ao meu orientador, Prof. Dr. André Arigony Souto, por me incentivar a 

trilhar este caminho mesmo antes de pensar em percorrê-lo. Suas provocações construtivas 

foram fundamentais neste processo.  

Aos meus colegas de laboratório e companheiros nos momentos de alegria, angústia e 

descoberta, Priscylla Volkart, Vladimir da Luz, Bruno Adami e Juliana Baesso. Sem vocês 

este período não teria tantas histórias a serem contadas. À Karen Magnus pela amizade e 

disponibilidade em transmitir seus conhecimentos. MUITO OBRIGADA pela parceria e 

incentivo constante. 

À Prof.ª Drª Bárbara Nery Porto que abriu as portas do seu laboratório permitindo a 

realização deste trabalho. Aos colegas do laboratório 31- IPB, Krist, Deise, Gabriela, 

Leonardo, Magáli, Stéfanie, Tiago Fazolo, Rodrigo Gassen e Géssica obrigada pelos 

momentos de aprendizagem. À todos os colegas do IPB que nas horas do cafezinho 

proporcionaram momentos filosóficos e de muitas risadas. 

Aos meus colegas de curso que de uma forma especial e única contribuíram para 

tornar esta jornada inesquecível, Fernanda Subtil, Henrique Dias, Elisa Feller da Silva, 

Pedro Vargas e Jéssica Soares. Ao PPGBCM, à coordenação e ao corpo docente pela 

oportunidade da convivência em um ambiente acolhedor. À Zingara, uma grande 

incentivadora ao longo deste caminho. 

Às professoras Dr.ª Fernanda Morrone, Dr.ª Ana Paula Duarte e Drª Alessandra 

Hubner agradeço pelas contribuições pertinentes que enriqueceram ainda mais este trabalho.  

Aos grandes amigos Maria Vilda, Mario, Bruna e Camilo por compreenderem as 

horas de ausência e a falta dos encontros gastronômicos. 

Às minhas amigas do coração Laura Freitas, Bruna Spohr e Cristina Bordignon, 

obrigada por estarem sempre presentes e por entenderem a minha ausência nos nossos 

encontros. 

Nestes dois últimos anos conheci grandes nutricionistas e mulheres maravilhosas que 

com seu carinho e apoio os momentos mais difícéis desta jornada se tornaram leves e 

alegres: Patricia, Nathamy, Neiva e Suelen meu MUITO OBRIGADA, gurías!!! 

Palavras não são suficientes para expressar meu enorme agradecimento à meus pais 

Maria Teresa e Juan Bautista e aos meus irmãos Olga Nancy e João Francisco pelo apoio 

incondicional e pela alegria de viver. Minha gratidão eterna por existirem e serem quem são. 



 

 

 

 

 

 

 

“Caminante, son tus huellas el camino y nada más; 

caminante, no hay camino, se hace camino al andar. Al 

andar se hace camino, y al volver la vista atrás se ve la 
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Antonio Machado 
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RESUMO 

 

O vírus sincicial respiratório (VSR) é um agente viral altamente contagioso e o mais 

comum nas doenças respiratórias do trato inferior sendo uma das maiores causas 

de morbidade e mortalidade em crianças, idosos e imunodeprimidos. O tratamento 

inclui terapia de suporte e ribavirina. Contudo, as terapias antivirais são caras, 

difíceis de administrar e não são comprovadamente eficazes. O objetivo deste 

estudo foi investigar in vitro a atividade antiviral de três azocompostos sintetizados a 

partir da alteração estrutural do estilbeno modificado do resveratrol em células MRC-

5 e A549 frente à infecção pelo VSR. Foram avaliados o efeito sobre a viabilidade 

celular, a concentração inibitória, a redução do efeito citopático e o efeito virucida 

dos compostos REDRESV 01, REDRESV 02 e REDRESV 03 utilizando-se a técnica 

de MTT. Os dados mostraram que REDRESV 01 é mais citotóxico para as duas 

linhagens apresentando IC50 58,6µM (MRC-5) e 17,43µM (A549). Por apresentarem 

valores de IC50 maiores seguiu-se o estudo apenas com os compostos REDRESV 02 

(MRC-5 = 87,58µM e A549 = 40,73µM) e REDRESV 03 (MRC-5 = 150,1µM e A549 

= 43,44µM). Os resultados indicaram que as baixas porcentagens de inibição da 

replicação viral pelos compostos testados não foram promissoras na pesquisa de 

novos fármacos antivirais uma vez que estes não foram capazes de manter um 

número significativamente viável de células durante a infecção. No entanto, no 

tratamento pós-infecção os compostos REDRESV 02 e REDRESV 03 mostraram 

seletividade na concentração de 20µM para a célula tumoral (A549) quando 

infectada. Os dois compostos diminuíram cerca de duas vezes mais a viabilidade da 

célula A549 infectada quando comparados com o controle viral. Os compostos 

também mostraram um possível efeito virucida o que pode ser um indicativo que 

além destes terem um efeito citotóxico para as células tumorais eles ainda podem 

inativar as partículas circulantes quando estas células estiverem infectadas. Apesar 

dos compostos terem apresentado resultados promissores para o tratamento de 

pacientes oncológicos infectados com VSR novos estudos devem ser realizados 

para investigar outros tipos de vírus e outros tipos de câncer, bem como, os 

mecanismos envolvidos nesse processo. 

 

Palavras-chave: Azo compostos. Vírus sincicial respiratório. Atividade antiviral. 

Doença do trato respiratório inferior. Câncer de pulmão. 



ABSTRACT 

 

Respiratory syncytial virus (RSV) is a highly contagious viral agent and the most 

common respiratory diseases of lower tract being one of the major causes of 

morbidity and mortality in children, elderly and immunocompromised. Treatment 

includes supportive therapy and ribavirin. However, antiviral therapies are expensive, 

difficult to administer and are not proven to be effective. The aim of this study was to 

investigate in vitro the antiviral activity of three azo compounds synthesized from the 

structural alteration of the modified resveratrol stilbene in MRC-5 and A549 cells 

against RSV infection. The effect of compounds REDRESV 01, REDRESV 02 and 

REDRESV 03 on cell viability, inhibitory concentration, cytopathic reduction activity 

and virucidal activity were evaluated by MTT assay. Data showed that REDRESV 01 

is cytotoxic for both cell lines showing IC50 58.6μM (MRC-5) and 17.43μM (A549). 

The study was followed only with the compounds REDRESV 02 (MRC-5 = 87.58μM 

and A549 = 40.73μM) and REDRESV 03 (MRC-5 = 150.1μM and A549 = 43.44μM) 

because of the higher IC50 values. Data indicated that the low percentages of 

inhibition on viral replication were not promising in the search for new antiviral drugs 

since compounds tested were not able to maintain a significantly viable number of 

cells during infection. However, in post-infection treatment REDRESV 02 and 

REDRESV 03 showed selectivity at concentration of 20 μM for the tumor cell (A549) 

when infected. Both compounds decreased viability twice of the infected A549 cell as 

compared to the viral control. Compounds also showed a possible virucidal activity 

which may indicate besides having a cytotoxic effect on tumor cells they may still 

inactivate the circulating particles when cells are infected. Although the compounds 

have shown promising results for the treatment of cancer patients infected with RSV 

new studies should be conducted to investigate other types of virus and other types 

of cancer, as well as the mechanisms involved in this process. 

 

Keywords: Azo compounds. Respiratory syncytial virus. Antiviral activity. Lower 

respiratory tract disease. Lung cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções respiratórias são apontadas como a maior causa de mortalidade 

de crianças e adolescentes no mundo. Em 2013, foram registrados 7,7 milhões de 

óbitos de meninos e meninas até 19 anos. Dos quais, pelo menos 6,28 milhões de 

mortes ocorreram na primeira infância (0 a 5 anos), sendo as doenças do trato 

respiratório inferior (DTRI) a principal causa de óbito dessa população.1,2 

As DTRIs podem acometer indivíduos de todas as idades, no entanto, tornam-

se graves principalmente em bebês prematuros e bebês com problemas de saúde 

subjacentes, adultos com doenças cardíacas e pulmonares, imunodeprimidos e 

idosos.3,4 Dentre elas, destacam-se a bronquiolite e a pneumonia como as 

responsáveis pelo aumento de consultas, internações hospitalares (particularmente 

em serviços de pediatria) e pelas causas de morte nos grupos de risco.4 

No Brasil, em 2011, foram registrados 15,3 óbitos infantis por 1000 nascidos 

vivos, dos quais 5,3% foram causados por infecção respiratória aguda (IRA) em 

menores de 5 anos de idade.5 Em 2008, 5,2% de crianças menores de 5 anos 

morreram por infecções respiratórias na região sul do país.5  

A incidência das IRAs variam de acordo com diversos fatores como condições 

ambientais, idade, histórico de tabagismo, estado nutricional, imunidade, condições 

clínicas individuais e características patogênicas, incluindo modos de transmissão, 

transmissibilidade, fatores de virulência e carga microbiana.3,7 

Devido ao poder de propagação rápida, as IRAs, continuam sendo 

consideradas uma emergência de saúde pública de preocupação internacional e 

foram incluídas, desde a década de 60, entre os três principais problemas de saúde 

pública da infância, junto com as doenças diarréicas e a desnutrição.4,8  

Na maioria das vezes as IRAs tem etiologia viral, mas em alguns casos a 

presença de bactérias pode estar associada, como é o caso da pneumonia. Entre os 

vírus presentes, principalmente nas DTRIs, destacam-se o vírus Sincicial 

Respiratório Humano (VSR), o vírus da Parainfluenza Humana (VPIh) I, II, e III, 

Influenza A e B, Adenovírus, e o Metapneumovírus Humano (MPVh).4,9,10 

 

1.1 VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO HUMANO 

 



 

Em 1955, no Walter Reed Army Institute of Research, Washington DC - 

Estados Unidos, Morris e colaboradores isolaram pela primeira vez o VSR a partir de 

chimpanzés que apresentavam tosse, espirro e secreção nasal purulenta, sinais 

clínicos comuns a doenças respiratórias agudas. Diante disto, o agente isolado foi 

denominado Agente da Coriza do Chimpanzé (ACC).11 

Estudos realizados por Chanok e colaboradores e Chanok e Finberg, ambos 

em 1957, relataram o isolamento de um vírus semelhante em crianças que 

apresentavam DTRI severa. A partir de então, o nome ACC foi substituído por Vírus 

Sincicial Respiratório humano para designar sua origem humana, sua afinidade pelo 

trato respiratório e sua capacidade de produzir sincícios em cultura celular.11 

No Brasil, o vírus foi isolado pela primeira vez por Candeias (1967)12 em 

crianças com quadro respiratório agudo, internadas no Hospital Infantil Menino 

Jesus na cidade de São Paulo. Desde então o VSR tem sido reconhecido 

mundialmente como o agente viral mais comum nas doenças respiratórias na 

infância e principal causa nos casos de bronquiolite e pneumonia em crianças 

menores de 1 ano de vida sendo o pico de  incidência entre os 2 e 3 primeiros 

meses de vida.13-15 

A sazonalidade do VSR depende da região e do clima, apresentando 

diferença entre o início e duração conforme as condições ambientais.16 Em zonas de 

clima temperado, o vírus circula durante o outono e inverno, em associação com 

temperaturas mais baixas e aumento da umidade.17 

 

1.1.1 Estrutura e Organização Genômica do VSR 

 

O Vírus Sincicial Respiratório humano é um Pneumovírus pertencente a 

família Paramyxoviridae. É um vírus envelopado, não segmentado dotado de 

genoma de RNA de fita simples de polaridade negativa processando a transcrição 

do seu genoma no sentido reverso (3’→5’). Contém 15.200 nucleotídeos e 10 genes 

que codificam 11 proteínas.18-21 

As partículas virais são compostas por um nucleocapsídeo e por um envelope 

lipoprotéico, derivado da membrana plasmática da célula hospedeira. Sua superfície 

possui três glicoproteínas: a proteína de ligação ao receptor celular (G), a proteína 

de fusão (F) e a proteína hidrofóbica pequena (small hydrofobic; SH). As 



 

glicoproteínas F e G estão intimamente relacionadas com a proteína de matriz (M) 

localizada na camada interna do envelope viral (Figura 1).18,20 

 

Figura 1 - Estrutura do Vírus Sincicial Respiratório Humano 
 
 

 

Fonte: HACKING E HULL (2002)20  

Nota: As partículas virais do VSR consistem de um nucleocapsídeo dentro de um envelope lipídico. A 
bicamada lipídica é derivada da membrana plasmática do hospedeiro e contém glicoproteínas de 
superfície transmembrana. 

 

São nove as proteínas estruturais que são codificadas pelo VSR, como segue: (i) 

proteína F, encontra-se inserida no envelope viral sendo responsável pela fusão, 

penetração e formação de sincícios, determinando desta forma características 

estreitamente associadas ao efeito citopático do vírus; (ii) proteína G, é responsável 

pela adesão do vírus à célula hospedeira; (iii) proteína SH, é uma proteína integral 

de membrana, inserida no envelope viral, hidrofóbica e viroporina que desempenha 

um papel importante na formação de canais de membrana facilitando desta forma a 

liberação das partículas virais22. Sua função ainda não está bem estabelecida, mas, 

estudos recentes tem sugerido que esta proteína tenha um efeito antiapoptótico23,24; 

(iv) proteína M, é uma proteína de matriz; interna à partícula viral, tendo como 

função promover a associação do nucleocapsídeo com o envelope viral nascente21; 

(v) proteína M2, é uma proteína traduzida em duas proteínas, M2-1 e M2-2 que 

desempenham papel fundamental na modulação do ciclo de replicação do vírus. A 

proteína M2-1 integra o complexo proteico responsável pela transcrição do RNA do 



 

VSR enquanto que a proteína M2-2 regula a passagem de transcrição para 

replicação do RNA viral21,24; (vi) proteínas N, P e L são proteínas do nucleocapsídeo, 

responsáveis pela replicação do RNA viral. A proteína N forma o nucleocapsídeo 

sendo uma proteína estrutural essencial para o processo de transcrição; a proteína 

P é uma fosfoproteína que atua como chaperonina para a forma solúvel da proteína 

N e pode ser considerada um co-fator para a polimerase viral após sua fosforilação; 

a proteína L é a polimerase viral, componente do complexo RNA polimerase 

dependente de RNA.25 

O VSR codifica duas proteínas não estruturais e suas funções estão 

associadas ao mecanismo de evasão imune. Estudos recentes tem demonstrado 

que estas proteínas são capazes de inibir a apoptose prematura das células 

hospedeiras.24 

A organização genômica do VSR, suas proteínas e respectivas funções estão 

ilustradas na Figura 2: 

 

Figura 2 - Organização Genômica do VSR, proteínas e suas funções 
 
 

 
Fonte: : HACKING E HULL (2002)20 

Nota: O VSR é dotado de um genoma de RNA de fita simples com 15.200 nucleotídeos e 10 genes 
que codificam 11 proteínas. A transcrição é inciada a partir da extremidade 3’ com apenas uma fração 
da polimerase passando para o gene seguinte. Isto cria um gradiente de atenuação de transcrição 
com a distância a partir do local de início da transcrição que reflete a abundância relativa requerida 
das proteínas codificadas.  



 

 

 

1.1.2 Mecanismo de Infecção do VSR 

 

O VSR é altamente contagioso e pode ser transmitido pelo contato direto ou 

indireto com secreções nasais ou orais de pessoas infectadas ou através do aerosol 

formado a partir de espirros e tosse que deixam gotículas virais no ar, ou através do 

contato com essas gotículas através do nariz, boca ou olhos. O período de 

incubação da doença é em média de 5 dias podendo persistir o quadro de infecção 

pelo período de uma a três semanas.26  

Estudos sugerem que o vírus pode permanecer em superfícies não porosas 

(ex: bancadas) por 6h, nas luvas de borracha por 90 minutos ou na pele por 20 

minutos, justificando a higienização das mãos como a principal medida para evitar a 

transmissão do VSR além de evitar o contato com pessoas que estejam 

infectadas.27,28 

A infecção inicia pela multiplicação do vírus nas células epiteliais das vias 

aéreas (CEA) propagando-se até o trato respiratório inferior, provavelmente através 

de aspiração de secreções infectadas, mas pode se espalhar de célula a célula 

através da fusão de suas membranas, causando infecções respiratórias agudas 

(IRA) e ainda bronquiolite e pneumonia.29 Além das CEAs, alguns estudos referem 

que outras células podem ser infectadas como é o caso dos macrófagos alveolares 

(MA) e células dentriticas.24, 30, 31 

A proteína G liga o vírus à CEA e este se funde com a membrana da célula e 

entra no citoplasma após a proteína M ser clivada por enzimas proteolíticas da 

célula infectada. Se o precursor não for clivado não ocorrerá nenhuma atividade de 

fusão, a penetração do virion não ocorrerá e a partícula de vírus é incapaz de iniciar 

a infecção. A fusão pela proteína ocorre em pH neutro do meio extracelular, 

permitindo a liberação do nucleocapsídeo viral diretamente para dentro da célula.32  

As proteínas F e G ligam-se primeiro ao sulfato de heparano da superfície 

celular e sulfato de condroitina B de CEAs. Esta ligação primária permite que a 

proteína F ligue-se com a nucleolina (receptor funcional do VRS na célula 

hospedeira)19 na membrana celular. Após essas interações desencadeia-se um sinal 

intracelular dependente de Pak-1, o citoesqueleto e os filamentos de actina então 

são reorganizados permitindo a fusão do envelope viral à membrana plasmática. 



 

Desta forma, o VSR pode liberar seu material genético para o citoplasma da célula 

hospedeira (Figura 3) iniciando assim a replicação do material genético e a tradução 

de suas proteínas. Todo o processo de síntese ocorre no citoplasma da célula.19  

 

Figura 3 - Fusão do Vírus Sincicial Respiratório humano à célula hospedeira 

 

 
Fonte: Lay et al (2013)19 

 
Nota: Inicialmente as proteínas F e G do VSR ligam-se ao sulfato de heparano de superfície celular e 
ao sulfato de condroitina B de células epiteliais de via aérea (CEA). Esta ligação primária permite que 
a proteína F se ligue à nucleolina, a qual está incorporada em microdominios lipídicos ricos em 
colesterol nas microvilosidades e cílios primarios da superfície apical das CEA. Estas interações 
desencadeiam um sinal dependente de Pak-1 ocorrendo a reorganização do citoesqueleto e dos 
filamentos de actina permitindo a fusão do envelope viral à membrana plasmática. 

 

Uma vez que o RNA tenha sido replicado e a tradução das proteínas tenha 

ocorrido, estas são translocadas para a porção apical da célula para montagem da 

nova partícula viral. O envelope do vírus é formado pela membrana da célula 

hospedeira. A liberação do vírion ocorre por brotamento a partir de 12h pós-infecção 

(pico em 24h), permanecendo até a morte celular por esgotamento, o que pode 

variar de 30 a 48h.33 A replicação do vírus resulta em destruição de células epiteliais 

(necrose), infiltração de células inflamatórias (macrófagos, eosinófilos, neutrófilos e 



 

linfócitos T), edema broncoalveolar, produção excessiva de muco, e oclusão de 

algumas vias aéreas podendo levar a quadros de pneumonia e bronquiolite.34-36  

Os métodos geralmente utilizados para a detecção do VSR são cultura de 

células, sorologia, imunofluorescência direta, testes imunocromatográficos, e 

amplificação do ácido nucléico através da técnica de real time PCR (qPCR), este 

último considerado padrão ouro. A detecção do VSR é realizada a partir do aspirado 

nasofaríngeo do paciente.37,38 

Pacientes imunocomprometidos e idosos frequentemente têm baixas 

concentrações virais além de poder apresentar secreção intermitente do vírus 

dependendo do grau de imunosupressão, no entanto, estes pacientes podem 

apresentar períodos mais longos de excreção viral.39 

 

1.2 BRONQUIOLITE 

 

Definida como uma infecção respiratória aguda de etiologia viral, a 

bronquiolite, compromete as vias aéreas de pequeno calibre (bronquíolos) através 

de um processo inflamatório agudo culminando em um quadro respiratório obstrutivo 

de diferentes intensidades. É caracterizada pelo aumento de secreção de muco, 

edema e necrose do epitélio da mucosa, associada ou não a broncoespasmo, com 

sintomatologia de obstrução das vias aéreas inferiores.35, 40 

É a infecção de vias aéreas inferiores mais frequente nos dois primeiros anos 

de vida, sendo uma das principais causas de hospitalização de lactentes (0-2 anos) 

mundialmente. Geralmente ocorre nos meses de outono e inverno. Crianças 

menores de 6 meses ou que apresentem fatores de risco como história de 

prematuridade, baixo peso ao nascer, doença pulmonar crônica, cardiopatia 

congênita, malformação de vias aéreas superiores, síndrome de Down, fibrose 

cística e imunodeficiências estão sujeitos a desenvolver um quadro de bronquiolite 

severa levando a hospitalização e em alguns casos ao óbito.35,37,41 

O principal agente etiológico é o VSR embora outros vírus possam levar a 

essa condição, como o influenza vírus, metapneumovírus, bocavírus, rinovírus, 

adenovírus. Alguns casos podem apresentar presença de um ou mais vírus 

concomitantemente sem, no entanto, a coinfecção representar aumento na 

gravidade da doença.35,37,40,42 Os mecanismos envolvidos na severidade da 

bronquiolite causada pelo VSR ainda não estão totalmente esclarecidos. Recentes 



 

estudos sugerem uma associação entre crianças que foram hospitalizadas com 

quadro de bronquiolite viral aguda por VSR severa com o desenvolvimento de asma 

e sensibilização a alergias após os sete anos de vida e até mesmo na idade 

adulta.43,44  

No Brasil, estudos demonstraram que dos 64% de pacientes hospitalizados 

com bronquiolite viral aguda (BVA) 31,9% apresentaram o vírus VSR como 

responsável e a co-infecção viral ocorreu em 40% dos casos de BVA sendo o 

rinovírus, o vírus, mais comum depois do VSR.45,46 

O diagnóstico da bronquiolite está baseado em dois aspectos principais: (i) 

achados clínicos após exame físico e avaliação da história clínica do paciente; (ii) 

etiologia da doença para evitar uso inadequado de antibióticos e redução do risco de 

infecção hospitalar.  

O tratamento da doença é focado na terapia de suporte, independente da 

etiologia viral. Não existe, até o presente momento, vacina e nem tratamento 

eficazes para combater a infecção por VSR. Segundo as recomendações da 

American Academy of Pediatrics (2014)47 não é recomendado o uso de epinefrina, 

glicocorticoides e β2- agonistas de curta duração em crianças com bronquiolite e 

deve-se manter a hidratação e a alimentação e/ou amamentação em quantidades 

adequadas conforme o grau de severidade da doença. Em casos severos de 

bronquiolite ou naqueles associados com fatores de risco pré-existentes sugere-se o 

uso da ribavirina (antiviral) ou palivizumab (anticorpo monoclonal).  

 

1.3 PNEUMONIA 

 

A pneumonia representa um grave problema de saúde pública uma vez que 

apresenta altas taxas de hospitalização e mortalidade entre idosos, indivíduos 

imunodeprimidos, transplantados e aqueles que apresentam doença crônica 

cardiopulmonar. Em adultos o VSR é igualmente reconhecido como o agente 

causador da pneumonia e das exacerbações de doenças crônicas pulmonares ou 

cardíacas.48,49 

Durante o inverno a situação pode se agravar atingindo principalmente idosos 

institucionalizados ou os que vivem em lares, embora, aqueles idosos residentes na 

comunidade também sejam acometidos, porém em menor escala. Nos países 



 

desenvolvidos a maior incidência dos casos de hospitalização ocorrem em idosos 

acima de 65 anos sendo esta a primeira causa de morte nessa faixa etária.50-52 

Essa enfermidade é caracterizada por uma inflamação ou infecção dos 

pulmões que afeta as unidades de troca de gás como bronquíolos terminais, 

respiratórios, alvéolos e interstício pulmonar. Geralmente é adquirida por aspiração 

de secreções infectadas das vias aéreas superiores, embora, as vias hematogênica 

e por contiguidade possam ocorrer em algumas situações.53 

Os mecanismos pelos quais a incidência de casos graves aumenta na 

população idosa não são bem conhecidos. Alguns estudos sugerem que a presença 

de uma doença cardíaca ou pulmonar crônica subjacente, a imunossupressão 

devido à própria idade, maior susceptibilidade para aspiração e residir em uma 

instituição social possam estar relacionadas a esse aumento na incidência.50 

Estima-se que mundialmente ocorram 199.000 óbitos/ano decorrentes de 

pneumonia por VSR54. No Brasil, segundo o Sistema de Informações Hospitalares 

do Sistema Único de Saúde (SUS), foram 681.828 internações por pneumonia no 

ano de 2012 dos quais 50.134 ocorreram no Rio Grande do Sul apresentando maior 

predominância do sexo masculino.55 

O diagnóstico da pneumonia baseia-se na presença de sintomas de doença 

aguda do trato respiratório inferior (tosse e um ou mais dos seguintes sintomas: 

expectoração, falta de ar e dor torácica), achados focpais no exame físico do tórax e 

manifestações sistêmicas (confusão, cefaleia, sudorese, calafrios, mialgias e 

temperatura superior a 37,8°C), os quais são corroborados pela presença de uma 

opacidade pulmonar nova detectada por radiografia do tórax.55 

O tratamento para idosos com pneumonia pode ser terapia de suporte (fluídos 

e oxigênio) ou terapia antiviral específica dependendo das condições do paciente. 

Broncodilatadores e corticosteróides podem ser administrados em adultos com asma 

ou doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e evidência de broncoespasmo. O 

uso de antibióticos pode ser prudente em pessoas infectadas com VSR que 

apresentem patógenos bacterianos isolados a partir da expectoração.50 

Nos pacientes imunocomprometidos com sintomas de DTRI deve ser sempre 

considerada a terapia antiviral específica, uma vez que as taxas de mortalidade são 

elevadas, especialmente entre os receptores de Transplante de Células-Tronco 

Hematopoéticas (TCTH).50 

 



 

1.4 TRATAMENTOS PARA INFECÇÃO POR VSR 

 

Terapia de Suporte 

 

Esta terapia consiste em manter hidratação – oral ou intravenosa – limpeza 

da obstrução nasal com solução salina ou aspiração profunda (pacientes 

hospitalizados). A nutrição via oral deve ser sempre encorajada, em caso de 

lactentes a amamentação não deve ser suspensa. Nutrição enteral (sonda 

nasogástrica) e suspensão da amamentação podem ser necessárias em pacientes 

com risco de aspiração. A ventilação mecânica é considerada naqueles indivíduos 

com insuficiência respiratória e / ou apnéia grave.56-59 

 

Ribavirina 

 

A ribavirina é um análogo de guanosina, um antiviral de amplo espectro 

contra o VSR que age através de múltiplos mecanismos entre eles a inibição da 

síntese de DNA e RNA limitando assim a transcrição viral. É um medicamento 

liberado pela agência mericana Food and Drug Administration (FDA) para tratamento 

em crianças com doença grave associada ao VSR, no entanto, deixou de ser 

recomendado pela Academia Americana de Pediatria (AAP) devido a evidências 

insuficientes de sua eficácia.58,59  

O uso deste medicamento é, igualmente, recomendado em pacientes 

imunocomprometidos, principalmente aqueles submetidos ao TCTH qua apresentem 

infecção respiratória por VSR. Nesses casos, o vírus sofre replicação contínua por 

meses após o início da infecção resistindo aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro. Não há estudos que comprovem a eficácia de ribavirina em idosos.13, 57 

 

Palivizumab 

 

É um anticorpo monoclonal humanizado composto de 95% de sequencias de 

aminoácidos humanos e 5% de murinos que tem como alvo a glicoproteína de fusão 

(proteína F) de superfície do VSR. Age através da neutralização e inibição da fusão 

do VSR, fornecendo imunidade passiva.39 A agência americana FDA e a agência 

Europeia de Medicamentos aprovaram seu uso para imunoprofilaxia em crianças de 



 

alto risco (lactentes e crianças com doença pulmonar crônica, com história de parto 

prematuro - 35 semanas de gestação ou menos -, ou com doença cardíaca 

congênita hemodinamicamente significativa) uma vez que previne e/ou reduz o 

período de hospitalização por VSR.13,58-60A terapia profilática com palivizumabe não 

é recomendada em adultos. 

Apesar de sua eficácia comprovada é um medicamento de custo elevado 

tornando-se, desta forma, uma alternativa de custo ineficiente para evitar períodos 

curtos de hospitalização e número reduzido de hospitalizações mais longas, 

especialmente na ausência de evidência de benefício significativo a longo prazo e 

nenhum efeito mensurável sobre as taxas de mortalidade. Diante disso, a AAP 

restringiu sua administração apenas para as crianças do grupo de risco elevado.60 

 

*** 

 

Novas terapias antivirais específicas e novas classes de antivirais estão 

sendo desenvolvidas para o tratamento das DTRI por VSR. A maioria das novas 

terapias anti-VSR focam em moléculas pequenas com atividade antiviral e 

mecanismos diferentes de ação. Soma-se a isso o interesse no desenvolvimento de 

vacinas para a prevenção do VSR.61 Em 2015, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), criou grupos de trabalho estratégicos focando o desenvolvimento de 

intervenções preventivas e eficazes que incluem: (i) a imunização materna / passiva 

para prevenir a doença por VSR em crianças com menos de 6 meses; (ii) a 

imunização pediátrica para prevenir a doença por VSR em bebês e crianças 

pequenas, uma vez que a proteção favorecida pela imunização materna diminui 

nessa faixa etária.62 

São inúmeras as pesquisas que estão sendo desenvolvidas na busca por 

novos agentes antivirais com impacto na prevenção e/ou no tratamento das DRTIs 

por VSR. Estudos tem demonstrado que a manipulação precoce da microbiota 

intestinal de prematuros com o uso de prebióticos/probióticos podem reduzir 

infecções respiratórias virais63. Elementos antioxidantes como a curcumina64 e o 

resveratrol (RESV)65 tem sido, igualmente, elencados como possíveis candidatos no 

tratamento antiviral. Os efeitos e os mecanismos antivirais do RESV estão sendo 

investigados em vírus como influenza66, vírus metapneumonia humana67 e VSR68.  



 

Além dos estudos realizados com o RESV outras moléculas têm sido estudas 

pelos seus benefícios à saúde humana como é o caso dos azos compostos. 

Recentemente o grupo de pesquisa do Laboratório de Química de Produtos Naturais 

da PUCRS sintetizou 5 novos azoestilbenoides os quais estão sendo testados para 

diferentes fins terapêuticos como antitumoral, antileishmania e bactericida69-72. 

 

1.5 AZOESTILBENOIDES 

 

Os polifenóis são caracterizados quimicamente por uma variedade de 

biomoléculas que contêm um ou mais grupos hidroxilas ligadas a um ou mais anéis 

aromáticos. Podem ser divididos em vários grupos de acordo com a sua estrutura 

química, tais como, flavonoides, lignanas e estilbenos.71 

Os estilbenos possuem dois anéis aromáticos que são substituídos (Figura 4), 

em A por dois grupos hidroxilas na posição meta e em B por grupos hidroxilas ou 

metoxilas nas posições orto, meta e/ou para. São 1,2-diariletenos e integrantes do 

grupo dos polifenóis, sendo o RESV o membro mais abundante da família.72 

 

Figura 4 - Estrutura geral do estilbenos 

 
Fonte: HERMAN (2003)72 

 

Os azo compostos são produtos químicos que apresentam grupo funcional R-

N=N-R’. Quando os grupamentos R e R’ são anéis fenila, são chamados de 

azobenzenos. Estes apresentam duas conformações isoméricas (Figura 5), sendo 

uma cis e a outra trans (mais estável à luz e temperatura ambiente).73 Caracterizam-

se principalmente pela capacidade de fotoisomerização, alternando da conformação 



 

trans para cis na presença de luz pela absorção de um fóton e, no sentido inverso, 

pela relaxação térmica.74 

 

 

Figura 5 -Conformações isoméricas dos azobenzenos 

 

 

Fonte: Adaptado de Slokar YM, 199875 

 

Os azo compostos são amplamente utilizados como corantes em indústrias 

têxteis, alimentícias, cosméticas e eletrônicas76, como removedores de metais no 

tratamento de águas residuais77 e na área biomédica. A importância biológica dos 

azo compostos é reconhecida pela sua utilização como anti-neoplásico, antibiótico, 

anti-sépticos e outros agentes quimioterapêuticos.78 

Estudos recentes demonstraram que análogos do RESV sintetizados a partir 

da modificação de substituintes em ambos os anéis, um pela fusão de benzeno e 

outros dois pela fusão de um anel heterocíclico não alteraram a dupla ligação entre 

eles e apresentaram atividade antineoplásica, vasodilatadora e anti-tirosinase. O 

aumento dos efeitos anti-tirosinase, bem como antioxidante e outras atividades 

foram relatadas para o azo-oxiresveratrol e o azo-resveratrol.79 

Além desses análogos, outros azo compostos estão envolvidos em 

numerosas reações biológicas como a inibição de DNA, RNA e síntese de proteínas, 

carcinogênese e fixação de nitrogênio.80 

Em 2013, o grupo de Piotto et al81, sintetizou derivados de pequenos 

azobenzenos com atividade antibacteriana e antifúngica. Os compostos sintetizados 

foram comparados com antimicrobianos estilbenos, sendo que os azo compostos 

mostraram maior atividade antifúngica e antibacteriana, com menor toxicidade o que 

aumenta o interesse do uso terapêutico dos azo compostos embora ainda não esteja 

bem elucidado o seu mecanismo de ação. 



 

Em estudo realizado pelo nosso grupo foi proposta a alteração estrutural de 

estilbeno modificado do resveratrol (substituição da ligação dupla entre carbonos 

pela dupla entre nitrogênios) com o objetivo de avaliar a atuação dos novos 

azoestilbenoides sintetizados como agentes antineoplásicos em comparação com o 

Resveratrol.69 Os compostos sintetizados estão representados abaixo, diferenciados 

pelos grupamentos presentes nas posições R1, R2 e/ou R3 (Figura 6). Estes 

demonstraram possuir atividade antiproliferativa em menores concentrações, serem 

seletivos para a linhagem cancerígena testada e manterem sua atividade em longo 

período de tempo (72 horas), sugerindo que não geraram resistência na linhagem 

celular B16F10.69 

 

Figura 6 - Novos azoestilbenoides sintetizados 

 

 
Fonte: BAESSO (2015)69 

 

Diante da evidência que o resveratrol tem atividade antiviral66-68 nossa 

hipótese é que os azoestilbenoides apresentem atividade antiviral. Deste modo 

propomos analisar in vitro a capacidade antiviral dos azoestilbenoides REDRESV 

01, REDRESV 02 e REDRESV 03, sintetizados pelo Laboratório de Química de 

Produtos Naturais da PUCRS69-72, frente ao vírus sincicial respiratório em células 

saudáveis e neoplásicas. 

 

 

 

 

 



 

2 JUSTIFICATIVA 

 

O Vírus Sincicial Respiratório é um dos principais agentes de infecção nas 

doenças do trato respiratório inferior. Casos de infecção por VSR afetam 

principalmente prematuros, imunodeprimidos e idosos ocasionando um aumento nas 

taxas de hospitalização e óbitos. Mais de 90% dos casos de óbitos associados ao 

VSR ocorrem em países de baixa e média renda.62 

O tratamento atual da infecção por VSR é baseado em terapia de suporte 

uma vez que não existe, até o presente momento, vacina e nem tratamento eficazes 

para combater a infecção. O antiviral existente, Ribavarina, deixou de ser indicado 

para crianças pela American Academy of Pediatrics, e a prevenção com 

Palivizumabe (anticorpo monoclonal) é de custo elevado para o paciente, para a 

família e para o Sistema Público de Saúde limitando sua administração. Diante desta 

realidade, busca-se hoje alternativas de tratamento eficazes, de custo reduzido e 

que contemple todos os grupos de risco. 

Tendo em vista que não foram encontrados na literatura até o presente 

momento estudos que tenham investigado a ação antiviral de um azoestilbenóide 

frente ao vírus sincicial respiratório visamos, a partir do presente estudo, contribuir 

com o estudo de alternativas no tratamento da infecção por VSR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar a capacidade antiviral in vitro de azoestilbenoides frente ao vírus 

sincicial respiratório em células saudáveis e neoplásicas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Investigar o efeito dos azoestilbenoides sobre a viabilidade celular; 

2- Avaliar a capacidade inibitória da replicação viral dos azoestilbenoides; 

3- Avaliar a capacidade virucida dos azoestilbenoides; 

 

Obs: Neste trabalho foram utilizadas células MRC-5 (linhagem celular de pulmão 

normal) e A549 (linhagem celular de carcinoma de pulmão) em todos os 

experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 ARTIGO ORIGINAL 

 

O seguinte artigo está de acordo com as normas da revista International 

Biological Chemistry – De Gruyter1 , para a qual foi submetido.  

 

 

 

                                                           
1 Fator de Impacto 2018: 3,014 / CAPES: Qualis B1 (Quadriênio 2013-2016). 



 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 REAGENTES E COMPOSTOS 

 

Os azostilbenoides (Figura 6) foram sintetizados e fornecidos pelo Laboratório 

de Química de Produtos Naturais da Faculdade de Química da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS)69-72. Soluções estoques dos 

compostos foram preparadas com 0,015g do composto diluídos em 400µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) e posteriormente armazenados a -20Cº até serem 

utilizados.  

A Ribavirina foi diluída em água deionizada de alta pureza - MilliQ (Millipore, 

Berdford, MA, USA), aliquotada e armazenada a -20ºC.  

Foram usados os seguintes reagentes: brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-

2,5-difeniltetrazólio (MTT- Life Technologies) meio de cultura Dulbecco Modified 

Eagle's Minimal Essential Medium (DMEM - Sigma-Aldrich), Soro Fetal Bovino (SFB 

- Gibco), Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e Dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma-Aldrich). A 

cepa A-2 do vírus sincicial respiratório (VSR) foi doada pelo Dr. Fernando Polack - 

Fundación Infant/Argentina.  

 

5.2 CULTIVO CELULAR 

 

Foram utilizadas células MRC-5 (ATCC® CCL171™), linhagem celular de 

fibroblastos de pulmão fetal humano como uma célula de pulmão normal, e células 

A549 (ATCC® CCL-185™), linhagem celular de carcinoma de pulmão que apresenta 

características epiteliais do tipo II82 e é suscetível à infecção por VSR83,84. Foram 

utilizadas células do estoque do Laboratório de Imunologia Clínica e Experimental 

(PUCRS), armazenadas a -80ºC, descongeladas e mantidas na cultura a 37ºC com 

5% de CO2 em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Para os ensaios as 

células foram tripsinizadas, contadas em câmara de neubauer, plaqueadas na 

concentração de 5x103/poço (Figura 7) em placa de 96 poços e mantidas por 24h a 

37ºC sob atmosfera de CO2 a 5%.  

 

 



 

5.3 CULTIVO E TITULAÇÃO DO VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO  

 

Para a propagação e titulação do vírus foram utilizadas células Vero (ATCC® 

CCL-81™), linhagem celular de rim de macaco verde africano. As células foram 

cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37ºC com 

5% de CO2 em garrafas de 75cm2 até atingirem 70% de confluência.  

A monocamada foi infectada com cepa A-2 de VSR e observada durante 2 a 3 

dias até atingirem o efeito citopático (ECP). As células foram centrifugadas a 1500 

rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular lisado por 

choque térmico, aliquotado e congelado a -80Cº.  

O título viral foi determinado através do método de contagem de placas e 

expresso através do número de unidades formadoras de placas/mL (PFU/mL). Para 

os experimentos foi usada a concentração de 5x104 PFU/mL. Esta concentração foi 

escolhida por ser a concentração que reduziu a viabilidade celular em 50% (Figura 

8). Os compostos serão considerados capazes de reverter o efeito citopático do 

vírus se reverterem essa inibição do crescimento celular. 

 

5.4 ENSAIO COLORIMÉTRICO - MTT  

 

Para avaliar o efeito dos azostilbenoides sobre a viabilidade celular de células 

MRC-5 e A549 foi realizado ensaio colorimétrico com MTT. Após o tratamento 100μl 

do sobrenadante foi delicadamente retirado e adicionado 40μl da solução de MTT 

(5mg/ml). As células foram incubadas por 4 horas a 37°C com 5% de CO2. O meio 

foi totalmente aspirado e adicionado 120μl de DMSO.  

A densidade óptica (DO) foi determinada utilizando leitor de placas (EZ Read 

400 Microplate Reader - Biochrom) a um comprimento de onda de 570/650nm.  

 

5.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE A VIABILIDADE 

CELULAR 

 

Células A549 e MRC-5 foram plaqueadas a uma densidade de 5x103 

células/poço, em placas de 96 poços e incubadas a 37ºC sob atmosfera de CO2 a 

5% por 24h (conforme protocolo descrito no item 5.2). O meio de cultura foi retirado 

e acrescentado 200µL de meio novo (DMEM 10% de SFB) contendo 0,2μl de 



 

diferentes concentrações (5µM, 10µM, 20µM, 40µM, 80µM, 160µM) dos compostos 

REDRESV 01, REDRESV 02 e REDRESV 03. Após a adição dos compostos as 

células foram incubadas por 24h, 48h e 72h a 37ºC sob atmosfera de CO2 a 5% e 

submetidas ao ensaio de MTT. 

DMSO (0,2μl) foi utilizado como controle do veículo em uma concentração de 

0,1% por poço. Como controle negativo foi utilizado somente meio de cultura. Foi 

utilizado como controle positivo Triton X-100 0,01% (Figura 9).  

Para avaliar o efeito da Ribavirina sobre a viabilidade celular, as células foram 

plaqueadas conforme descrito acima e adicionado 0,2μl de diferentes concentrações 

do fármaco (5µM, 10µM, 20µM, 40µM, 80µM, 160µM). Após 72h de incubação a 

37ºC sob atmosfera de CO2 a 5% foi realizado o ensaio de MTT.  

 

5.6 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA (IC50) E ÍNDICE DE SELETIVIDADE (IS)  

 

A dose capaz de inibir 50% da viabilidade celular (IC50) foi calculada 

utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0. O índice de seletividade (IS) foi 

determinado através da divisão do valor da IC50 na linhagem de fibroblastos pelo 

valor da IC50 nas células neoplásicas (IS=IC50 MRC-5 / IC50 A549)85.  

 

5.7 AVALIAÇÃO DA REDUÇÃO DO EFEITO CITOPÁTICO  

 

Células A549 e MRC-5 foram plaqueadas e incubadas durante 24 horas como 

previamente descrito. Para todos os ensaios descritos a seguir foram utilizados os 

compostos REDRESV 02 E REDRESV 03 nas concentrações de 5µM, 10µM, 20µM. 

A Ribavirina foi utilizada como controle positivo na concentração de 10 µM. As 

concentrações dos compostos e da ribavirina foram escolhidas por serem as 

concentrações que mantiveram as células viáveis em aproximadamente 100%. 

Primeiramente, as células foram pré-tratadas com os compostos nas 

concentrações citadas durante 24h a 37Cº e 5% de CO2. Após o tratamento o meio 

foi retirado, as células lavadas com PBS 1x e as células infectadas durante 2h com 

5x104 PFU/mL de VSR, em meio livre de SFB. O meio de infecção foi retirado e novo 

meio (DMEM 10% SFB) adicionado. 

O efeito dos compostos durante a infecção foi avaliado adicionando-se os 

compostos ou ribavirina juntamente com o vírus, durante as 2h de infecção.  



 

Para avaliar o efeito dos compostos após a infecção, as células foram 

infectadas com 5x104 PFU/mL de VSR em meio livre de SFB. Após a infecção foi 

acrescentado meio DMEM 10% SFB contendo REDRESV 02, REDRESV 03 ou 

Ribavirina.  

Em todos os protocolos as células foram incubadas por 72h a 37ºC sob 

atmosfera de CO2 a 5% e ensaio de MTT realizado conforme descrito anteriormente.  

 

5.8 AVALIAÇÃO DO EFEITO VIRUCIDA  

 

Para avaliar a capacidade antiviral dos compostos através do efeito direto 

sobre a partícula viral foi feita uma mistura de VSR (5x104 pfu/mL) e compostos 

REDRESV 02 e REDRESV 03 (5µM, 10µM, 20µM) em meio DMEM livre de SFB 

incubando-se durante 1h86 a 37ºC sob atmosfera de CO2 a 5%.  

Células A549 e MRC-5 foram plaqueadas e incubadas durante 24 horas como 

previamente descrito. O meio de cultura foi retirado e as células lavadas com PBS 

1x. Adicionou-se 200μl/poço do mix de vírus e composto. As células foram mantidas 

a 37ºC sob atmosfera de CO2 a 5% por 2h para infecção. O meio de infecção foi 

retirado e adicionado meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram 

mantidas por 72h a 37ºC sob atmosfera de CO2 a 5%.  

Foi realizado o ensaio de MTT para avaliação da viabilidade como descrito 

anteriormente. 

 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para análise dos dados utilizou-se o teste t de Student para amostras 

independentes, com o propósito de comparar as médias entre os grupos. Todos os 

dados foram analisados pelo software estatístico GraphPad Prism 5.0. Os dados 

foram expressos como média ± EPM (erro padrão da média). Foram considerados 

resultados estatisticamente significativos para valores p ≤ 0,05.  

 

 

 

 

 



 

6 RESULTADOS  

 

Para investigar in vitro as propriedades antivirais dos azoestilbenoides 

REDRESV 01, REDRESV 02 e REDRESV 03 frente ao VSR foi avaliado o efeito 

sobre a viabilidade celular, a concentração inibitória, a redução do efeito citopático e 

o efeito virucida dos compostos utilizando-se a técnica de MTT.  

 

6.1 PADRONIZAÇÃO DO MÉTODO 

 

6.1.1 Concetração das Linhagens Celulares MRC-5 e A549 

 

Para padronizar a concentração de células por poço a ser utilizada neste 

estudo foi feita uma curva dose-resposta e cinética da concentração das linhagens 

celulares MRC-5 e A549 (Figura 7). Para este estudo ficou estabelecido que a 

melhor concentração a ser utilizada para o plaqueamento das células é de 

5x103/poço. 

 

Figura 7- Curva dose-resposta e cinética da concentração de MRC-5 e A549 

 

 

 

Curva dose-resposta e cinética da concentração de células MRC-5 e A549. Resultados 

expressos em média ± EPM (erro padrão da média). Valores da análise da média entre grupos 



 

p≤0,05 foram considerados significativos. Representativos de dois experimentos independentes em 

quadruplicata. ### diferente de todos os grupos. §§§ diferente do 5x104 .  

 

6.1.2 Concetração do Vírus Sincicial Respiratório 

 

Com a finalidade de padronizar a concentração viral a ser utilizada foi 

realizada uma curva dose-resposta da concentração do vírus em 72h (figura 8). Foi 

escolhida para ser usada neste estudo foi a concetração de 5x104 PFU/mL por ser a 

concetração que reduziu a viabilidade celular em 50%. 

 

Figura 8 - Curva dose-resposta da concentração do VSR em 72h 

 

 

 

Curva dose-resposta da concentração do vírus em 72h. Resultados expressos em média ± EPM 

(erro padrão da média). Utilizado teste t student no software GrafhPad Prism 5.0. Valores da análise 

da média entre grupos p≤0,05 foram considerados indicativos de significância em relação ao controle. 

Representativos de dois  experimentos independentes em triplicata. 

 

6.1.3 Concentração do Triton X-100  

 

Foi utilizado como controle positivo Triton X-100 e portanto foi feita uma curva 

dose-resposta e cinética da concentração a ser utilizada desse composto nos 

experimentos (Figura 9). Ficou estabelecido que a melhor concentração de Triton X-

100 a ser utilizada neste estudo foi a concentração 0,01%. 



 

Figura 9 - Curva dose-resposta e cinética da concentração de Triton X-100 

 

 

 

Curva dose-resposta e cinética da concentração de Triton X-100. Resultados expressos em 

média ± EPM (erro padrão da média) . Utilizado teste t student no software GrafhPad Prism 5.0. 

Valores da análise da média entre grupos p≤0,05 foram considerados significativos. Representativos 

de dois  experimentos independentes em quadruplicata . ***diferente do controle e do grupo 0.001%.  

### diferente do controle. 

 

6.2 EFEITO NA VIABILIDADE CELULAR DOS AZOCOMPOSTOS  

 

No ensaio de viabilidade celular as células foram submetidas a concentrações 

variadas (5µM, 10µM, 20µM, 40µM, 80µM, 160µM) dos compostos durante 24h, 48h 

e 72h. Os três compostos não demonstraram toxicidade nas primeiras 24h. Os 

compostos REDRESV 02 e REDRESV 03 apresentaram baixa toxicidade nas 

células A549 e MRC-5 até a concentração de 20µM em 72h. No entanto, o composto 

REDRESV 01 mostrou ser tóxico a partir dessa concentração nas duas linhagens 

celulares (Figura 10).  

A comparação da redução da viabilidade entre as duas linhagens de células 

com os três compostos pode ser vista na Figura 10. A linhagem de carcinoma de 

pulmão (A549) apresenta diferença significativa (p≤0,0001) quando comparada com 



 

a célula normal (MRC-5) na presença dos três compostos e nos três tempos 

analisados.  

 

Figura 10 -Curva de viabilidade celular comparativa entre A549 e MRC-5 

 

a)

b)

c)

 

 

Curva de  viabilidade celular comparativa entre A549 e MRC-5. (a) REDRESV 01. (b) REDRESV 

02. (c) REDRESV 03. Barra de erro representam o EPM (erro padrão da média). Utilizado teste t 

student no software GrafhPad Prism 5.0. Valores da análise da média entre grupos ***p<0.0001 foram 

considerados significativos. 

 

A viabilidade celular da ribavirina também foi avaliada uma vez que este é 

considerado o medicamento padrão no tratamento de VSR (Figura 11). A ribavirina 

mostrou diferença significativa (p≤0,05) na célula tumoral (A549) a partir da 

concentração de 20µM tornando-se mais tóxica para essa linhagem a medida que 

aumenta a sua concentração. A análise da viabilidade celular desse medicamento foi 

realizada nas mesmas concentrações usadas para os compostos e no tempo de 72 

horas por ser o tempo padrão estabelecido para todos os experimentos.  

 



 

 

Figura 11 - Gráfico da viabilidade celular da Ribavirina 

 

 
Curva dose-resposta da Ribavirina em 72h. O tempo de 72h foi usado como tempo padrão para 

todos os experimentos. Resultados expressos em média ± EPM (erro padrão da média). 

Representativos de dois experimentos independentes em quadruplicata.  

 

6.3 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA (IC50) E INDICE DE SELETIVIDADE DOS 

COMPOSTOS  

 

A concentração que inibe 50% da viabilidade celular (IC50) foi determinada por 

regressão não linear utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 para os três 

compostos (Tabela 1). Os compostos que apresentaram valores maiores de IC50 

foram o REDRESV 02 e REDRESV 03 tanto na célula normal quanto na tumoral. O 

composto REDRESV 01 apresentou IC50 menor tanto para a célula tumoral quanto 

para a célula normal, sendo considerado citotóxico para as duas linhagens quando 

comparado com os outros compostos.  

O índice de seletividade foi considerado significativo quando ≥ 2,085. Os 

valores do IS indicam que os três compostos são mais ativos na linhagem de células 

neoplásicas (A549) do que nas células normais (MRC-5) (Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 



 

Tabela 1 - Concentração inibitória e Indice de Seletividade dos compostos  

 

 
 

Valores de IC50 dos compostos sintetizados nas células A549 e MRC-5 determinada 

através da análise de viabilidade celular em 72h. Índice de Seletividade foi calculado 

pela fórmula: IS = IC50 MRC-5 / IC50 A549. Foi considerado significativo quando IS ≥ 

2,0 . IC50 = 50% da concentração inbitória; IS= Índice de Seletividade.  

 

Na linhagem celular de carcinoma de pulmão (A549) a ribavirina apresentou 

valor de IC50 40,4 μM. No entanto, nas células de fibroblastos de pulmão fetal bovino 

(MRC-5) o medicamento somente apresentou efeito na redução da viabilidade 

celular a partir da concentração de 160 μM. Não foi possível calcular o IC50 da 

ribavirina em concentrações ≥160 μM. 

A partir deste resultado excluiu-se o REDRESV 01 do estudo por ter se 

mostrado o mais citotóxico entre os três compostos analisados. Foram escolhidos o 

REDRESV 02 e REDRESV 03 para continuar o estudo por serem menos citotóxicos 

para as duas linhagens testadas. 

 

6.4 REDUÇÃO DO EFEITO CITOPÁTICO  

 

Para avaliar o efeito antiviral dos azoestilbenoides optou-se pela técnica de 

avaliar a proteção contra a morte celular causada pelo vírus. As células foram pré-

tratadas com o composto durante 24h antes da infecção, durante a infecção e após 

a infecção.  

No tratamento pré-infecção (24h) os compostos REDRESV 02 e REDRESV 

03 apresentaram diferença significativa na célula MRC-5 (p≤0,05) na concentração 

20 μM quando comparado ao grupo viral (Figura 12).  

 

 



 

 

Figura 12 - Gráfico da atividade antiviral dos compostos- tratamento pré-infecção 

 

 

 

Atividade antiviral - tratamento pré-infecção. Atividade antiviral avaliada através da redução do 

efeito citopático dos compostos REDRESV 02 e REDRESV 03 nas linhagens (a) MRC-5 e (b) A549 

através do ensaio de MTT e referente à pré-infecção (24h). Resultados expressos em média ± EPM 

(erro padrão da média). Representativos de dois experimentos independentes em quadruplicata.*** 

diferente do controle. # diferente dos grupos VSR e DMSO. Valores foram considerados significativos 

quando p≤0,05.  

 

Quando as células foram tratadas durante a infecção os resultados mostraram 

que o REDRESV 03 apresentou diferença significativa em relação a diminuição da 

viabilidade celular da linhagem MRC-5 na concentração 5µM quando comparado ao 

grupo viral e a ribavirina. Nas células A549 apenas o composto REDRESV 02 

apresentou a mesma diferença e na mesma concentração (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 



 

 

Figura 13 - Gráfico da atividade antiviral dos compostos - tratamento 0h 

 

Atividade antiviral (0h). Atividade antiviral avaliada através da redução do efeito citopático dos 

compostos REDRESV 02 e REDRESV 03 nas linhagens (a) MRC-5 e (b) A549 através do ensaio de 

MTT e referente ao tratamento simultâneo à infecção (0h). Resultados expressos em média ± EPM 

(erro padrão da média). Representativos de dois experimentos independentes em quadruplicada. *** 

diferente do controle; # diferente do VSR, DMSO e ribavirina; § diferente do DMSO.  

 

Os resultados do tratamento pós-infecção demonstram que os compostos 

REDRESV 02 e REDRESV 03 na concentração 20µM, nas duas linhagens celulares, 

apresentaram diferença significativa (p≤0,05) com relação a diminuição da 

viabilidade celular quando comparado aos grupos VSR e ribavirina. A viabilidade 

celular da célula de carcinoma de pulmão (A549) infectada por VSR e tratada com o 

composto REDRESV 03 (20 µM) diminuiu duas vezes mais quando comparada ao 

controle viral (Figura 14). 
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Figura 14 - Gráfico da atividade antiviral dos compostos - tratamento pós-infecção 

 

 

 

Atividade antiviral (pós-infecção). Atividade antiviral avaliada através da redução do efeito 

citopático dos compostos REDRESV 02 e REDRESV 03 nas linhagens (a) MRC-5 e (b) A549 através 

do ensaio de MTT e referente ao tratamento pós-infecção. Resultados expressos em média ± EPM 

(erro padrão da média). *** diferente do controle; # diferente do VSR, DMSO e ribavirina; § diferente 

do DMSO. 

 

6.5 EFEITO VIRUCIDA DOS COMPOSTOS 

 

Para investigar se os compostos tem a capacidade de inativar as partículas 

do VSR um ensaio de avaliação do efeito virucida foi realizado. A figura 13 mostra 

que os compostos inativaram as partículas virais nas duas linhagens estudadas. O 

REDRESV 03, na célula A549, concentrações 10µM e 20 µM, apresentou diferença 

(p≤0,05) com os grupos VSR e ribavirina. Da mesma forma, este composto 

apresentou diferença na concentração 20 µM na célula normal. Este resultado 

sugere um possível efeito virucida do composto. A ribavirina por sua vez não 

mostrou atividade virucida quando comparada ao controle viral apresentando valores 

similares a este controle. 

 

 

a b 



 

 

Figura 15 - Gráfico da capacidade virucida dos compostos  

 

 

 

Capacidade virucida dos compostos nas linhagens MRC-5 e A549. (a) MRC-5. (b) A549. 

Resultados expressos em média ± EPM (erro padrão da média). Representativos de dois  

experimentos independentes em quadruplicata. *** diferente do controle; # diferente do VSR, DMSO e 

ribavirina.  
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7 DISCUSSÃO 

 

Diversos estudos tem sido realizados com o intuito de encontrar alternativas 

farmacológicas para o tratamento ou prevenção da infecção respiratória por VSR 

responsável pelas altas taxas de internações e mortalidade entre crianças e adultos 

no mundo todo64-68. 

Azo compostos sintetizados de produtos naturais tem sido apontados como 

substâncias promissoras para o desenvolvimento de novos fármacos uma vez que 

demonstraram importantes atividades antitumorais87, antibacterianas88 e antivirais89. 

Nossa proposta neste estudo foi avaliar a ação antiviral de três azocompostos 

sintetizados a partir da alteração estrutural de estilbeno modificado do resveratrol69 

frente ao VSR.  

Foram escolhidos dois tipos de célula para este estudo, uma célula normal de 

fibroblasto de pulmão (MRC-5) e uma célula epitelial de carcionoma de pulmão 

(A549). O VSR infecta a camada superficial do epitélio das vias aéreas e tem a 

capacidade de se espalhar pelas vias aéreas condutoras o que justifica o uso da 

linhagem A54982-84 neste trabalho. 

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada através de um ensaio de 

viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico de MTT. Ao comparar o crescimento das 

duas células, A549 e MRC-5, percebeu-se que houve uma interferência importante 

da viabilidade celular nas duas linhagens a partir das 48h. A diminuição da 

viabilidade de células é mais acentuada na linhagem de carcinoma de pulmão 

(A549) percebida já nas 24h iniciais a partir da concentração 40µM com os três 

azoestilbenoides. No entanto, em ambas as células o REDRESV 01 demonstrou 

diminuir a viabilidade celular mais do que os outros compostos. Esses resultados 

sugerem que as diferenças estruturais dos compostos sejam responsáveis por torná-

lo mais ou menos tóxico.  

O REDRESV 01 apresenta na sua estrutura três grupos hidroxilas sugerindo 

que o grupo hidroxila possa ser o responsável pelo efeito inibitório no crescimento 

das linhagens estudadas. Estudos anteriores demonstraram que grupos hidroxilas 

na posição C-3’ potencializam significativamente a citotoxicidade da molécula90. 

Para este estudo considerou-se que quanto maior o valor da concentração inibitória 

para 50% das células (IC50) menos tóxico o composto é para a célula. Analisando os 

valores de IC50 do REDRESV 01 nota-se que ele é mais citotóxico para as duas 



 

linhagens estudadas, pois apresentou valores de IC50 menores que os outros dois 

compostos.  

Essa diferença entre o REDRESV 01 e os demais azoestilbenoides pode 

ocorrer devido ao REDRESV 02 ser um monoacetilado e o REDRESV 03 ser um 

composto triacetilado. Estudos recentes indicam que a modificação do grupo 

hidroxila por uma acetila pode modificar a estrutura da molécula deixando-a mais 

estável. A adição de um grupamento acetila na molécula deixa-a mais lipofílica 

tornando-a mais permeável à entrada pela membrana celular e menos disponível 

para biotransformação de fase II ou oxidação91,92.  

Com a finalidade de elucidar esse aspecto foi calculado o índice de 

seletividade dos três compostos o qual mostrou que todos são seletivos para a 

célula tumoral, sendo o REDRESV 02 o de menor valor de IS (2,15). Para este 

estudo considerou-se IS significativo quando ≥ 2,085. Ao analisarmos a curva de 

viabilidade celular da ribavirina constatamos que este fármaco também demonstrou 

ser significativamente citotóxico para as células de carcinoma de pulmão (A549) 

resultado que corrobora com estudos anteriores. A ribavirina tem apresentado 

atividade antitumoral em várias células tumorais como é o caso das leucêmicas93, do 

câncer de mama94 e de glioblastoma95.  

A morte celular induzida pela infecção por VSR é um fator que contribui com a 

exacerbação do processo inflamatório o que pode piorar o quadro de bronquiolite. 

Neste estudo determinamos que se um composto fosse capaz de reverter a morte 

celular pelo vírus (Apêndice B) este teria sido capaz de reverter o efeito citopático 

viral. A fim de investigar a capacidade dos compostos de inibirem o efeito citopático 

do VSR foram realizados três testes em momentos diferentes da infecção viral (pré-

infecção -24h, simultâneo e pós-infecção). 

Nossos resultados indicaram que as baixas porcentagens de inibição da 

replicação viral apresentadas pelo REDRESV 02 e REDRESV 03 não foram 

promissoras na pesquisa de novos fármacos antivirais uma vez que os compostos 

não foram capazes de manter um número significativamente viável de células 

durante a infecção. Entretanto, no tratamento pós-infecção os compostos REDRESV 

02 e REDRESV 03 na concentração 20µM mostraram seletividade para a célula 

tumoral (A549) quando infectada por VSR. Os dois compostos diminuiram cerca de 

duas vezes mais a viabilidade da célula A549 infectada quando comparados com o 

controle viral.  



 

Este resultado sugere que o composto pode de alguma forma inviabilizar o 

crescimento celular de células tumorais infectadas o que pode vir a ser uma 

alternativa para o tratamento de pessoas com câncer infectadas pelo VSR. Estudos 

demonstraram que pacientes oncológicos pediátricos e adultos com neoplasias 

malignas hematológicas (leucemia, linfoma, e outros) são pacientes de alto risco 

para contrair infecções respiratórias causadas por vírus como o VSR, entre outros. 

As infecções respiratórias causadas por vírus são a maior causa de infecções 

relacionadas com a morbidade e mortalidade de pacientes em tratamento de câncer 

96,97,98. Hipotetizamos que os compostos possam agir dessa mesma maneira em 

outros vírus de DNA ou RNA como por exemplo aqueles capazes de causar o 

desenvolvimento de alguns tipos de câncer (Epstein-Barr, papiloma humano, 

hepatite B, herpes humano-8, hepatite C e o vírus linfotrópico de células T humano 

tipo 1)99,100.  

Os compostos também mostraram um possível efeito virucida o que pode ser 

um indicativo que além dos compostos terem um efeito citotóxico para as células 

tumorais eles ainda possam inativar as partículas circulantes quando estas células 

estiverem infectadas. Os azos compostos apresentam similaridade em sua estrutura 

com estilbenos hidroxilados do resveratrol79 neste sentido, estudo similar mostrou 

que o resveratrol tem efeito citotóxico em células tumorais (HL-60) e ação antiviral 

contra o vírus de DNA, poliomavirus, atuando durante a síntese de DNA viral101. 

Outro estudo mostrou que um análago do resveratrol, o DHS (4,4 -dihydroxy-trans-

stilbene), inibe o crescimento de células de  carcinoma pulmonar de Lewis (LCC) 

sugerindo ser uma opção para o tratamento de câncer102. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade antiviral dos 

azoestilbenoides REDRESV 01, REDRESV 02 e REDRESV 03. Todavia, nossos 

resultados indicaram que as baixas porcentagens de inibição da replicação viral dos 

compostos não foram promissoras na pesquisa de novos fármacos antivirais uma 

vez que os compostos não foram capazes de manter um número significativamente 

viável de células durante a infecção. 

Em contra partida, os compostos apresentaram capacidade de inibir o 

crescimento de células tumorais de pulmão quando infectadas por VSR o que pode 

vir a ser uma alternativa ao tratamento do câncer em indivíduos infectados com esse 

tipo viral. Além disso, os compostos mostraram uma leve atividade virucida o que 

pode auxiliar na inativação das partículas virais além de promover a morte de células 

tumorais. 

Os azoestilbenoides foram sintetizados em nosso laboratório e não tinham 

sido testados com células de carcinoma de pulmão infectadas com VSR o que 

atesta o ineditismo deste trabalho. 

Apesar dos compostos terem apresentado resultados promissores para o 

tratamento de pacientes oncológicos infectados com VSR novos estudos devem ser 

realizados para investigar se estes resultados se confirmam com outros tipos de 

vírus, como por exemplo os de DNA e com outros tipos de células tumorais.  
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ABSTRACT 

 

The human syncytial virus is 

considered one of the causes for 

increased morbidity and mortality in 

adults with cancer. We evaluated in 

vitro biological activity of azo 

compounds synthesized in our 

laboratory against human respiratory 

syncytial virus. Cytotoxicity and 

virucidal activity of the compounds 

were evaluated by MTT assay. 

Compounds 1a and 1b showed tumor 

cell selectivity and virucidal activity 

against the virus. Acetylated azo 

compounds appear to be promising for 

the development of new drugs for the 

treatment of hRSV infection in cancer 

patients, and further research is 

needed to deepen these findings. 
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Respiratory viral infections are 

considered the leading causes of 

increased morbidity and mortality in 

cancer patients (Hijano et al., 2018). In 

adult individuals diagnosed with 

cancer, human respiratory syncytial 

virus (hRSV) infection reaches the 

lower respiratory tract in approximately 

30% to 50% of patients, while mortality 

from pneumonia can exceed 75% 

(Hijano et al., 2018). HRSV is an 

enveloped virus of the genus 

Orthopneumovirus and Human 

orthopneumovirus species (Rima et al., 

2017). There are only two drugs 

approved by the Food and Drug 

Administration (FDA) for treatment, 

Palivizumab monoclonal antibody, and 

antiviral Ribavirin (Griffiths et al., 

2017). However, both drugs are costly 

and narrowly indicated. Azos 

compounds (AZc) are molecules that 

incorporate the functional group -N = 

N- attached directly to aromatic rings 

(Rasheed, 2011). Despite being known 

for their dyeing properties, azo 

compounds have been identified as 

promising molecules for the 

development of new drugs. Among the 

biological effects of AZc were 

described the antineoplastic (Sharma 

et al., 2013), anti-inflammatory 

(Kennedy et al., 2011) and antiviral 

action against hRSV (Tonelli et al., 

2009). Recently our research group 

synthesized a set of azo compounds 

based on Resveratrol analogs, which 

have shown promise in inhibiting tumor 

cell growth (Baesso, J.; et. al., 2017). 

In this study, we evaluated, in vitro, the 

role of these compounds in the 

treatment of hRSV-infected tumor lung 

cells. The AZc molecules tested were 

synthesized through an unacetylated 

single compound azo, resulting in 

compounds that differ in their structure 

by the number of acetyl groups (Figure 

1).  



 

 

 

Figure 1: Schematic representation of the 

synthesis of azo-compounds. (1) The product 

was obtained according to Tedder and 

Theaker (1958). The phenol (0.01 mole) was 

dissolved in a mixture of acetone and water 

(1:2). Sodium nitrite (0.145 mole) was added to 

this solution, followed by 2N hydrochloric acid 

(0.01 mole), and the combined solution was 

kept at a constant temperature of 0°C in the 

dark. Samples were withdrawn periodically, 

treated with excess of sulphamic acid, and 

neutralised with sodium hydrogen carbonate. 

Excess of resorcinol was added to the 

neutralised solution which was then made 

strongly alkaline (pH 10) by 1 M sodium 

hydroxide. After 2 hr at room temperature the 

crude dye was precipitated by dilute 

hydrochloric acid. The crude dyes were 

isolated by filtration and recrystallised from 

aqueous. The yield of 72 %. The 1 was 

characterized as follows: Mp: 220ºC; IR (KBr): 

ʋ = 3425,80, 3201,83, 1592,19, 1251,51; UV-

vis: ʎ (acetonitrile/water) = 230nm; RMN 1H 

(400 MHz, CD3OD): δ = 13.363 (s, 1H, OH), 

9.951 (s, 1H, OH), 9.737 (s, 1H, OH), 7.690-

7.579 (m, 3H, Ar-H), 6.902-6.864 (m, 2H, Ar-

H), 6.489-6.461 (m, 2H, Ar-H), 6.303-6.297 (m, 

1H, Ar-H); RMN 13C (100 MHz, CD3OD): δ = 

163.03, 161.16, 156.64, 145.30, 134.66, 

133.45, 124.37, 116.94, 109.46, 104.02. (1a) 

The product was obtained according to 

Acerson and Andrus (2014) A flame dried 10 

mL round bottomed flask was charged with 1 

(0.11 mmol) and 5 mL anhydrous DMSO. 

Triethylamine (0.11 mmol) was added to the 

reaction flask and then stirred for 20 min.  

Acetic anhydride (0.11 mmol) was added to the 

reaction flask and allowed to stir for 1 hr.  The 

reaction was then quenched with distilled H2O. 

The reaction mixture was extracted with 10 mL 

diethyl ether three times. The organic layers 

were dried with anhydrous Na2SO4. 

Concentration and chromatography gave the 

product 1a (10 %) as a white solid. The 1a was 

characterized as follows: Mp: 130-132ºC; IR 

(KBr): ʋ = 3495,94, 1760,37, 1371,79, 

1191,01; UV-vis: ʎ (acetonitrile/water) = 

272nm; RMN 1H (400 MHz, CDCl3): δ = 

13.362 (s, 1H, OH), 13.156 (s, 1H, OH), 7.798-

7.648 (m, 3H, Ar-H), 7.260-7.185 (m, 1H, Ar-

H), 6.814-6.723 (m, 2H, Ar-H), 6.276-6.271 (m, 

1H, Ar-H), 2.411-2.334 (d, 3H, CH3); RMN 



 

13C (100 MHz, CDCl3): δ = 169.79, 158.85, 

154.01, 152.98, 144.26, 133.59, 132.96, 

123.83, 122.45, 116.16, 115.83, 113.43, 

108.91, 21.24. (1b) The product was obtained 

according to Gelo-Pujic et al. (2008). To the 

slurry of 1b (0.133 mmol) in the acetic 

anhydride (76 ml, 6 eq) pyridine (3 eq) was 

added at room temperature over a span of 40 

min. Reaction was completed within 30 min 

after all pyridine was added. Product was 

obtained by precipitation in cold water (400 mL 

at 10°C), filtration and three successive 

washing with water. The remaining pyridine 

was eliminated by washing with 5% HCl (500 

mL) and the cake was further washed with 

water until pH 5 was reached. The yield of 94 

%. The 1b was characterized as follows: 115-

122ºC; IR (KBr): ʋ = 3065,77, 1760,37, 

1588,21, 1191,01; UV-vis: ʎ (acetonitrile/water) 

= 355nm; RMN 1H (400 MHz, CDCl3): δ = 

7.876-7.821 (m, 3H, Ar-H), 7.259-7.224 (m, 

2H, Ar-H), 7.159-7.021 (m, 2H, Ar-H), 2.380-

2.262 (m, 7H, COCH3); RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3): δ = 169.12, 168.58, 153.21, 150.40, 

149.44, 141.63, 124.16, 122.27, 119.74, 

118.27, 116.80, 21.17, 20.69. 

 

The cytotoxicity and virucidal activity of 

the compounds were evaluated by 

MTT colorimetric assay. Compound 1 

(non-acetylated) was the most 

cytotoxic, with lower IC50 values, 

probably due to structural differences 

between molecules that can make 

them more or less toxic (Table 1).  

 

 
Table 1:  Evaluation of cytotoxicity of 

compounds. A549 (ATCC® CCL-185TM) and 

MRC-5 (ATCC® CCL171TM) cells lines (5x103 

cells/200µl – 96-well plates) were plated in 

DMEM medium containing 10% Fetal Bovine 

Serum and different concentrations (5μM, 

10μM, 20μM, 40μM, 80μM, 160μM) of Azo 

compounds 1 (Non-acetylated), 1a 

(Monoacetylated) or 1b (Triacetylated). The 

cells were incubated for 24h, 48h and 72h at 37 

°C under 5% CO2. The vehicle (0.1% DMSO) 

was used as control. The determination of 

cellular cytotoxicity was performed by MTT 

assay as described by Santos da Silva et al. 

(2018).IC50 was calculated using GraphPad 

Prism software, version 5.0 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). The selectivity 



 

index (SI) for the activity of the compounds on 

the cell lines was determined as SI = IC50 

MRC-5/IC50 A549 and considered as 

interesting when SI ≥ 3.0 (Bézivin et al., 2003). 

 

This compound has in its structure 

three hydroxyl groups (Figure 1) 

suggesting that the hydroxyl group 

may be responsible for the inhibitory 

effect on the growth of the studied cell 

lines.This compound has in its 

structure three hydroxyl groups (Figure 

1) suggesting that the hydroxyl group 

may be responsible for the inhibitory 

effect on the growth of the studied cell 

lines. Previous studies have shown 

that hydroxyl groups at the C-3 

'position significantly potentiate the 

cytotoxicity of a compound (Roberti et 

al., 2003; Wang et al., 2017). This 

structural difference between the 

compounds may also explain the 

results of the selectivity index (IS) 

found (Table 1), which suggests a 

relationship where the more acetyls a 

compound has in its structure, the 

more selective it will be. Compounds 

1a (monoacetylated) and 1b 

(triacetylated) showed the best 

cytotoxic selectivity index at 72h for the 

tumor cell studied (Table 1), with the 

triacetylated compound having the best 

selective activity. These results are 

similar to those found in previous 

studies in which the conclusion 

showed that modification of the 

hydroxyl group by acetyl could modify 

the structure of the molecule, making it 

more lipophilic (Delmas et al., 2011; 

Vlachogianni et al., 2015), less 

cytotoxic, more permeable to cell 

membrane entry and less available for 

phase II biotransformation or oxidation 

(Delmas et al., 2011). Cell death 

induced by hRSV infection is a factor 

that contributes to the exacerbation of 

the inflammatory process and may 

worsen respiratory infection. To 

evaluate the antiviral action of the 

molecules, it was decided to evaluate 

the protective effect of compounds 1a 



 

and 1b against cell death caused by 

the virus. Therefore, we performed 24h 

pretreatment and postinfection 

treatment tests. In both cases, the 

compounds were not shown to have 

antiviral action as they were unable to 

protect cells from death caused by the 

virus (results not shown). It may be 

because the cell affects the molecule, 

making it unavailable or inactive in 

infection. However, the virus, when 

incubated directly with the compound 

for 1h before infection showed a 

significant reduction in the viral 

cytopathic effect (Figure 2A). In order 

to exclude the effect of the tumor cell 

on the molecule, the plaque reduction 

assay was performed using only Vero 

cell line to assess viral inactivation. 

The results showed that compounds 

1a and 1b somewhat inactivated the 

viral particle, being dose-dependent 

(Figure 2B).  

 

 

Figure 2: Virucidal activity of the compounds. 

(A) hRSV (5x104 PFU/ml) was incubated for 1 

hour (at 37°C) with  5, 10, 20 μM of the 

compounds (Monoacetylated or Triacetylated) 

or  vehicle (0.1% DMSO) (Cagno et al., 2015). 

The A549 cells were them infected with the 

virus for 2 hours in serum free media. At the 

end of incubation, the media was removed and 

replaced with fresh medium and cells cultured 

for 72h. Evaluation of the cell viability was 

performed by MTT assay (Santos da Silva et 

al., 2018). Data representative independent 

experiments and expressed in mean±SEM. 

Data analyzed using One-Way Anova with 

Bonferroni's post-test (p <0.05). (B) The assay 

of plaque reduction for viral inactivation effect 

evaluation was performed using Vero (ATCC® 

CCL- 81 ™) cell line. Vero cells were plated in 

24-well plates (2x105 cells/1ml) in DMEM 



 

medium supplemented with 10% fetal bovine 

serum, at 37°C under 5% CO2 during 24 hours 

for adherence of the cells. hRSV (5x104 

PFU/ml) was incubated for 1 hour (at 37°C) 

with 20 or 40 μM of the compounds 

(Monoacetylated or Triacetylated). Vehicle 

(0.1% DMSO) was used as control. After 

incubation, the Vero cells were infected with 

the virus for 2 hours (at 37°C under 5% CO2) 

in serum-free media. The medium was 

replaced, and F12-DMEM medium and 

carboxymethylcellulose were added in a ratio 

of 1:1. Cells were incubated for 6 days (at 

37°C and 5% CO2) for observation of the 

cytopathic effect. The monolayer was fixed 

with cold methanol and stained with 1% crystal 

violet (Chang et al., 2013) and images 

obtained using 200x magnification. The 

hRSV strain A2 was used in this experiment.  

 

It is noticed that, although syncytia 

formation occurred, the cell mat is 

more intact with the presence of the 

compounds compared to the one 

infected with the virus alone. This 

demonstrates that acetylated AZc 

somehow exert a direct antiviral action 

on the virus, suggesting once again 

that structural modification of AZc is 

promising in the search for alternatives 

to the treatment of hRSV infection. 

HRSV is a virus enveloped by a lipid 

membrane derived from the host 

plasma membrane at the time of viral 

particle budding (Bajimaya et al., 

2017), and since the compounds have 

received acetyl clusters, the 

lipophilicity of the molecule is 

increased, which makes it more 

permeable and possibly facilitates the 

entry of azo compound into the viral 

envelope. This permeability may 

probably contribute to viral envelope 

disruption altering, thereby, the virus's 

ability to absorb on the host cell and/or 

causing damage to its genetic material, 

which could make virus replication 

impossible after infection. Viral entry 

into the host cell mediated by fusion of 

the virus cell membrane is the major 

factor in the hRSV life cycle. This 

membrane fusion is fundamental for 

both virus entry and cell-cell fusion 

(syncytia formation) (Aguilar et al., 



 

2016). Destabilizing this fusion may be 

an attractive target for the development 

of new drugs. Although compounds 1a 

and 1b had no antiviral action against 

hRSV, they had a virucidal effect 

directly on the virus, decreasing 

syncytia formation, which may be a 

way of disrupting this cell-cell fusion. In 

this study, azo compounds synthesized 

in our laboratory were first investigated 

in hRSV-infected lung carcinoma cells. 

The structure-activity relationship of 

AZc revealed that the presence of 

acetyl clusters made them more 

selective for the lung cancer tumor cell 

(A549), besides presenting virucidal 

capacity against hRSV virus. An 

alternative for future studies would be 

to introduce into the molecule a group 

capable of generating a compound that 

combines the antitumor potential and 

the ability to inhibit viral replication 

concomitantly. This would help reduce 

the adverse effects caused by the 

combination of different drugs in the 

treatment of cancer and infection, as 

well as reduce drug costs for the health 

care system. Compounds 1a and 1b 

appear to be promising for the 

development of new drugs for the 

treatment of hRSV infection in cancer 

patients, and further research is 

needed to deepen these findings. 
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