N
¥

UNICAMP

Sonia Tatsumi Sakata

“ATIVIDADE ANTIVIRAL DE EXTRATOS DE ORGANISMOS
MARINHOS UTILIZANDO COMO MODELO OS VIRUS DA
DOENCA DE NEWCASTLE E METAPNEUMOVIRUS
AVIARIO”

CAMPINAS

2013



{# SECRETARIA
] DE
% POS-GRADUAGAO
1B

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA
SONIA TATSUMI SAKATA

“ATIVIDADE ANTIVIRAL DE EXTRATOS DE (jRG{&NISMOS
MARINHOS UTILIZANDO COMO MODELO OS VIRUS DA
DOENCA DE NEWCASTLE E METAPNEUMOVIRUS AVIARIO”

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da
UNICAMP para obtencéo do Titulo de Mestra
Este excnrplar corresponda & redacic final’ em Genética e Biologia Molecular, na area de

dn iese defengjga peic(a) camdid=o (a)l Microbiologia.

- '\./ 1-
[aé;m‘édya acia Comissds Juigadora.

Orientadora: Profa. Dra. Clarice Weis Arns
Coorientadora: Dra. Luciana Konecny Kohn

CAMPINAS,
2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARA JANAINA DE OLIVEIRA — CRB8/6972
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Sakata, Sonia Tatsumi, 1978-

Sa29a Afividade antiviral de extratos de organismos
marinhos utilizando como modelo os virus da doenca de
Newcastle e Metapneumovirus aviario / Sonia Tatsumi
Sakata. — Campinas, SP: [s.n], 2013.

Orientador: Clarice Weis Amns.

Coorientador: Luciana Konecny Kohn.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Agentes antivirais. 2. Organismos marinhos. 3.
Virus da doenca de Newcastle. 4. Metapneumovirus
aviario. 1. Ams, Clarice Weis, 1956-. 1. Kohn, Luciana
Konecny. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. V. Titulo.

Informacbes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Antiviral activity of marine organisms extracts using as model
Mewcastle disease virus and avian Metapneumovirus
Palavras-chave em Inglés:

Antiviral agents

Marine organisms

Newcastle disease virus

Avian metapneumovirus

Area de concentragido: Microbiologia

Titulagdo: Mestra em Genética e Biologia Molecular

Banca examinadora:

Clarice Weis Amns [Orientador]

Paulo Eduardo Brandao

Luciana Maria fde Hollanda

Data da defesa: 27-02-2013

Programa de P6s Graduagao: Genética e Biclogia Molecular

i



Campinas, 27 de fevereiro de 2013

BANCA EXAMINADORA
e
/":;Nf"d/ 4 d 4
Profa. Dra. Clarice Weis Arns (orientadora) il ’L-Lf/d._..-_/r.

Dra. Luciana Maria De Hollanda

Dra. Carmen Lucia Queiroga C anmen Quun. @WQISL

Assinatura

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud
= Assinatura

Prof. Dr. Paulo Eduardo Brandio

Assinatura

11



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco imensamente minha familia por todo o apoio, apesar da
enorme e dolorosa distancia.

Nada disso seria possivel, se ndo fosse a Prof* Dra Clarice Arns abrir as portas de seu
laboratério e me dar o prazer e orgulho de ter feito parte da equipe LVA.

Obrigada, Profa. Luciana Kohn, por todo o aprendizado.

Ao Prof. Dr. Roberto Berlinck e sua equipe do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da
USP pelo fornecimento dos extratos.

Colegas e amigos do LVA, especialmente a Profa Marcia Mercés, Matheus, Paulo
Anselmo, Marina e Juliana pela competéncia dentro do laboratério e amizade fora dele.

Obrigada também aos funciondrios Paula e Geneci por toda a sabedoria e simpatia
compartilhada.

Agradeco a Doutora Maria Angela e Professora Helena Lage pelo suporte profissional.
Agradecimento especial para o Prof. Dr. Paulo Branddo, Prof* Dra. Luciana Maria de
Hollanda, Prof. Dr. Marcelo Lancellotti, Prof* Dra. Carmen Queiroga e Prof* Dra Liana

Verinaud pela paciéncia, sugestoes para o trabalho e incentivos.

A todos da secretaria de pds graduacdo do Instituto de Biologia da Unicamp pela
solicitude.

Agradecimentos a Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e
a Fundagdo de Desenvolvimento da Unicamp (Funcamp) pelo suporte financeiro.

Aos eternos amigos, Clarice Y., Diogo, Jacaré, Ricardo Agum, Mauricio, Rods, Céssio,
dona Luiza, Shirley, Ji, Anna, Elaine, Vivi € muitos outros ndo menos importantes,

agradeco por todo o companheirismo nos melhores e piores momentos!

Sou enormemente grata ao Jalio por toda a paciéncia, além de tornar minha vida mais
feliz.

A Mia, Marie, Saburo, Turtles e Ronaldo por cada minuto de alegria juntos.

v



Lista de acronimos e siglas

AcOEt
aMPV
APMV-1
°C
CC50%
CER
CMNT
Ct

DI
DMSO
DRMAO06
ELISA
EMBRAPA
F
FAPESP
fwd

h

HIV

HN
HSV-1

IQSC-USP
kb
LANAGRO
LVA
MAPA
MEM

pg/mL
uL

Acetato de etila

Metapneumovirus avidrio

Paramixovirus avidrio do Tipo 1

Graus Celsius

Concentracdo citotoxica a 50%

Chicken Embryo Related cells

Concentracdo maxima nao toxica

Cycle threshold

Doses infectantes

Dimetilsulféxido de sédio

Pirocinina A

Ensaio imunoenzimatico

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Proteina de fusdo

Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Primer forward

Horas

Virus da imunodeficiéncia humana

Hemaglutinina Neuraminidase

Virus da herpes simples do tipo-1

Instituto de Quimica de Sao Carlos da Universidade de
Sao Paulo

Kilobase

Laboratério Nacional Agropecuario

Laboratério de Virologia Animal

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
Meio essencial minimo

Micrograma por mililitro

Microlitro



um
mg
MTT
NDV
nm
OIE
PCR
gPCR
rev
RNA
SCI
SFB
SHS
SI
TRT

Micrometro

Miligrama

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo
Virus da doenca de Newcastle

Nanometro

Organizacdo Mundial de Saide Animal
Reagdo em cadeia da polimerase

Reacdo em cadeia da polymerase quantitativa
Primer reverse

Acido ribonucleic

Sindrome da cabeca inchada

Soro fetal bovino

Swollen head syndrome

Indice de seletividade

Rinotraqueite em perus

vi



SUMARIO

RESUMO..uuuiiiiiicninsnnnsensnnnssanssnnsssssssnsssssssssssesssssssssssesssesssssssssssasssasssssssssssssssssssssssaes viii
ABSTRACT .ueeriiiinenininsennnsnenesssnssesssssssssessssssessassasssssssssssssessassssssssssssssssassssssassasss X
1. INTRODUGQGAO ....eoererreereereesesnesssessessessessssssessessessssssessessessassassssessessessessssssessessesss 1
2. OBJETIVOS uuoiiiininnnsnennnnsenesssnsssssssssssssssssssssssssssssessasssssssssasssssssssssssassassssssasses 11
2.1 GOTAL..c e sttt ettt e 11
2.2, ESPECIIICOS ..ttt 11
3. MATERTAL E METODOS ...couuciumcssmmmsssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 12
3.1, AMOSITAS VITALS .enevieruteeeniieiniieeeitteeteesiteettee sttt esbeeeabeeebaessaseesbeesabeesbseesseeenaseenas 12
3.2, Linha@em CEIULAT ........coeuiiiiieeiieeee e e 12
3.3. Preparo dOS EXIIAtOS .....ccuueirureeriierieeeiteeitee ettt ettt et e e e sabeesabeesbeeenareenas 13
3.4. Padronizagdo da concentrago dO eXtrato ........ccceeeeeuvereerrieeerinieeesreeeerveeeeeeeeens 15
3.5, TIUIACAO VITAL ..eeeiiieeiiiieiie ettt ettt e et e e eesnbeeens 16
3.6. Triagem da atividade antiviral ...........ccccovieiriiiiiiiiniieieeeee e 16
3.7. Avaliagdo do mecanismo de agc@0 antiviral...........ccecvveevieeniiieniiiiiie e 18
3.8. Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real de extrato puro .................... 20
4. RESULTADOS ..uuuiuiiiiinensnnsnenensnnssessassssssessssssessassssssessassssssassssssssssssssssassassssssssses 23
4.1. Triagem da atividade antiviral ............ccccevviiniiniiiniiniiniec e 23
4.2. Avaliacdo do MecaniSmo de AGCAO ......cc.eevveierieeriieiiiieeneeete et 28
4.3. PCR em tempo real para eXtrato PUIO.......ccceeveereereerieniieeienieenieereereesieesaeenaees 29
5. DISCUSSAQ ..ouuirricirrnscismsisssssssssssssssssmsssssmssssssmsssssssssssssmsssssmssssssssssssssssssssmssssssss 32
6. CONCLUSOES.......cncttmctrmmissmmsnssssssnsssssssssmssssssmsssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssmssssssns 36
7. REFERENCIAS BILBIOGRAFICAS ...cuuuuciimmncisssmnsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssenss 37

vii



RESUMO

Produtos naturais isolados a partir de invertebrados e organismos marinhos tém
sido objeto de pesquisas continuas ao longo dos ultimos cinquenta anos, principalmente
devido a sua complexidade estrutural e potentes atividades bioldgicas.

O presente trabalho teve como proposta ampliar e aprofundar a investigacdo de
substancias bioativas em extratos de organismos marinhos, junto ao IQSC-USP/Projeto
temadtico, realizando bioensaios de atividade antiviral no laboratério de virologia da
Unicamp.

Com o objetivo de realizar uma triagem para pesquisar substancias com agdo
antiviral, foram eleitas duas espécies de virus de destaque na avicultura, o
Metapneumovirus avidrio (aMPV) e o virus da Doenga de Newcastle (NDV),
representantes da familia Paramyxoviridae.

As propriedades em comum dos virus dentro das respectivas subfamilias, como
a organizacdo gendmica, sequéncias das proteinas e suas atividades bioldgicas,
permitem a utilizagdo do aMPV como modelo de estudo para importantes agentes
infecciosos da subfamilia Pneumovirinae, e o NDV da subfamilia Paramyxovirinae.

Para a triagem de compostos antivirais foi realizada a avaliacdo in vitro na
linhagem celular Chicken Embryo Related (CER) para a propagacao dos virus e analisar
os resultados de inibicdo viral frente a diferentes extratos e substancias. Dos cento e
vinte e cinco extratos testados frente ao aMPYV, sete demonstraram ser ativos, € seis com
alto potencial antiviral. Inicialmente, cento e quarenta e sete extratos foram testados
frente ao NDV, porém, o resultado foi inconclusivo devido a problema com o titulo da
amostra viral. Assim, os sete extratos ativos e os seis com alto potencial antiviral contra
o aMPV foram testados quanto a capacidade de inibicdo do NDV. Apesar das
similaridades dos virus da familia Paramyxoviridae, os extratos ndo tiveram atividade
contra o NDV, como ocorreu frente ao aMPV.

As amostras ativas foram estudadas em trés tipos de tratamento a fim de
determinar os possiveis mecanismos de acdo dos extratos: Pré-tratamento, fases de
adsor¢@o e/ou penetragdo do virus na célula; Pds-tratamento, etapas intracelulares de
replicacdo do virus; e Inativagdo Viral. Pela andlise visual do efeito citopatico, os sete

extratos ativos contra aMPV, quatro interrompem as etapas intracelulares de replicacio
viil



do virus, dois agem nas fases de adsor¢do e/ou penetracdo do virus a célula, e um nao
tinha quantidade suficiente para realizar o teste.

Com a finalidade de avaliar os possiveis mecanismos de acdo com maior
objetividade, menor risco de contaminacdo e alta especificidade, testou-se a
metodologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Utilizando um
composto puro (pirocina A) frente ao aMPV em CER, a metodologia se demonstrou
eficiente. Esse dado foi confirmando pela diminui¢cdo de RNA viral quando ocorre a
atividade antiviral, dando indicios de atuacdo do composto em etapas intracelulares de
replicacao do aMPV.

A deteccdo de extratos com atividade antiviral nas situagdes testadas neste
trabalho corrobora o valor da biodiversidade marinha como fonte de produtos
promissores na terapéutica de enfermidades virais. Portanto, a necessidade de estudos
sobre esses virus e do desenvolvimento de novos insumos a serem utilizados nos seus
controles € de grande importancia ponderado a crescente proje¢do da inddstria avicola

brasileira no comércio mundial.

Palavras-chave: Antiviral; organismos marinhos; virus da doenca de Newcastle;
Metapneumovirus avidrio.
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ABSTRACT

Natural products isolated from invertebrates and marine organisms have been
studied over the past fifty years, mainly due to their structural complexity and potent
biological activities.

This project was proposed to broaden and deepen the research of bioactive
substances in extracts of marine organisms, with the IQSC-USP group, performing
bioassays antiviral activity in the laboratory of virology at Unicamp.

In order to perform a screening to search antiviral substances were elected two
species prominent in poultry, the avian Metapneumovirus (aMPV) and Newcastle
disease virus (NDV), representatives of the family Paramyxoviridae.

The common properties of the virus within their respective subfamilies, such as
genomic organization, sequences of proteins and their biological activities, allow the
use of aMPV as a study model for important infectious agents of Pneumovirinae
subfamily, and NDV Paramyxovirinae subfamily.

For antiviral screening, compounds were tested in vitro using Chicken Embryo
Related (CER) cell lineage for the propagation of the virus and analyze the results of
viral inhibition against various substances. Among one hundred twenty five extracts
tested against aMPV, seven were actives and six have been shown high antiviral
potential against the virus. Initially, one hundred fourty seven extracts were tested
against NDV. However, the result was inconclusive due to problems with the titer of the
viral sample. Thus, the seven active extracts and six extracts with high antiviral
potential against the aMPV were tested for the ability to inhibit NDV. Despite the
similarities of viruses of the family Paramyxoviridae, the extracts had no activity
against NDV, as occurred against aMPV.

The active samples were studied in three types of treatment in order to determine
the possible mechanisms of action of the extracts: Pre-treatment, stages of adsorption
and / or penetration of the virus into the cell; Post-treatment, intracellular steps of virus
replication; and Viral Inactivation. At visual analysis of cytopathic effect, from all 7
extracts active against aMPV, 4 disrupt intracellular steps of virus replication, 2 act on
adsorption and / or penetration stages of the virus into the cell, and 1 was not enough to

perform the test.



In order to assess the possible mechanisms of action more objectively, lower
contamination risk and high specificity, the polymerase chain reaction (PCR) in real
time methodology was tested. Using a pure compound (pirocina A) against aMPV in
CER cell lineage, the methodology is demonstrated efficient. This was confirmed by the
decrease of viral RNA when occurs antiviral activity, an evidence of compound’s action
on intracellular steps of aMPV replication.

The detection of extracts with antiviral activity in this study confirms the value
of marine biodiversity as a source of promising products in the viral diseases
therapeutic. Therefore, the primordiality for more studies and the development of new
inputs to control these viruses is extremely important to increasing of Brazilian poultry

industry in world trade.

Key words: Antiviral agents; marine organisms; Newcastle disease virus; avian
Metapneumovirus.
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1. INTRODUCAO

O emprego de produtos naturais com propriedades terapéuticas € uma prética
antiga e bem estabelecida, estimando-se que cerca de 60% dos farmacos atuais possuem
origem direta ou indireta da natureza (Cragg et al., 1997; 2004).

Apesar do ambiente terrestre constituir uma importante fonte desses produtos, o
mar possui a maior biodiversidade, representando trinta e quatro dos trinta e seis filos
(Jimeno, 2002). Pressdes ecoldgicas, como competicdes por espaco e alimento,
incrustagdes em superficies, predacao e sucesso reprodutivo, conduzem a uma evolucao
de metabdlitos pelos organismos aqudticos e com as mais diversas atividades
bioldgicas, sobretudo em Bentos (Ireland et al., 2000). A importancia dos organismos
bentdnicos, seres vivos fixos ou associados ao substrato, destaca-se principalmente pela
sua abundancia e diversidade. Isto se deve em grande parte pela sua caracteristica
filtradora, tornando-os sensiveis a variacdes ambientais, como disponibilidade de
nutrientes, tipo de substrato/sedimento, qualidade da 4dgua e quantidade de oxigénio
dissolvido, o que os capacitam como ferramentas de monitoramento ambiental
(EMBRAPA, 2008).

No Brasil, a investigacdo do ambiente marinho como fonte de produtos naturais
¢ ainda incipiente, porém ndo menos importante. Tendo em vista que a costa brasileira é
a segunda em extensdo no mundo,a regido abriga uma grande variedade de dareas
geograficas, habitats e exposicdo a diferentes fatores naturais. Assim, destaca-se 0s
estudos realizados pelo Instituto de Quimica de Sdao Carlos da Universidade de Sao
Paulo com a pesquisa de atividades bioldgicas em extratos de microrganismos marinhos

(Berlinck et al., 2004).



O presente estudo surgiu como desdobramento do projeto intitulado
“Investigacdo do potencial biotecnolégico e metabdlico de organismos marinhos para
processos de biorremediacdo e producdo de substincias com atividades antivirais, anti
Leishmania e antiinflamatéria” (FAPESP 10/50190-2), realizando a pesquisa de
atividade antiviral.

Os organismos marinhos que deram origem aos extratos utilizados neste
trabalho foram coletados na Baia de Todos os Santos (BA) e em Sdo Sebastido (SP).
Essa regido da costa possui grande variabilidade de sedimento resultante de complexos
padroes de sedimentacdo com areia fina e muito fina; predominio de dguas quentes
(>20°C); salinidade maior que 36,4 ppm; influéncia de dguas frias oceanicas associada
ao fendmeno de ressurgéncia costeira (Amaral, 2006). A ressurgéncia costeira consiste
na associagdo entre o efeito de rotacdo da terra (efeito de Coriolis) e o atrito dos ventos
na superficie do mar empurra as dguas costeiras de superficie para longe da costa,
gerando movimentos ascendentes de massas de dguas profundas (até 350 m), ricas em
nutrientes. Essa movimentagdo da dgua resulta em maior aporte de nutrientes e oxigénio
aoS Bentos, e, consequentemente, no desenvolvimento da fauna marinha com o
crescimento acelerado do fitoplancton (Castro et al., 2012). Esses fatores tornam os
organismos bentonicos da regido bastante promissores na busca de metabdlitos
secunddrios com aplicabilidade terap&utica pela sua vasta biodiversidade.

A esponja marinha é um exemplo de rica fonte de produtos naturais potentes
com diversas propriedades farmacoldgicas e de crescente participagdo no
desenvolvimento de novas drogas (Sarma et al., 1993). Os nucleosideos
espongotimidina e espongouridina foram os primeiros compostos isolados de esponjas

dos quais originou o Ara-C, um agente anticancer, e o Ara-A, a primeira droga antiviral,
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segundo estudo pioneiro de Bergmann e Feeney (1951). Desde entdo, diversos
compostos com atividade antiviral foram desenvolvidos a partir de organismos
marinhos, como o ciclodidemniserinol, um policetideo extraido de ascidias com
capacidade de inibir infeccdo por HIV (virus da imunodeficiéncia humana) in vitro
(Mitchell et al., 2000); e a dragmacidina F, um alcal6éide oriundo de esponjas que age
como inibidor de HHV-1 (Herpesvirus Humano Tipo 1) (Cutignano et al., 2000).

As doengas causadas por virus constituem os mais sérios problemas de satde
publica e satide animal no mundo, tendo em vista a dificuldade do seu diagndstico e do
seu tratamento efetivo. No decorrer dos ultimos anos, novos virus de interesse
veterindrio foram surgindo e muitos outros apresentam carater reemergente (Chiang et
al., 2002). Dois dos principais obstdculos para o tratamento e profilaxia de infecc¢des
virais s30 a atuacdo obrigatdria intracelular dos virus e a continua mutacdo de algumas
linhagens. Logo, o desenvolvimento de substincias alvos especificas € dificultado pela
existéncia de poucos mecanismos exclusivamente celulares (Jassim & Naji, 2003 e
Abou-Karam & Shier, 1990).

No estudo de antivirais, o ensaio mais empregado é o de triagem, no qual é
avaliada a atividade de extratos e, por fim, sdo selecionados os que apresentam
resultados promissores (Cos et al., 2006). Além disso, a triagem permite a realizacio de
ensaios com um grande nimero de diferentes extratos (Simoni et al.,2007; Brandao et
al., 2010). Os testes antivirais, principalmente os de triagem, empregam uma
metodologia simples e confidvel, gerando informagdes tteis do extrato analisado. Com
isso, estudos mais refinados de como e onde o extrato atua devem ser explorados

(Simoni et al., 2003; Cos et al., 2006).



A triagem de compostos antivirais requer o desenvolvimento de um sistema de
cultura celular ideal para a propagacao dos virus, e a escolha do método mais adequado
para avaliar os resultados das substancias frente aos virus. Os métodos utilizados sdo
visuais (andlise microscépica do efeito citopatico), colorimétricos (cristal violeta, MTT
e vermelho neutro) e fluorimétrico (Azul de Alamar, bisbenzidina rodamina 6G) (Smee
et al., 2002)

Para este trabalho foram selecionadas duas espécies de virus causadores das
doencas respiratorias de maior destaque na avicultura mundial, o Metapneumovirus
aviario (aMPV) e o virus da doenga de Newcastle (NDV).

A continua intensificacdo da produgdo no setor avicola propicia determinadas
condicdes que favorecem a ocorréncia e disseminacdo de algumas doengas infecciosas,
principalmente aquelas associadas ao trato respiratério. As doengas respiratérias que
acometem as aves domésticas criadas comercialmente geram perdas econdmicas pelo
aumento da mortalidade, gastos com medicamentos, queda de postura, reducdo na
qualidade e eclodibilidade dos ovos (Minharro et al. 2001).

O aMPV e o NDV pertencem a familia Paramyxoviridae, apresentam o genoma
RNA, fita simples, ndo segmentado, de polaridade negativa e com cerca de 15kb de

tamanho, como apresentado na figura 1.

Figural: Organizacio geral do genoma de Paramyxovirus. Representacio das

posicoes dos principais genes e as respectivas proteinas codificadas.
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Como ilustrado na figura 2, a morfologia do virion € esférica, as vezes
pleomorfica, com 150 a 200nm de didmetro, um nucleocapsideo em forma de espiral de
12 a 17 nm de diametro. As particulas virais apresentam projecdes tipicas de dois
tamanhos: a maior, uma gliproteina (HN) associada a atividade de hemaglutinacdo e
neuraminidase; a espicula menor, formada pela glicoproteina F, associada a fusdo do
envelope viral com a membrana celular da célula hospedeira, resultando no efeito

citopdtico mais caracteristico, a formacgdo de sincicios (Brooks et al., 2009).

Figura 2: Estrutura basica do virion da familia Paramyxoviridae.
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As propriedades em comum dos virus dentro das respectivas subfamilias, como
a organizacdo gendmica, sequéncias das proteinas e suas atividades bioldgicas,
permitem a utilizacdo do aMPV como modelo de estudo para importantes agentes
infecciosos da subfamilia Pneumovirinae, e o NDV da subfamilia Paramyxovirinae.
Assim, o aMPV pode ser modelo de estudo de agentes como o Metapneumovirus

humano, virus sincicial respiratério humano e bovino; e o NDV para o virus da



caxumba e Parainfluenza virus humano (Tortora, 2005), como exemplificado na figura
3.

Figura 3: Exemplos de virus de importancia na satide publica das subfamilias

Paramyxovirinae e Pneumovirinae para quais o aMPV e o NDV podem servir de

modelo de estudo.
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O aMPV vem adquirindo papel de destaque entre os patdgenos respiratérios que
afetam galinhas reprodutoras, poedeiras comerciais e frangos de corte (Cook, 2000). O
virus é conhecido como causador da Rinotraqueite Infecciosa dos Perus (TRT) e, esta
associado a Sindrome da Cabeca Inchada nas galinhas (SCI) (Arns & Hafez, 1992). A
SCI esta disseminada por todo mundo, causando grandes perdas econdmicas. Em
matrizes e poedeiras, a enfermidade leva a um quadro respiratério, com edema facial e

submandibular (Figura 4), presenca de sinais neuroldgicos, queda na producdo e na
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qualidade dos ovos. Em frangos de corte sdo observados secrecdo nasal, depressdo e
edema subcutaneo (Arns & Hafez, 1992). Freqiientemente os quadros sido agravados
pela presenca de infec¢des secunddrias causadas principalmente por Escherichia coli

(Van de Zande et al. 1999).

Figura 4: Ave doméstica com sinais clinicos caracteristicos da Sindrome da Cabeca
Inchada, como edema dos seios infraorbital, nasal e frontal; descarga ocular;

coriza; e dificuldade respiratoria

Cornell University

O aMPV ¢ classificado em subtipos A, B, C e D, baseado na andlise de sequéncias
de nucleotideos e aminodcidos, predominando a ocorréncia dos subtipos A e B (D’arce,
2005). A replicacdo do virus ocorre nos tecidos nasais e sinusais, na traquéia e pulmoes,
porém ela € mais limitada ao trato respiratorio superior, onde as particulas virais sdo
detectadas mais facilmente, até dez dias apds a infeccdo (Cook, 2000; Nauwynck et al.,
1999).

A transmissido de aMPYV ocorre de forma horizontal, ndo havendo evidéncias de
transmissdo vertical. A difusdo do virus € facilitada pelo ar, pessoas, animais silvestres e

veiculos, sendo mais evidente nas aves criadas em galpdes do que naquelas mantidas



em gaiolas, sugerindo que o contato fisico seja um importante fator na transmissio da
doenca (Peres et al., 2006).

As vacinas em circulagdo, vivas e atenuadas, sdo eficazes se administradas
corretamente, mas problemas relacionados a reversdao de viruléncia surgem e ha
evidéncias de possivel evolucdo do virus, ndo garantindo a supressao da circulagdo viral
(Schat, Baranowski, 2007; Mckinley et al., 2008).

Outro virus economicamente preocupante aos produtores de aves em todo o
mundo é o NDV, também conhecido como Paramyxovirus avidrio do tipo 1 (APMV-1)
(MAPA, 2009). Recentemente, andlises do tamanho dos genomas e sequéncias de genes
revelaram dois lados distintos dos APMV-1: classe I e II. Enquanto os isolados de
classe I sdo recuperados a partir de amostras de aves silvestres e aves do comércio de
aves vivas; os isolados de classe II sdo coletados principalmente a partir de aves
domésticas nas formas virulentas (Orsi, 2010).

A doenca de Newcastle € uma enfermidade viral aguda, altamente contagiosa,
que acomete aves silvestres e comerciais, com sinais respiratdrios, frequentemente
seguidos por manifestacOes nervosas (figura 5), diarréia e edema da cabegca. A
manifestacdo clinica e a mortalidade variam segundo a patogenicidade da amostra do
virus. Essa patogenicidade varia de muito alta (amostra velogénica), para intermedidria

(amostra mesogénica) e muito baixa (amostra lentogénica) (MAPA, 2009).



Figura 5: Ave doméstica apresentando sintoma nervoso (torcicolo) e inchaco de

cabeca, caracteristicos da doenca de Newcastle.

Cornell University

A infeccdo ocorre através da inalacdo ou ingestdo de dgua e racio contaminada,
sendo que o virus estd presente no ar exalado pelas aves, nas fezes e em toda parte da
carcaca da ave durante a infec¢do aguda e na morte. A contaminacdo de outras aves se
da por meio de aerosséis e pela ingestdo de dgua ou comida contaminada (MAPA,
2009).

A doenca de Newcastle tem distribuicio mundial, com dreas onde é endémica,
ou com 4reas/paises considerados livres da doenca e estd listada no Cédigo Zoosanitério
Internacional da Organizagdo Mundial de Saide Animal (OIE), sendo compulséria a
notificacdo dos focos (Cattoli et al., 2009) . Paises exportadores estabelecem
monitoramentos constantes da doenca, para avaliar a sua situagdo, assim como para
tentar evitar a entrada da doenga no pais. Em muitos paises, incluindo o Brasil, a doenca
¢ controlada em plantéis comerciais através da vacinacdo, com vacinas aprovadas e com
controle de qualidade. Em alguns estados brasileiros sd@o vacinadas apenas as matrizes,

para transferéncia de imunidade materna as progénies. A queda completa do nivel de



anticorpos, que ocorre na idade de abate de frangos de corte, € utilizada como uma
forma de verificar se ha virus circulando em determinada regidao (MAPA, 2009).

O controle dessas doencas € de importancia vital para o Brasil, que é o maior
exportador e o 3° maior produtor mundial de frango de corte (OIE, 2004). A capacidade
produtiva da avicultura nacional oferece condicdes vantajosas para que a mesma
compita em mercados internacionais, mesmo frente a paises que fornecem subsidios
para os produtores. Deste modo, a presenca do produto brasileiro nestes mercados sé
pode ser diminuida através de alegadas dificuldades ou barreiras sanitérias, ja que as
taxacdes e impostos que incidem sobre o produto ndo consegue diminuir o seu custo
relativo (Orsi, 2010).

Portanto, a necessidade de estudos sobre estes virus e do desenvolvimento de
novos insumos a serem utilizados nos seus controles € de grande importancia ponderado

a crescente projecdo da industria avicola brasileira no comércio mundial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Realizar ensaios de triagem para determinar a atividade antiviral de extratos de
organismos marinhos frente ao Metapneumovirus avidrio (aMPV) e ao virus da

doenca de Newcastle.

2.2. Especificos

e Determinar os possiveis mecanismos de acdo dos extratos marinhos que

apresentarem atividade antiviral.

e Testar metodologia de PCR em tempo real para avaliar possiveis mecanismos da

acdo de um composto puro proveniente de um fungo de esponja.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras virais

A amostra viral de aMPV usada nos experimentos foi a SHS/BRI121
proveniente do proprio Laboratério de Virologia Animal (LVA), Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Sio Paulo. Trata-se de
um aMPV do subtipo A isolada a partir de amostras de campos de aves domésticas com
sindrome da cabeca inchada no Brasil (Arns & Hafez, 1995; Dani et al., 1999; D Arce
et al., 2005).

O NDV empregado no experimento foi inicialmente o NDV-1547, amostra
vacinal lentogénica (La Sota) adaptada para a linhagem celular CER fornecida pela
doutora Maria Angela Orsi do LANAGRO/Campinas-SP (Laboratério Nacional
Agropecudrio). Por problema no titulo desta amostra viral, o virus foi trocado pelo
NDV-945 de mesma origem.

Tratando-se de um virus causador de uma enfermidade que faz parte da “lista A”
do cdédigo zoosanitdrio internacional da Organizacio Mundial de Saidde (OMS),
somente amostras vacinais de NDV podem ser utilizadas em laboratérios ndo oficiais do

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2009).

3.2. Linhagem celular

A linhagem celular utilizada no trabalho foi a CER (Chicken Embryo Related),
fornecida pelo professor doutor Hafez Mohamed Hafez do Laboratério Estadual de

Stuttgart /Alemanha. Trata-se de uma linhagem hibrida derivada de fibroblastos de
12



embrido de galinha e de células de rim de hamsters jovens, a BHK-21 (Silva et al.,
2007).

As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM - Nutricell®)
acrescido de 10% em volume de soro fetal bovino (SFB — Cripion®) e incubadas a 37°C

com 5% de COa,.

3.3. Preparo dos extratos

Os extratos de organismos marinhos foram coletados no litoral Sul do Estado de
Sao Paulo e, na Baia de Todos os Santos, no Estado da Bahia e preparados pela equipe
do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IQSC-USP),
liderado pelo professor doutor Roberto Berlinck, coordenador do projeto temadtico
“Investigacdo do potencial biotecnolégico e metabdlico de organismos marinhos para
processos de biorremediacio e produgdo de substancias com atividades antivirais, anti-
Leishmania e anti-inflamatéria” (Processo-FAPESP 10/50190-2).

Os organismos marinhos invertebrados foram imersos em metanol (MeOH) por
24 horas e depois submetidos a filtracdo. O solvente foi evaporado em sistema de
concentracdo de amostra a vdcuo SpeedVac® (Thermo Savant) e o extrato formado foi
seco e congelado sob a temperatura de -20°C.

Os micro-organismos associados aos invertebrados marinhos, como bactérias e
fungos, foram cultivados nas suas respectivas condi¢cdes ideais de crescimento, e apds
24h foram trituradas em liquidificador com acetato de etila (AcOEt). Esses produtos
foram filtrados e submetidos a uma parti¢do liquido-liquido, onde as fragdes organicas

foram coletadas, secas e congeladas a -20°C.
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As diferentes origens dos extratos estudados foram diferenciadas por prefixos na
identificacdo das amostras estudadas, como apresentado na figura 6.

Figura 6: Padrao de identificacao dos extratos e sua procedéncia

Prefixo de
Origem
Identificacao

B Bactérias associadas a macro-organismos marinhos coletados
em Sao Sebastido-SP no ano de 2007.

. Fungos associados a macro-organismos marinhos coletados
em Sao Sebastido-SP no ano de 2007.

Esponjas coletadas na Baia de todos os Santos-BA
BAO4ES
no ano de 2004

O processo de identificagdo dos micro-organismos e invertebrados marinhos que
deram origem aos extratos em estudo € demorado devido a complexidade do cultivo
desses organismos in vitro, e ainda estd em andamento sob comando da equipe do
IQSC-USP.

Antes da utilizagdo na triagem antiviral, os extratos foram diluidos cem vezes
em dimetil sulféxido de s6dio (DMSO) com a finalidade de eliminar contaminantes dos
extratos, e posteriormente em meio essencial minimo sem soro fetal bovino para que o
DMSO nao seja toxico para as células, atingindo ao final a concentragdo de 125 pug/mL
da amostra (Skehan et al., 1990).

Para confirmar a ndo citotoxicidade das amostras, todo o experimento foi
acompanhado de controle de extrato, somente a célula em contato com a substancia e/ou

extrato em estudo.
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3.4. Padronizacao da concentracao do extrato

Os extratos foram inicialmente avaliados quanto a sua toxicidade a célula por
ensaio colorimétrico utilizando o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim
brometo) com o intuito de encontrar uma concentracdo que ndo causa toxicidade para as
células e garantir que a substincia aja somente contra o virus, diminuindo o falso
positivo. Assim, as células de CER em microplacas de noventa e seis pocos foram
expostas a concentragdes decrescentes na base dois dos extratos e incubadas por 72h a
37°C e 5% CO2 para realizar a leitura.

O fundamento do ensaio consiste na metabolizacdo do MTT, inicialmente de cor
amarela, pela enzima mitocondrial LDH de células vidveis, produzindo o formazan, que
¢ um cristal de cor violeta. Ou seja, quanto menor a intensidade da cor violeta, menor é
a absorbancia, maior € a atividade viral e, consequentemente, hd menos células vidveis.
Os resultados foram analisados em leitor de ELISA em comprimento de onda de 540
nm (Mosmann, 1983; Wang et al., 2010).

Considerando um importante fator limitante do experimento, que foi a pequena
quantidade de cada extrato recebido, e observando que vdrias amostras apresentaram
concentracdo ndo citotéxica relativamente constante, optou-se pela padronizacdo da
concentracdo do extrato em 50 pg/mL para realizar o ensaio antiviral. Nos ensaios
antivirais foram feitos um controle para avaliar a citotoxicidade do extrato, garantindo
que durante o experimento o efeito observado seja exclusivamente do virus sem ser

influenciado por a célula ndo estar em condi¢des ideais para o virus se replicar.
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3.5. Titulacao viral

As titulagdes virais foram realizadas de acordo com metodologias usuais do
Laboratorio de Virologia Animal (Martini, 2010). Em microplaca de noventa e seis
pocos ja com 100uL de CER a uma concentragio de 1,5 a 3,0 x 10* células/pogo, foram
adicionados 50uL de diluicdes seriadas na base dez dos virus ( 1x10" a 1x10'6) em cada
compartimento. As placas foram incubadas a 37°C em cdmara umidificada com 5% de
CO,. As leituras foram feitas 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo em busca do efeito
citopatico caracteristico. Os titulos foram calculados com base no método de

Spearmann & Karber (Lorenz & Bogel, 1973).

3.6. Triagem da atividade antiviral

A andlise in vitro da atividade antiviral baseia-se na habilidade do virus se
replicar nas células com os extratos (Cds, et al., 2006). A triagem da atividade antiviral
foi realizada utilizando os extratos na concentragdo padronizada de 50 pg/mL frente a
dilui¢des seriadas do virus.

As microplacas de noventa e seis orificios com as células em suspensdo foram
incubadas por 24 horas a 37°C em camara umidificada e 5% de CO, para a formacao de
monocamada confluente celular.

Ap6s 24 horas, o meio foi descartado e colocado por poco 100uL de extrato a 50
png/mL em quadruplicata para cada amostra (4 colunas da microplaca). Em seguida, 50
pL de suspensdo viral em dilui¢des logaritmicas na base dez foram adicionados em cada

compartimento. A ultima linha da microplaca foi utilizada como controle das células,
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tendo somente meio de cultura e a CER. A penultima linha serviu de controle dos
extratos, contendo MEM, célula e o extrato. Para controle do virus, quatro colunas

foram utilizadas como titulagdo viral de cada experimento, conforme a Figura 7.

Figura 7: Desenho da microplaca para realizacao da triagem de antivirais.

Controle do extrato 1

Controle de células

Incubando as microplacas nas condicdes ideais, foram feitas leituras didrias em
microscépio de luz para a observagdo do efeito citopatico (EPC), até 72 horas apds a
realizacdo do ensaio. O titulo viral foi calculado pelo método de Reed e Muench (1938).
A avaliacdo da atividade antiviral foi calculada pela diferenca entre o titulo do tratado,
ou seja, células infectadas e tratadas com extrato (T), pelo titulo do controle, apenas
células infectadas. O resultado foi expresso em porcentagem de inibi¢do (PI% = [1-
(antilogT/antilogC)]X100) e foram considerados positivo ou ativo aquele extrato capaz
de inibir a replicacdo viral, ou seja, porcentagem de inibi¢do (PI) viral igual ou superior
a 98%. Amostras com porcentagem de inibi¢ao viral de 90 a 98% foram consideradas

como extratos com alto potencial de atividade antiviral.
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Para a triagem de atividade antiviral contra o aMPV, cento e vinte e cinco
extratos foram testados. Destas, sessenta e duas (49,6%) eram oriundas de bactérias,
vinte e nove (23,2%) de fungos e trinta e quatro (27,2%) de esponjas.

Inicialmente, cento e quarenta e sete extratos foram testados frente ao virus da
doenca de Newcastle (NDV). Dessas amostras, vinte e oito (19%) eram oriundas de
bactérias, cinquenta e um (34,7%) de fungos e sessenta e oito (46,3%) de esponjas.

Os extratos testados nessa etapa contra o NDV foram todos diferentes dos cento
e vinte e cinco testados frente ao metapneumovirus aviario (aMPV).

Porém, devido a uma queda no titulo da amostra viral utilizada (NDV-1547) foi
necessdrio repetir a triagem contra NDV. Assim, outra amostra vacinal, a NDV-945, de
mesma origem da utilizada anteriormente, foi titulada e refeita a triagem de extratos
com atividade antiviral contra NDV. Para esta triagem, foram utilizados somente os
extratos que se mostraram ativos e com alto potencial antiviral contra o aMPV, levando
em consideragdo a baixa disponibilidade de extratos e as similaridades dos virus da

familia Paramyxoviridae.

3.7. Avaliacao do mecanismo de acao antiviral

Uma vez encontrados os extratos ativos, trés diferentes protocolos foram utilizados
para investigar em qual etapa da replicacdo viral a substancia antiviral provavelmente
atua. Quando a monocamada de células atingiu 85% de confluéncia em placas de
noventa e seis orificios, foram adicionados os extratos na concentra¢do padronizada e

cem doses infectantes da amostra viral de trés formas: Pré-tratamento; Pds-tratamento, e
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Teste de Inativacao Viral (Martini, 2010)

No Pré-tratamento, verificou-se a capacidade do extrato de atuar nas fases de
adsor¢do e/ou de penetracdo do virus a célula, bloqueando os receptores celulares. As
células foram tratadas com os extratos na concentra¢do padronizada e incubadas por 1
hora. Apds esse periodo, o virus foi adicionado em dilui¢des seriadas na base dez e as
micropLacas incubadas em cdmara imida a 37°C com 5% de CO; por até 72 horas.

No Pés-tratamento, dilui¢des decimais do virus foram incubadas junto as células
por 1 hora para posterior acréscimo dos extratos na concentra¢do padrdo, e incubagdo
por até 72horas. Com esse tratamento, visou-se averiguar a capacidade do extrato em
interferir nas etapas intracelulares da replicacdo viral (transcri¢do reversa, replicacdo do
DNA, tradug?o).

No Teste de Inativacdo Viral, cada diluicdo decimal do virus foi mantida em
contato com o extrato por 1 hora Posteriormente, esse conjugado virus acrescido de
extrato foi adicionado as células para serem incubados por até 72 horas, a fim de
detectar se o extrato possui a¢do direta sobre a particula viral.

Todos os tratamentos incluiram controle de virus, dado pela sua titulacdo em
cada microplaca; controle de extrato para confirmar a auséncia de toxicidade da
substancia as células; e controle de células para verificar a viabilidade das células ao
longo do experimento.

A andlise das placas foi realizada diariamente durante as 72 horas de incubagao.
O efeito citopdtico do virus na presenca do extrato foi avaliado visualmente ao
microscopio Optico de luz invertida (Zeiss Axyovert 100®) em comparagdo ao titulo do

virus, calculado com base no método de Spearmann & Karber (Lorenz & Bogel, 1973).
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3.8. Reaciao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real de extrato puro

Com o fornecimento de um composto puro pela equipe do Instituto de Quimica
de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IQSC-USP), resolveu-se testar uma
metodologia mais objetiva, com baixo risco de contaminagdo e altamente especifico
para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo antiviral, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real ou PCR quantitativa (qPCR) (Stock et al., 2006).

Trata-se de um composto chamado de pirocina A (DRMAO06) extraido do fungo
Penicillium paxilli associado a esponja da espécie Mycale angulosa.

Esse composto foi previamente testado quanto a sua atividade antiviral frente ao
aMPV nos métodos utilizados neste trabalho e foram determinados a porcentagem de
inibi¢do e possivel mecanismo de agdo.

Para o teste da qPCR foi calculado a concentracio médxima nao téxica (CMNT),
ou seja, concentracdo que nao causa toxicidade para as células ja que a substancia deve
ser ativa somente contra o virus, evitando um resultado falso positivo. A determinacdo
da CMNT foi realizada através de um ensaio colorimétrico utilizando o MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo), descrito anteriormente.

Num primeiro teste da qPCR, foram preparadas microplacas nos trés tipos de
tratamento para avaliacdo do mecanismo de a¢do (pré tramento, pds tramento e teste de
inativacdo viral), como descrito anteriormente. O extrato foi utilizado na CMNT
(2,5ug/mL) e a amostra viral de aMPV em dilui¢des decimais sobre a CER. Apés as
72horas de incubagdo, as microplacas foram congeladas a -80°C por 24horas com o

intuito de romper as células e liberar os virus para o sobrenadante.
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Todos esses sobrenadantes foram submetidos a extracio do RNA segundo o
protocolo do QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen ®). Iniciou-se entdo a transcri¢do
reversa dessas amostras com o kit Superscript III First Strand Synthesis (Invitrogen ®)
em Termociclador Mastercicler Gradient (Eppendorf®). A qPCR foi realizada
utilizando o Quantitec Probe PCR kit (Qiagen ®) no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®) pelo método TagMan®

Foram utilizados clone de aMPV também do subtipo A para a curva padrio
(controle positivo da qPCR); amostras somente com reagentes € meio essencial minimo
(MEM) para controle negativo da qPCR,; amostras de células para controle negativo do
ensaio antiviral, e amostras com virus e células como controle positivo do ensaio
antiviral. As sequéncias dos primers e da probe desse protocolo de qPCR estao descritas

na figura 9 abaixo.

Figura 9: Gene alvo; identificacao, sequéncia e posicao dos primers e probe, e tipo

de fluoréforo para a qPCR de aMPYV subtipo A.

Primer A fwd 5'-GGACATCGGGAGGAGGTACA-3' 66-85
G 5'-FAM-
aMPV/A Probe A TGCACAGTCACTATTGCACTCACTGTTAGCG- 21
(Guionie TAMRA-3' 151
etal.,
2007) . 156—
Primer A rev 5'-CACTCCTCTAACACTGACTGTTCAACT-3' s

Um segundo teste da qPCR foi realizado mantendo fixa a concentracdo de virus
em cem TCIDS50, ou seja, dose infectante do virus capaz de danificar 50% da

monocamada de células (Arns et al., 2003). Em microplacas de noventa e seis pocos
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com monocamada confluente de CER, foram adicionados simultaneamente o virus a
cem TCIDs e os extratos em diluicdes seriadas na base dez (10'l a 10'6).
Ap6s as 72horas de incubagdo, os mesmo procedimentos de preparo das amostras,

de qPCR e controles das reagdes descritos anteriormente foram realizados.
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4. RESULTADOS

4.1. Triagem da atividade antiviral

No total, cento e vinte e cinco extratos foram testados quanto a sua capacidade
de inibicdo do aMPV. Incubando as microplacas nas condi¢des ideais, foram feitas
leituras didrias em microscopio de luz para a observagdo do efeito citopatico (EPC), até
72 horas ap0s a realizacdo do ensaio. A figura 10-A mostra a aparéncia da monocamada
confluente da linhagem celular CER sem a presenca do virus. Na figura 10-B € possivel
visualizar o efeito citopdtico caracteristico do aMPV em monocamada confluente de

CER, formagao de sincicios.

Figura 10: A) Imagem de monocamada confluente de CER sem efeito citopatico;
B) Imagem do efeito citopatico do aMPV em monocamada confluente de CER

(escala 100pm).

O resultado da triagem de atividade antiviral foi avaliado com o célculo da

porcentagem de inibicdo, que € dada pela seguinte férmula:
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(PDH=(1-T/C)x 100

O valor de T se refere ao antilog dos titulos virais tratados (com extrato), e C € o
antilog do titulo viral controle (sem extrato). Assim, PI igual ou acima de 98% foram
consideradas como positivos ou ativos. Amostras com porcentagem de inibi¢do viral de

90 a 98% foram classificadas como extratos com alto potencial de atividade antiviral.
Das cento e vinte e cinco amostras testadas, sessenta e duas (49,6%) sao
oriundas de bactérias, vinte e nove (23,2%) de fungos e trinta e quatro (27,2%) de
esponjas. Um total de sete (5,6%) extratos se apresentaram ativos contra o aMPV, sendo
trés (42,8%) provenientes de esponjas e quatro (57,2%) de bactérias. Esses extratos

foram estudados posteriormente quanto a seus possiveis mecanismos de acao.

Foram seis (4,8%) os extratos com elevado potencial antiviral para aMPV no
total. Desses, quatro (66,6%) sdo originados de esponjas, um (16,7%) de bactéria e um

(16,7%) de fungo. Esses resultados estao representados na figura 11.

Figura 11: Representacio da quantidade de extratos testados e sua atividade
contra o aMPV (ativo ou alto potencial antiviral) de acordo com a origem das

amostras (bactéria, fungo ou esponja).

70
" 60
% 50
g 40
e 30
o 20
= 10
0
Extratos Ativos Alto potencial
testados antiviral
M Bactéria 62 4 1
H Fungo 29 0 1
Esponja 34 3 4
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E passivel de nota a elevada quantidade de extratos provenientes de esponjas que
apresentaram atividade antiviral, levando em conta o total de extratos de esponjas
testados. De trintae quatro amostras produzidas a partir de esponjas marinhas, sete
(20,6%) apresentaram PI igual ou superior a 90%.

Inicialmente, cento e quarenta e sete extratos foram testados frente ao virus da
doenca de Newcastle (NDV) para a triagem da atividade antiviral. Desses extratos, vinte
e oito (19%) eram oriundos de bactérias, cinquenta e um (34,7%) de fungos e sessenta e
oito (46,3%) de esponjas.

A selecdo das cento e quarenta e sete amostras foi realizada de acordo com o
maior volume de cada extrato, apds notar que sua pequena quantidade limitava a
realizacdo dos experimentos necessdrios. Também se optou testar maior quantidade de
extratos produzidos a partir de esponjas ao detectar grande propor¢do decompostos com
PI superior a 90% dessa fonte na triagem anterior de antivirais frente ao aMPV.

Os extratos testados nessa etapa contra o NDV foram todos diferentes dos cento
e vinte e cinco testados frente ao metapneumovirus avidrio (aMPV).

O NDV empregado no experimento foi a NDV-1547, amostra vacinal
lentogénica (La Sota) adaptada para a linhagem celular CER fornecida pela doutora
Maria Angela Orsi do LANAGRO/Campinas-SP (Laboratério Nacional Agropecudrio).
Pode ser visualizado o efeito citopatico do NDV em monocamada confluente de CER
na figura 12-B com formagado de sincicios, em comparagao a CER ndo inoculada com

virus da figura 12-A.
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Figura 12: A) Imagem de monocamada confluente de CER sem efeito citopatico;

T

B) Imagem do efeito citopatico do NDV em monocamada confluente de CER

(escala 10x).
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Porém, os resultados desse experimento de triagem foram inconclusivos pela ndo
detecgdo de efeito citopdtico adequado no controle do virus, titulacdo viral que sempre
acompanha cada triagem de antivirais. Provavelmente devido a complexidade de
adaptacdo de amostra vacinal de NDV na linhagem celular CER (Chicken Embryo
Related), ocorreu uma queda no titulo da amostra utilizada no experimento.

Assim, outra amostra vacinal, a NDV-945, de mesma origem da utilizada
anteriormente, foi titulada e refeita a triagem de extratos com atividade antiviral contra
NDV. Para esta triagem, foram utilizados somente os extratos que se mostraram ativos
(sete extratos) e com alto potencial antiviral (seis extratos) contra o aMPV, listadas na
figura 13, levando em consideracdo a baixa disponibilidade de extratos e as

similaridades dos virus da familia Paramyxoviridae.



Figura 13: Identificacdo, origem, massa (mg), porcentagem de inibicao (PI) e
classificacao dos extratos que apresentaram atividade antiviral contra o aMPV e

que foram testados na triagem contra NDV.

Identificacao dos Massa Pl contra Classificacao da
Origem aMPV
extratos (mg) atividade
(%)

BAO4ES 39 Esponja 3,8 99 Ativo
BAO4ES 45 Esponja 3,9 99 Ativo
BAO4ES 59 Esponja 3.4 99 Ativo

B220 E1 Bactéria 5 98 Ativo

B389 E2 Bactéria 4,6 98 Ativo

B404 E1 Bactéria 4.4 98 Ativo

B420 E2 Bactéria 4.9 98 Ativo
BAO4ES 32 Esponja 3.3 90 Alto potencial antiviral
BAOA4ES 48 Esponja 3,2 90 Alto potencial antiviral
BAOA4ES 67 Esponja 3.3 90 Alto potencial antiviral
BAO4ES 71 Esponja 3,5 90 Alto potencial antiviral

B398 E1 Bactéria 3,4 90 Alto potencial antiviral

F162 E2 Fungo 42 94 Alto potencial antiviral

Dos treze extratos testados, quatro (30,8%) sdo de origem bacteriana, um (7,7%)
fingica e oito (61,5%) de esponjas. Nenhum dos extratos testados frente ao NDV
apresentaram atividade antiviral, como ocorreu com o aMPV. Apesar dos dois virus
compartilharem de similaridades da familia Paramyxoviridae a qual pertencem, os

agentes infecciosos ndo responderam da mesma forma aos extratos.
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4.2. Avaliacao do Mecanismo de Acao

Dentre os sete extratos ativos contra aMPV, seis foram avaliados quanto ao seu
possivel mecanismo de acdo. Uma amostra de esponja ndo possuia quantidade o
suficiente para realizagdo deste teste.

Nesta avaliacio dos mecanismos de agdo antiviral frente ao aMPV, foram
averiguados que quatro (66,7%) extratos parecem agir nas etapas intracelulares de
replicacdo do virus (Pds tratamento) e dois (33,3%) extrato com acdo nas fases de
adsor¢do e/ou penetragdo do virus na célula (Pré tratamento), conforme apresentado na

figura 14.

Figura 14: Identificacao, organismo marinho de origem, porcentagem de inibicao

(P1%) e possivel mecanismo de aciao dos extratos com ativos contra aMPV.

IDENTIFICACAO ORIGEM P1% MECANISMO DE ACAO
Esponjas coletadas Etapas intracelulares da
BAO4ES 39 99 ) )
na Baia de Todos os replicacdo viral.
Santos (BA) no ano Etapas intracelulares da
BAO04ES45 99
de 2004 replicacdo viral.
Fases de adsor¢do e/ou
B220 E1 Bactérias 98
penetracdo do virus na célula.
Etapas intracelulares da
B404 E1 Bactérias 98
replicacdo viral.
Etapas intracelulares da
B420 E2 Bactérias 98
replicacdo viral.
Fases de adsorcdo e/ou
B389 E2 Bactérias 98

penetracdo do virus na célula.
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Devido a auséncia de atividade antiviral dos extratos testados frente ao NDV,

essa etapa do experimento ndo foi realizada para este virus.

4.3. PCR em tempo real para extrato puro

No ensaio antiviral do composto puro pirocina A (DRMAO06) prévio aos testes
da metodologia de qPCR, observou-se uma atividade antiviral de 90% de porcentagem
de inibi¢do do aMPV e aparente acdo nas etapas intracelulares de replicagdo do virus.

O primeiro experimento para qPCR, que foram testados em trés tratamentos com
concentracdo fixa do composto e dilui¢des decimais do virus, foi bem sucedida. O Slope
da reacao foi de -3,284; e a Eficiéncia foi de 101,612%. De forma geral, detectou-se que
o extrato ndo interferiu significativamente na quantidade de RNA viral produzido
durante o experimento. Somente uma amostra do pds-tratamento se destacou com uma
quantidade menor de RNA, dado pelo Ct (Cycle threshold) muito maior em relagdo as
outras amostras, mas acima do limiar Threshold e ainda dentro da curva padrao formada
pelas dilui¢des do controle positivo da qPCR, clone de aMPV-A.

O valor de Ct consiste no nimero de ciclos necessdrio para que a amplificagdao
do material genético expressado por sinal de fluorescéncia ultrapasse o limiar minimo
de emissdo de luz dado pelo threshold. Ou seja, o Ct € inversamente proporcional a
quantidade de 4cido nucleico alvo (Dorak, 2007).

Esses resultados podem ser melhores observados na figura 15 onde em amarelo
e vermelho estdo representadas as linhas da curva padrdo (controle positivo da qPCR),

em azul as amostras de pré tratamento, em verde o teste de inativagdo viral, e em rosa o
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pOs tratamento. O grafico apresenta o aumento de fluorescéncia (ARn) no decorrer dos

ciclos de amplificacao da qPCR.

Figura 15: Curva de amplificacao da qPCR do composto DRMA06 em CER sob

trés tipos de tratamento com dilui¢coes decimais do aMPV.
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No segundo experimento de qPCR, as células foram tratadas simultaneamente

com o virus e o composto, mantendo fixa a concentracdo do virus e variando o

composto em seis dilui¢cdes na base dez. Esta qPCR também teve uma alta eficiéncia

com valor de 103,626% e Slope de -3,238. Foi possivel detectar que trés amostras

tiveram menor quantidade de material genético amplificado em relacdo as demais,

ficando praticamente fora da curva padrdo com alto valor de Ct, como exposto na figura

16.
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Figua 16: Curva de amplificacao da qPCR do aMPV a cem TCID50 com diluicoes

decimais do composto DRMA 06 simultaneamente adicionados a CER.
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5. DISCUSSAO

Todos os membros da familia Paramyxoviridae sdo envelopados e pleomorficos;
possuem proteinas de fusdo em seus envoltdrios; sdo particulas ldbeis, embora
altamente patogénicas; RNA de fita simples ndo segmentado compde seus genomas; sao
antigenicamente estdveis; e iniciam infec¢do através das vias respiratorias dos
hospedeiros. Atualmente, essa familia € dividida em duas subfamilias, a Pneumovirinae
e a Paramyxovirinae (Brooks et al., 2010).

Um fator de distin¢do morfoldgica da subfamilia Pneumovirinae, a qual o aMPV
pertence, € o nucleocapsideo estreito. Além disso, os pneumovirus diferem dos virus da
subfamilia Paramyxovirinae quanto ao nimero de proteinas codificadas e de proteinas
de adesdo. J4 os componentes da subfamilia Paramyxovirinae, como o NDV, se
assemelham morfologicamente pelo tamanho e molde do nucelocapsideo, que tem
simetria helicoidal de sentido anti hordrio. Uma caracteristica biolégica dessa
subfamilia é a capacidade de reacdo cruzada antigénica entre os membros de cada
género (Fields et al., 1996).

As propriedades em comum dos membros dentro das respectivas subfamilias,
como a organizacdo genOmica, sequéncias das proteinas e suas atividades bioldgicas,
permitiriam a utilizacdo desses dois virus de escolha como modelo de estudo para
importantes agentes infecciosos das subfamilias Pneumovirinae e Paramyxovirinae.
Assim, o aMPV pode ser modelo de estudo de agentes como o Metapneumovirus
humano, virus sincicial respiratério humano e bovino; e o NDV para o virus da

caxumba e Parainfluenza virus humano (Murray et al., 2011).
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Neste trabalho, foi possivel demonstrar que a capacidade antiviral dos extratos
vai além dessas similaridades da familia dos virus. Provavelmente pelas distingdes entre
as subfamilias, os treze extratos que apresentaram PI acima de 90% contra o aMPV nao
tiveram a mesma acao sobre o NDV.

A principal abordagem da descoberta de novos agentes antivirais envolve a
pesquisa de compostos quanto a sua capacidade em interferir na replicagdo
exclusivamente do virus em cultivo celular. Tais ensaios in vitro devem incluir
controles de toxicidade celular para evitar a escolha de compostos que inibem a
replicacdo do virus apenas indiretamente por causa dos efeitos toxicos as células
hospedeiras (Fields et al., 1996).

Na infec¢do viral, os processos de adesdo e penetracdo requerem a interagdo de
estruturas viricas especificas com receptores da membrana plasmdtica da célula
hospedeira (Fields et al., 1996). Esses processos podem ser alvos de agentes antivirais,
como demonstrado neste trabalho pela atividade de dois (B220 E1 e B389 E2) dos sete
extratos ativos contra o aMPV. Por esse comportamento, esses extratos podem ser
promissores para a busca de antivirais com ac¢do preventiva a infeccao.

Os antivirais podem interferir em etapas intracelulares da replicag@o viral, como
acdo sobre polimerases que controlam a sintese de DNA ou RNA viral e quinases que
estdo envolvidas na fosforilagio de nucleosideos; intervencdo da regulacdo da
transcricao do virus, do processamento pds traducional de proteinas, ou a montagem de
proteinas virais (Brooks et al., 2009). Dentre os sete extratos que foram ativos frente ao

aMPV, 2 compostos extraidos de esponjas (BAO4ES 39 e 45) e 2 de bactérias (B404 E1

e B420 E2) agiram nas etapas intracelulares de replicacdo. Esse tipo de mecanismo de
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acdo é promissor para a descoberta de drogas antivirais tuteis as fases inicias de infec¢ao
e manifestagdo clinica, minimizando a drea lesionada (Brooks et al., 2009).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para minimizar o alto custo e a lentidao
do processo de pesquisa de antivirais (Saxena, 2009). Uma dessas abordagens € a
utilizacdo da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real. PCR em tempo real
consiste na coleta continua de sinal fluorescente a partir de uma ou mais reacdes da
polimerase em cadeia ao longo de um intervalo de ciclos. A andlise quantitativa de uma
PCR em tempo real (qQPCR) se da pela conversao dos sinais fluorescentes a partir de
cada reacdo em valor numérico para cada amostra (Dorak, 2006).

No presente trabalho, a qPCR foi testada como metodologia de avaliacdo de
mecanismo de acdo antiviral mais objetiva e especifica, além do baixo risco de
contaminacdo. Para tanto, optou-se pela utilizagdo de um composto puro, a pirocina A
(DRMAO6), extraido de um fungo de esponja, e fornecido pela equipe do IQSC-USP,
frente a0 aMPV de subtipo A. O primeiro experimento forneceu indicios da eficicia da
técnica, detectando uma amostra com queda na quantidade de RNA viral. A amostra
destaque fazia parte do teste de pds-tratamento, ou seja, a que verifica se 0 composto
age em etapas intracelulares da replicagdo viral. Esse dado poderia confirmar o
resultado do prévio ensaio antiviral da pirocina A, que indicou a¢@o no pds-tratamento.
Porém, deve-se considerar que nesse experimento, o virus foi submetido a diluicdes
seriadas na base 10 e a concentracdo do composto mantido na CMNT. A amostra que
apresentou menor quantidade de RNA era a de menor dilui¢do do virus, embora esta
tenha se destacado das mesmas diluicdes de outros tratamentos.

Ao notar que ndo havia sentido utilizar diferentes concentragdes do virus com

uma técnica que detecta quantidade de material genético viral, o segundo experimento
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foi realizado. Desta vez a concentracdo do virus foi mantida a cem TCIDsy e o
composto submetido a seis dilui¢des decimais, e adicionadas simultaneamente a célula.
Detectou-se, entdao, queda na quantidade de RNA viral nas trés maiores concentracdes
da pirocina A, confirmando a atividade antiviral do composto frente ao aMPV e a
utilidade da técnica também para triagem de antivirais.

Utilizando as mesmas concentracdes de virus e da pirocina A do experimento
anterior, um terceiro teste foi realizado nos trés tratamentos para avaliacdo do
mecanismo de acdo antiviral. Essa qPCR foi inconclusiva por provdveis problemas no
titulo do virus.

A deteccdo de extratos com atividade antiviral nas situacOes testadas neste
trabalho corrobora o valor da biodiversidade marinha como fonte de produtos
promissores na terapéutica de enfermidades virais. Portanto, a necessidade de estudos
sobre esses virus e do desenvolvimento de novos insumos a serem utilizados nos seus
controles € de grande importancia ponderado a crescente projecdo da industria avicola

brasileira no comércio mundial.
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6. CONCLUSOES

Foi confirmada a importincia dos organismos marinhos como rica fonte de

produtos com atividade antiviral.

A atividade antiviral de cento e vinte e cinco extratos brutos de organismos

marinhos foi determinada frente ao aMPV, sendo sete ativos (5%) e seis com

alto potencial antiviral (4%).

O

O

57% dos extratos ativos eram oriundos de esponjas e 43% de bactérias.
68% dos extratos com alto potencial antiviral eram de esponjas, 16% de
bactérias e 16% de fungos.

Destaque as esponjas como fonte promissora de produtos com atividade
antiviral j& que 23% de seus derivados testados apresentaram
porcentagem de inibi¢do acima de 90% frente ao aMPV.

67% dos extratos ativos tiveram acao antiviral nas etapas intracelulares
de replicacdo do virus.

Os outros 33% dos extratos ativos agiram na fase de adsorcdo e/ou

penetracdo do virus na célula hospedeira.

Embora pertencam a mesma familia Paramyxoviridae, o aMPV e o NDV ndo

reagiram da mesma forma a atividade antiviral dos extratos testados.

Provavelmente, devido ao fato de pertencerem a subfamilias distintas.

Corroborou-se a qPCR como metodologia promissora tanto para triagem como

para avaliac@o dos possiveis mecanismos de acdo antiviral.
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