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AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE COMPOSTOS TRITERPENICOS
CONTRA O VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

RESUMO

O Virus Sincicial Respiratorio (VSR) € um virus de RNA envelopado de bicamada lipidica
gue se origina da célula hospedeira e pertence a familia Paramyxoviridae. O VSR causa
infeccdo aguda do trato respiratério e é a principal causa de internacdes e morte entre
criangcas menores de 5 anos em todo o mundo. Atualmente, ndo existe nenhuma vacina
licenciada disponivel no mercado. Desta forma, existe uma necessidade para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos antivirais eficazes e seguros. Os compostos
triterpénicos, entre eles, o acido betulinico, o acido ursdlico e a betulina apresentam uma
variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, incluindo atividade antiviral. Neste
estudo, testamos compostos derivados do acido betulinico, do acido ursélico e da betulina
guanto a sua citotoxicidade e quanto a sua atividade antiviral. Os compostos LAFIS131 e
LAFIS134 apresentaram importante atividade antiviral in vitro protegendo as células da
morte causada pelo VSR. Estes compostos apresentaram um indice de seletividade de

2.09 e 25.5, respectivamente, indicando que o LAFIS134 seria 0 composto mais promissor,
porque além de apresentar atividade antiviral, ndo apresenta citotoxicidade, tornando-o

mais seletivo as células infectadas com o VSR.

Palavras-chave: Atividade antiviral; compostos triterpénicos, virus sincicial respiratorio.
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EVALUATION OF ANTIVIRAL ACTIVITY OF TRITERPENOID COMPOUNDS AGAINST
RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS

ABSTRACT

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is an enveloped RNA virus of the lipid bilayer that
originates from the host cell and belongs to the Paramyxoviridae family. RSV causes acute
respiratory tract infection and is the leading cause of hospitalization and death among
children under 5 years worldwide. Currently there is no licensed vaccine available on the
market. Thus, a need exists for the development of antiviral therapeutics. The triterpenoid
compounds, including, betulinic acid, ursolic acid and betulin have a variety of
pharmacological and biological activities, including antiviral activity. In this study, we tested
compounds derived from betulinic acid, ursolic acid and betulin as its cytotoxicity and
antiviral activity. The LAFIS131 and LAFIS134 compounds had significant antiviral activity
in vitro protecting cells from death caused by RSV. These compounds showed an index of
selectivity of 2:09 and 25.5, respectively, indicating that the LAFIS134 would be the most
promising compound because besides having antiviral activity, non-cytotoxic, making it

more selective for cells infected with RSV.

Key words: Antiviral agents; triterpenes, respiratory syncytial virus.
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1 Referencial Teérico

INTRODUCAO

O Virus Respiratério Sincicial (VSR) € conhecido como a causa mais comum de
infeccdo aguda do trato respiratério e € a principal causa de internacdes e morte entre
criangas menores de 5 anos em todo o mundo (Hall et al., 2013; Cho et al., 2013; Munywoki
et al., 2013; Bezerra et al., 2011; Nair et al., 2010). Estima-se que o VSR causou
aproximadamente de 66 a 199 mil mortes de criancas no mundo no ano de 2005 (Nair et
al., 2010) e apesar da gravidade da ameaca a saude global e a carga econbmica
representada pela infeccdo pelo VSR, ndo ha agentes antivirais eficazes especificos para
tratar o VSR (Shin et al., 2013).

Bebés, criancas imunocomprometidas, ou com distlrbios respiratorios subjacentes
tém um risco significativamente maior de desenvolver infec¢des graves pelo VSR. Infec¢des
pelo VSR podem ser complicadas por pneumonia viral oportunista e desconforto
respiratorio. ldosos e imunocomprometidos também séo suscetiveis a complicacdes de
infeccbes por VSR, destacando assim a importancia da intervencdo médica na forma de
terapias profilaticas e antivirais (Byrd; Prince,1997).

A bronquiolite aguda causada por VSR € a doenca mais prevalente em criangas nos
dois primeiros anos de vida, com grande impacto em hospitalizacdes e altos custos para o
sistema de saude (Glezen; Taber et al., 1986; Selwyn, 1990). As criangas com maior risco
de doenca grave sdo os lactentes prematuros, os recém-nascidos com displasia
broncopulmonar e os lactentes com cardiopatia congénita. Alguns autores estimam que a
taxa de mortalidade em lactentes prematuros hospitalizados com VSR chega a 5% (Fulginiti
et al.,1969). Durante os primeiros 18 meses de idade, 87% das criancas desenvolvem
anticorpos especificos para o VSR, 0 que demonstra alta taxa de contaminacéo até os 3
anos de idade, praticamente todas as criangas foram infectadas (Dudas and Karron, 1998).

Nos Estados Unidos a infeccéo por VSR resulta em mais de 120.000 hospitalizactes
infantis e até 500 mortes (Empeyet al., 2010). Comparando com a gripe, o VSR causa 9
vezes mais mortes em criangas menores de 1 ano de idade (Vieira et al., 2001). No Brasil,

embora ndo haja vigilancia epidemiologia oficial para VSR, estudos em
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diversas regides do pais e dados de hospitalizacdo por bronquiolite indicam que a
prevaléncia da doenca no Brasil assemelha aos relatos de outros paises (Chang and
Braciale, 2002). A infeccao primaria pelo VSR ndo confere uma resposta imune protetora
eficiente e prolongada (Tregoning and Schwarze, 2010) e reinfeccbes com as mesmas
cepas virais podem ser comuns (Gonzalez et al.,, 2012; Mackman et al., 2015). Com
infeccdes repetidas, principalmente no adulto, a severidade dos sintomas clinicos do VSR
diminui no decorrer do tempo e a infec¢ao torna-se assintomatica. Até o presente momento
nao foi desenvolvida uma vacina eficiente contra o virus, que possa prevenir esta infecgéao.
Um ensaio clinico da década de 60, com uma vacina contra VSR utilizando virus inativado
com formalina obteve resultado extremamente negativo, ao invés de proteger as criangas,
a vacina exacerbou a doenca levando-as a morte (Fulginiti et al., 1969).

Embora existam alguns tratamentos profilaticos disponiveis, como o anticorpo
monoclonal Palivizumab (Medimmune), que confere protecéo substancial contra a doenca
grave causada pelo VSR, porém de acesso limitado devido ao seu elevado custo. O
Palivizumab é um anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra a glicoproteina de
fusdo (proteina F) de superficie do VSR. Sua agéo ocorre através da neutralizagdo e
inibicdo da fusdo do VSR, fornecendo imunidade passiva. O Palivizumab foi licenciado
inicalmente nos Estados Unidos em 1998 e na Europa em 1999 com extensdo do seu
licenciamento em 2003. No Estados Unidos, a profilaxia nos grupos de alto risco reduziu as
taxas de hospitalizacdo em até 78% nos ultimos anos. Entretanto, o uso de profilaxia com
o Palivizumab em grupos néo selecionados resulta em aumento significativo nos custos,
pouca reducao de gastos com menor taxa de hospitalizacdo e nenhuma reducao nas taxas
de mortalidade (Sociedade Brasileira de Pediatria, 2011).

Atualmente, o Unico tratamento antiviral disponivel no mercado é a ribavirina, um
analogo de nucleosideo, aprovada para infec¢do grave causada pelo VSR, porém ela ndo
€ recomendada devido a diversos fatores, tais como a sua alta taxa de toxicidade e a
dificuldade em sua administracdo (American Academy of Pediatrics Subcommittee, 2006).
A ribavirina é administrada geralmente como um aerossol de particulas pequenas em
pacientes imunocomprometidos com infeccdo do trato respiratorio inferior causada por
VSR. Esta droga também tem sido utilizada de forma oral e intravenosa, em pacientes
imunocomprometidos (Chu; Englund, 2013, p. 236). Notavelmente, a ribavirina tem
demonstrado eficacia limitada em ensaios clinicos em criangas com bronquiolite causadas
por VSR (Guerguerian et al., 1999; Law et al., 1997; Moler et al., 1996).
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Atualmente, ndo existe nenhuma vacina licenciada disponivel no mercado, desta
forma, existe uma necessidade urgente para o desenvolvimento de vacinas e agentes

terapéuticos eficazes e seguros.

1.1 O Virus Sincicial Respiratorio

O VSR foi identificado em 1956 e pertencente a familia Paramyxoviridae. O virus é
envelopado de bicamada lipidica que se origina da célula hospedeira. Dentro do envelope
encontra-se o nucleocapsideo que envolve o genoma viral de uma simples fita de RNA com
polaridade negativa. O genoma do VSR codifica 11 proteinas, duas proteinas presentes na
superficie do virion a G e a F desempenham uma importante fung&o no estagio inicial do
ciclo infeccioso viral devido a sua ligagdo com glicosaminoglicanos permitindo que o virus
entre através de fusdo nas células do trato respiratério do hospedeiro. A proteina G pode
ligar-se na heparina e foi descrito que o receptor da proteina F é a nucleolina (Tayyari et
al., 2011).

O VSR é heterogéneo principalmente devido a alteracbes na proteina G,
caracterizando dois subtipos circulantes sazonalmente, subtipo A e B.Outros membros
desse género sao: VSR bovino (VSRB), O VSR ovino (VSRO) e o virus da pneumonia de
camundongos (VPM). O virion do VSR consiste num nucleocapsideo envolto num envelope
lipidico proveniente da membrana plasmatica da célula hospedeira (Figura 1). Os virions
produzidos em cultura de células consistem em particulas esféricas de 100- 350nm de
didametro com longos filamentos de 60-200 nm de diametro e até 10 um de comprimento
(Kopelman and Miyoshi, 1999).

Durante a infeccao por VSR ocorre a formacgado de uma ribonucleoproteina (RNP) no
nacleo da célula infectada. Esta ribonucleoproteina é formada por uma interagcdo do RNA
gendmico viral, com a proteina do nucleocapsido (N), a fosfoproteina (P) e a proteina
grande (L). Para a transcricdo eficiente do genona do virus através do complexo da
polimerase € necessario a associacado entre as proteinas N, P e L, (Collins et al., 1996;
Grosfeld et al., 1995) e uma proteina adicional do virus, M2-1 (Fearnsand Collins, 1999;
HardyandWertz, 1998; Hardy et al., 1999; Mason et al., 2003). Um envelope lipidico
derivado a partir da célula hospedeira na qual as glicoproteinas do virus estao incorporadas

rodeia a RNP. A proteina N é presente em ambos os filamentos do virus e
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nos corpos de inclusédo, enquanto que a proteina NS2 é detectada somente dentro dos
corpos de inclusao (Weber etal., 1995).

O VSR tem a capacidade de formar sincicios, que sdo caracterizados como sendo
células multinucleadas e grandes. Isso ocorre devido a fusdo do envelope viral com a
membrana e as proteinas virais permanecem nela integradas. Um dos resultados é a
promocédo da fusdo entre as membranas celulares das células circunvizinhas promovida
pela proteina F. Além disso, receptores virais localizados na membrana, podem também se
adsorver a receptores de células vizinhas. A formacao do sincicio é extremamente benéfica
para o virus, representando um mecanismo de escape do sistema imune, pois facilita a
passagem do virus de uma célula para outra sem que ocorra a saida para 0 meio

extracelular (Selwyn et al.,1990).

A B

Envelope lipidico

Membrana
plasmatica G
E Fusdo e adesdo

Adesdo Antigenos de
protecdo e
neutralizacao

SH  Vireporina e canal

¥
Brotamento - l:;" iénico
do Virion > A -
i , Face interna do envelope

} \ M Montagem
b, - »
— i A e— Ribonecleocapsideo
150 nm
Né&o estrutural Regulatdria N Ligante de RNA Encapsulagio
Fosfoproteina
NS1 Inibe ainducdo e a M2-2 L, T —
NS2 sinalizacdo de INF Transcrigdo e L Polimerase Pees:

do tipo | e apoptose replicacio de RNA M2:1 Fator de bansciicas

Transcrigdao
de processabilidade

Figura 1 — Virus Sincicial Respiratorio. A) Micrografia eletrénica do virus brotando na
membrana de uma célula infectada. B) Esquema demonstrando as proteinas do VSR, suas

funcdes e localizagbes no virion (Collins et al., 2013 p. 7).
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1.2 Compostos Antivirais em Investigacao para Tratamento do VSR

O VSR, isolado pela primeira vez em 1955, permaneceu com sua caracterizagao
bioquimica e molecular rudimentar durante muitos anos devido ao seu crescimento
relativamente ineficiente em cultura de células, associada a instabilidade fisica. A
caracterizacao detalhada comecou em 1981 com a clonagem molecular e sequenciamento
do RNA do VSR. As ferramentas moleculares resultantes tém aumentado muito a nossa
compreensao do VSR e revolucionou a investigacédo para o tratamento e prevencéo. Por
exemplo, o candidato vacina viva atenuada do VSR projetados por genética reversa estdo
atualmente em estudos. Vacinas vetoriais e expressas de forma recombinante vacinas de
antigenos virais também estdo em desenvolvimento (Collins et al., 2013 p.13).

A doenca causada pelo VSR é complexa e variavel. No seu histérico, o VSR é
destacado pela falha na vacina na década de 60, que agravou a doenca ainda mais em
criancas vacinadas levando-as a morte. Candidatos a vacina viva podem ser livres desta
complicacéo, no entanto, o desenvolvimento de vacinas ou outras subunidades a base de
proteinas para utilizacdo pediatrica € dificultada pela possibilidade de aumento da doenca
e pelo desafio de demonstrar de forma confiavel a sua auséncia em estudos pré-clinicos
(Collins et al., 2013 p. 12).

O controle de infeccao € a Unica estratégia atual para prevenir a doenca causada por
VSR. Ao longo da ultima década, o avan¢co mais significativo na prevencdo do VSR tem
sido o desenvolvimento de anticorpos profilaticos. Um anticorpo monoclonal humanizado
dirigido contra a proteina de fusdo (F) palivizumab (Synagis,Medimmune, Inc.,
Gaithersburg, MD) usado clinicamente para imunoprofilaxia passiva em recém- nascidos de
alto risco e criangas, foi produzido usando antigeno recombinante expresso. O anticorpo é
dado rotineiramente em uma base mensal para recém-nascidos prematuros e criangas com
menos de 24 meses de idade com problemas subjacentes, incluindo a prematuridade, a
doenca pulmonar croénica, ou doenga cardiaca para evitar a doenca causada por VSR e
evitar a hospitalizagcdo. Outros anticorpos monoclonais ou policlonais ou fragmentos de
anticorpos contra a proteina F foram desenvolvidos e testados alguns ja em populacdes de
doentes. Novos agentes antivirais promissores em desenvolvimento por varias empresas
farmacéuticas e de biotecnologia que incluem pequenas moléculas inibidoras de fuséo,
inibidores da ligacao, inibidores da sintese de RNA e pequenas particulas de RNA de
interferéncia (SiRNA) (Chu and Englund, 2013 p. 236).
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Vérios medicamentos antivirais potenciais estdo sob investigacao clinica (Cianci et
al., 2004; Pryde et al, 2013;. Yu et al., 2004, 2007). Um exemplo é um nucleosideo inibidor
da RNA-polimerase de AL-8176 (Wang et al., 2015) e um inibidor de fusdo GS- 5806
(Mackman et al., 2015). No entanto, nenhum destes medicamentos ainda foi aprovado por
agéncias governamentais como terapias ou estdo disponiveis para a comunidade de
pesquisa como ferramentas para estudar o ciclo de vida do virus ou interacdes entre

hospedeiro/virus (Noah et al., 2010).

1.3 Compostos Triterpénicos

O &cido betulinico, um triterpeno pentaciclico isolado a partir da arvore Jujuba
(Zizyphus jujuba Mill), tem sido conhecida para uma ampla gama de propriedades
biolégicas e farmacéuticas, tais como antibacteriana, anti-malaria, antiinflamatoria, anti-
helmintico, atividades anti-nociceptiva e anticancerigena (Yogeeswari and Sriram, 2005;
Rastogi et al., 2015). Outros autores como Li et al., (2007) e Shin et al., (2013) ja testaram
a inibicdo do VSR por varios compostos naturais, entre eles, o acido betulinico.

Em outro estudo, investigou-se a atividade antiviral do &cido betulinico contra a
influenza do virus A/PR/8 em células A549 (células epiteliais de adenocarcinoma de pulméao
humano) e em camundongos C57BL/6. Nesse estudo, o acido betulinico apresentou a
atividade antiviral contra a influenza em uma concentracdo de 50 uM, sem citotoxicidade
significativa em células A549 infectadas com o virus influenza A/PR/8 (Hong et al., 2015).

Além disso, o acido betulinico atenuou significativamente a patologia pulmonar que
inclui o aumento da necrose, 0os numeros de células inflamatérias e o edema pulmonar
induzido pela infeccdo do virus influenza A/PR/8 em comparacdo com camundongos
tratados com oseltamivir (Hong et al., 2015).

Schefflera heptaphylla (L.) Frodin € um ingrediente principal de uma formulacéo a base
de plantas de cha amplamente utilizado para o tratamento da constipagdo comum no sul
da China. Um estudo que avaliou o extratoda planta S. Heptaphylla utilizando método de
reducéo do efeito citopatico, mostrou que o mesmo possui atividade antiviral potente contra
VSR. O fracionamento e isolamento deste extrato levou a obtenc&o de dois triterpenoides
puros altamente ativos como o acido 3a-hydroxylup-20(29)-ene-23,28- didico e acido 3-epi-
betulinico 3-O-sulfato (Li et al., 2007).
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2 Hipotese

E comprovado pela literatura cientifica que o acido betulinico possui uma ampla gama
de propriedades biol6gicas e farmacéuticas, tais como antibacteriana, anti-malaria,
antiinflamatéria, anti-helmintico, atividades anti-nociceptiva, anticancerigena e
especialmente antiviral. Baseado nestes fatos nossa hipotese € que o acido betulinico e
outros derivados triterpénicos podem apresentar atividade antiviral contra o VSR em células
A549.

3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais
e Testar a atividade antiviral contra VSR dos compostos triterpénicos acido betulinico,
do acido ursolico e da betulina e seus derivados obtidos a partir de modificacdes

estruturais.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos.

e Verificar a concentragéo citotoxica de 50% (CCso) dos compostos.

e Testar a atividade antiviral dos compostos contra 0 VSR.

e Verificar a concentragao inibitéria viral de 50% (ICso) dos compostos.

e Verificar o indice de seletividade (IS) dos compostos.

4 Justificativa

Infecgdes por VSR sdo a maior causa de bronquiolite em criangas menores de um
ano de vida podendo levar estas criancas a morte e atualmente ndo existe nenhum
tratamento disponivel, somente profilatico para criangas de alto risco. Baseado no acima
exposto constitui fato inegavel a necessidade do desenvolvimento de novas terapias para
a infeccéo pelo VSR e o estudo do potencial antiviral dos compostos triterpénicos e seus
derivados pode trazer informacfes valiosas rumo ao um novo tratamento para esta

infeccéo.
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5 Manuscrito (ARTIGO)

EVALUATION OF ANTIVIRAL ACTIVITY OF TRITERPENOID COMPOUNDS AGAINST
RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS

ABSTRACT

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is an enveloped RNA virus of the lipid bilayer that
originates from the host cell and belongs to the Paramyxoviridae family. RSV causes acute
respiratory tract infection and is the leading cause of hospitalization and death among
children under 5 years worldwide. Currently there is no licensed vaccine available on the
market, thus, a need exists for the development of effective vaccines and antiviral
therapeutics and safe. The triterpenoid compounds, including, betulinic acid, ursolic acid
and betulin have a variety of pharmacological and biological activities, including antiviral
activity. In this study, we tested compounds derived from betulinic acid, ursolic acid and
betulin as its cytotoxicity and antiviral activity. The LAFIS131 and LAFIS134 compounds had
significant antiviral activity in vitro protecting cells from death caused by RSV. These
compounds showed an index of selectivity of 2.09 and 25.5, respectively, indicating that the
LAFIS134 would be the most promising compound because besides having antiviral activity,

non-cytotoxic, making it more selective for cells infected with RSV.

Key words: Antiviral activity; triterpenoid compounds, respiratory syncytial virus.
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INTRODUCAO

O Virus Sincicial Respiratorio (VSR) € conhecido como a causa mais comum de
infeccdo aguda do trato respiratério e € a principal causa de internacdes e morte entre
criancas menores de 5 anos em todo o mundo (Hall et al., 2013; Cho et al., 2013; Munywoki
et al., 2013; Bezerra et al., 2011; Nair et al., 2010). Bronquiolite aguda causada por VSR &
a doenca mais prevalente em criancgas nos dois primeiros anos de vida, com grande impacto
em hospitalizacdes e altos custos para o sistema de saude (Glezen et al.,1986; Selwyn,
1990). As criancas com maior risco de doenca grave sdo os lactentes prematuros, 0s
recém-nascidos com displasia broncopulmonar e os lactentes com cardiopatia congénita.
Alguns autores estimam que a taxa de mortalidade em lactentes prematuros hospitalizados
com VSR chega a 5%. Até o presente momento néo foi desenvolvida uma vacina eficiente
contra o virus, que possa prevenir esta infeccdo. Um ensaio clinico da década de 60, com
uma vacina contra VSR utilizando virus inativado com formalina obteve resultado
extremamente negativo, ao invés de proteger as criancas, a vacina exacerbou a doenca
levando-as a morte (Fulginiti, Eller et al. 1969).

A infeccdo pelo VSR € uma grande preocupacdo em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento porque ainda ndo ha uma vacina eficaz disponivel (Chang, 2011,
Rudraraju et al., 2013; Graham, 2011; Jorquera et al., 2013; Shaw et al., 2013; Wang et al.,
2011a,b; Zeitlin et al., 2013). Atualmente, o Unico tratamento antiviral disponivel no mercado
€ a ribavirina, um analogo de nucleosideo, aprovada para infec¢cdo grave causada pelo
VSR, porém ela ndo é recomendada devido a diversos fatores, tais como a sua alta taxa de
toxicidade e a dificuldade em sua administracdo (American Academy of Pediatrics
Subcommittee, 2006). E utilizado clinicamente para imunoprofilaxia passiva em recém-
nascidos de alto risco e criancas um anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra a
proteina de fusédo (F) palivizumab (Synagis, Medimmune, Inc., Gaithersburg, MD)(Collins et
al., 2013). Porém este tratamento tem acesso limitado devido ao seu elevado custo
(Sociedade Brasileira de Pediatria, 2011).Desta forma, o desenvolvimento de novos
tratamentos para o VSR se faz prioridade.

Vérios medicamentos antivirais potenciais estdo sob investigacao clinica (Cianci et
al, 2004; Pryde et al., 2013;. Yu et al, 2004, 2007). Um exemplo é um nucleosideo inibidor
da RNA-polimerase de AL-8176 Miyoshi (Wang et al., 2015) e um inibidor de fusdo GS-
5806 (Mackman et al., 2015). No entanto, nenhum destes medicamentos ainda foi aprovado

por agéncias governamentais como terapias (Noah et al., 2010).
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O acido betulinico, um triterpeno pentaciclico isolado a partir da arvore Jujuba
(Zizyphus jujuba Mill), tem sido conhecida para uma ampla gama de propriedades
biologicas e farmacéuticas, tais como antibacteriana, anti-malaria, antiinflamatoria, anti-
helmintico, atividades anti-nociceptiva e anticancerigena e antiviral (Yogeeswari and
Sriram, 2005;Rastogi et al., 2015;Li et al., 2007; Shin et al., 2013). O presente artigo tem o
objetivo de avaliar o potencial antiviral de compostos triterpénicos acido betulinico, do acido

ursoélico e da betulina e seus derivados do contra o VSR.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo de Compostos

O acido betulinico (LAFIS12) e seus derivados (LAFIS 121, LAFIS1213, LAFIS1215,
LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220), os derivados do &cido ursdlico (LAFIS111,
LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119) e a betulina (LAFIS130) e
seus derivados (LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134, LAFIS137) foram obtidos no
Laboratorio de Fitoquimica e Sintese Orgéanica da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sobre supervisdo da professora doutora Simone Cristina
Baggio Gnoatto. Os triterpenos precursores, acido betulinico e acido ursoélico foram obtidos
através de extracao de material vegetal descrito por Silva et al., (2013). A betulina foi obtida
atraves de compra da Sigma Aldrich. A partir dos triterpenos acido betulinico, acido ursdlico
e betulina foram obtidos derivados semi-sintéticos por modificagcbes nas posi¢cdes do
carbono 3 e 28, que resultaram em derivados esterificados. Estas reacdes foram realizadas
de acordo com Silva et al., (2013). As estruturas quimicas dos compostos testados nesta
pesquisa estdo demonstradas abaixo nas Figuras 2, 3 e 4 que foram extraidas de Silva et
al., (2013).
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LAFIS12 (Acido Betulinico)
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Figura 2: Estrutura quimica do acido betulinico (LAFIS12) e seus derivados (LAFIS121,



LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220).
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LAFIS111 (Acido Ursolico)
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Figura 3: Estrutura quimica do &cido ursolico (LAFIS111) e dos seus derivados (LAFIS1113,
LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119).
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LAFIS130 (Betulina)
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Figura 4: Estrutura quimica da Betulina (LAFIS130) e dos seus derivados (LAFIS131, LAFIS 132,
LAFIS133, LAFIS134, LAFIS137).
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Linhagens Celulares

Foram usadas linhagens celulares A549 (linhagem celular de carcinoma de pulméao)
e Vero (linhagem celular epitelial de rim de macaco verde africano) (ATCC). As células
foram mantidas em DMEM (Cultilab) 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) em estufa de
cultura celular a 37°C em atmosfera de 5% de COz2. As células foram tripsinizadas utilizando
Tripsina+EDTA (Cultilab) e a manipulacdo das mesmas ocorreu sempre em ambientes

estéreis.

Virus e Titulacdo Viral

O VSR subtipo cepa A2 que foi utilizado neste estudo foi gentilmente doado pelo
Prof. Fernando Polack, Buenos Aires, AR. A linhagem celular utilizada para cultivo e
titulacdo do VSR foi a Vero. A titulagdo viral foi realizada utilizando anticorpo monoclonal
Anti-Respiratory Syncytial Virus (VSR) (Milipore).

O virus foi titulado utilizando o método de titulacdo por placa de lise utilizando
anticorpo especifico para proteina F para revelacéo das placas. Em seguida as placas foram
contadas utilizando microscopio invertido e foi feito o calculo do nimero de unidades

formadoras de placa por mL (PFU/mL).

Citotoxicidade dos Compostos

Os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS1216,
LAFIS1219, LAFIS1220, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116, LAFIS1119,
LAFIS130, LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134 e LAFIS137 foram pesados em
balanca analitica e diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) em uma concentracédo de
estoque final de 200mM. Foram plaqueadas 5x103 células A549 por poco em placa de 96
pocos de fundo reto com meio de cultura DMEM enriquecido com 2% de soro bovino fetal
(SBF). Apos 24 horas em cultura foram adicionados o0s compostos na placa nas
concentracdes de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM para testar a citotoxicidade dos
mesmos. Apos 96 horas em cultura, foi utilizado o método de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma) para verificar a viabilidade celular. Para
realizacdo do método de MTT foi retirado 100uL de meio de cultura de cada poco e

adicionado 40uL de MTT (5mg/mL). Apés 4 horas em estufa de cultura de células, todo o



30

contetdo dos pocos foi aspirado deixando as células intactas ao fundo, foram adicionados
120uLde DMSO em cada poco e homogeneizado. Foi realizada a leitura da placa em
espectrofotometro no comprimento de onda de 570 a 650nm. Foi utilizado como controle o
DMSO diluido com DMEM sem soro 1:10 e foi feita uma curva de dose de DMSO nos

volumes 1ul, 2,5uL, 5ul, 10uL, e 20uL por pocgo.

Avaliacdo da Concentracéo Citotoxica dos Compostos (CCso)

Os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215,
LAFIS1216,LAFIS1219, LAFIS1220, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115, LAFIS1116,
LAFIS1119, LAFIS130, LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133, LAFIS134 e LAFIS137 foram
avaliados com relagdo a sua concentracao citotoxica (CCso) que reduziu o numero de
células viaveis em 50%.

Todos os compostos nas diferentes concentracdes de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM
e 200uM foram comparados com o controle DMSO na concentragcdo mais alta (20uL)para
o calculo da porcentagem da viabilidade celular. Com o valor da viabilidade celular obtida
com o tratamento dos compostos nas diferentes concentragdes, utilizamos o programa
Microsoft Excel 2007 para elaborar o grafico de dispersdo dose-resposta e verificar a
equacdo da reta formada mediante um R? préximo a um. A equacdo da reta de cada
composto foi transferida para o programa WolframAlpha onde foi calculada o valor de CCso
para cada composto (WOLFRAM RESEARCH COMPANY, 2016).

Dose-resposta da morte celular causada por VSR

As células A549 foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos de fundo reto
(TPP) na concentracédo de 5x102 células por poco em meio DMEM com 2% de SBF com
volume final de 200uL por pogo. Apds 24horas em cultura, as células foram infectadas com
diferentes concentracdes de VSR (10%, 10°e 108 PFU/mL) por 2 horas em meio DMEM sem
SBF. Em seguida o meio de cultura foi trocado para meio DMEM contendo 2% SBF. Apos

96 horas em cultura, foi utilizado o método MTT para verificar a viabilidade celular.
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Atividade Antiviral

As células A549 foram plagueadas em placa de 96 pocos de fundo reto com 5x10°
células por po¢o, com meio de cultura DMEM com 2% de SBF em um volume final de 200uL
por pogo. Apds 24 horas em cultura, as células foram infectadas com 10*PFU de VSR de
cepa A2 em meio DMEM sem soro. Apds 2 horas foram adicionados os compostos
LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111, LAFIS1113,

LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 nas concentra¢ges del2,5uM, 25uM, 50uM,
100uM e 200uM. Este tempo de 2h € o tempo necessario para o virus infectar as células
(Ohol, 2015). Foram utilizados como controles as células néo infectadas com o virus e as
células infectadas com o virus sem os tratamentos. Apos 96 horas em cultura, foi utilizado

o método MTT para verificar a viabilidade celular.

Avaliacdo da Concentracgao Inibitoria dos Compostos (ICso)

Os compostos LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111,
LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 foram avaliados com relacédo a
sua concentracao inibitéria de 50% (ICso) do efeito viral.

A concentracéo antiviral eficaz de 50% (ICso) € expressa como a concentracao que
atinge 50% de protecao as células infectadas tratadas no que se refere a morte provocada
pela inducao do virus. Para o célculo de percentual de protecdo de cada concentragdo foi
utilizada a férmula [(A-B)/C-B)]x100, onde A sao as células tratadas com os compostos, B
séo as células infectadas com o virus e C sdo as células ndo tratadas e néo infectadas
(BETANCUR-GALVIS, 2002). Foi elaborado um grafico de dispersao de dose-resposta com
concentracdes de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM dos compostos e o percentual de
protecdo antiviral sobre as células obtido para cada concentracéo utilizando o programa
Microsoft Excel 2007. A equacao da reta do grafico gerado obtida de cada composto, com
um R? préximo a um, foi transferida para o programa WolframAlpha onde foi calculada o
valor de ICso para cada composto (WOLFRAM RESEARCH COMPANY, 2016).
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Avaliacdo do indice de Seletividade (IS)

O indice de seletividade (IS) de cada composto € a relacdo entre a CCso do composto
e a ICso. Este valor é utilizado para estimar a seguranca de medicamentos, e quanto maior
o valor deste (acima de um), maior a diferenca entre a concentracdo de antiviral que inibe
em 50% a morte das células causada pela infeccdo do virus (ICso) e a concentracado
citotoxica (CCso) do composto (Coen; Richman, 2007). O IS foi calculado através da razéo
entre 0 CCso e 0 ICso (CCso/ICso).

Avaliagdo da Inibicdo da Formacao do Sincicio através da Titulacdo do Virus

As células Vero foram plagueadas em placa de 24 pocos com concentracao de
1,5x10° cel/mL e volume final de 500uL de meio DMEM com 10% de SBF. Apds 24 horas
em cultura, foi realizada a infeccdo com 10* PFU de VSR de cepa A2 em meio DMEM sem
soro em um volume final de 200uL. Apos 2 horas de incubagdo com o virus, o volume de
meio DMEM foi removido e foi adicionado o composto LAFIS131 na concentragéo de 2uM.
Foi utilizado como controle o virus com o DMSO. As células permaneceram em cultura por
6 dias. A titulacdo do virus foi realizada no 6° dia utilizando o método por placa de lise com
anticorpo especifico para proteina F para revelacdo da placa. Em seguida, as placas foram

visualizadas utilizando microscoépio invertido.

Analise Estatistica

Foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos dados. Para
comparacao de medianas dos dados nao-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskall-
Wallis com pdés-teste de Dunns. Os dados foram analisados usando o programa GraphPad

Prism versao 5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de citotoxicidade dos compostos foi realizado para a escolha da dose que
ndo causasse morte as células. As doses escolhidas para realizacdo do teste de
citotoxicidade foram 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM. As células A549 foram
plaqueadas e apos 24 horas de incubacao foram adicionados os compostos e realizado
teste de MTT para avaliar a viabilidade celular. Como os compostos foram diluidos em
DMSO, foi utilizado como controle 0 DMSO diluido com DMEM sem soro 1:10 e foi feita
uma curva de dose de DMSO nos volumes 1ulL, 2,5uL, 5uL, 10uL, e 20uL por poco e o
DMSO demonstrou ndo causar nenhuma citotoxicidade as células em nenhuma das doses
administradas quando comparadas com o grupo controle, sem a adicdo dos compostos e

sem infecc¢do (Figura 5).

Os resultados da citotoxicidade do acido betulinico e dos seus derivados mostraram
gue alguns compostos ndo apresentam citotoxicidade significativa em nenhuma das doses
testadas, como o LAFIS1213, LAFIS1215 e LAFIS1219 (Figura 5). Na dose de 200uM os
LAFIS12, LAFIS121 e LAFIS1216 apresentaram citotoxicidade significativa conforme
demonstrado na Figura 5. J& o composto LAFIS1220 mostrou citotoxicidade significativa na

dose de 50uM, conforme demonstrado na mesma Figura.

Em um estudo de Li et al., (2007) foi avaliada a citotoxicidade utilizando o método do
MTT em diferentes concentracdes do extrato isolado de Schefflera heptaphylla (L.)
contendo triterpendides do tipo lupano entre eles o acido betulinico e o 4cido didico e ambos
apresentaram-se ligeiramente toxicos para células HEp-2 na concentracao de 100ug/mL.

Ja, em outro estudo de Silva et al., (2013) testou um composto derivado do &cido
betulinico em células HEK293T e no teste de citotoxicidade o composto ndo apresentou
nenhuma citotoxicidade contra células HEK293T na concentragéo testada de 100uM. Estes
dados sdo semelhantes aos nossos obtidos com os compostos LAFIS12, LAFIS1216 e
LAFIS1219.
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Figura 5: citotoxicidade do &cido betulinico (LAFIS12) e dos seus derivados (LAFIS121, LAFIS1213,



LAFIS1215, LAFIS1216, LAFIS1219, LAFIS1220) em células A549. A curva de concentracéo adicionada &
cada composto foi de 12,5uM, 25uM, 5uM, 100uM e 200uM. Os compostos foram comparados com o DMSO
no volume adicionado de 20uL. * p<0.05 diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controle
DMSO. **p<0.005 diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle DMSO (Kruskal- Wallis).
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O mesmo teste de citotoxicidade foi realizado para os derivados do acido ursélico
nas concentracbes 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM e foram comparados com o0
grupo controle DMSO adicionado no volume de 20uL. Os resultados do teste de
citotoxicidade mostraram que o LAFIS111 e o LAFIS1113 ndo apresentaram citotoxicidade
significativa em nenhuma das concentracdes usadas quando comparadas com O grupo
controle (DMSO), conforme demonstrando na Figura 6. Entretanto, 0os compostos
LAFIS1115 e LAFIS1119 mostraram ser citotdxicos na concentracao de 25uM em indices
significativos quando comparados com o grupo controle, além disso, o LAFIS1115 também
mostrou citotoxicidade na concentracao de 12,5uM (Figura 6). J4 o LAFIS1116 mostrou ndo
ser citotéxico em nenhuma das concentra¢cdes administradas e inclusive apresentou indice
significativo de proliferacdo celular na dose de 50uM quando comparado com 0O grupo
controle (Figura 6).

Os dados mostram que para alguns compostos (LAFIS111 e LAFIS1113) quanto
maior a concentracdo, mais toxico as células se tornam. O mesmo nao ocorreu para 0s
LAFIS1115 e LAFIS1119, apresentando-se menos toxicos a medida que aumenta a
concentracéo dos compostos.

No estudo de Silva et al., (2013) onde foi testado um composto derivado do &cido
ursolico em células HEK293T, no teste de citotoxicidade o composto ndo apresentou
nenhuma citotoxicidade contra células HEK293T na concentragéo testada de 100uM. Estes

dados foram semelhantes aos nossos somente no composto LAFIS1116.
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Figura 6: citotoxicidade do &cido ursélico e dos seus derivados (LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1115,
LAFIS1116, LAFIS1119) em células A549. A curva de concentracdo adicionada de cada composto foi de
12,5uM, 25uM, 50uM, 100pM e 200uM. Os compostos foram comparados com o DMSO no volume adicionado
de 20uL. *p<0.05 diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle DMSO (Kruskal- Wallis)..
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A Betulina e os seus derivados também passaram pelo teste de citotoxicidade nas
mesmas concentragdes (12.5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM). Os compostos LAFIS130,
LAFIS137 apresentaram citotoxicidade significativa nas concentragcfes de 200uM,
enquanto que as demais concentracdes ndo demonstraram ser citotdxicas as células em
indices significativos quando comparados com o grupo controle (DMSO), conforme
demonstrado na Figura 7. Os compostos LAFIS131, LAFIS132, LAFIS133 e LAFIS134
mostraram ndo causar citotoxicidade em nenhuma das concentracfes utilizadas em indices
significativos quando comparadas com o grupo controle. Embora o LAFIS132 tenha
demonstrado reducdo na densidade oOptica em relacdo ao DMSO nas concentracfes de

100uM e 200uM, porém esta reducao nao foi estatisticamente significativa (Figura 7).

Um estudo de revisao proposto por Kré et al., (2015) mostrou que a betulina € um
potente agente anticancer e possui especificidade sobre as células cancerosas com baixa

citotoxicidade para as células normais.
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Figura 7: citotoxicidade da Betulina (LAFIS130) e dos seus derivados (LAFIS131, LAFIS132,
LAFIS133, LAFIS134, LAFIS137) em células A549. A curva de concentracdo adicionada de cada



composto foi de 12.5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM. Os compostos foram comparados com9
DMSO no volume adicionado de 20uL. * p<0.05 diferenca significativa em relacdo ao controle

DMSO, **p<0.005 diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle DMSO (Kruskal-
Wallis).
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Todos os compostos foram avaliados com relacdo a sua concentracao citotoxica

(CCs0) que reduziu o numero de células em 50% com relagdo a sua densidade Optica,

conforme apresentado abaixo na Tabela 1:

Tabela 1: Valores de CCsodos compostos:

Compostos Compostos Compostos

Derivados do CCso ) P CCso ) b CCso
Acido Derivados do Derivados da
. M Acido Ursélico M Betulina M

Betulinico

LAFIS12 133.0 LAFIS111 35,9 LAFIS130 273.9
LAFIS121 16.2 LAFIS1113 16,5 LAFIS131 415,6
LAFIS1213 535 LAFIS1115 3934 LAFIS132 80.6
LAFIS1215 72,6 LAFIS1116 384,1 LAFIS133 2494.8
LAFIS1216 369.6 LAFIS1119 8.4 LAFIS134 1174,6
LAFIS1219 1437.9 LAFIS137 57.4
LAFIS1220 12.7

A concentracéo citotoxica 50% (CCso) é definida como a concentracdo que reduz a

densidade 6ptica das células ndo infectadas tratadas para 50% que em relacdo as células

ndo infectadas ndo tratadas. Conforme demonstrado na tabela acima, a CCso do acido

betulinico e dos seus derivados apresentaram-se de um modo geral menores que em

comparacao aos compostos derivados da betulina. Os compostos derivados do acido

ursoélico apresentaram CCsp intermediaria que em comparacdo aos demais grupos. Os

compostos menos toxicos foram os derivados da betulina.
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Para a andlise da atividade antiviral inicialmente foi realizada uma curva dose-
resposta com diferentes concentragées virais (104, 10°e 10° PFU/mL) para definir a melhor
concentracdo de virus que mata as células. A avaliacdo da viabilidade das células foi
realizada apos 96 horas de incubacéo pelo método MTT. Conforme demonstrado na Figura
5, todas as concentragdes de VSR utilizadas mostraram ter matado significativamente as
células quando comparadas com o grupo controle sem virus e sem tratamento. Para os

demais experimentos apresentados neste artigo, adotamos a concentracéo de 104 PFU/mL.
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Figura 8: Curva de concentragdo do VSR.

***n<0.0001 diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controle sem virus e sem
tratamento (Kruskal-Wallis).
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Foi entdo avaliada a atividade antiviral dos compostos LAFIS12, LAFIS121,
LAFIS1213, LAFIS1215, LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e
LAFIS134 utilizando as concentracfes 12.5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM. As células
A549 foram plaqueadas e ap0s 24 horas de incubacéao foram infectadas com o VSR na
concentracdo de 104 PFU/mL por poco. Apds 2 horas de incubagéo, foram adicionados os
tratamentos. As células ficaram em incubacgdo por 96 horas e foi adicionado o MTT para
avaliar a viabilidade celular. O grupo sem tratamento e sem infec¢ao foi comparado com o
grupo com infeccdo pelo VSR, mostrando que houve morte das células causada pela
infeccdo na concentracdo de 10* PFU/mL. Os tratamentos com 0Ss compostos foram
comparados com o grupo com a infeccédo pelo VSR sem tratamento, chamado de grupo
VSR.

Como resultado, os tratamentos com o acido betulinico (LAFIS12) e seus derivados
(LAFIS121, LAFIS1213 e LAFIS1215) mostraram n&o apresentar atividade antiviral, pois
ficou evidenciado pela baixa densidade Optica apresentada na leitura em espectrofotbmetro
guando comparados com o grupo VSR conforme demonstrado na Figura 9.

Em um estudo proposto por Yaolan et al., (2007) o extrato isolado de Schefflera
heptaphylla (L.) contendo triterpendides do tipo lupano entre eles o acido betulinico e o
acido didico diferentemente do nosso estudo, mostraram espectro antiviral amplo contra
VSR. Entretanto, o estudo realizado por Shin et al (2013) demonstrou que o acido betulinico

nao possui atividade antiviral contra o VSR significativa.

Hong et al., (2015) demonstrou o acido betulinico atividade antiviral contra a influenza
A/ PR/ 8/34com cerca de 98% na concentracdo de 50uM e atividade antiviral de cerca de
30% na concentracdo de 10uM. Em estudo de Kanamoto et al., (2001) foi demonstrado que
0 acido betulinico tem potente atividade inibidora contra o HIV-1. A atividade antiviral foi
detectada pelo método do MTT e o derivado do acido betulinico YK- FH312 inibiu a indugéo
do virus em células MT-4. A concentracao efetiva de 50% (ECso) do composto apresentou-
se baixa, sendo de 0.011pg/ml, a concentragéo citotoxica (CCso) foi de 14.03 ug/ml e o
indice de seletividade do composto foi de 1.275.

Comparando os nossos resultados com outros descritos na literatura, podemos
observar que em alguns casos o acido betulinico podera ter atividade antiviral e em outros
casos, dependendo do virus, da concentragcdo do composto e das linhagens celulares,

podera nao ocorrer atividade antiviral.
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Figura 9: Atividade antiviral do acido betulinico e seus derivados. Infec¢@o das células A549 com o
virus 10°PFU/mL por poco e tratamentos com o A&cido betulinico (LAFIS12) e seus
derivados(LAFIS121, LAFIS1213 e LAFIS1215). A curva de concentracdo adicionada do composto
foi del12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM. Os compostos foram comparados com 0S 0 grupo
controle com a infeccéo pelo VSR (Kruskal-Wallis).
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Os compostos derivados do acido ursoélico LAFIS111, LAFIS1113 e LAFIS1116
também foram testados em células A549 para avaliacdo da atividade antiviral nas
concentracbes de 12,5uM, 25uM, 50uM, 100uM e 200uM. Os tratamentos com estes
compostos também ndo apresentaram atividade antiviral guando comparados com o0 grupo
controle com a infeccéo pelo VSR e isso foi observado através da baixa viabilidade celular

apresentada mesmo apds os tratamentos, conforme demonstrado na Figura 10.

Comparando os nossos resultados, um estudo proposto por de Shin et al., (2013)
testou em células A549 o 4cido carndsico e neste estudo, o 4cido carndsico apresentou
atividade antiviral contra o VSR e sua CCsofoi de 130,8ug/mL. Entretanto, neste estudo
também foram extraidos o acido ursélico, do mesmo modo que 0 nosso estudo, 0 composto
ndo apresentou atividade antiviral significativa contra o VSR, somente o &cido carndsico

apresentou atividade antiviral.

Em contrapartida, em estudo proposto por de Silva et al.,, (2013) que testou
compostos derivados do &cido ursodlico em células HEK293T, mostrou que 0s mesmos
apresentam atividade anti-maléria contra o P. falciparum 3D7.
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Figura 10: Atividade antiviral do &cido ursdlico e seus derivados. Infec¢@o das células A549 com o
virus 10*PFU/mL por poco e tratamentos com os compostos derivados do acido ursélico LAFIS111,
LAFIS1113 e LAFIS1116. A curva de concentracdo adicionada do composto foi de 12,5uM, 25uM,
50uM, 100uM e 200uM. Os compostos foram comparados com 0s 0 grupo controle com a infec¢ao
pelo VSR (Kruskal-Wallis)
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Foi também avaliada a atividade antiviral dos compostos derivados da Betulina
(LAFIS31, LAFIS132 e LAFIS134) em células A549 nas mesmas concentracdes que 0S
compostos anteriores. Os tratamentos com o0s compostos LAFIS131 e LAFIS134
protegeram as células da morte causada pelo virus, demonstrando atividade antiviral
(Figura 11). Deste modo, os compostos LAFIS131 e LAFIS134 mostraram ser eficazes
como possiveis agentes antivirais, pois inibiram as células da replicacdo do VSR. O
LAFIS131, sobretudo, mostrou aumentar a proliferagéo celular, uma vez que apresentou
uma densidade éptica maior que a do grupo controle de células sem a infeccéo pelo virus

e sem o tratamento nas concentragdes de 12,5uM, 25uM, 50uM.

Entretanto, o composto LAFIS132 ndo apresentou atividade antiviral, que ficou
evidenciado pela morte das células com a infec¢cdo do virus mesmo apds o tratamento
(Figura 11).

N&o ha dados na literatura que mostrem a atividade antiviral da betulina contra o
VSR. Neste trabalho encontramos compostos derivados da betulina que comprovaram ter

atividade antiviral frente ao VSR.

Um estudo de Conforme Kro et al., (2015), mostrou que a betulina exibe um largo
espectro de propriedades biolégicas e farmacolégicas e mostrou ser um potente agente

anticancer com especificidade sobre as células cancerosas.
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Figura 11: Atividade antiviral dos derivados da betulina. Infeccdo das células A549 com o virus
10*PFU/mL por poco e tratamentos com os compostos derivados da betulina LAFIS131, LAFIS132
e LAFIS134. A curva de concentracdo adicionada de cada composto foi de12,5uM, 25uM, 50uM,
100uM e 200uM. Os compostos foram comparados com 0s 0 grupo controle com a infecgédo pelo
VSR. *p<0,05 diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao VSR. **p<0,005 diferenca
significativa em relagdo ao VSR (Kruskal-Wallis).
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Conforme o resultado da atividade antiviral do LAFIS131 derivado da betulina ter se
apresentado promissor, realizamos um experimento de analise da inibicdo da formacédo do
sincicio do VSR em células Vero. Para realizar este experimento as células Vero foram
plaqueadas e apds 24 horas em cultura, foi realizada a infeccdo com 10*PFU de VSR. Apés
2 horas de incubag¢do com o virus foi adicionado o composto LAFIS131 na concentracdo
de 2uM. Foi utilizado como controle o virus com o0 DMSO. As células permaneceram em
cultura por 6 dias. A titulagédo do virus foi realizada no 6° dia e foi observada uma evidente
diminuicdo na formac&o dos sincicios no po¢co com o tratamento devido a marcacao das
células com o anticorpo no poc¢o controle (DMSO) e a diminui¢cao dos sincicios no po¢o com
o tratamento, conforme demonstrado nas Figuras 12 e 13 abaixo. Este dado corrobora com
o teste de atividade antiviral através do MTT onde o LAFIS131 demonstra ag&o protetora
contra o VSR.
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Fi'gurai 13: células VERO infectadas com o VSR e tratadas com LAFIS131.
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Diferentemente do nosso estudo e em comparagdo com 0S Nossos resultados, um
estudo de Kanamoto et al., (2001) testou o efeito da formacédo do sincicio com o0 composto
YK-FH312 derivado do acido betulinico em células MOLT-4 na formacé&o dos sincicios do
HIV-1 e observou que o efeito nao foi inibido quando comparado com outros compostos
néo derivados do acido betulinico.

O nosso achado é importante para a comprovacéao da atividade antiviral do composto
derivado da betulina (LAFIS131) e podera ser utilizado futuramente para testar os demais
compostos que apresentarem atividade antiviral comprovada em ensaio através do MTT.

Na sequéncia os compostos, LAFIS12, LAFIS121, LAFIS1213, LAFIS1215,
LAFIS111, LAFIS1113, LAFIS1116, LAFIS131, LAFIS132 e LAFIS134 foram avaliados
com relacdo a sua concentracéo inibitéria que reduziu em 50% a inducao do virus (ICso),
relacionada com a atividade antiviral do composto. A ICso € expressa como sendo a
concentracdo que alcanca 50% de protecado as células infectadas pelo virus.

Os resultados apresentados na Tabela 2mostram que somente um composto
derivado do &cido betulinico (LAFIS1213) e dois compostos derivados da betulina
(LAFIS131 e LAFIS134) apresentaram ICso positiva. Os demais compostos possuem um

ICs0 negativo, ou seja, ndo possuem nenhuma atividade antiviral.

Tabela 2: Valores de ICsodos compostos:

Compostos ICso Compostos ICso Compostos ICso
Derivados do Derivados do Derivados da
Acido Betulinico HM Acido Ursélico HM Betulina MM
Atr)r?éxnoo(rja Abaixo da
LAFIS12 dose LAFIS111 menor dose LAFIS131 197.95
testada testada
At:ﬁ;xnootrja Abaixo da Abaixo da
LAFIS121 LAFIS1113 menor dose LAFIS132 menor dose
dose
testada testada
testada
Abaixo da
LAFIS1213 6.9 LAFIS1116 menor dose LAFIS134 46.0
testada
Abaixo da
LAFIS1215 menor
dose
testada

Deste modo, a partir da CCso e da ICso obtidas foi calculado o indice de seletividade

de cada composto, conforme demonstrado abaixo na Tabela 3.
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Os resultados apresentam um indice de seletividade mais alto para o composto
derivado da betulina (LAFIS134) quando comparado com os outros LAFIS131 e LAFIS1213
(derivado da betulina e do acido betulinico, respectivamente), sugerindo que o composto
LAFIS134 seria 0 composto mais promissor, porque além de apresentar atividade antiviral,
nao apresenta citotoxicidade, desta forma, é mais seletivo as células infectadas com o VSR.

Tabela 3: Avaliacdo do indice de Seletividade (IS) CCso/ ICso

COMPOSTOS indice de Seletividade
LAFIS 1213 7.7
LAFIS 131 2.09
LAFIS 134 25.5

6 Consideracdes Finais

Neste estudo, os compostos triterpenos precursores o acido betulinico, o &cido
ursolico e a betulina foram avaliados quanto a sua citotoxicidade e, posteriormente, alguns
compostos foram avaliados quanto a sua atividade antiviral. Apds as andlises de
citotoxicidade e atividade antiviral, encontramos 2 compostos derivados da betulina, o
LAFIS131 e o LAFIS134 com atividade antiviral comprovada. Estes compostos conferiram
atividade protetora as células, diminuindo a morte celular causada pela infec¢cdo do VSR,
aumentando a sua viabilidade e a sobrevivéncia das células. Podemos sugerir que a
mudanca na estrutura quimica desses compostos pode conferir maior atividade antiviral,
porém o mecanismo de acdo da atividade antiviral desses compostos ndo esta ainda
esclarecido e novos estudos deverdo ser realizados para compreender melhor o

mecanismo pelo qual esses compostos agem contra o VSR.

Embora o VSR tenha sido identificado ha décadas, atualmente ndo ha nenhuma
vacina aprovada para o uso. Novas terapias potenciais estdo sob investigacao e avaliacao,
mas o fato € que nenhuma dessas terapias estdo aprovadas pelas agéncias regulatorias
devido a questdo econdmica e a complexidade dos testes clinicos, por isso a busca por

novas terapias antivirais eficazes se faz necessaria.
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1| INTRODUCTION

Several viral diseases are a global public health burden, such as
dengue,'”! Zika,'? Ebola,”® viral hepatitis, and acquired immunodefi-
ciency syndrome (AIDS)." Another virus causing a global impact on
human health is the pathogen named human respiratory syncytial virus

Abstract

The human respiratory syncytial virus (hRSV) is a leading cause of hospitalization due to
acute lower respiratory infection especially in infants and young children, sometimes
causing fatal cases. The monoclonal antibody palivizumab is one of the available
options for preventing this virus, and at the moment there are several hRSV vaccine
trials underway. Unfortunately, the only drug option to treat hRSV infection is ribavirin,
which can be used in severe high-risk cases. For this reason, new medicines are needed
and, in this context, the triterpenes and their derivatives are promising alternatives,
since many of them have shown important antiviral activity, such as bevirimat.
Therefore, we report three series of triterpene (betulin (BE), betulinic acid (BA), and
ursolic acid (UA)) derivatives tested against hRSV. The derivatives were synthesized by
using commercial anhydrides in an easy and inexpensive step reaction. For the antiviral
assay, A549 cells were infected by hRSV and after 96 h of compound or ribavirin
(positive control) treatment, the cell viability was tested by MTT assay. DMSO, non-
infected cells and infected cells without treatment were used as negative control. The
triterpene esterification at the hydroxyl group resulted in 17 derivatives. The 3,28-di-
O-acetylbetulin derivative (1a) showed the best results for cell viability, and
real-time PCR amplification was performed for 1a treatment. Remarkably, one new
anti-hRSV prototype was obtained through an easy synthesis of BE, which shall
represent an alternative for a new lead compound for anti-hRSV therapy.

KEYWORDS

A549 cells, betulin, betulinic acid, respiratory syncytial virus, ursolic acid

(hRSV), which is a member of the Paramyxoviridae family and subfamily
Pneumovirinae.' Despite considerable efforts toward the develop-
ment of effective treatments for hRSV disease, this seasonal infection
is still a major cause of pneumonia and bronchiolitis in infants, in young
children, and even in adults.*"® A United States study estimated that

hRSV is the most common cause of viral mortality in children aged

Arch Pharm Chem Life Sci. 2018;e1800108.
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under 5 years.m hRSV is highly contagious and is transmitted by direct
contact with nasal secretions or by fomite spread on hands, cots, and
fluffy toys. Preventing the spread of the virus is possible by promoting
cough etiquette, hand washing, and cohorting hospitalized hRSV
patients.’® The incubation period is typically 2-8 days, with virus
replication spreading from the upper respiratory tract epithelial cells to
the lower respiratory tract.**)

The available options for preventing and treating hRSV are limited
to select populations in high-resource settings.m] One of this is the
monoclonal antibody palivizumab for prophylaxis.“a] The aerosolized
antiviral agent ribavirin (1-B-b-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carbox-
amide) is the approved drug for the treatment of hRSV infections.
Ribavirin is a synthetic guanosine nucleoside analogue with in vitro
antiviral activity against a range of RNA and DNA viruses.['* There is a
concern regarding the efficacy of ribavirin and based on the available
data it is not recommended in the current guidelines for management
of bronchiolitis.!**!

An example of therapeutic strategies that have been developed
for the treatment of hRSV infection is GS-5806, which is an hRSV
fusion and entry inhibitor that successfully completed a phase | safety
trial and a phase Il hRSV challenge trial in adults.®! Other studies have
been developing but the majority of the compounds are still in the
preliminary stages of research, such as emodin.[1”]

Although some agents have been reported to have anti-hRSV
activity,*"1") new strategies for therapeutic intervention during
moderate to severe hRSV infection are evidently needed. It is clearly
seen that the progress made in hRSV vaccines and therapeutics since
the discovery of the virusin 1950 has been poor, particularly compared
to other viruses like influenza virus, hepatitis C virus, and HIV.*? In this
context, natural compounds, as triterpenes, might be an alternative.
The triterpenes, betulin (BE), betulinic acid (BA), and ursolic acid (UA)
(Figure 1), have shown a variety of biological activity.

BE is a pentacyclic triterpene alcohol with a lupane skeleton. BE
can be used as such, or after chemical modification as a starting
compound for other useful materials and compounds, such as BA
which possess various interesting pharmacological properties.[m] For
instance, BA has described its anti-HIV, antibacterial, antimalarial, anti-
inflammatory, and anthelmintic activities.?! Furthermore, a promising
BA derivative called bevirimat, the first-in-class HIV-1 maturation
inhibitor, has been modified at C-28 position and resulted in even more

AL

BE BA
FIGURE 1
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active compound.m] Consequently, BE and BA are of interest for
medicine as the basis for the development of new antiviral agents.

The therapeutic potential of UA, a pentacyclic triterpene found in
several traditional plants, has also attracted attention. The functional
properties have been described for UA, such as antibacterial,
antiprotozoal, anti-inflammatory, anti-HIV, and antitumor.[23:24)

However, the ability of these triterpenes for the inhibition of hRSV
was not evaluated. Since there is not a variety of medicine for hRSV
treatment, this current study shows efforts to find a new and effective
compound as an alternative. Thus, we assayed 20 compounds divided
in the three triterpenes series; BE, BA, and UA and their carbon 3 (C-3)
and carbon 28 (C-28 for BE) derivatives to verify their anti-hRSV
potential.

2 | RESULTS AND DISCUSSION

Through an easy and inexpensive step reaction, it was possible to
obtain 17 triterpenes derivatives with satisfactory yield (range of
70-93%). The structures of all derivatives are depicted in Table 1. After
the synthesis of these compounds, their structural elucidation could be
deduced from *H, *C NMR, and HR-EI-MS data. The data of BA and
UA series were compared with those previously described in our prior
studies,?>2¢! and 3,28-di-O-succinylbetulin (1d) was compared with
data published by Tian et al.?”! In addition, we have described for the
first time four new BE derivatives. The BE was modified at C-3 and C-
28 to determine if ester substituents influence anti-hRSV activity,
whereas the anti-HIV derivative from BA, bevirimat, is the successful
result of C-3 modification and in our previous studies against another
microorganism, malaria parasite, also displayed improvement of
activity when C-3 and C-28 were chemically modified.*>?¢! The
1H NMR spectra of the BE derivatives have two singlets around &
4.50 ppm suggesting the presence of an isoprenyl group at position H-
29. The loss of dd at & 3.05 ppm suggests that in the presence of H-3
the carbon binding at hydroxyl was substituted for an ester group.
Also, after the change at C-3 the presence of —CHOCO— around &
2.50 ppm suggested that esterification had occurred. The signals of
ester groups were observed in the *3C NMR spectrum at the range of &
157-177 ppm. The isoprenyl was evidenced in signals around & 109
(C-29) and "8 150 ppm (C-20).

Chemical structures of betulin (BE), betulinic acid (BA), and ursolic acid (UA)
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TABLE 1 Library of the three series of triterpene derivatives, cytotoxicity and anti-hRSV activity by MTT assay

sl

LOH

Code R CC50 (|.I.M) EC50 ([J.M) TI
BE H 7.48 69.72 0.11
1a o 2245.38 104.66 21.45
pe
1b 2 268.27 196.81 1.36
= )gﬁ:
1d © 11.197 120.15 0.093
Hoy /\V-JI\;‘{'.
[
1le 2 624.95 98.87 6.32
F
F
1f 3 244.96 73.05 3.35
(5 J\.r
T
BA H 30.31 i Pt
2a 2 13.74 27.77 0.49
P
2b E 33.14 38.51 0.86
'\T/ <
2c 2 120.48 3381 3.56
2d i 30.79 93.77 0.33
HOY\/U}J{
o
2e o 16.02 2219 0.72
Bl oy
[ ’)[
i
2f 2 140.08 84.57 1.66
I
cl
UA H 23.73 18.67 1.27
3a o 26.80 48.75 0.54

(Continues)
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TABLE 1 (Continued)
RO'
Code R CCsp (UM) ECs0(uM) TI
3b o 14.61 71.00 0.20
3c " 685.00 86.85 7.89
PPN
3d o 46.57
I h\”/,\\/,ﬂ}x J:
o
3e o 1277 28.09 0.45
g
=
;
3f o 12.22 7644 0.16
uﬁ)t-‘“
AN
o]
Ribavirin - 7.02% 1.96° 3.57

CCso, 50% cytotoxic concentration; ECso, 50% inhibitory concentration of the viral effect; Tl, therapeutic index defined as CCsq over ECso; ***, beyond the

highest tested concentration (100 uM).

a

ue.

Regarding the biological assay, Table 1 presents the antiviral
activity expressed as the ECsq for all compounds against hRSV in A549
cells. ECsg is the compound concentration required to reduce virus-
induced cytopathogenicity or viral plaque formation by 50%. The 50%
cytotoxic concentration (CCso), causing a 50% decrease in cell viability
was determined using a colorimetric 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay system. Ribavirin was the
reference compound included. Among the precursor triterpenes
tested, UA proved to be more active with EC5q = 18.67 uM, although
in the UA series the 3c derivative was more selective with Tl =7.89.
Furthermore, the BE derivative (1a) displayed the higher value for
Tl =21.45, showing the importance of lupane for the acetyl modifica-
tion. Based on the result of Tl, we selected the BE derivative (1a) to
perform an experiment to evaluate antiviral activity associated with
virus replication. Real-time PCR amplification was performed to hRSV
protein F gene and B-actin from cells infected with hRSV or infected
and treated with 1a (12.5 and 50 uM) or ribavirin (0.3 and 1.2 ug)
during 96 h. We found that BE derivative (1a) was able to significantly
reduce the hRSV RNA gene expression suggesting a reduction in virus

replication (Figure 2). Thus, our results show that the derivative more

active is not selective. It is relevant research since few triterpene
derivatives have been evaluated against hRSV, such as described by Li
et al®® The planning of new derivatives from 1a may be a promising
alternative for obtaining a future drug, as alternative therapy against a
virus with high morbidly and mortality range.

3 | CONCLUSION

In summary, three series of triterpene derivatives (BE, BA, and UA)
were prepared in high yield and in a total of 17 derivatives. All
compounds were evaluated against hRSV and BE derivative 1awas the
most selective. Then real-time PCR amplification was performed for
hRSV protein F gene and B-actin of infected cells treated with 1a,
demonstrating an effect of this compound in reducing virus RNA gene
expression. Further, structure modifications of 1a might afford a novel
series of anti-hRSV compounds that hold promise for treating a burden
pathogen. These modifications will be planned in order to find a
compound activity and selective. However, here we display informa-

tion that may base further investigations, in the scenario where the
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FIGURE 2 Antiviral activity of 1a. Real-time PCR amplification
was performed for hRSV protein F gene and B-actin gene from cells
infected with hRSV or infected and treated with 1a(12.5 and

50 uM) or ribavirin (0.3 and 1.2 pg) during 96 h. Relative expression
was obtained by subtracting the CT value of B-actin from CT value
of hRSV protein F gene. Statistical significance between the groups
and hRSV was determined with one-way ANOVA followed by
Bonferroni post-hoc test. **p < 0.01, ***p < 0.001

only drug available, ribavirin, is not selective and for this reason is not
safe to use.

4 | EXPERIMENTAL
4.1 | Chemistry

4.1.1 | Obtaining of BE, BA, and UA

BA was isolated from Platanus acerifolia bark (voucher specimen: ICN
171329) and UA was isolated from waste apple (Malus domestica) peels
obtained from a local juice factory, as described by Silva et al.?¢ Both
compounds were identified using full spectroscopy data, which are
consistent with those previously described.’?>26! BE was purchased

from Sigma.

4.1.2 | Semisynthesis of BE, BA, and UA derivatives

BE, BA, and UA derivatives were synthesized according to the general
procedure described in the literature.252¢] |n brief, for ester
derivatives the commercial anhydride (1.1 mmol, 5 Eq) and DMAP
(0.22 mmol, 1 Eq) were added to BA or UA (0.22 mmol) in pyridine or
CH,Cl, (2mL) and refluxed for 24h (for cyclic anhydrides) or
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processed without refluxing for 1 h (for acyclic anhydrides). The crude
residue was purified in column chromatography to give the expected
pure compounds. Column chromatography was carried out using silica
gel 60 (Merck). Analytical thin layer chromatography was performed
on silica gel 60 plates (Merck) and spots visualized by spraying with
anisaldehyde/sulfuric. All compounds obtained are illustrated in
Table 1.

The NMR spectra of compounds 1a, 1b, 1e, and 1f are provided as
Supporting Information. The InChl codes of the investigated
compounds together with some biological activity data are also
provided as Supporting Information.

3,28-Di-O-acetylbetulin (1a)

Compound 1a was prepared by using acetic anhydride. White powder,
yield = 90%. *H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 1.03 (s, 15H, CH3-23;
CH3-24; CH3-25; CH3-26 and CH3-27); 1.06 (m, 1H CH-13); 1.09 (t,
1H, CH-18); 1.12 (t, 2H, CH2-1); 1.24 (t, 2H, CH»-16); 1.36 (t, 2H, CH»-
15); 1.39 (m, 4H, CH,-2 and CH5-21); 1.43 (t, 4H, CH,-11 and CH,-22);
1.50 (t, 2H, CH,-6); 1.51 (m, 2H, CH,-12); 1.56 (t, 2H, CH»-7); 1.62 (t,
1H, CH-5); 1.79 (br s, 3H, CH3-30); 1.84 (m, 2H, CH,-2); 1.86 (t, 1H,
CH-9); 2.07 (s, 6H, CH3-32 and CH3-34); 2.44 (ddd, 1H, CH-19); 4.24
(dd, 2H, CH,-28); 4.46 (dd, 1H, CH-3); 4.58 (s, 1H, CH-29b); 4.68 (s,
1H, CH-29a). *3C NMR (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 16.15 (C-25); 16.48
(C-26 and C-27); 18.15 (C-6); 19.09 (C-34); 20.78 (C-32); 21.06 (C-30);
21.32(C-11); 25.12 (C-2); 26.90 (C-12); 23.68 (C-23 and C-24); 27.93
(C-15); 29.55(C-21); 29.71 (C-16 and C-22); 35.53 (C-7); 37.03 (C-10);
37.53(C-13); 37.77 (C-4); 38.36 (C-1); 40.86 (C-8); 42.66 (C-14); 48.74
(C-19); 46.28 (C-18); 47.69 (C-17); 50.25 (C-9); 55.35 (C-5); 62.78
(C-28); 80.89 (C-3); 109.88 (C-29); 150.09 (C-20); 170.99 (C-31);
171.60 (C-33). HRMS (ESI-MS, m/2); [M+Na]* calcd. for C34Hs5404Na:
549.3915. Found: 549.2620, mp: 210-214°C.

3,28-Di-O-isobutylbetulin (1b)

The compound 1b was prepared by using isobutyric anhydride. White
powder, yield = 93%. 1H NMR (400 MHz, CDClg), & (ppm): 0.96 (t, 2H,
CH,-16);1.02 (s, 15H, CH3-23, CH3-24, CH3-25, CH3-26 and CH3-27);
1.06 (t, 1H, CH-18);1.13 (m, 3H, CH,-1 and CH-13); 1.17 (d, 12H, CH3-
33, CH3-34, CH;3-37 and CH3-38); 1.38 (t, 4H, CH,-15 and CH»-21);
1.41 (m, 4H, CH5-2 and CHy-11); 1.49 (m, 4H, CH,-6 and CH;-12);
1.57 (t, 2H, CH5-7); 1.60 (t, 1H, CH-5); 1.67 (t, 2H, CH,-22); 1.79 (br s,
3H, CH3-30); 2.42 (m, 1H, CH-36); 2.53 (m, 1H, CH-32); 1.82 (t, 1H,
CH-9); 2.03 (ddd, 1H, CH-19); 2.26 (t, 2H, CH>-36); 2.38 (t, 2H, CH»-
32); 4.26 (dd, 2H, CH,-28); 4.44 (dd, 1H, CH-3); 4.57 (s, 1H, CH-29b);
4.67 (s, 1H, CH-29a). **C NMR (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 16.05 (C-25);
16.07 (C-26); 16.59 (C-27); 19.12 (C-33, C-34, C-37 and C-38); 19.25
(C-6); 20.82 (C-11 and C-30); 23.68 (C-23 and C-24); 25.18 (C-2);
26.95 (C-12); 27.96 (C-15); 29.61 (C-21); 29.82 (C-16); 34.12 (C-22);
34.26 (C-36); 34.49 (C-32); 34.57 (C-7); 37.10 (C-10); 37.57 (C-13);
37.97 (C-1 and C-4); 38.36 (C-8); 40.91 (C-14); 42.73 (C-18); 46.57
(C-17); 48.83 (C-19); 50.29 (C-9); 55.39 (C-5); 62.42 (C-28); 80.35 (C-
3); 109.88 (C-29); 150.19 (C-20); 176.82 (C-35); 177.52 (C-31). HRMS
(ESI-MS, m/z); [M-H+K]" calcd. for CagHs104K: 619.4124. Found:
619.3745, mp: 110-112°C.
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3,28-Di-O-trifluoroacetylbetulin (1e)

The compound 1e was prepared by using trifluoroacetic anhydride.
White powder, yield = 80%. *H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 0.83 (t,
2H, CH,-16); 0.99 (m, 1H, CH-13); 1.06 (s, 15H, CH3-23, CH3-24, CH5-
25, CH3-26 and CH3-27); 1.08 (t, 1H, CH-18); 1.15 (t, 2H, CH,-1); 1.30
(m, 2H, CH»-12); 1.33(t, 2H, CH»-15); 1.42 (m, 2H, CH»-21); 1.43 (t, 4H,
CH,-11 and CH2-22); 1.45 (t, 2H, CH»-6); 1.62 (t, 1H, CH-5); 1.64 (t, 2H,
CH5-7); 1.78 (br s, 3H, CH3-30); 1.80 (m, 2H, CH,-2); 1.84 (t, 1H, CH-9);
1.99 (ddd, 1H, CH-19); 4.15 (dd, 2H, CH»-28); 4.58 (dd, 1H, CH-3); 4.62
(s, 1H, CH-29b); 4.71 (s, 1H, CH-29a). *3C NMR (75 MHz, CDCly), &
(ppm): 15.98 (C-26); 16.14 (C-27); 16.24 (C-25); 18.07 (C-6 and C-30);
19.08 (C-11); 20.77 (C-23 and C-24); 23.25 (C-2); 25.04
(C-12); 26.92 (C-15); 27.77 (C-21); 29.33 (C-16); 34.00 (C-22); 34.21
(C-7); 37.04 (C-10); 37.74 (C-13); 38.07 (C-4); 38.20 (C-1); 40.88 (C-8);
42.74 (C-14); 46.61 (C-18); 47.53 (C-17); 48.76 (C-19); 50.19 (C-9);
55.23 (C-5); 66.84 (C-28); 86.23 (C-3); 110.30 (C-29); 116.05 (C-32);
116.11(C-34) 149.50 (C-20); 157.74 (C-31); 158.16 (C-33). HRMS (ESI-
MS, m/z); [M-H+30H]" calcd. for Cz4Hs0FsO;: 683.3383. Found:
683.3650, mp: 175-176°C.

3,28-Di-O-dichloroacetylbetulin (1f)

The compound 1f was prepared by using chloroacetic anhydride.
White powder, yield = 85%. *H NMR (400 MHz, CDCly), & (ppm): 0.99
(s, 15H, CH3-23, CH3-24, CH3-25, CH3-26 and CH3-27); 1.06 (m, 3H,
CH-13 and CH»-16); 1.06 (t, 1H, CH-18); 1.13 (t, 2H, CH>-1); 1.26 (m,
2H, CH2-21); 1.30 (t, 2H, CH2-15); 1.34 (m, 2H, CH»-11); 1.42 (t, 2H,
CH2-7); 1.45 (m, 4H, CH,-2 and CH2-12); 1.51 (t, 2H, CH-6); 1.64 (t,
1H, CH-5); 1.74 (t, 2H, CH,-22); 1.79 (br s, 3H, CH3-30); 1.81 (t, 1H,
CH-9); 2.00 (ddd, 1H, CH-19); 4.07 (dd, 2H, CH,-28); 4.48 (dd, 1H, CH-
3);4.61 (s, 1H, CH-29b); 4.70 (s, 1H, CH-29a); 5.92 (s, 1H, CH-34); 5.96
(s, 1H, CH-32). *3C NMR (75 MHz, CDCly) & (ppm): 15.96 (C-25); 16.11
(C-26); 16.32(C-27), 18.01 (C-6); 19.08 (C-30); 20.74 (C-11); 23.19 (C-
23 and C-24); 25.06 (C-2); 26.95 (C-12); 27.80 (C-15); 29.41 (C-21);
29.48 (C-16); 33.98 (C-7 and C-22); 34.29 (C-10); 37.01 (C-13); 37.66
(C-4); 38.21 (C-1); 40.84 (C-8); 42.70 (C-14); 46.75 (C-18); 47.66
(C-17); 48.80 (C-19); 50.17 (C-9); 55.28 (C-5); 64.43 (C-34); 64.78
(C-32); 66.16 (C-28); 80.90 (C-3); 109.08 (C-29); 149.70 (C-20);
164.30(C-31); 164.96 (C-33). HRMS (ESI-MS, m/z); [M-H+Na]" calcd.
for C34H50Cl4O4Na: 683.2198. Found: 683.3828, mp: 166-170°C.

4.2 | Antiviral activity and cytotoxicity assay

4.2.1 | Cell lines and virus

Human adenocarcinomic alveolar epithelial cells (A549) and Vero
cells were cultured in DMEM low glucose (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented with 10% of heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brazil).
RSV A2 strain was kindly provided by Dr. Fernando Polack,
Fundacion Infant, Argentina. The virus was grown on Vero cells in
Opti-MEM medium (Gibco™, Thermo Fisher Scientific) supple-
mented with 2% of FBS and was then purified from cell culture
supernatant. Viral plaque-forming units (PFU) were identified using

an anti-hRSV antibody (Millipore, Billerica, MA, USA). Viral aliquots
were stored in -80°C.

4.2.2 | Cytotoxicity assay

A549 cells were seeded in a 96-well flat-bottom plate at 5 x 10° cells
per well. After 24 h incubation, each compound at 100, 50, 25, 12.5,
and 6.25 uM was added to the plates which were then incubated for a
further 96 h at 37°C in a humidified incubator with 5% CO,. Cell
viability was assessed by a colorimetric assay based on the reduction of
3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Molecular Probes™, Thermo Fisher Scientific) by mitochondrial
enzymes. Briefly, 100 uL of medium was removed and 40 uL of
MTT reagent from a 5 mg/mL stock solution was added in each well.
Cells were incubated for 4 h and the precipitated formazan crystals
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). Finally, the optic density
(OD) was analyzed at 570/620 nm using micro-plate reader (EZ Read
400, Biochrom). DMSO was added as a control in the same volume
used to dilute the compounds. The results were obtained from
triplicate assays. The percentage of cytotoxicity of each compound
was calculated considering 100% the OD of untreated cells and using
as reference the OD of cells treated with DMSO.

4.2.3 | Antiviral assay

To assess the effect of the compound in inhibiting the cell death caused
by the virus, A549 cells were seeded in 96-well flat-bottom plate
(5% 10° per well) and after 24 h infected with 5x 10* PFU of RSV.
After 2 h each compound at 100, 50, 25, 12.5, and 6.25 uM was added
to the plates which were then incubated for a further 96 hat 37°Cina
humidified incubator with 5% CO,. Cell viability was assessed by MTT
colorimetric assay as described above. Ribavirin was used as positive
control (TCl America) at 2.4, 1.2, 0.6, 0.3, 0.15 pg per well. The results
were obtained from triplicate assays. The percent protection of each
compound was calculated as [(A - B)/C - B)] x 100, where A, B, and C
are the OD values of treated infected, untreated infected, and

untreated uninfected cells, respectively.

4.2.4 | Data analysis

The 50% cytotoxic concentration (CCso) and the 50% antiviral
effective concentration (ECso) for each compound were obtained
from dose-effect curves and determined by linear regression analysis
(not shown). The therapeutic index (TI) (i.e., selective index) is defined
as CCso/ECs0.

4.2.5 | Viral load quantification by real-time PCR

Total RNA was extracted from cells infected with RSV or infected and
treated with 1a (12.5 and 50uM) or ribavirin (0.3 and 1.2 pug).
Complementary DNA (cDNA) was synthesized using transcriptase kit
GoScrip™ (Promega™, Madison, WI, USA). Real-time PCR was
performed for the amplification of the RSV F protein gene using
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specific primers and probes: forward-5'-AACAGATGTAAGCAGCT
CCGTTATC-3', reverse-5'-GATTTTTATTGGATGCTGTACATTT-3’,
and probe 5'-FAM/TGCCATAGCATGACACAATGGCTCCT-TAMR
A/-3" and for amplification of human B-actin as endogenous control
gene using TagMan assay (Hs00174103_m1 ACTB). The reaction was
performed in a StepOne® (Applied Biosystems®) under the following
conditions: 50°C for 2min and 95°C for 10 min followed by for 40
cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The Delta cycle-threshold

(ACt) was obtained by subtracting the endogenous control gene Ct

value from the Ct value of the RSV protein F gene.m]
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