e

Y
UNICAMP

BIANCA REAL BIANCHI

“ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-HERPETICA DE ISOLADOS DE
ORGANISMOS MARINHOS”

CAMPINAS
2012






e

Y
UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

BIANCA REAL BIANCHI

“ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-HERPETICA DE ISOLADOS DE
ORGANISMOS MARINHOS”

Orientadora: Profa. Dra. Clarice Weis Arns

Co-orientadora: Profa. Dra. Luciana Konecny Kohn

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas para
obtencao de titulo de Mestre(a) em Clinica Médica, drea de concentracdo Clinica Médica.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELA ALUNA BIANCA REAL
BIANCHI E ORIENTADO PELO PROF. DR. CLARICE WEIS
ARNS.

Assinatura do Orientador(a)

CAMPINAS
2012




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARISTELLA SOARES DOS SANTOS - CRBa/8402
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Bianchi, Bianca Real, 1987-

B47e Estudo da atividade anti-herpatica de isolados de
organismos marinhos / Bianca Heal Bianchi. --
Campinas, SP : [s.n], 2012.

Orientador - Clarice Weis Ams.

Coorientador : Luciana Konacny Kohn.

Dissertacio (Mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Herpesvirus humano 1. 2. Antivirais. 3. Tnagem. L.
Ams, Clarica Weis, 1956-_ ll. Kohn, Luciana Konecny
[Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Cigncias Madicas. V. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Study of anti-herpetic activity of isolated from marine organisms.
Palavras-chave em inglés:

Herpesvirus 1, Human

Antiviral agents

Diagnosis

Area de concentragio: Clinica Médica
Titulagao: Mestra em Clinica Médica
Banca examinadora:

Clarice Wois Ams [Orientador]
Carmem Lucia Clusiroga

Mana Judite Bittencour Femandes
Data da defesa: 12-12-2012
Programa de Pos-Graduacao: Clinica Medica




i ot TR




\



DEDICATORIA

Dedico este trabalho d minha familia, mde, Rafa pela compreensdo e
estarem sempre ao meu lado. Dedico ao meu marido pelo seu
carinho, aten¢do, apoio, e por acreditar em mim.

Dedico também aos meu avos, Emilia e Carlos (inz memorian), pelo
apoio que sempre me deram e, ao meu avo, por ter sido o exemplo de

homem que foi em minha vida.

VI



VI



AGRADECIMENTOS

Agradeco- primeiramente cv Deus, pelav vida e pelaw melhor indicagio-

dada v mesma;

Minha famdio, mdie e irmdio; por sempre me apoiowvem e acreditorem no-
mew potencial;

Mew mawido; por estor sempre ao- mew lado; acreditando- e mim e me
apoiando;

Aoy mew awds, Emiiav e Cawloy (in memorian), por todo- apoio- e carinho

que sempre me deram

A minha orientadora Profo. Drav. Clawice Weis Arns, por acreditor no-

mew trabalho- e ter me dado-estow oportunidade;
A minho co-orientadora LuKohn, pelaw paciénciow e ovientacio;

Aoy mew colegas de labovatsrvio- (LVA) pelo- aprendigado- que vai aléw do-

profissional e pelaw amigade que construt com alguns de vocés;
Aoy professores da bancay, por terem aceitado- mew conwvite;
A UNICAMP e ao- LVA, pelo- apoio- material e uso-de equipamentos;
A FCM pelo-espaco- cedido;
A CAPES e FUNCAMP pelo-apoio-financeiro;

t a todos que de alguwmar formo contribuirom paraw av realigacio- deste

trabalho







“Agradeco todas as dificuldades que enfrentei;
ndo fosse por elas, eu ndo teria saido do lugar.
As facilidades nos impedem de caminhar.

Mesmo as criticas nos auxiliam muito.”

Chico Xavier

XI



Xl



SUMARIO

1.

INTRODUCAO 01
1.1, HETPESVITUS. c.eeeerercrsaresanessasssasessasssascssasssassssssssassssssssassssssssassssasssassssssssassssasssasese 01

1.1.1. Morfologia do HSV-1 02

1.1.2. Manifestacoes Clinicas 04

1.1.3. Ciclo Replicativo 05

1.14. Laténcia 11
1.2. Organismos Marinhos 16

1.2.1. Antivirais..... 18
OBJETIVOS 23
2.1.  Geral....eeceeenernnennneinennnes 23
2.2, ESPECITICOS..cuiirruicsiesseissansssnessaisssncssasssssessassssssssssssssossasssssossasssssesssssssssssasssns 23
MATERIAL E METODOS 25
3.1. Linhagem Celular e Virus 25
3.2. Multiplicacao Viral 26
3.3. Titulagao Viral 27
3.4. Preparo dos extratos..... 28
3.5. Avaliacao Antiviral 29

Xl



3.5.1. Ensaio Antiviral (Triagem)

30

3.5.2. Ensaio Colorimétrico MTT

32

3.5.2.1. Curva de crescimento viral

33

3.5.2.2. Calculo do Indice de Seletividade.........

34

3.5.3. Estudo da Atividade Antiviral nas diferentes fases do ciclo

replicativo 36
4. RESULTADOS . ...uuiiitininninsnisnsssissssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssass 39
4.1. Ensaio Antiviral (Triagem)...... 39

4.2. Curva de Crescimento Viral 47

4.2.1. Cilculo do Indice de Seletividade...........eeuerrerrerresseessersesscsenssessens 48

4.3. Estudo da Atividade Antiviral em diferentes do ciclo
replicativo 49

5. DISCUSSAOQ.ccimiicssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 51
6. CONCLUSAOQ.ccucucrrcincsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 55
6.1, Geral...eiiiiieiinninsnninnicsnissnncssisssnessisssssssssssssssssssssesssssssseans 55

55

6.2. Especificos

7. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

57

XV



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01: Desenho esquemdtico da morfologia do HSV-1. Disponivel em

http://moikompas.ru/compas/netesov, acesso em 18/10/2012 02
Figura 02: Lesdes labiais causadas pelo  HSV-1. Disponivel em
http://www.mdsaude.com/2012/04/herpes-labial.html, acesso em 18/10/2012...cceeeuereceneee 04

Figura 03: Esquema representativo da adsorcdo e penetracio do HSV-1 na célula
hospedeira. a.) na fase de adsorcdo, os receptores de heparan sulfato presentes na
membrana celular ligam-se com as gB e gC,. b.) ap6s a ligacdo de gB e gC, ocorre a ligagao
de gD em trés diferentes receptores celulares secunddrios. c¢.) no inicio da fase de
penetracdo, ocorre a fusdo da membrana celular com o virus. d.) ocorre a penetracdo do
virus sem seu envelope, ocorrendo uma segunda fusdo na membrana nuclear, onde o virus
transportard para dentro do nudcleo apenas seu material genético. Disponivel em
http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm, acesso em 15/, acesso em

25/02/2011 07

Figura 04: Esquema representativo montagem do nucleocapsideo viral no interior do
nucleo celular. Disponivel em http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm, acesso

em 15/, acesso em 25/02/2011 09

Figura 05: Esquema representativo das fusdes das membranas interna e externa do nicleo
celular com o virus, re-envelopamento viral, finalizando na liberacdo das particulas virais
da célula hospedeira. Disponivel em http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm,

acesso em 15/, acesso em 25/02/2011 10

XV



Quadro 01: Proteinas e Glicoproteinas envolvidas no processo de laténcia do HSV-1......13

Figura 06: Esquema representativo das etapas de infeccdo e laténcia do HSV-1. A.)
Infeccdo Primdria: originada pela infeccdo de células epiteliais. Apds o virus chegar ao
neurdnio, o nucleocapsideo é transportado através do mesmo até o nicleo, onde o DNA
viral € liberado e os genes associados a laténcia sdo expressos. B.) Infeccdo Recarrente:
Ap6s estimulos ainda nao identificados, ocorre a reativacao do ciclo, iniciando a expressao
dos genes de infec¢do litica. Os nucleocapsideos s@o transportados para a por¢ao terminal
do neurdnio, onde as particulas virais serdo liberadas a partir do axoénio, infectando as
células epiteliais, resultando na infec¢do recorrente. Adaptado de LUCKEMEYER,
2009.uuuiicuicsnnicssnesnisssnessisssnesssssssessssssssesssssssssssssssstessssssssessstsssssssstsssssssstessssssstssssessssessssssssess 16

Figura 07: Desenho esquemdtico das diferentes fases do ciclo replicativo onde o virus
poderd interferir: A: Inativacdo Viral; B: Adsor¢do; C: Replicacdo. Figura adaptada de Flint
et al., 2000 19

Figura 08: Linhagem Celular Vero (50x de aumento) 25

Figura 09: Linhagem Celular Vero, com efeito citopdtico viral (direita) (100x de

aumento) 26

Figura 10: Microplaca de 96 orificios com dilui¢des sequenciais do HSV-1 na base 10....27

Figura 11: Desenho esquematico da disposi¢do de extratos, virus e controles na microplaca

de 96 orificios, utilizada para o ensaio antiviral..... 31

XVI



Figura 12: o MTT, que possui coloracdo amarela, liga-se a enzima LDH de mitocOndrias

de células vidveis, formando cristais de formazan de coloragdo violeta 32

Figura 13: Esquema do espaco utilizado na microplaca e suas diversas concentragdes

virais 34

Tabela 01: Lista de todas as amostras testadas, bem como os resultados didrios comparados
com o controle viral. Em destaque encontram-se os extratos ativos, ou seja, aqueles que

apresentaram 97% ou mais de inibi¢do viral 40

Tabela 02: Porcentagem de Inibicdo Viral apresentada pelas amostras consideradas

ALLVAS eeeeeresssssseesssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 46

Tabela 03: Extratos ativos identificados, utilizados para proximas andliS€S...ceeseessssecssseecd?

Griafico 1: Determinacdo do tempo de leitura e concentracdo viral para as andlises de

ensaio colorimétrico MTT 48

Tabela 04: Identificacdo da fase do ciclo replicativo nas quais os extratos ativos agem,

inibindo o efeito viral 49

Tabela 05: Valores dos indices de Seletividade apontados para extratos de fungos e

esponjas que mostraram-se ativos 50

XVl



XVl



LISTA DE NOTACOES

%

IV

°C
pg/mL
nL
antilog
g
h/hs
Kb
log
mg/mL
mL

nm

Porcentagem
Maior ou igual
Graus Celsius

Microgramas por mililitro
Microlitro
Anti-logaritmo
Grama
Hora / horas
Quilobases
Logaritimo
Miligrama por mililitro
Mililitro

Nandémetro

XIX



XX



LISTA DE ABREVIATURAS

AcOEt

ACV

AZT

CC50

CMNT

CO2

CPE

Ct

DI

DMSO

DNA

FAPESP

G

gB, ¢C, gD, gE, gG,
gl, gH, gL, gM

HIV

HSV-1

HSV-2

Acetato de Etila
Aciclovir trifosfatado
azidotimidina
Citosina
Concentragdo de extrato capaz de inibir 50% crescimento celular
Concentragdo médxima nio txica
Diéxido de carbono
Efeito citopético
Controle
Doses infectantes
Dimetilsulf6xido de sédio
Acido desoxirribonucléico
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Guanina

Glicoproteinas

Human immunodeficiency virus
Virus do herpes simplex tipo 1

Virus do herpes simplex tipo 2

XXI



HSV-3
HSV-4
HSV-5
HSV-6
HSV-7
HVEM
IC50
IE
v
IQSC-USP
IS
LAT

LDH

LVA-IB-UNICAMP

MEM
MeOH
MOI
mRNA
MTT
NGF

pGl

Virus do herpes simplex tipo 3

Virus do herpes simplex tipo 4

Virus do herpes simplex tipo 5

Virus do herpes simplex tipo 6

Virus do herpes simplex tipo 7

Mediador de entrada de herpesvirus
Concentragdo de extrato capaz de inibir 50% crescimento viral
Genes imediatos precoces
Indice de inibigdo viral
Instituto de Quimica de Sao Carlos — Universidade de Sao Paulo
Indice de seletividade
Transcritos associados a laténcia

lactato desidrogenase

Laboratorio de Virologia Animal — Instituto de Biologia —
Universidade Estadual de Campinas

Meio essencial minimo
Metanol
Multiplicity of Infection
RNA mensageiro
[3-(4,5-dimethylthiazol-z-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]
Fator de crescimento dos nervos

Glicoproteina especifica do tipo 1

XXII



pG2 Glicoproteina especifica do tipo 2

PI Porcentagem de inibi¢do
SFB Soro fetal bovino
T Tratado
TQ Timina quinase
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina
VERO African green monkey kidney cells

XXIII



XXIV



RESUMO

O virus herpes simples do tipo 1 (HSV-1), agente etiol6gico do herpes labial em
humanos, € facilmente transmitido e t€ém o grande problema de causar infec¢des latentes,
sendo que uma vez infectado, o individuo passa a ser o portador do virus por toda a vida. O
medicamento mais apropriado contra este tipo de virus deve ter agcao inibitéria em qualquer
estdgio de sua replicacdo, além de baixa toxicidade, para que as células do hospedeiro ndo
sejam afetadas. Os organismos marinhos representam uma vasta biodiversidade que inclui
cerca de 80% de todas as espécies do planeta, o que nos leva a uma grande quantidade de
informacdes que ainda poderdo ser descobertas, inclusive acerca de compostos com
atividade antiherpética, ja que atualmente temos poucos medicamentos disponiveis € nem
sempre de total eficdcia. Para o estudo com HSV-1 foi escolhida a cepa KOS, por ser
resistente a0 medicamento considerado mais eficaz para o herpes humano, o aciclovir. Foi
utilizada a linhagem celular VERO para o estudo da atividade antiviral de extratos de
organismos marinhos. Inicialmente foi realizada uma triagem com 129 extratos. Utilizou-se
a concentracdo de 50ug/ml para todos os extratos, considerando ativos aqueles que
apresentaram 97% de inibicdo do crescimento viral. Dentro dos grupos analisados foram
identificados 6 extratos brutos de fungos e 7 extratos brutos de esponjas marinhas como
possiveis antivirais. O calculo do Indice de Seletividade foi realizado para as amostras de
fungos Demateaceous (grupo) e Trichoderma sp., apresentando os valores 0,03 e 0,3, com
atividade nas fases de adsorcdo e inativagdo viral, respectivamente e, para as amostras de
esponjas, Monanchora arbuscula e Hemimycale sp., ambas apresentando o valor 0,1, com

atividade também nas fases de adsorcao e inativagdo viral, respectivamente.
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ABSTRACT

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1), the etiologic agent of herpes labialis in
humans, is transmitted easily and have great problem to cause latent infections, and once
infected, the individual becomes the carrier of the virus by life. The most suitable
medicament against such virus should have inhibitory action at any stage of its replication
as well as low toxicity to the host cells are not impaired. Marine organisms represent a wide
biodiversity that includes about 80% of all species on the planet, which leads to a large
amount of information that can still be found, including about compounds that may help a
possible treatment of symptoms caused by this virus, since currently available medicines
have few and not always fully effective. For the study of HSV-1, the KOS strain was
chosen because it is resistant to the drug considered most effective for the human herpes,
the acyclovir. Was used the cell lines VERO (African Green Monkey - ATCC CCL 81) for
the study the antiviral activity of extracts of marine organisms. Initially was realized a
screening with 129. We used the concentration of 50pg/ml for all the extracts, whereas
those with active 97% inhibition of viral growth. Within the groups analyzed were
identified 6 extracts of fungus and 7 crude extracts of marine sponges as possible antiviral.
The calculation of the Selectivity Index was conducted for samples of fungi Demateaceous
(group) and Trichoderma sp., presenting the values 0.03 and 0.3 with activity phases of
adsorption and viral inactivation, respectively, and for samples of sponges, Monanchora
arbuscula and Hemimycale sp. both presenting the value 0.1, with activity also in the

phases of adsorption and viral inactivation, respectively.
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1. INTRODUCAO

1.1. Herpesvirus

O virus do herpes humano, tipo 1 (HSV-1) pertence a familia Herpesviridae e a
sub-familia Alphaherpesvirinae (Cunha et al., 2008). Dentro da familia Herpesviridae,
foram isolados cerca de 100 herpesvirus, deste sendo 8 patogé€nicos para o ser humano:
HSV-1 e 2 (subfamilia Alphaherpesvirinae e género Simplexvirus), com quadro clinico de
herpes lébial e genital, respectivamente; HSV-3 (subfamilia Alphaherpesvirinae e género
Varicellovirus), com quadro clinico de catapora e herpes-zoster; HSV-4 (subfamilia
Betaherpesvirinae e género Lymphocryptovirus), com quadro clinico de linfomas e
leucoplasia pilosa; HSV-5 (subfamilia Betaherpesvirinae e género Cytomegalovirus), com
quadro clinico de citomegalia; HSV-6 e 7 (subfamilia Gammaherpesvirinae e género
Roseolovirus), com quadro clinico de exantema subito para o HSV-6 e nenhum para o
HSV-7; e HSV-8 (subfamilia Gammaherpesvirinae e género Rhadinovirus), com quadro
clinico de sarcoma de Kaposi (Mehnert & Candeias, 2004). Entre si ndo s@o identificados
por aspectos morfologicos, mas sim antigenicamente por sorologia e molecular. Além
disso, uma diferenca que pode ser observada é o fato dos virus da sub-familia
Alphaherpesvirinae apresentarem lesdes na pele e mucosas e os das sub-familias Beta e

Gammaherpesvirinae apresentarem manifestacoes sist€émicas (Mehnert & Candeias, 2004).




1.1.1. Morfologia do HSV-1

Com tamanho variando entre 120-300nm (Mehnert & Candeias, 2004), €
considerada uma particula grande, constituida de 4 partes: core eletrodenso com DNA viral
(Miranda et al., 2002); capsideo icosaédrico, circundante ao core; camada protéica nio
estruturada entre o capsideo e o envelope, denominada tegumento; envelope de bicamada

lipidica exterior com picos em sua superficie (Yousefi, 2011) (Figura 01).

Nucleocapsideo
Tegumento

Figura 01: Desenho esquematico da morfologia do HSV-1. Disponivel em

http://moikompas.ru/compas/netesov, acesso em 18/10/2012.

O core € composto de DNA fita dupla, linear, em forma de tora, com distancia
que varia de 125-240kb, mantida por fibrilas protéicas presas ao capsideo (Mehnert &

Candeias, 2004) e nucleocapsideo viral com uma unica cépia do DNA duplo linear




(Boehmer & Nimonkar, 2003), sendo que o contetido de C+G varia de 31-75% (Mehnert &

Candeias, 2004).

O capsideo € composto por 162 capsdmeros arranjados em um T=16 com
simetria icosaédrica, sendo 150 hexaméricos e 12 pentaméricos (Miranda et al., 2002). A
outra casaca do capsideo consiste em 4 proteinas: VP5, VP26, VP23 e VP19, sendo que a
VP5 é a maior proteina do capsideo, presente tanto nos capsomeros pentameros quanto nos
hexomeros. A VP26 esta presente nos capsomeros hexomeros. Uma molécula de VP19 e
duas de VP23 compdem a triplice que liga os capsdomeros adjacentes. O capsideo também
contém VP24, a protease e UL16 que estd envolvida na encapsidacdo do DNA (Yousefi,

2011).

Entre o capsideo e o envelope hd uma camada de proteinas amorfas, o
tegumento, importante para a regulacdo do ciclo replicativo viral (Miranda et al., 2002).
Composto de no minimo 20 proteinas virais com a capacidade de degradagdo celular e
mRNA viral, o tegumento possui proteinas como VP22, que desempenha a fun¢do de
espalhar o virus de célula para célula e VP16, que possui o virion com fator transativador

(Yousefi, 2011).

Seu envelope € derivado de uma membrana citoplasmética hospedeira, contém
uma bicamada lipidica com 11 proteinas transmembranas virais incorporadas, como as
glicoproteinas gB, gC, gD, gE, gG, gl, gH, gL, gM e duas intrinsecas nao glicosiladas
membranas protéicas Us9 e Ur20 (Yousefi, 2011). Este envelope externo possui
variabilidade genética limitada, além de ndo haver variacdo sazonal na incidéncia de sua

infec¢do (Cunha et al., 2008).




Sua particula viral é fragil, visto que o envelope lipidico é susceptivel ao
tratamento quimico com solventes organicos, detergentes e proteases, e tratamento fisico

como calor (60°C) ou radiacdo ionizante e ndo-ionizante (Santos et al., 2002).

1.1.2. Manifestac¢oes Clinicas

Este virus € o agente etioldgico de 80-90% dos casos de herpes labial e 10-20%
dos casos de herpes genital, ao contrario do HSV-2. Uma das diferencas entre o HSV-1 e o
HSV-2 € a glicoproteina especifica, sendo a pGl para o HSV-1 e a pG2 para o HSV-2
(Costa et al., 2010). Sua transmissdo ocorre por contato direto da mucosa ou da pele com

algum tipo de lesdo (Figura 02), com as secre¢des que contenham este virus (Brady &

Bernstein, 2004).

WWw,. mdsaude.com

Figura 02: Lesdes labiais causadas pelo HSV-1. Disponivel em http://www.mdsaude.com/2012/04/herpes-

labial.html, acesso em 18/10/2012.




Podem ocorrer trés tipos de infecgdes: infeccdo primdria, que pode ser
assintomdtica ou sintomadtica, apresentando, neste caso, quadros de febre, tulceras na
garganta, lesdes vesiculares e ulcerativas, gengivo-estomatite, edema e outros; infeccio
neonatal, que pode ocorrer in utero, durante ou apds o parto; e infeccido do sistema nervoso
central, que pode apresentar encefalite hemorrdgica focal (Santos et al., 2002; Mehnet &

Candeias, 2004).

1.1.3. Ciclo Replicativo

Todo os tipos de infecdes deste virus utilizam-se do ciclo replicativo do mesmo,
que inicia-se com a adsorcdo, passando pelas etapas de penetracdo e desnudamento,
transcricdo, traducdo e replicacdo, e finalmente, a fase de montagem e liberacdo dos

virions.

Na primeira etapa, a adsorcdo, hd a ligacdo dos receptores de membrana
celulares com os receptores da particula viral. O heparan sulfato, por exemplo, apresenta
sitio de adsor¢do celular, podendo ligar-se tanto com as gligoproteinas B (gB) quanto com
as glicoproteinas C (gC) do envelope viral. Apos esta primeira ligacdo, a glicoproteina D
(gD) do envelope viral pode ligar-se com até 3 tipos distintos de receptores celulares

secundarios:




- o mediador de entrada de herpesvirus (HVEM- herpes entry mediator),

membro da superfamilia dos receptores do TNF/NGF,;

- os receptores da familia da Nectina-1 e Nectina-2, membro da superfamilia

das imunoglobulinas;

- e moléculas de heparan sulfato modificadas em sitios especificos pela a¢do da

enzima 3-O-sulfotransferase.

Apesar da gD ser encontrada abundantemente nas células infectadas, sua
quantidade necessdria € minima. Estas ligacdes secunddrias sdo as responsdveis pela

entrada do virus na célula hospedeira (Barbosa, 2009).

Na segunda etapa, a de penetragdo e desnudamento, ocorre uma fusido da
membrana da superficie celular com o virus, fazendo com que este perca seu envelope e
penetre na célula hospedeira, migrando para o nucleo celular apenas com as proteinas do
tegumento aparentemente acopladas ao capsideo. Quando o nucleocapsideo alcanca os
poros do nicleo ocorre outra fusdo, fazendo com que apenas o material genético seja

transportado para dentro do nticleo (Whitley & Roizman, 2001) (Figura 03).




Call surince
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Figura 03: Esquema representativo da adsorcdo e penetracdo do HSV-1 na célula hospedeira. a.) na fase de
adsor¢do, os receptores de heparan sulfato presentes na membrana celular ligam-se com as gB e gC,. b.) apds
a ligacdo de gB e gC, ocorre a ligacdo de gD em trés diferentes receptores celulares secunddrios. c.) no inicio
da fase de penetragfo, ocorre a fusdo da membrana celular com o virus. d.) ocorre a penetragdo do virus sem
seu envelope, ocorrendo uma segunda fusdo na membrana nuclear, onde o virus transportara para dentro do
nicleo apenas seu material genético. Disponivel em http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm,

acesso em 15/, acesso em 25/02/2011.

A terceira etapa € dividida em trés partes: transcri¢do, tradugdo e replicagcdo.
Nesta etapa, a transcri¢ao e sintese protéica ocorrem de forma coordenada, reguladas em 3

fases inter-dependentes: a (imediata); 3 (precoce) e y (tardia) (Hancock et al., 2006). A fase




a inicia-se quando a proteina viral a-TIF liga-se ao TATA Box do genoma viral, com
auxilio dos fatores nucleares OCT-1 e HCF. Desta forma, inicia-se a sintese protéica da
fase a: ICP4, ICP27 e ICP47, responsaveis pela regulagdo positiva das fases subsequentes,
além de inibir a a¢do de proteinas TAP, inibindo assim a apresentacdo de antigenos virais
pelo MHC de classe I; a fase B € responsavel pela sintese de enzimas andlogas as celulares,
possibilitando a replicacdo do DNA, como a timina quinase (TQ) e UL30/UL42 (DNA
polimerase viral); a altima fase, denominada fase vy, sintetiza as proteinas estruturais do
virion, que serdo utilizadas para a montagem da particula viral (Roizman & Sears, 1996;

Whitley, 1996; Boehmer & Lehman, 1997).

A ultima etapa, montagem e liberacdo dos virions, inicia-se com O transporte
das proteinas do capsideo para o nicleo, onde poderdo permanecer vazias ou ser
preenchidas com DNA, montando assim o nucleocapsideo viral (Melancon et al., 2004)

(Figura 04).
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Figura 04: Esquema representativo d montagem do nucleocapsideo viral no interior do nicleo celular.

Disponivel em http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm, acesso em 15/, acesso em 25/02/2011.

Apo6s a montagem do nucleocapsideo viral no nucleo da célula hospedeira
ocorre o envelopamento do virus através da fusdo com a membrana nuclear interna,
havendo acumulo de virus envelopados no espago perinuclear. Para que as particulas virais
possam ser liberadas deste espago perinuclear, ocorre uma fusdo entre o envelope viral e a
membrana nuclear externa, liberando apenas os capsideos no citoplasma, ou seja, durante
esta fusdo o virus perde seu envelope. Os capsideos serdo re-envelopados por vesiculas
derivadas do complexo de Golgi. Esta ultima etapa pode ser mediada por interagdes entre
as proteinas do tegumento viral e por¢des citoplasmdticas de glicoproteinas virais, que ja

estariam inseridas nas vesiculas derivadas do Golgi (Melancon et al., 2004) (Figura 05).




Cu'ter nudear rmeembsane
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Figura 05: Esquema representativo das fusdes das membranas interna e externa do nucleo celular com o
virus, re-envelopamento viral, finalizando na liberacdo das particulas virais da célula hospedeira. Disponivel

em http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv4f.htm, acesso em 15/, acesso em 25/02/2011.
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1.14. Laténcia

Um dos maiores problemas do HSV-1 € sua habilidade de persistir
indefinidamente, estabelecendo infec¢do latente que pode levar a recorréncia dos sintomas
(Boehmer & Nimonkar, 2003), demonstrada pela primeira vez por Brunet e Buddingh, em
1950, ap6s uma infecc@o primdria (Mehnert & Candeias, 2004). Esta laténcia utiliza-se do
mesmo ciclo reprodutivo de outros membros da mesma familia ou através de infeccOes
liticas, com ciclo replicativo curto (Santos et al., 2002). Assim como todos os herpesvirus,
estabelece infecgdes latentes ao longo da vida do hospedeiro, podendo ser reativado

periodicamente ao longo da vida produzindo doencas, especialmente a herpes labial

(Whitley, 2007).

O HSV-1 envolve tanto as fases de laténcia (ndo produtivas) quanto as

infecges liticas (produtivas) (Yousefi, 2011).

Durante a fase de laténcia, alguns RNAs (transcritos associados a laténcia -
LATSs) podem ser encontrados em elevados niveis (transcri¢do continua). Uma pequena
quantidade de neur6nios no géinglio € infectada, abrigando multiplas copias do genoma
viral, mas nem todos os neur6nios expressam LAT. A laténcia ocorre em neurdnios
dependentes do fator de crescimento dos nervos (NGF), pois na auséncia de NGF ocorre

uma rapida expressao do virus (Fields, 2002).

Ja a fase litica inicia-se com a primeira exposicao da célula epitelial hospedeira
ao virus, seguido da replicacdo viral nas células dos neur6nios sensoriais inervados na pele.

Apoés estabelecer infeccdo litica nas células do sitio da primeira infecgdo (mucosa ou
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epiderme), os virus penetram pelas terminagdes nervosas e sao transportados pelos axonios
(sentido retrégrado ao estimulo nervoso) para o ganglio sensorial (Fields, 2002). A laténcia
¢ entdo estabelecida em células dos ganglios sensoriais que enervam o local da infec¢do
primdria, predominantemente o ganglio trigeminal (Boehmer & Nimonkar, 2003), onde
podem estabelecer infeccdes latentes por toda vida do hospedeiro (Brady & Bernstein,
2004). Na fase litica, a replicacao viral € estimulada pelo hospedeiro, causando uma lesao

(afta), que cura em poucos dias (Yousefi, 2011).

Durante a infeccdo litica, mais de 80 genes de HSV sdo altamente expressos
com regulacdo em cascata. Genes imediatos precoces (IE) sdo muito expressos logo apds a
infeccdo. As seis proteinas designadas sdo: ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e USI1. A
ICPO e a ICP4 sdo ativadoras transcricionais, sendo a ICPO uma proteina tanto viral quanto
celular (Yousefi, 2011). Em seguida, os genes expressos pelo HSV sdo os chamados genes
precoces (E). Estes sdo expressos com aproximadamente 4-8 horas apds a infec¢do e para
sua expressao eles requerem a presenca funcional da proteina ICP4. Este conjunto codifica
para proteinas que sdo necessdrias para a replicacao viral, incluindo a timina quinase (TQ) e
DNA polimerase (Yousefi, 2011). Os ultimos genes a serem expressos, denominados genes
tardios (L), incluem os cédigos genéticos para US11, gC (UL44), gB (UL27), VP16 e VHS.
Eles sdo os ultimos genes a serem expressos. Sua expressao atinge niveis de pico depois de

comegar a sintese do DNA viral (Yousefi, 2011).

O sucesso de um ciclo de replicacdo depende da realizacdo de uma série de
medidas, incluindo a ligacdo e a penetracdo do virion, com a subsequente expressao do

virus precoce (o), genes tais como proteinas de células infectadas 0 (ICP0) e genes ICP27,
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precoce (B), genes incluindo DNA polimerase e genes timidina e quinase tardias (Y1 e Y2),
genes que codificam para a glicoproteina C (gC), gD e gE e replicacio de DNA
desemparelhado. A inibicdo de qualquer estdgio de replicacdo é um alvo potente para a
terapia antiviral (Whitley, 2007). O quadro abaixo mostra todos os polipeptideos e

glicoproteinas envolvidos no processo de laténcia do HSV-1:

Quadro 01: Proteinas e Glicoproteinas envolvidas no processo de laténcia do HSV-1.

Proteinas Funcio
Tegumento; Induz genes a por interagdo com PTN do hospedeiro
et (HCF e Oct-1).
Degrada RNAm; Interrompe sintese macromolecular da célula apds
VHS a infec¢do; Fosforilada.
Fosfoproteina, transativador de genes por transfec¢ao ou infec¢ao;
ICPO Melhora atividade com ICP4; E necesséria para inicio da replicacio
do 4cido nucléico viral.
Fosfoproteina que regula positivamente genes a.e 3 e
1P negativamente si mesma, ORF P e ICPO, e algumas ptn y.
Ptn regulatdria fosforilada necesséria p expressdo completa de ICPO
1ch22 e algumas ptn 7.
Ptn regulatéria multifuncional necessdria p expressao de genes
ICP27 tardios; regula negativamente expressao dos genes iniciais; causa
redistribuicido de snRNP e inibe processamento do RNA.
Bloqueia a apresentacao de antigenos pelo MHC de classe 1 em
(Cha7 células infectadas.
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Glicoproteinas Funcao
Interagao com GAG (adsorcao); adsorcao e fusao da célula
e¢B hospedeira, epitopos direcionados para resposta imune; sitios Syn
(form. sincicio) na regido carboxi-term.
Interacdo com GAG (adsorcao); afinidade pelo fator do
gC
complemento C3.
Adsorve o receptor nao GAG; fusao; epitopos direcionados para
gD resposta imune; espalhamento do virus célula-célula e transinédptico
do virus; ndo contém sitios Syn.
gE Receptor para fragdo Fc de imunoglobulinas.
Complexo com gE: adsorve a receptores intracelulares, mediando
el espalhamento transindptico cél-cél.
Complexo com gL: inicia fusdo envelope-membrana, estabilizando
¢H adsorcao; nao contém sitios Syn; epitopos direcionados para
resposta imune.
gl Complexo com gH.
Membrana celular apenas (ndo constitutiva dos virions); transporte
gk do virion através do citoplasma; envelopamento; sitios Syn.
Interagdo com receptores intracelulares, mediando espalhamento
eM transinaptico célula-célula.

Os sintomas desta fase desaparecem, mas a infecc@o persiste em estado latente
nos neurdnios sensoriais. Reativacdes periddicas podem ocorrer quando o hospedeiro €
afetado por uma variedade de estimulos como febre, queimadura de sol, inflamacdo e
estresse fisioldgico ou psicolégico (Yousefi, 2011). Apds o estimulo, ocorre uma reagdo em

cadeia até a expressdao de genes virais: hd elevacdo local de prostaglandinas E e F,
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sintetizadas na membrana plasmdtica em resposta a injudria tissular, que s@o liberadas nos
espacos extracelulares, ativando a liberacao intracitoplasmatica de AMPc que, por sua vez,
ativa as proteinocinases celulares, fosforilando outras proteinas, ativando, assim, a
expressdo de genes virais (Fields, 2002). Seguido da reativa¢do, o virus se replica nos
neurdnios e viaja de volta ao longo dos axdnios até o local original de entrada do virus,
causando infeccdo e produzindo lesdes e sintomas clinicos (Yousefi, 2011) (Figura 06).
TerminagOes nervosas de outros tecidos adjacentes podem ser estendidas até o tecido com a
lesdo, ascendendo por outros neurdnios, causando infeccdo persistente e conseqiiente
reativacdo em outros sitios, préximos ao local da primeira infec¢ao. Sugere-se ainda que os
virus possam permanecer latentes e sererem reativados em tecidos periféricos, causando

uma transmissdo do virus em periodos assintomaticos (Fields, 2002).

15



Infeccao primaria

Laténcia

Reativacao

Infeccao recorrente

Figura 06: Esquema representativo das etapas de infec¢do e laténcia do HSV-1. A.) Infeccdo Primdria:
originada pela infeccdo de células epiteliais. Ap6s o virus chegar ao neurdnio, o nucleocapsideo é
transportado através do mesmo até o nicleo, onde o DNA viral ¢ liberado e os genes associados a laténcia sdo
expressos. B.) Infeccdo Recorrente: Apds estimulos ainda ndo identificados, ocorre a reativacdo do ciclo,
iniciando a expressdo dos genes de infecc¢do litica. Os nucleocapsideos sdo transportados para a porc¢do
terminal do neurdnio, onde as particulas virais serdo liberadas a partir do axdnio, infectando as células

epiteliais, resultando na infec¢do recorrente. Adaptado de LUCKEMEYER, 2009.

1.2. Organismos Marinhos

z

A natureza € uma fonte promissora de novos compostos com atividade
farmacoldgica e, dentre as diferentes dreas de produtos naturais, deve-se destacar os

organismos marinhos que representam metade da biodiversidade global. Estima-se que
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80% dos animais e plantas do planeta crescem nos oceanos e a variedade de bactérias pode

chegar de 500-100 milhdes (Zhang & Kim, 2009).

A vida surgiu no mar hd cerca de 3,5 bilhdes de anos e seus habitantes
constituem o sistema mais diversificado do planeta. Dos organismos as algas e animais,
quase a totalidade dos filos tem representantes nos mares. Esses seres vivos guardam
muitas substancias desconhecidas que atuam na comunicacdo entre espécimes, na defesa
contra herbivoros ou predadores, entre competidores, na reproducdo ou simplesmente como
produto de seu metabolismo. Uma substancia que atua como mediador quimico para um
organismo pode também ser a esperanga para o tratamento ou cura de muitas doengas

conhecidas (Ministério da Saude, 2010).

O desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais marinhos iniciou-
se nos anos 50 com Bergman e colaboradores (Pinto et al., 2002) e a obteng@o de novos
compostos obtidos a partir de organismos marinhos aumentou significativamente nas
ultimas 3 décadas. A variedade de novas estruturas com diferentes atividades
farmacoldgicas encontrados na fauna ou na flora marinha € uma grande motivagdo para se
procurar novos compostos com atividade antiviral. Foram descobertos alcaldides
(Coscinamides 60-62 e Chondriamides 63-65) anti-HIV, nucleosideo (Ara-A) isolados da
esponja Cryptotethia crypta que originaram diferentes compostos a partir de modificagdes
estruturais (ara-C, acyclovir, e azidotimidina) servindo como modelo para o
desenvolvimento de indmeros antivirais como AZT. Polissacarideos contra o virus herpes
simples tipo 1 e 2, diterpenos inibindo transcriptase reversa do HIV e terpenos inibindo

citomegalovirus e paramixovirus (Tziveleka et al., 2003; Mayer et al., 2009).
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Nos ultimos cinco anos o numero de isolados tem sido surpreendente,
aproximando-se de 20.000 compostos isolados de organismos marinhos com mais de 30

compostos em fases clinicas distintas (MarinLit, 2009; Blunt et al., 2010).

1.2.1. Antivirais

O desenvolvimento da resisténcia do HSV-1 aos anti-herpéticos vém
aumentando significativamente, levando assim a busca por novas alternativas terapéuticas e
também a procura por compostos com potente atividade e baixa toxicidade (Barbosa,
2009). Daikoku, T. el al. (2011), por exemplo, testaram polifenois, incluindo catequina (de
chd verde), que apresentaram ampla gama de atividade antiviral frente ao HSV. Luganini et
al. (2011), identificando o peptideo B105 e seu derivado SB105_A10 como ativos na fase
de adsor¢do celular. Xiong et al. (2011) testaram o composto emodina (antraquinona
extraida de raizes de Rheum tanguticum), descobrindo a atividade antiviral contra o HSV-2,
mais potente do que contra o HSV-1 e a acdo com inativag@o viral direta ou bloqueio de

adsorc¢do na célula.

Os antivirais podem interferir em um ou mais processos durante a biossintese
viral ou inativar o virus extracelular (Cos et al., 2006). A Figura 06 mostra as fases do ciclo

replicativo que foram analisadas neste estudo.
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Figura 07: Desenho esquematico das diferentes fases do ciclo replicativo onde o antiviral poderd interferir:

A: Inativacdo Viral; B: Adsor¢ao; C: Replicacdo. Figura adaptada de Flint et al., 2000.

Assim, os extratos antivirais podem inativar o virus em trés fases do ciclo
replicativo: (A) diretamente na particula viral, desestabilizando-as ou ligando-se a elas de
forma irreversivel, impedindo assim que estas se liguem aos receptores celulares e
desencadeiem o processo infeccioso. (Tafuri, 2011). Neste caso ndo haveria o tratamento
dos sintomas, mas sim uma forma de profilaxia; (B) adesdo celular, inibindo a ac¢do do
virus na fase de Adsorcdo (Stephens et al., 2009). O farmaco seria utilizado como um

preventivo da primeira infeccao, evitando a penetragdo do virus as células hospedeiras; ou
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(C), na fase de replicacdo celular, onde o antiviral pode se ligar as enzimas virais
(essenciais para a replicacdo do virus), aos receptores celulares utilizados pelos virus,
bloqueando-os, ou ainda ao local de ligacdo viral que media o transporte viral da membrana
plasmética até a membrana nuclear (Santos, 2008). O medicamento seria entdo utilizado

assim que se manifestassem os primeiros sintomas virais.

A terapia antiviral disponivel atualmente para HSV consiste basicamente de
andlogos de nucleosideos, que sdo substratos para a polimerase viral. Desta forma, o
antiviral ideal é aquele que ndo interfere nos mecanismos normais de defesa celular,
complementando sua imunidade e resposta humoral de anticorpos para deter a replicagdo

viral (Luckemeyer, 2009).

O Aciclovir (ACV), aciclovir trifosfatado (Brady & Bernstein, 2004; Gilbert et
al., 2002), € o anti-herpético de primeira escolha, pois este atua na replicacdo viral sem
interferir nas células hospedeiras (Luckemeyer, 2009). Apds administrado, o ACV €
transportado para o interior da célula, por difusdo passiva ou transportadores de
nucleotideos, onde desencadeard uma reagdo em cadeia: serd ativado pela timidina quinase
(TQ) sofrendo fosforilacio a ACVMF; o ACVMF ¢ fosforilado em seguida, por TQ
celulares, a ACVTF; o ACVTF inibird a DNA polimerase, ligando-se a ele de forma
irreversivel. De todas as drogas disponiveis esta € a Unica que possui seletividade, uma vez
que as polimerases de DNA t€m pouca afinidade a ACVTF, sendo necessdria a ativagao da
mesma pelas TQ celulares, fazendo com que a droga possua toxicidade reduzida. Além

disso, o ACVTF ¢ uma substincia muito polar, o que dificulta seu transporte pela
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membrana plasmatica, elevando assim sua concentracdo no interior das células, onde

permanece retido (Santos, 2008).

O Penciclovir, trifosfato de penciclovir, possui mecanismo de a¢do similar ao
do ACV. Possui cerca de cem vezes menos potencia na inibicdo da replicacdo viral,
entretanto atinge maior elevag@o de sua concentracdo no interior das células e maior tempo

de meia-vida nas células infectadas (Brady & Bernstein, 2004; Gilbert et al., 2002).

O Fanciclovir, éster diacetil do penciclovir, ¢ bem absorvido no trato
gastrointestinal e a sua conversao em penciclovir ocorre através da hidrélise de dois grupos

acetil e de uma oxidac¢do na posicdo 6 (Brady & Bernstein, 2004; De Clercq, 2004).

O Foscarnet, base conjugada do 4cido fosfonoférmico (analogo do pirofosfato),
possui mecanismo de bloqueio do local de ligacdo do pirofosfato a polimerase de DNA,
ndo necessitando de ativagdo. A desvantagem deste antiviral é ndo distinguir células
infectadas de células saudaveis, apresentando toxicidade para as mesmas. Além disso, por
ser muito hidrofilico, sua entrada nas células € dificultada e, por esta razdo, a

biodisponibilidade torna-se baixa (Santos, 2008).

O Ganciclovir atua na DNA polimerase viral, onde € fosforilado a trifosfato de

ganciclovir. Desta forma, € incorporado ao DNA viral, impedindo sua replicacdo

(Luckemeyer, 2009).

Como exemplo de antiviral atuante na fase de adsorc¢do, o Docosanol inibe a
fusdo entre a membrana plasmaética celular e o envelope do HSV, bloqueando a entrada do

virus. E utilizado para tratamento de herpes labial recorrente (Luckemeyer, 2009).
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Para o presente trabalho foi escolhida a cepa KOS, resistente ao aciclovir, que é
uma droga considerada segura para o tratamento de pacientes com lesdes herpéticas, devido
a sua baixa citotoxicidade. Apesar de sua eficdcia, tém-se identificado cada vez mais
ndmeros de cepas de HSV-1 resistentes a esta droga, principalmente as que foram isoladas
de pacientes imunocomprometidos (Abrantes, 2006). O presente estudo visa realizar uma
triagem de extratos obtidos de organismos marinhos frente ao HSV-1 e estudar esta
atividade em relacdo a fase do ciclo replicativo, além de determinar seu indice de
seletividade, a fim de determinar se o extrato € ou ndo promissor para ser base de um

possivel medicamento antiviral.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Determinar a atividade antiviral frente ao HSV-1 de extratos brutos obtidos a

partir de organismos marinhos.

2.2, Especificos

e Calcular o Indice de Seletividade dos extratos considerados ativos.

e Realizar estudo da atividade antiviral, sugerindo o possivel mecanismo de

acdo dos extratos considerados ativos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagem Celular

A linhagem celular utilizada foi a VERO (fibroblastos de rins do macaco verde)
(Figura 08), cedida pela Profa. Dra. Claudia Simdes — UFSC. As células foram cultivadas
em meio minimo de Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e

mantidas a 37°C.

Controle celnlar- Vero

Figura 08: Linhagem Celular Vero (50x de aumento).
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3.2. Multiplicacao Viral

O virus utilizado é o HSV-1, cepa KOS (cedida pela Profa. Dra. Claudia
Simdes - UFSC). Inoculou-se 1 mL de amostra viral em cada garrafa de cultivo celular,
permanecendo durante 1 h a 37°C com 5% de CO; e 100% de umidade. Apds este periodo,
adicionou-se 9 mL de meio minimo de Eagle (MEM) sem SFB em cada garrafa de cultivo
celular, voltando a incubacdo sob condicdes ideais. Quando a monocamada apresentou 80%
de efeito citopatico, caracterizado por arredondamento e refringéncia das células, a garrafa
foi congelada a -80°C e, apds ser descongelada, a mistura célula-virus foi centrifugada e, o
sobrenadante, distribuido em aliquotas em microtubos de 0,5mL. O estoque de virus foi
preparado, titulado com base no método de Reed & Muench (1938) e armazenados a -80° C

(Figura 09).

Controle Vero

Figura 09: Linhagem Celular Vero, com efeito citopatico viral (direita) (100x de aumento).
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3.3. Titulacdo Viral

As titulacdes virais foram realizadas de acordo com metodologias usuais.
Dilui¢des seqiienciais na base 10 foram inoculadas em volumes de 50 pL/orificio, em
quadruplicata, em microplacas de cultivos celulares contendo 100 pL de células inoculadas
com 24hs de antecedéncia (Figura 10). Apds o indculo, as microplacas foram incubadas sob
a 37°C com 5% de CO> durante 1 h. Apds este periodo, adicionou-se 100 pL/orificio de
meio minimo de Eagle (MEM) sem SFB. As células infectadas foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO; durante 72h. As leituras foram feitas 24, 48 e 72 horas apds a
inoculagdo, em busca do Efeito Citopético (CPE) caracteristico. Os titulos foram calculados

com base no método de Reed & Muench (1938).

Placa de Diluigdo — diluigdes sequenciais na base 10

Figura 10: Microplaca de 96 orificios com dilui¢des sequenciais do HSV-1 na base 10.
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34. Preparo dos extratos

Os 129 extratos de organismos marinhos foram coletados e preparados pela
equipe do Professor Dr. Roberto Berlinck do IQSC-USP, coordenador do projeto temdtico
no qual este estudo esta vinculado, intitulado “Investigacdo do potencial biotecnologico e
metabdlico de organismos marinhos para processos de biorremediacdo e produgdo de
substancias com atividades anti-virais, anti-Leishmania e anti-inflamatoria” (Processo-
FAPESP 2010/50190-2), e enviados ao LVA-IB-UNICAMP para a realizacdo do bioensaio

de avaliacdo da atividade antiviral.

Para os organismos marinhos invertebrados, como esponjas e ascidias, foi
realizada a extragdo deixando 50g de cada amostra imersa em 100mL de Metanol (MeOH)
por uma noite. Apds este periodo, o extrato foi filtrado e realizou-se uma evaporacdo do
solvente em aparelho Speedvac, para posterior secagem e congelamento a — 20 °C.
Aliquotas de cada extrato bruto seco foram pesadas em frascos de vidro e enviadas para o

bioensaio.

Para os micro-organismos marinhos associados aos invertebrados, como
bactérias e micélios de fungos, apos seu crescimento em 250mL em meio de cultura, foi
realizada uma trituracdo em liquidificador com 250mL de Acetato de Etila (AcOEt). Esta
mistura foi filtrada e submetida a uma parti¢ao liquido-liquido, onde a fra¢do organica foi

coletada, evaporada, seca e armazenada a -20 °C.

Devido ao baixo rendimento disponivel de cada amostra (aproximadamente

Img), e levando em consideracdo a experiéncia do laboratério e suas andlises anteriores,
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padronizou-se 50pug/mL como sendo a concentracio mdxima ndo téxica (CMNT) para

todos os extratos.

3.5. Avaliacao Antiviral

O efeito antiviral foi calculado pelo método de Reed & Muench, 1938 que é
amplamente utilizado por ser um método simples e rdpido. A avaliacdo € visual através da
observacdao em microscopio dos orificios a procura da ocorréncia do CPE. Considera-se
resultado negativo a ocorréncia de CPE e positivo quando ndo apresentar o CPE, isto €, o

extrato inibiu a acdo viral sobre a célula.

O indice de inibi¢do viral (IIV) para cada concentracdo da substincia é
calculado através da diferenca entre o log do titulo do controle (Ct) e o log do titulo do

tratado (T), considerando como positivo se IIV for igual ou acima de 1,5 log.

A porcentagem de inibicao (PI) é calculada através da formula:

PH=@1-T/C)x100

onde T € o antilog dos titulos virais tratados (com extrato) e C € o antilog do
titulo viral controle (sem extrato). Considera-se positivo a PI igual ou acima de 97%. O
virus estudado induz o efeito citopdtico (CPE) nas células que pode ser observado

microscopicamente.
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3.5.1. Ensaio Antiviral (Triagem)

Para determinar a atividade antiviral foi realizada a titulacdo dos virus com
100uL de células com uma concentragiio de 1,5 a 3,0 x 10* células/orificio na presenga dos
em quadruplicata e a adicdo do virus em dilui¢cdes seqiienciais na base 10. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. A leitura foi realizada
em busca do CPE caracteristico. Os titulos foram calculados com base no método de Reed

& Muench (1938)

Os extratos ativos foram avaliados na curva concentragdo resposta na qual as
c€lulas foram cultivadas. Foi realizado o cultivo celular em placas de 96 orificios e, apds
24hs, foram adicionados 50 pL do extrato diluido em 4 diferentes concentragdes. Apos 1
hora de incubacdo em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade, foram
adicionados 50 pL de virus. A placa foi mantida em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e
100% de umidade. Apos 72hs, foram avaliadas microscopicamente para a avaliacdo do

CPE.

Os ensaios antivirais possuem um controle celular e um controle de extrato,
para assegurar a toxicidade da amostra, garantindo assim que durante o experimento o

efeito observado € exclusivamente do virus, sem influéncia de toxicidade celular.

Para determinar a atividade antiviral foi realizada a titulagdo dos virus na
presenca dos extratos, comparando com um controle. Para isso, foram inoculadas
100u L/orificio de células, em microplacas de 96 orificios, preparadas 24h antes e incubadas

em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Com o tapete formado, foram
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inoculados 100uL/orificio do extrato, em quadruplicata, e adicionado 50uL/orificio do
virus em diluicdes seqiienciais na base 10. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
com 5% de CO2 e 100% de umidade e a leitura foi realizada em microscépio invertido em
busca do CPE caracteristico. Os titulos foram calculados com base no método de Spearman

& Karber (Reed & Muench, 1938), sendo considerados ativos aqueles que apresentaram

Log=>1,5.
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Figura 11: Desenho esquemadtico da disposi¢do de extratos, virus e controles na microplaca de 96 orificios,

utilizada para o ensaio antiviral.
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3.5.2. Ensaio Colorimétrico MTT

O teste com MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) € baseado na viabilidade celular. Para o ensaio colorimétrico, adicionou-se 20uL
de MTT, na concentracido de Smg/mL, em cada orificio da microplaca de 96 orificios. Esta
foi incubada no escuro em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade durante 3h.
Ap0s este periodo, a microplaca foi centrifugada durante 10min, a 4°C e 2000rpm. Retira-
se o sobrenadante e adiciona-se 100uL de dimetil sulféxido (DMSO), agitando no escuro a
37°C durante 10 min, seguido de leitura em onda de absorbancia de 540nm, em leitor de
ELISA (Mosmann, 1983). O fundamento da técnica consiste na metabolizacdo do o MTT,
de coloragdo amarela pela enzima mitocondrial LDH de células vidveis, formando
formazan, que € um cristal de cor violeta (Figura 12). Portanto, ¢ um ensaio diretamente
proporcional, sendo que quanto maior a intensidade da cor, maior a absorbancia e, portanto,

maior a viabilidade celular.
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Figura 12: o MTT, que possui coloracdo amarela, liga-se a enzima LDH de mitocondrias de células vidveis,

formando cristais de formazan de coloragdo violeta.

32



Os testes com MTT em células infectadas, por sua vez, sdo realizados para
quantificar a atividade viral. Desta forma, apds a leitura em leitor de ELISA, quanto menor
a intensidade da coloracdo e, portanto, menor absorbancia, maior atividade viral €
identificada, ou seja, menor viabilidade celular. Desta forma pode ser quantificada a
atividade antiviral frente a diferentes extratos. A concentracdo viral foi pré-estabelecida

para melhor linearidade dos resultados.

3.5.2.1. Curva de crescimento viral

Para a realizac@o de todos os ensaios colorimétricos, foi necessario determinar o
tempo de incubacdo e a densidade de inoculacdo viral ideal garantindo a linearidade dos

resultados.

Foi realizada uma curva de leitura: preparou-se 3 microplacas de 96 orificios,
com 1x105pL/mL de células, 24h antes e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e
100% de umidade. Adicionou-se 50uL/orificio do virus, em 6 diferentes concentracdes
virais: 10DI, 100DI, 1000 DI, 200DI, MOI 1 e MOI 0,1, e 100uL/orificio de MEM sem
soro fetal bovino (SFB). As leituras com ensaio colorimétrico MTT foram realizadas 24, 48
e 72h apds indculo, sendo que cada dia uma das placas foi analisada. Foi utilizada apenas

uma parte da microplaca, de 1-8 e A-D, em quadruplicata, como mostra a figura abaixo:
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Figura 13: Esquema do espago utilizado na microplaca e suas diversas concentragdes virais.

3.5.2.2. Calculo do Indice de Seletividade

e (CCso - Concentracao de extrato capaz de inibir 50% do crescimento celular

Para determinar a concentracdo de extrato capaz de inibir 50% do crescimento
celular, coloca-se 100uL/orificio de células em microplacas de 96 orificios, preparadas 24h
antes e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Com as células
confluentes, foram inoculados 100uL/orificio do extrato, em dilui¢do sequencial na base 2,
incubando a microplaca em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade durante

48h. Apos este periodo, realizou-se o ensaio colorimétrico MTT.
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e ICso - Concentracao de extrato capaz de inibir S0% do crescimento viral

Para determinar a concentracdo de extrato capaz de inibir 50% do crescimento
viral, coloca-se 100uL/orificio de células em microplacas de 96 orificios, preparadas 24h
antes e incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Com o tapete
formado, foram inoculados 100uL/orificio do extrato, em diluicdo sequencial na base 2,
50uL/orificio do virus na concentracdo pré-determinada, incubando a microplaca em estufa
a 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade durante 48h. Apds este periodo, realizou-se o

ensaio colorimétrico MTT.

O cdlculo de indice de Seletividade serve para determinar se os extratos que se
apresentaram ativos sao promissores para a sintese de futuros medicamentos. Para isso,
calcula-se a concentracdo de extrato capaz de inibir 50% crescimento celular (CCsp) e

divide-se pela concentracdo de extrato capaz de inibir 50% crescimento viral (ICsp).

IS = CCso/ICso

O IS foi calculado por anélise de regressao linear, considerando-se a equagao da
reta adequada quando o valor de R? foi igual ou superior a 0,9. O IS é utilizado para estimar

a seguranca de medicamentos, tanto para a utilizagdo em humanos, quanto para animais,
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sendo que quanto maior o valor do IS maior serd a seguranga do farmaco (Dezengrini et al.,

2010).

3.5.3. Estudo da Atividade Antiviral nas diferentes fases do ciclo

replicativo

Uma vez selecionada a substancia ativa, existem trés caminhos para avaliar o
possivel mecanismo de agdo. O teste foi realizado em microplacas de 96 orificios, com
100uL/orificio de células, preparadas 24h antes, incubadas em estufa a 37 °C com 5% de

CO: e 100% de umidade, e, em cada tipo de teste trabalha-se com uma variavel diferente:

e Pré-tratamento: Ocorre o tratamento das células com os extratos em
determinada concentracdo, para a avaliacdo do bloqueio de receptores celulares. Coloca-se
100uL/orificio do extrato, na concentra¢do padronizada de 50 ug/mL e, ap6s 1h a 37C, 5%

COa,, adicionou-se o 50ul/ml do virus titulado na base 10.

e Teste de inativacao viral: Adicionou-se 50 pL/orificio do virus com
100uL/orificio de extrato, mantendo-se em contato por 1h a 37C, 5% CO: na auséncia de
células, para determinar o efeito da inativacdo viral direta, isto €, destruicdo do virus ou
pela interferéncia em sua habilidade em iniciar um ciclo de replicacdo. Apds este periodo,

adicionou-se 150uL/orificio dessa mistura na microplaca.
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o Pos-tratamento: Pds-tratamento das células com os extratos, visando a
capacidade de interferir na replicagcdo viral. Inocula-se 50ul/ml do virus titulado na base 10
e, apés lh a 37C, 5% CO,, adiciona-se 100uL/orificio do extrato, na concentragdo

padronizada de 50uL/orificio.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio Antiviral (Triagem)

Ap6s a andlise de varias amostras sempre resultarem em torno de 50pug/mL, foi
padronizada esta concentracdo inicialmente para a realizacdo do ensaio antiviral dos

extratos, ja que os mesmos estdo em pequenas quantidades.

Os ensaios antivirais possuem um controle celular garantir a viabilidade do
experimento € um controle de extrato, para avaliar a toxicidade da amostra, garantindo
assim que durante o experimento o efeito observado seja exclusivamente do virus, sem

influéncia de toxicidade celular. Além do controle viral cujo titulo viral inicial é 10°.

Foi realizada uma triagem com 129 extratos, sendo identificados as amostras
que apresentaram resultados positivos foram submetidos a identificagdo taxonomica. Os
titulos foram calculados apds a leitura realizada nos 2° e 3° dias pds o indculo (d.p.1.),
seguindo do calculo da porcentagem de inibicdo viral. Estes resultados estdo tabelados a
seguir, onde podem ser observados os valores das potencias nas quais a base 10 foi elevada

(Tabela 01):
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Tabela 01: Resultados obtidos na triagem da atividade antiherpética das amostras marinhas.

Amostras Leituras das Amostras Leituras do Controle
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Fungos d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i.
titulo % titulo % titulo % titulo titulo titulo
ACR1 5.25 0 525 83 - - 5.25 6.0 -
ACR 4 2.5 83 425 0 - - 3.25 3.75 -
ACRS 4.5 83 525 83 - - 5.25 6.0 -
CER 2 2.5 83 375 0 - - 3.25 3.75 -
CIR1 2.5 83 375 0 - - 3.25 3.75 -
CIR 2 5.25 0 575 44 - - 5.25 6.0 -
CIR3 2.5 83 4.0 0 - - 3.25 3.75 -
DRAC 3-6 5.5 0 55 68 - - 5.25 6.0 -
DRG 4.3.1-9 525 0 55 68 - - 5.25 6.0 -
DRG 4.3-9 3.0 44 35 44 - - 3.25 3.75 -
DRM 2.5 90 25 99 25 99 35 4.75 4.75
DRR 4.1-6 55 0 55 68 - - 5.25 6.0 -
DRTM 5-9 55 0 55 68 - - 5.25 6.0 -
EDC-01 5.25 0 6.0 0 - - 5.0 5.75 -
F100-E2 2.5 90 40 83 425 68 35 4.75 4.75
F101-E1 475 4 525 0 525 O 5.0 5.25 5.25
F110-E1 475 68 55 68 - - 5.25 6.0 -
F113-E1 3.75 0 375 0 375 0 375 3.75 3.75
F127-E2 4.5 68 50 44 525 0 5.0 5.25 5.25
F130-E2 425 8 575 0 575 O 5.0 5.0 5.25
F144-E2 5.25 0 6.0 0 - - 5.0 5.75 -
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F146-E2 0.0 100 225 99 25 99 3.5 4.75 4.75
F148-E2 5.0 0 525 0 525 O 5.0 5.0 5.25
F149-E2 3.75 0 40 8 40 83 3.5 4.75 4.75
F151-E1 4.5 68 5.0 0 475 68 5.0 5.0 5.25
F162-E1 4.5 68 55 0 55 0 5.0 5.25 5.25
F169-E1 4.75 44 5.5 0 5.5 0 5.0 5.0 5.25
F173-E1 5.25 0 525 68 - - 5.0 5.75 -

F177-E2 3.5 0 475 0 475 0 3.5 4.75 4.75
F182-E1 4.5 90 575 0 575 O 5.5 5.25 5.25
F201-E1 2.75 68 35 44 - - 3.25 3.75 -

F201-E2 4.5 90 6.0 0 6.0 0 5.5 5.25 5.25
F204-E2 4.75 44 475 68 575 O 5.0 5.25 5.25
F206-E2 3.5 0 40 83 40 83 3.5 4.75 4.75
F211-E2 4.0 0 375 90 375 90 3.5 4.75 4.75
F228-E1 4.75 44 55 44 - - 5.0 5.75 -

F244-E2 0.0 100 45 44 45 44 3.5 4.75 4.75
F248-E1 4.75 44 475 44 4775 68 5.0 5.0 5.25
F254-E1 4.75 44 57 0 575 0 5.0 5.25 5.25
F254-E2 5.5 0 55 68 - - 5.25 6.0 -

F265-E2 4.75 44 475 44 4775 68 5.0 5.0 5.25
F269-E2 3.5 9% 475 O - - 4.5 4.75 -

F270-E2 3.75 0 5.0 0 475 0 3.5 4.75 4.75
F274-E1 4.75 44 55 44 - - 5.0 5.75 -

F276-E1 4.0 0 45 44 45 44 3.5 4.75 4.75
F288-E2 4.75 44 5.0 0 525 O 5.0 5.0 5.25
F290-E1 5.0 0 5.0 0 50 44 5.0 5.0 5.25
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F290-E2 4.75 44 5.5 0 5.5 0 5.0 5.0 5.25
F300-E1 5.0 68 575 0 55 0 5.5 5.25 5.25
F36-E2 5.0 0 55 44 - - 5.0 5.75 -
F46-E1 5.0 0 5.5 0 5.5 0 5.0 5.0 5.25
F47-E1 3.5 0 475 0 475 O 3.5 4.75 4.75
F49-E1 3.5 44 4.0 0 4.0 0 3.75 3.75 3.75
F51-E1 5.0 0 5.5 0 5.5 0 5.0 5.25 5.25
F53-E1 5.0 0 55 44 - - 5.0 5.75 -
F56-E2 3.75 98 575 0 575 O 5.5 5.25 5.25
F63-E1 4.75 83 525 44 55 0 5.5 5.25 5.25
F66-E1 5.0 68 575 0 5.5 0 5.5 5.25 5.25
F85-E1 4.0 97 575 0 575 O 5.5 5.25 5.25
F92-E2 5.25 44 525 0 525 O 5.5 5.25 5.25
F95-E1 2.5 94 4.0 0 - - 3.75 3.75 3.75
F96-E1 4.75 44 575 0 - - 5.0 5.75 -
F99-E1 4.75 44 575 0 - - 5.0 5.75 -
PCR 1 4.75 68 525 83 - - 5.25 6.0 -
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24h 48h 72h 24h 48h 72h
Esponjas d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.. d.p.i.
titulo % titulo % titulo % titulo titulo titulo

BAO4ES-100 4.75 83 55 0 - - 55 55 -
BAO04ES-46 3.75 83 475 0 - - 4.5 4.75 -
BAO4ES-50 5.0 0 55 0 - - 4.5 4.75 -
BAO4ES-51 4.5 0 55 0 - - 4.5 4.75 -
BAO4ES-68 3.5 90 5.0 0 - - 4.5 4.75 -
BAO4ES-71 4.75 0 525 0 - - 4.5 4.75 -
BAO4ES-72 5.5 0 55 0 - - 55 55 -
BAO4ES-75 475 83 525 44 - - 55 55 -
BAO4ES-82  4.75 0 525 44 - - 4.5 55 -
BAO4ES-84 00 100 55 0 - - 5.0 55 -
BAO4ES-85  4.75 83 575 0 - - 55 55 -
BAO4ES-86 4.5 0 45 90 - - 4.5 55 -
BAO4ES-87  4.75 83 6.0 0 - - 55 55 -
BAO4ES-88  4.75 0 575 0 - - 4.5 55 -
BAO4ES-89 3.75 83 50 68 - - 4.5 55 -
BAO4ES-94 425 44 55 0 - - 4.5 55 -
BAO4ES-95 4.0 68 525 44 - - 4.5 55 -
BAO4ES-96  4.75 83 55 0 - - 55 55 -
BAO4ES-98 00 100 55 0 - - 5.0 55 -
MNRJ 10488 1.5 929 55 0 - - 5.0 55 -
MNRJ 10510 375 94 525 44 - - 5.0 55 -
MNRJ 10520 1.5 99 525 44 - - 5.0 55 -
PROSEV 375 9% 575 O - - 5.0 55 -
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PROSPD 1.5 99 525 44 - - 5.0 55 -
PRSDL 2.0 929 45 90 - - 5.0 55 -
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Bactérias d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i.
titulo % titulo % titulo % titulo titulo titulo
1-E1 5.25 0 575 0 - - 5.0 5.75 -
B136 3.5 44 4.0 0 - - 3.75 3.75 3.75
B141 275 90 375 0 375 0 375 3.75 3.75
B168-E2 3.75 83 45 44 - - 4.5 4.75 -
B255 2.5 94 4.0 0 - - 3.75 3.75 3.75
B404-E2 4.0 68 525 O - - 4.5 4.75 -
B411-E1 4.0 68 475 0 - - 4.5 4.75 -
B515 275 90 425 O - - 3.75 3.75 3.75
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Outros d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i. d.p.i.
Grupos
titulo % titulo % titulo % titulo titulo titulo
640 H 275 68 35 44 - - 3.25 3.75 -
700 3.5 0 35 44 - - 3.25 3.75 -
ACRT 275 68 4.0 0 - - 3.25 3.75 -
AH 168 55 0 475 44 - - 4.75 5.0 -
AH 266-1 4.75 0 5.0 0 - - 4.75 5.0 -
AH 277-3 4.5 4 525 0 - - 4.75 5.0 -
AH B141-1 4.0 83 45 68 - - 4.75 5.0 -
AH B199a-2 4.5 44 5.0 0 - - 4.75 5.0 -
AH B299-2 4.5 4 525 0 - - 4.75 5.0 -
ASAc-2d3 425 94 55 0 - - 55 55 -
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CET 4.25 0 425 0 - - 3.25 3.75 -
DEMAC 210 3.25 0 475 0 - - 3.25 3.75 -
DEPRO 1 2.5 83 425 0 - - 3.25 3.75 -
HA B255-2 4.75 0 525 0 - - 4.75 5.0 -
HAP B565-2 5.0 0 525 0 - - 4.75 5.0 -

Os resultados referem-se a poténcia logaritmica com base 10, para todas as
amostras e controles. Em destaque encontram-se os extratos ativos, ou seja, aqueles que

apresentaram 97% ou mais de inibigdo viral.

Foram analisados 64 extratos de fungos, 25 extratos de esponjas, 8 extratos de
bactérias e 15 extratos de outros grupos. Além destas 112 amostras, foram testadas também

outras 17 amostras, que foram identificadas como citotoxicas.

A triagem do ensaio antiviral identificou 13 extratos ativos, com 97% de

atividade antiviral ou mais, como mostra a tabela abaixo:
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Tabela 02: Identificacdo das Amostras ativas com a respectivas porcentagem de inibicdo de crescimento

viral .

Amostra Organismo Identificacio (grupo/espécie) PI(%)
F56-E2 Fungo Demateaceous (grupo) 98
F85-E1 Fungo Aspergilus sp. 97

F146-E2 Fungo Trichoderma sp. 99

F244-E2 Fungo Penicillium sp. 100

DRM Fungo Dragmacidum reticulata 99

PCR2 Fungo - 100
MNRJ10488 Esponja Hemimycale sp. 99
MNRJ10520 Esponja Clathria sp. 99
MNRJ10521 Esponja Monanchora arbuscula 99
BAO4ES-84 Esponja - 100
BAO4ES-98 Esponja - 100

PROSDL Esponja Didimnum ligulum 99
PROSPD Esponja Gennaria disticha 99

Dentre as 64 amostras de fungos, 5 mostraram-se ativas e, dentre 25 amostras

de esponjas, 5 mostraram-se ativas. Apds a identificacdo dos extratos, realizada por

colaboradores, foram utilizados 10 extratos ativos, ou seja, 7,8% do total. Destas, 7 foram

selecionas para andlises de ensaio de mecanismo de acdo e 4 para a andlise do IS, sendo que

3 amostras nao foram utilizadas para outros testes, devido a pequena quantidade disponivel

(Tabela 03).
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Tabela 03: Extratos ativos identificados, selecionados para préximas andlises.

Organismo Amostra Identificacdo PI(%)

Fungo F56-E2 Demateaceous (grupo) 98
F85-E1 Aspergilus sp. 97
F146-E2 Trichoderma sp. 99

F244-E2 Penicillium sp. 100
Esponja MNRJ10488 Hemimycale sp. 99
MNRJ10521 Monanchora arbuscula 97
PROSDL Didimnum ligulum 99

Devido ao baixo rendimento disponivel de cada amostra, as proximas andlises
foram realizadas com apenas algumas amostras. Foram utilizados os fungos Demateaceous
(grupo) e Trichoderma sp, bem como os extratos das esponjas Monanchora arbuscula e
Hemimycale sp. para a andlise do IS e, para a andlise do mecanismo de acdo, foram
utilizadas as amostras dos fungos Demateaceous (grupo), Trichoderma sp., Penicillium sp.
e Aspergilus sp., e das esponjas Monanchora arbuscula, Hemimycale sp. e Didimnum

ligulum.

4.2. Curva de Crescimento Viral

Para a realizacdo de todos os ensaios colorimétricos, foi necessdrio determinar o

tempo de incubacdo e a densidade de inoculacdo viral ideal garantindo a linearidade dos
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resultados. Para isso foi feita uma curva de crescimento viral, cujos resultados podem ser

observados no grafico abaixo:
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Grafico 01: Determinag@o do tempo de leitura e concentracdio viral para as andlises de ensaio colorimétrico

MTT.

A melhor linearidade foi identificada com 48h de incubagdo e 10DI, condi¢des estas

que foram adotadas para todas as andlises que utilizaram o ensaio colorimétrico MTT.

4.2.1. Calculo do Indice de Seletividade

O Indice de Seletividade identifica se o extrato é promissor ou ndo para ser
utilizado em um possivel tratamento. Foram calculados os CCsp e os ICsp dos organismos,

como mostra a tabela a seguir:
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Tabela 04: Valores dos indices de Seletividade apontados para extratos de fungos e esponjas que mostraram-

se ativos.
Organismo Identificacdo CCsp ICsy IS
Fungo Demateaceous (grupo) 23,6 845,2 0,03
Trichoderma sp. 6,7 233 0,3
Esponja Monanchora arbuscula 50,5 459,2 0,1
Hemimycale sp. 41,1 7153 0,1

O IS foi calculado para 4 diferentes amostras, devido ao baixo rendimento das
mesmas, sendo que para o fungo pertencente ao grupo Demateaceous obteve o valor de
0,03, para o fungo Trichoderma sp., 0,3 e obteve o valor de 0,1 para os extratos de esponjas

das espécies Monanchora arbuscula e Hemimycale sp.

4.3. Estudo da Atividade Antiviral em diferentes fases do ciclo

replicativo

Foi realizado o estudo da atividade antiviral dos extratos frente ao HSV-1, em
diferentes fases do ciclo replicativo. A tabela 05 mostra em qual fase do ciclo cada extrato

atua, inibindo o efeito viral:
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Tabela 05: Identificacdo da fase do ciclo replicativo nas quais os extratos ativos agem, inibindo o efeito viral.

Fase do Ciclo Replicativo Identificacdo Organismo
Adsorcdo Demateaceous (grupo) Fungo
Monanchora arbuscula Esponja
Inativagdo Viral Trichoderma sp. Fungo
Hemimycale sp. Esponja
Replicagao Penicillium sp. Fungo
Aspergilus sp. Fungo
Didimnum ligulum Esponja

Os resultados mostram que extratos brutos dos fungos Demateaceous (grupo),
Trichoderma sp. e Penicillium sp. e Aspergilus sp. inibem o HSV-1 nas fases de Adsorcao,
Inativagdo Viral e Replicacdo, respectivamente, enquanto que os extratos das esponjas
marinhas Monanchora arbuscula, Hemimycale sp. e Didimnum ligulum agem frente ao
HSV-1 também nas fases de Adsorcdo, Inativacdo Viral e Replicacdo, respectivamente.
Inibindo a a¢do do virus HSV-1 de cepa KOS, estes extratos foram considerados possiveis
anti-herpéticos, sugerindo um possivel tratamento alternativo para cepas resistentes aos

medicamentos disponiveis atualmente.
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5. DISCUSSAO

Doencas causadas por bactérias, fungos, parasitas e virus sdo ainda um dos
maiores problemas na saide humana. Varias destas infec¢des ndo apresentam tratamento
eficiente somente sintomdtico além do fato do desenvolvimento da resisténcia a
quimioterapia atual (Cos et al., 2006). No decorrer dos ultimos anos, novos virus de
interesse na saude publica foram surgindo e muitos outros apresentam carater reemergente

(Chiang et al., 2002).

A principal diferenga entre virus e outros agentes infecciosos € seu mecanismo
de reproducio, que utiliza a maquinaria celular do hospedeiro, sintetizando multiplas copias
de seu genoma e, portanto, proteinas virais. As jungdes destas proteinas virais sintetizam as

particulas virais (Fields, 2002).

O ideal para um antiviral € ndo interferir nos mecanismos normais de defesa
celular. Este deve complementar a imunidade celular e a resposta humoral de anticorpos,
inibindo assim a reproducdo viral. Além disso, a substincia antiviral deve ter algumas
caracteristicas como: apresentar um minimo de toxicidade para a célula hospedeira; grande
espectro de atividade antiviral; poténcia para a completa inibicao da replicagdo viral; acdo
apenas no 6rgdo alvo aonde a infec¢do viral pode estar localizada; ndo pode ser suscetivel

ao desenvolvimento de resisténcia de variantes virais (Simoni, 2003).

Muitos métodos foram desenvolvidos para o estudo de antivirais em cultura de
células, porém os virus necessitam de um sistema celular especifico para se desenvolver,

dificultando a padronizacdo de um unico teste que se aplicaria para todos os virus. O

51



método mais utilizado é a avaliagdo in vitro da atividade antiviral baseando-se na

habilidade do virus se replicar nas células (Cos et al., 2006; Smee et al., 2002).

A triagem antiviral foi realizada com 129 extratos de isolados de organismos
marinhos, com a CMNT inicialmente padronizada em 50ug/mL. Desta triagem, foram

identificados 10 extratos ativos, que obtiveram classificacdo de organismo e espécie/grupo.

As substncias antivirais identificadas neste estudo mostraram-se ativas nas trés
diferentes fases do ciclo replicativo. No caso da inibi¢do do ciclo replicativo viral nas fases
de virus inativacdo e adsor¢cdo os extratos provavelmente agiram diretamente na particula
viral ou na membrana celular, ligando-se a seus receptores impedindo a ligacao virus-célula
e, com isso, impedindo a penetracdo do material genético viral. J4 na fase de replicacao
viral, os extratos agiram dentro da célula, no momento da replicacdo do material genético

viral, em uma ou mais etapas desta fase.

As substincias que agem como inativadoras virais inibirdo o virus antes
mesmo desde entrar em contato com a membrana celular, podendo ser utilizadas inclusive
para assepsias, ndo sendo necessariamente farmacos. Este estudo mostrou que extratos da

esponja Hemimycale sp. e fungo Trichoderma sp. utilizam-se deste mecanismo.

Outras substancias agem bloqueando a entrada viral a célula hospedeira, como
os extratos da esponja Monanchora arbuscula e do fungo pertencente ao grupo
Demateaceous, mantendo a mesma sauddvel. Estes compostos podem ligar-se tanto as
receptores de membrana, impedindo que a particula viral se ligue a eles, quanto aos sitios

de ligacdo da particula viral, impedindo desta forma que a particula se ligue aos receptores
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de membrana. Este tipo de inibi¢cdo viral pode ser utilizado para sintese de fairmacos para

preven¢ao do HSV-1.

Por fim, outro mecanismo de inibi¢ao utilizado € a replicacdo, utilizados pelos
extratos de esponja Didimnum ligulum e fungos Penicillium sp. e Aspergilus sp. Neste
mecanismo, os extratos agem durante o ciclo replicativo, incapacitando o virus de sintetizar
copias de seu material genético, e, desta forma, impedindo a sintese protéica viral e sintese
de particulas virais. Firmacos produzidos com estes tipos de extratos podem ser utilizados
ao primeiro sintoma do HSV-1, como tratamento as células afetadas, diminuindo assim a

area lesionada.

Muitas atividades bioldgicas tém sido relatadas para metabdlitos secundarios de
organismos marinhos, como a atividade antiviral (Seleghim et al., 2007), sendo ja
identificada atividade, por exemplo, da esponja de espécie Aspergillus terréus, do mesmo
género da amostra de esponja analisada no presente estudo. Pugliese et al. identificaram sua
acdo inibitoria frente ao HSV-1 na fase de replicacio viral, corroborando com os resultados

vistos no presente estudo.

Para um farmaco atingir eficicia terapéutica, deve possuir uma poténcia
elevada e seletividade para interagir com o alvo bioldgico, mas também deve ser capaz de
atingir concentracdes no tecido alvo acima de um valor limite predeterminado (Katzung,
2002). Neste estudo o cdlculo do Indice de Seletividade foi uma avaliacdo primdria, ja que
nos extratos hd muitos compostos, sendo o composto ativo geralmente encontrado em

menor quantidade. Portanto, com a purificacdo dos extratos considerados ativos, o valor do

53



IS serd modificado e, por esta razdo, mesmo 0s extratos que apresentaram valores mais

baixos de IS nao foram desprezados.

A triagem realizada neste estudo identificou possiveis extratos de fungos e

esponjas ativos para a inibi¢cdo do HSV-1, bem como sua seguranca e mecanismo de acao.
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6. CONCLUSAO

6.1. Geral

A atividade antiviral de 129 extratos brutos, obtidos a partir de organismos
marinhos, foi determinada frente ao HSV-1, sendo que 13 extratos apresentaram atividade

anti-herpética, e 10 extratos foram considerados promissores para futuras andlises, sendo

que:
e 7.8 % dos extratos de fungos foram ativos
e 20% das esponjas foram ativas
e 70% extratos selecionados, foram utilizados para andlise de mecanismo de
acao.

40% extratos selecionados, foram utilizados para o cdlculo do IS.

6.2. Especificos

e O Indice de Seletividade foi calculado para 4 extratos, sendo que o extrato de
Trichoderma sp. (fungo) foi o que apresentou o maior valor, porém este deve ser purificado

e testado novamente, para melhores resultados.

e No estudo da atividade antiviral foram identificados extratos agindo nas 3

diferentes fases do ciclo replicativo, sendo que foram ativos:
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e na fase de Adsorcdo: esponja Monanchora arbuscula e o fungo

pertencente ao grupo Demateaceous;

e na fase de Inativacdo Viral: esponja Hemimycale sp. e fungo

Trichoderma sp.;

e na fase de Replicacdo: esponja Didimnum ligulum e os fungos

Penicillium sp. e Aspergilus sp.
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1. ABSTRACT

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) belongs to the Herpesviridae family and is the
etiologic agent of labial herpes in humans. The options of treatment for HSV-1 are limited,
since the majority of the available drugs are not effective. Therefore, there is a real need to
discover new drug leads for HSV-1 treatment. The aim of this investigation was to evaluate
the antiviral activity of extracts from marine sponges and ascidians against HSV-1 and
determine in which stage of replicative cycle the extract were acting. The best antiviral
activity against HSV-1 was observed for the extract of the ascidian Didemnum ligulum,
with 99% of inhibition in the replication phase and of the sponge Manachora arbuscula
with 90% in adsorption phase. Subsequently, nor-batzelladine L was isolated from M.
arbuscula extract as the major compound, and showed potent antiviral activity against

HSV-1, acting at the adsorption phase with 97%.

Keywords: antiviral activity, herpes simplex virus type 1, marine sponges,

replicative cycle, Herpesviridae, virus inhibition, nor-batzelladine L

2. INTRODUCTION

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) belongs to the Herpesviridae family,

Alphaherpesvirus subfamily and genus Simplexvirus [1]. It is the etiologic agent of cases of
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herpes labialis. Infection by HSV-1 is easily transmitted and causes latent infections. Once
infected, the individual becomes carrier of the virus for the whole life [2]. Transmission of
HSV-1 occurs by direct contact of injured skin or mucosa, with secretions containing the
virus. Soon its transmission the viral particles are transported retrogradely along sensory
neurons to the trigeminal ganglion, where they can establish latent infections throughout

the host life [3].

An optimal antiviral agent does not interfere with normal cellular defense
mechanisms, and should complement cellular immunity and humoral antibody, thereby
inhibiting viral reproduction. Antivirals must display minimal toxicity to the host cell,
broad spectrum of antiviral activity, potency for complete inhibition of viral replication and
action only in the target organ where the viral infection is located, as well as
nonsusceptibility to resistance development by viral variants. Acyclovir (ACV) is the first
choice for herpes treatment, because it acts without interfering with viral replication in host

cells [3;4].

However, the resistance of HSV-1 to acyclovir is increasing. Therefore is a need of
new, potent and selective antiviral agents in order to increase and improve the HSV-1

treatment choices.

Marine organisms, both macro -and micro-, represent a barely tapped source of
bioactive natural products representing an enormous biodiversity [5]. Among these, a
considerable number of marine organisms yielded potently active secondary metabolites [5;
6; 7]. An array of natural products from marine organisms display antiviral activity against

HIV [8] and HSV-1 [9]. However, only a very small number of marine-derived metabolites
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are effective antiviral agents, such as vidarabine or Ara-A, isolated from the sponge
Cryptotethya crypta, and the didemnins isolated from the ascidian Trididemnum solidum
[9]. Considering the yet very limited number of effective antiviral agents obtained from
marine biological sources, and the limited number of antiviral agents commercially
available for the treatment of HSV-1 infection, there is a need of new, potent and selective

anti-viral compounds effective against HSV-1 infection.

In the present investigation we aimed at to screen twenty-five extracts from marine
sponges and ascidians in order to discover extracts with significant antiviral activity against
HSV-1, and to establish the mode-of-action of such extracts. Isolation and identification of
the active agent was a subsequential step, leading to an antiviral compound which had its

mode-of-action investigated.

3. MATERIALS AND METHODS

2.1. Marine sponge and ascidians extracts

Aliquots (50 g) of twenty-five samples of marine sponges and ascidians were
crushed in a mortar with MeOH, and left overnight for extraction. Each extract was filtered
through a filter paper, evaporated in vacuo, dried under high vacuum and stored at -18 °C.

Aliquots of 2 to 5 mg of each dried extract were separated for the antiviral assays.
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2.2. Virus and cell lines

The VERO (African Green Monkey - ATCC CCL 81) cell line was propagated in
monolayer cultures using Eagle's Minimal Essential Medium (MEM) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS). Cells were transferred at 1:2 to 1:10 dilutions in agreement
with conventional procedures, using 0.05% trypsin with 0.02% EDTA. In preparations in

which the virus was used along with cells, it was necessary to use medium without FBS.

2.3. Cell cytotoxic effect

Aliquots of 100 pL of suspension cells per well were seeded in 96-well culture
plates at a density of 1 x 10° cells/mL. Microtiter plates containing cells were pre-incubated
during 24 h at 37 °C to allow stabilization prior to addition of extracts and of nor-
batzelladine L samples at four concentrations (0.5, 5.0, 50, and 500 pg/mL) [10]. The
maximum nontoxic concentration (MNTC) was determined microscopically by the

observation of cell morphological changes at 24 and 48 hours of incubation.

2.4. MTT assay

An aliquot of 20 uL of MTT solution at 5 mg/mL was added to each well of a 96
wells microplate. Incubation was in the dark at 37 °C with 5% CO; and 100% moisture
during 3 h. Then, the microplate was centrifuged for 10 min at 2000 rpm. The supernatant

was removed and 100 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO) was added, the plate was shaked
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in the dark at 37 °C for 10 min followed by reading the absorbance at OD 540 nm with an

ELISA reader [11].

2.5. Titration of viruses

The cells were seeded in 96-well culture plates at a density of 1 x 10° cells/mL and
then incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing CO» for 24 h. Serial
dilutions of virus stocks were prepared and cells were infected with the diluted virus
suspension. After an additional incubation (1-2 days), the cytopathic effect was recorded.
The 50% tissue-culture infective dose (TCIDso/mL) was calculated as described previously

by Reed and Munch [12].

2.6. Antiviral activity

Determination of antiviral activity was based on the inhibition of a cytopathic
effect. All experiments were performed in triplicate. Briefly, the cells were seeded in 96-
well culture plates. After 24 h of incubation, the medium was replaced with 100 uL of
DMEM containing the samples at MNTC. Then, 50 puL of viruses logarithmic dilutions
were added in quadruplicate and incubated for 3 days. Controls consisted of untreated
infected (virus titer), treated noninfected (extract control), and untreated noninfected cells
(cell control). Viral titers were determined by 50% infective doses in tissue culture
(TCIDsour) [12]. The antiviral activity of each extract was determined as the logarithm

reduction factor (logio) of the viral titer compared with the untreated infected controls.
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Values were expressed as titer (TCIDsour) and inhibition percentage (IP) as described by
Koseki et al. [13]. The inhibition percentage was calculated using the formula (IP) = (1 —
T/C) x 100, where T is the antilog of the extract-treated viral titers and C is the antilog of
the control (without extract) viral titers. IP was considered positive as greater than or equal

to 98%.

The test of antiviral activity was evaluated initially with a single dose at MNTC
against different viral concentrations. The extract was considered positive if there was a 1.5
log decrease in the viral titer. To confirm the activity of an extract or pure compound, a
concentration response curve with different sample concentrations in the presence of 100
TCID/mL was determined by the MTT assay, in order to measure the 50% antiviral

concentration (ECsp).

2.7. Data analysis

The 50% cytotoxic (CCsp) and 50% inhibition (ICsp) concentrations were calculated
from concentration-effect curves. The results were obtained from triplicate assays with at
least 5 extract concentrations. The percentage of cytotoxicity was calculated as [(A — B)/A]
x 100, where A and B were the OD540 of untreated and of treated cells, respectively. The
percentages of protection were calculated as [(A — B) x 100/(C — B)], where A, B and C
indicate the absorbance of the extracts/fractions, virus and cell controls, respectively. Each
obtained ECsp value was defined as the effective concentration that reduced the absorbance

of infected cells to 50% when compared with cell and virus controls. CCspand ICso for each
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compound were obtained from dose-effect-curves (not shown). The CCsg and ICso are the
average of 3 assays with 5 concentrations within the inhibitory range of the compounds.

The therapeutic index (i.e. selective index) was defined as CCs¢/ICsy.

2.8. The potential stage in the viral infection cycle

Cells and viruses were incubated with active samples at different stages during the
viral infection cycle in order to determine the mode of antiviral action. Cells were
pretreated with samples before viral infection; viruses were incubated with samples before
infecting the cells; the cells were infected with the virus and incubated together before the

addition of samples. Samples were used at the maximum non-cytotoxic concentration.

2.9. Virus Inactivation

In order to evaluate possible extracellular viral inactivation by extracts, equal
volumes (100 pL) of the 10-fold serially diluted virus suspension and MNTC of the
extracts were mixed and incubated for 1 h at 37 °C. Each mixture was then added to the cell

monolayer, and infectious titers were compared with controls.

2.10. Statistical analysis

The results were expressed as mean * s.e.m. The selectivity index (SI) was

determined by the ratio of CCso to ECso. The statistically different effects of tested extracts
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on the inhibition of virus replication were compared with the control group using the

Student’s t-test with p<0.05 for significant result.

3. RESULTS

3.1. Antiviral activity of extracts

The antiviral activity of each extract listed in Graphic 1 was initially evaluated in a
standard titer assay in which the extracts at nontoxic concentrations were added at the same
time as the virus. This initial analysis identified those extracts which displayed antiviral
activity against HSV-1. The antiviral activity of each extract was determined as the
logarithm reduction factor (logio) of the viral titer compared with untreated infected
controls. Values were expressed as titer (TCIDsou) and inhibition percentage (IP) as
described previously. These results were considered positive at IPs higher than 97%. Seven
marine invertebrate species yielded extracts which showed potential antiviral activity with
the minimum inhibition percentage of 99% for HSV-1. These included the sponges
Aplysina fulva, Hemimycale sp., Monanchora arbuscula, Clathria sp., an unidentified
sponge species (BAO4ES-98) as well as two ascidian species, PR8PD and Didemnum

ligulum.
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3.2. The potential stage in the viral infection cycle

In order to identify the stage of viral replication at which the active extracts could
be operating, three different assays were carried out: adsorption phase, replication phase,
virus inactivation. Three extracts the most potent activity in this step of the evaluation of
antiviral activity, and each of them active in a distinct stage of viral replication. The extract
of the ascidian Didemnum ligulum showed the best result, with 99% of inhibition in the
viral replication phase. Extract of the sponge Monanchora arbuscula and Norbatzeladine L
showed 90% and 97% of inhibition in the adsorption phase respectively graphic 2, while
the extract of the sponge Hemimycale sp. showed 90% of inhibition in the virus

inactivation. These results are shown in Table 2.

4. DISCUSSION

In vitro antiviral aims to investigate a virus’ ability to infect and replicate in
specific cell lines in culture systems. Cell culture system provides a rapid and less
cumbersome method to grow viruses at higher titers, for the production of vaccine strain

cultures, to investigate viruses reverse genetics and to test antiviral compounds.

Indirect assays are usually the first step in a screening to evaluate a large number of
compounds for their antiviral activity. Inhibition of cytopathic effects in the presence of a
test sample may be due to inhibition of virus replication. Several indirect tests have been

developed and modified, but not for specific viruses [14]. One of the inherent drawbacks of
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in vitro antiviral testing is the environmental sensitivity of cell lines in culture. Preparations
that exert antiviral effects in vivo may not be detected in in vitro assays because of the
extremely low concentrations of an antiviral sample tolerated by cells in the artificial
system [15]. Even with this limitation, seven out of twenty-five extracts screened in the

present investigation exhibited antiviral activity.

The first step of such a screening is to establish the extract MNTC (maximum
nontoxic concentration) related to the cells. This step is critical because the virus is an
intracellular parasite and uses the cell machinery to replicate. Therefore, it is necessary to
ensure that the virus grows in optimal conditions. The results showed (Graphic 01) that
extracts obtained from marine invertebrate species displayed antiviral activity against HSV-
1. Three of such extracts presented the strongest antiviral activity on at least one of the
phases of the viral replication cycle. The extract of the Didemnum ligulum inhibited HSV-1
replication, with the 99% of percentage of inhibition viral; the extract of the Hemimycale
sp. inhibited the virus before its contact with the host cell membrane, showing 90% of viral
inactivation; and the extract of Mononchora arbuscula inhibited the virus in the stage of

adsorption, showed 97% of percentage of inhibition viral.

Norbatzelladine L (figure 1) was subsequently isolated from the extract of the
sponge Monanchora arbuscula as the major compound. Norbatzelladine L blocked viral
entry into the host cell. This type of viral inhibition is commonly targeted by synthetic
antiviral agents for the prevention of HSV-1. A second type of antiviral activity was
observed for Didimnum ligulum extract acting during the replicative cycle, disabling the

virus to synthesize copies of its genetic material, and thus preventing viral protein synthesis
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and the synthesis of viral particles. Antiviral chemotherapy acting under this mode-of-
action are employed when the first symptoms of HSV-1 appear, as a treatment to affected
cells. Finally, a third mechanism-of-action observed was the viral inactivation before the
virus gets in contact with the cell membrane. Compounds which show such a mode-of-
action can be used for asepsis, not necessarily as a drug lead. The extract of the sponge

Hemimycale sp. displayed this mechanism-of-action.

S. CONCLUSION

To achieve a therapeutic efficacy a new drug lead must present high potency and
selectivity to interact with the biological target, but should be able of reach concentrations
above the limit value in target tissue [16]. In the investigation of HSV-1 antiviral activity of
marine invertebrate extracts, we discovered extracts from sponges and ascidians acting
under distinct modes-of-action. The extract of the sponge Monanchora arbuscula proved to
be active in the adsorption phase. One of the compounds isolated from M. arbuscula extract
which is responsible for blocking the virus entry into the cell membrane of the host cell was
norbatzelladine L. The extract of the ascidian Didemnum ligulum inhibited HSV-1
replication, while the extract of the sponge Hemimycale sp. inhibited the virus before its
contact with the host cell membrane, showing viral inactivation. We are currently

investigating additional antiviral compounds present in the extracts of Monanchora
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arbuscula and of the ascidian Didemnum ligulum, and the results will be reported in due

time.

6. SUMMARY POINTS

- The concentrations used in antiviral assays were 50 pug/ mL for all the

extracts.

- For the screening 25 extracts of marine sponges were used.

- Seven species showed potential antiviral activity with the minimum

inhibition percentage of 99% for HSV-1

- Among the seven active extracts, three had better results in the analysis of

inhibition at different stages of viral replicative cycle.

- The Nor-batzelladine L isolated from Monanchora arbuscula showed 97%

of inhibition in the phase of adsorption.

- The specie Hemimycale sp. showed 90% of inhibition in the virus

inactivation.

- The specie Didemnum ligulum showed the best result, with 99% of

inhibition in the viral replication phase.
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- The study identified different extracts acting at different stages of replicative

cycle, covering this way, different shapes for possible antiviral treatment.
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* [4] ROTTINGHAUS, S.T.;, WHITLEY, R.J. Current non-AIDS antiviral

chemothererapy.
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viral reproduction.

*  [5] Appeltans, W., Ahyong, S.T., Anderson, G. et al. (2012) The Magnitude of

Global Marine Species Diversity. Current Biology 22, 1-14.

Shows the importance of marine’s compounds not yet analyzed of have a

present antiviral activity against various virus
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The marine environment is characterized by high biodiversity offering vast

variety of natural products which could be used as potential drugs.

sk [10] KOHN LK, ANTONIO MA, PIZAO PE et al. Antiproliferative activity
of crude extract and fractions obtained from Aspidosperma tomentosum Mart.. Revista

Brasileira de Plantas Medicinais. v. 8, (2006) 110-115.

The methodology used was adopted for the analysis performed in this study

for the screening of the extracts activities.

* [11] MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological

Methods. v. 65, (1983) 55-63.

The methodology used was adopted for the analysis performed in this study

for the MTT assay.
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