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RESUMO

O virus da Hepatite C (familia Flaviviridae, género Hepacivirus) é causador de
infeccdes cronicas em humanos, que podem evoluir para quadros de cirrose hepatica e
carcinoma hepatocelular. Até o momento, ndo ha vacina disponivel contra essa
infecgdo e o tratamento disponivel é caro, tem eficacia limitada e gera uma vasta gama
de efeitos secundarios, o que dificulta a continuidade do tratamento. Como esse virus
nao replica eficientemente em cultura de células e em animais, o virus da diarreia viral
bovina é utilizado como modelo substituto para ensaios de avaliagdo de atividade
antiviral e em ensaios de mecanismo de acédo. A partir de invertebrados e micro-
organismos marinhos, foram preparados extratos e fracdes, e algumas substéancias
foram isoladas para a avaliagdo da sua possivel atividade antiviral. Dos 422 testados,
5% foram considerados promissores e, destes, 20% mostraram-se ativos apresentando
uma protegéo de mais de 97% as células frente ao virus. Os melhores resultados foram
obtidos dos extratos produzidos a partir das amostras de esponjas Hyrtios sp. (BAO7ES-
56: P1=99%, 1S=25), Aaptos sp. (BAO7ES-59: PI=99%, 1S=8,25) e de bactérias Bacillus
sp. (555: PI=98%, IS>18; 584: PI=98%, 1S=27) isoladas da esponja Petromica citrina.
Os extratos e compostos promissores foram capazes de atuar em diversas etapas do
ciclo replicativo viral (adsorgcao, penetracao, etapas intracelulares do ciclo replicativo e
também inativacdo da particula viral), levando a sua interrupcao quase completa nas
condigdes analisadas. Desse modo, diversas substancias presentes nesses organismos
estudados sdo ativas e podem levar ao desenvolvimento de farmacos que garantam

uma terapia alternativa para o tratamento da hepatite C.



ABSTRACT

The Hepatitis C virus (family Flaviviridae, genus Hepacivirus) causes chronic infections
in humans, which can develop to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. This
represents a major public health problem worldwide. To this moment, there is no
vaccine available against this infection and the treatment available is expensive, has
limited efficacy and generates a wide range of side effects, making it difficult to continue
the treatment. All this reflects the need to seek new agents with antiviral action against
this virus. As this virus does not replicate efficiently in cell culture and in animals, bovine
viral diarrhea virus is used as a surrogate model for screening assays of antiviral activity,
and mechanism of action assays. From marine invertebrates and micro-organisms
isolated from them, extracts and fractions were prepared, and substances were isolated
for assessment of their possible antiviral activity. Of the 422 tested, 5% were considered
promising, and of these, 20% were active presenting a protection percentage of more
than 97%. The best results were obtained from the extracts produced from the samples
of sponge Hyrtios sp. (BAO7ES-56: IP=99%, SI=25), Aaptos sp. (BAO7ES-59: IP=99%,
S1=8,25) and bacteria Bacillus sp. (555: IP=98%, SI>18; 584: |IP=98%, S|=27) isolated
from the sponge Petromica citrina. The promising extracts and compounds acted in
several stages of viral replicative cycle (adsorption, penetration, intracellular steps of the
replicative cycle and also inactivation of the viral particle). Thus, various substances are
active and may lead to the development of drugs which ensure an alternative therapy for

the treatment of hepatitis C.
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1. INTRODUCAO

Os virus sdo capazes de provocar muitas doengas importantes em humanos e
animais. Doengas infecciosas causadas por virus emergentes e reemergentes
representam um grande problema de saude publica (Yasuhara-Bell et al., 2010). Vérias
destas infecgbes ndo apresentam tratamento eficiente somente sintomatico, além do

desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia atual (Cos et al., 2006).

Os virus pertencentes a familia Flaviviridae sado causadores de doengas
clinicamente significativas, tanto em humanos quanto em animais (Sako et al., 2008).
Sao virus envelopados que apresentam genoma composto por RNA de fita simples e
polaridade positiva. A molécula de RNA apresenta duas regides nado traduzidas
proximas as extremidades 5’ e 3’ e possuem uma unica fase de leitura (ORF). A
replicagdo do genoma e a producdo da progénie viral ocorrem inteiramente no
citoplasma da célula hospedeira, apds penetracao por endocitose. Através da fusao
entre envelope e membrana endossomal, o capsideo dissocia-se e 0 genoma é
liberado. O RNA é traduzido em uma poliproteina que origina as proteinas estruturais e
nao estruturais. A sintese de uma molécula de RNA de sentido antigenémico permite a
formacao de cépias de moléculas de RNA de polaridade positiva que sao encapsidadas

como genoma da progénie viral (Ridpath & Flores, 2007).

Trés géneros fazem parte dessa familia: Flavivirus (que compreende virus da

febre amarela, virus da dengue e virus do Nilo Ocidental), Hepacivirus (representado



pelo virus da hepatite C) e Pestivirus (incluindo o virus da diarréia viral bovina) (Sako et

al., 2008).

O virus da diarréia viral bovina (“Bovine viral diarrhea virus” - BVDV) é um virus
que esta associado com a doenga severa das mucosas em bovinos, principalmente.
Dependendo do comportamento em cultura celular, os isolados sdo considerados como
nao citopaticos ou citopaticos (Leyssen et al, 2000). Os virus nao citopéaticos sao
capazes de produzir infecgdes persistentes em fetos; os citopaticos sdo gerados a partir
dos nao citopaticos através de mutagdes, recombinac¢des, delecbes ou rearranjos
geneticos. Fetos infectados por virus nao citopaticos nascem persistentemente
infectados e, se forem superinfectados com virus citopéaticos, podem desenvolver a
doenca das mucosas, que € uma forma altamente fatal da infeccdo. O BVDV é,
também, imunossupressor, podendo predispor os animais infectados a outras infec¢des
(Ridpath & Flores, 2007). Atribui-se esse carater persistente da infecgéo pelo virus nao
citopatico a habilidade do mesmo em interferir na inducdo da produgédo de interferon

tipo 1 pelos macroéfagos (Baigent et al., 2004; Charleston et al., 2001).

O BVDV possui distribuicdo mundial e a infeccado tem ampla distribuicdo no
territério brasileiro com uma grande diversidade de manifestagdes clinicas, que levam a
perdas significativas no rebanho bovino. O virus pode infectar uma variedade de
ruminantes domésticos e silvestres, e também suinos. Os bovinos, contudo, sao
considerados seus hospedeiros naturais. De acordo com as caracteristicas genéticas e

antigénicas, os isolados sao divididos em BVDV-1 e BVDV-2, sendo que no Brasil ha



um predominio do gendtipo 1, quadro que esta tendendo ao equilibrio nos ultimos anos

(Ridpath & Flores, 2007).

Como o virus da hepatite C (“Hepatitis C virus” - HCV) nao replica eficientemente
em culturas de células e animais, o BVDV pode ser um modelo substituto para ele
(Zitzmann et al., 1999; Baginski et al., 2000; Buckwold® et al., 2003; Buckwold® et al.,

2003; Yanagida et al., 2004).

O desenvolvimento de replicons de RNA subgendémico de HCV representou um
grande avango nas pesquisas relacionadas a esse virus. Esses replicons sé&o sistemas
que mostraram utilidade na avaliacdo de agentes antivirais que afetam a traducédo, a
replicagdo do RNA e o processamento da poliproteina proteolitica. No entanto, esses
replicons ndo produzem virions infecciosos. Desse modo, eles ndo podem ser utilizados
para a identificacdo e caracterizacdo de agentes antivirais que atuem nas etapas iniciais
do ciclo replicativo do virus, como adsor¢cdo e penetracdo, nem sao eficazes para a
identificacdo de componentes que afetem as fases finais do ciclo, como maturagao e
liberagéo de virions. Esses fatores somados aos altos custos relacionados a utilizagao
dos replicons inviabilizam seu uso nas pesquisas de agentes antivirais (Buckwold?® et
al., 2003). Desse modo, o0 uso de modelos ainda é fundamental para as pesquisas de

agentes antivirais para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da hepatite C.

O BVDV possui uma organizagao estrutural semelhante ao HCV, é de facil cultivo

in vitro e os clones moleculares estao disponiveis para estudos genéticos (Buckwold® et



al, 2003). Eles partiiham um elevado grau de homologia em termos de organizagao

gendmica, estratégias de expressao de proteinas e replicacao (Grassmann et al., 2005).

Como o HCV, o BVDV utiliza o receptor LDL para penetrar nas células, utiliza um
IRES funcionalmente semelhante para a tradugao, utiliza um cofator NS4A com sua
protease homologa NS3, tem uma helicase NS3/ATPase similar, uma RNA polimerase
dependente de RNA NS5B mecanisticamente similar e mecanismo de maturagéo viral,
bem como montagem e liberagdo de particulas virais aparentemente equivalente. O
BVDV mostra-se, portanto, um modelo eficaz para a avaliagdo de drogas com atividade
antiviral potencial contra o HCV e em estudos de mecanismos de agdo (Buckwold?® et al,

2003).

Acredita-se que a infeccédo pelo HCV seja a principal causa de hepatite humana
no mundo, e a Organizacdo Mundial da Saude estima que cerca de 170 milhdes de
pessoas estejam cronicamente infectadas por este virus (Li et al., 2012). Pessoas com
infeccdo crénica geralmente ndo apresentam sintomas clinicos até que evoluam para
casos mais graves (Suzuki et al., 2007). Isso representa um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, pois pacientes com infeccao cronica por HCV apresentam alto
risco de desenvolver cirrose hepética e até mesmo carcinoma hepatocelular (Strader et

al., 2004).

Até o momento, ndo ha vacina disponivel contra HCV (Barnes et al., 2012). O
tratamento disponivel contra essa infeccdo é composto por interferon alfa-peguilado

(IFN-a) somente, ou em combinag@o com ribavirina (Bartenschlager & Lohmann, 2001).



O mecanismo de agao do interferon ocorre atraves da ativacdo de genes especificos
que influenciam o crescimento e a divisdo celular. Promovem, portanto, um efeito
indireto contra o HCV. Apo6s a sua ligacao ao receptor especifico na superficie da
célula-alvo, o interferon ativa uma cascata de sinalizagdo intracelular, que cria um
estado antiviral especifico no interior da célula (Peters, 1996; Souvignet et al., 2007). A
ribavirina apresenta atividade contra vérios virus, tanto DNA como RNA. Seu
mecanismo de acao ainda nao foi totalmente elucidado, mas os seguintes efeitos sédo
sugeridos: inibicao direta da replicagdo do HCV, inibicdo de uma enzima envolvida no
ciclo replicativo viral (inosina monofosfato desidrogenase), indugcao de mutagénese no
RNA viral ou imunomodulagéao pela inducao de um Linfocito T helper tipo 1 (Parker,

2005).

Esse tratamento que combina interferon e ribavirina é bem caro, tem sucesso
limitado e estd associado a uma vasta gama de efeitos secundarios (Martinot Peignoux
et al.,, 1998), o que leva uma proporcéao significativa dos pacientes a descontinuacao do
tratamento (Ravikumar et al., 2011). Sdo comuns efeitos semelhantes a sintomas de
gripe, fadiga e depressdao devido ao interferon. Apesar dos efeitos benéficos da
ribavirina, os efeitos secundarios sdo mais severos na terapia combinada, pois a
ribavirina pode provocar anemia hemolitica e, devido ao seu carater teratogénico, nao
pode ser utilizado em mulheres gravidas infectadas pelo HCV (Bartenschlager &

Lohmann, 2001).



Diante da auséncia de vacina disponivel e de um tratamento realmente eficaz,
faz-se necessario buscar novos compostos que apresentem acao antiviral e que

possam representar alternativas ao tratamento ja existente.

A pesquisa de novos medicamentos a partir de recursos naturais tornou-se uma
tendéncia global (Ravikumar et al., 2011). Nos ultimos anos, pesquisas envolvendo
organismos marinhos tém contribuido significativamente para a descoberta de novas

substancias potencialmente bioativas para fins terapéuticos (Blunt et al., 2006).

Nos ultimos 50 anos, a partir de organismos marinhos foram identificadas
estruturas e componentes que mostraram seu potencial para o desenvolvimento
industrial de cosméticos, suplementos nutricionais, produtos quimicos e agentes
terapéuticos para uma variedade de doencas. Alguns exemplos de bioprodutos
marinhos que foram desenvolvidos incluem Ara-A e Ara-C, drogas antivirais derivadas
da esponja Tethya cripta, Manoalide (sonda molecular) a partir da esponja Luffariella
variabilis e Pseudopterosinas (aditivos de cremes para a pele) a partir do coral

Pseudopterogorgia elizabethae (Yasuhara-Bell et al., 2010).

Para as doencas infecciosas, a exploracao do ambiente marinho representa uma
estratégia promissora na busca por compostos ativos diante da necessidade constante
de novos medicamentos, gerada pelo aparecimento de resisténcia aos tratamentos
utilizados contra diversos micro-organismos (da Silva et al, 2006). Ja foram
oficialmente aprovados para uso clinico mais de 40 compostos, sendo pelo menos

metade deles para uso no tratamento de infeccées por HIV. Alguns podem ser usados



para o controle de contaminagdes por virus enteropatogénicos humanos e em
quimioterapia para doengas virais humanas (Yasuhara-Bell et al., 2010). No entanto,
apesar da extenséo do litoral brasileiro, sua fauna marinha ainda é pouco explorada na
pesquisa por produtos naturais biologicamente ativos (Berlinck, 2004). Isso ocorre pela
dificuldade encontrada para a coleta desses materiais que exige a pratica do mergulho

em regides de diversas profundidades, além do custo ser elevado.

Em certos ecossistemas marinhos, estima-se que a diversidade bioldgica é maior
que em algumas florestas tropicais. Muitos organismos marinhos sdao sésseis e, por
isso, necessitam de meios quimicos para sua defesa. Portanto, eles possuem a
capacidade de sintetizar componentes téxicos ou de obté-los a partir de micro-
organismos. A grande diversidade bioldgica de micro-organismos marinhos ainda foi
pouco explorada e essa grande diversidade é capaz de gerar um numero igualmente

elevado de metabdlitos secundarios (Haefner, 2003).

Estudos demonstram que os invertebrados marinhos pertencentes as classes
Porifera, Mollusca, Cnidaria, Anthozoa, Echinodermata, e Bryozoa sdo uma fonte rica
de varios metabdlitos bioativos (Bérdy, 2005; Sipkema et al., 2005). Porém, muitas
evidéncias sugerem que em varios casos os compostos ativos isolados deles sao

oriundos de micro-organismos simbidnticos (Imhoff & Stohr, 2003; Bérdy, 2005).

Substéancias liberadas na agua sao rapidamente diluidas e, por isso, devem ser
muito potentes ou serao ineficazes. Essa é uma das razdes porque o ambiente marinho

€ reconhecido como uma importante fonte de substancias quimicas, cuja atividade



biolégica deve ser usada na busca por novas drogas com grande eficacia e

especificidade para tratamento de muitas doencas humanas (Haefner, 2003).

Diante dessa variedade de compostos a serem estudados, o0 ambiente marinho
se mostra uma fonte promissora para a pesquisa de novos antivirais, principalmente em
casos de doengas virais que ainda possuem tratamentos com eficicia limitada, como é
o caso da infecgao por HCV. Baseado nisso, esse trabalho se prop6s a buscar
compostos com acado antiviral a partir de extratos a base de invertebrados e micro-

organismos marinhos contra o BVDV e, desse modo, com possivel agdo contra o HCV.

2. OBJETIVOS

- Avaliar a atividade antiviral in vitro de extratos de invertebrados e micro-organismos

marinhos frente ao BVDV e, desse modo, com possivel ag&o contra o HCV;

- Verificar os possiveis mecanismos de acdo dos extratos ativos por meio de ensaios

diferenciais.



3. JUSTIFICATIVA

A infeccao pelo HCV ainda hoje se apresenta como um dos grandes problemas
de saude publica no mundo. Estima-se que existam cerca de 170 milhdes de
pessoas infectadas por esse virus. Por ser uma doenga assintomatica por um longo
periodo, a maioria dos pacientes somente busca o diagnéstico apds a evolucao para
0s quadros mais graves da doenca, que muitas vezes sao irreversiveis. Além da
inexisténcia de vacina, o tratamento disponivel é caro e de sucesso limitado, além
de provocar muitos efeitos colaterais, levando a interrup¢do do tratamento em
muitos casos. Existe, portanto, uma necessidade urgente do desenvolvimento de
novos farmacos para serem utilizados no tratamento dessa infeccdo, o que
evidencia a importancia das pesquisas por novos agentes terapéuticos que atuem
frente a esse virus. Diante da dificuldade de replicacdo do HCV in vitro ou in vivo, é
necessario utilizar modelos para o estudo de substancias com acao antiviral. Devido
a similaridade molecular e biolégica, o BVDV tem sido proposto como modelo para o
estudo de agentes antivirais que atuem frente ao HCV, e permite a realizacdo de

ensaios de mecanismo de acao.



4. HIPOTESE

O ambiente marinho contém diversos organismos e micro-organismos que
produzem substancias com capacidade para atuar frente a diversos virus, entre eles

o BVDV e o HCV.

5. MATERIAL E METODOS

5.1- CULTIVO CELULAR

A linhagem celular utilizada nos ensaios foi a MDBK (Madin-Darby bovine kidney
- ATCC CCL-22). Essa linhagem foi mantida em meio essencial minimo de Eagle
(MEM(E) Nutricell) suplementado com 10% de soro equino (Cripion). O soro fetal
bovino, comumente utilizado em cultura celular, encontra-se frequentemente
contaminado pela cepa nédo citopatica do BVDV. Isso ndo gera prejuizos visiveis na
maioria dos estudos mas, sendo este o virus estudado, os virus citopaticos e nao-
citopaticos poderiam entrar em competicéo e a cepa citopatica poderia ser impedida de
atuar nas células e levar ao aparecimento de efeito citopatico. Por esse motivo, o soro

equino foi escolhido para a manutengédo dessas células.



Estoque celular foi mantido pelo congelamento em nitrogénio liquido das células,
em soro suplementado com DMSO (Dimetilsulféxido — Sigma Aldrich). Periodicamente,
foram realizados ensaios de imunofluorescéncia para verificar a possivel contaminag¢ao
celular pela cepa nao citopatica do BVDV, ja que essa contaminagdo ocorre com
facilidade em laboratorios onde soro fetal bovino € utilizado, e isso poderia prejudicar a

visualizagédo dos resultados dos ensaios realizados neste trabalho.

5.2- MULTIPLICACAO E ESTOQUE DE VIRUS

A cepa viral utilizada foi a BVDV Singer (cepa citopéatica de BVDV-1), cedida pelo
Prof. Dr. Eduardo Furtado Flores, da Universidade Federal de Santa Maria - RS. Para a
multiplicagdo viral, aliquotas contendo BVDV Singer a um titulo de 10%° TCIDso/mL
foram inoculadas em garrafas de 25 cm? contendo monocamada celular, preparadas
com 24 h de antecedéncia. Previamente a inoculacdo, todo o conteddo do meio de
cultura foi removido e, apés a inoculagdo de 1 mL da solucéao viral, a garrafa foi mantida
em estufa a 37°C por duas h, para garantir a adsorcéo viral. Apés esse periodo, foram
adicionados 5 mL de meio MEM com 2% de soro equino na garrafa, que foi, entéo,
incubada por um periodo de 72 h, observando-se diariamente o aparecimento do efeito
citopatico caracteristico até a destruicdo de cerca de 70% da monocamada celular. O
sobrenadante foi, entdo, coletado, centrifugado a 2000 rpm durante 10 min e foram

preparadas aliquotas para estoque viral a ser utilizado nos ensaios.



5.3- TITULACAO VIRAL

Para a titulagao viral, foram preparadas placas de 96 orificios com monocamada
de MDBK, incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO, por 24 h. A amostra viral foi
preparada nas diluicdes 10" a 107. Essas diluicbes foram adicionadas sobre a
monocamada celular em quadruplicata (50 uL por orificio), deixando-se uma linha da
placa sem indculo representando o controle celular. As visualizagbes foram realizadas
diariamente em microscopio de luz invertida (Axiovert 100, Carl Zeiss Oberkochen) para
a observagéao do efeito citopatico e, apds 72 h, foi realizada a ultima leitura seguida pelo

calculo do titulo viral. O titulo foi calculado através da formula de Reed e Miinch (1938).

5.4- PREPARO DOS EXTRATOS

Os organismos marinhos foram coletados pela equipe do Prof. Dr. Roberto G. S.
Berlinck em diversos locais da costa brasileira, incluindo os Estados da Bahia, Alagoas,
Rio de Janeiro e Sao Paulo. A partir destes organismos também foram isolados
bactérias e fungos filamentosos, dos quais foram obtidos extratos brutos para ensaios

antivirais.



5.4.1- PREPARO DOS EXTRATOS A PARTIR DE INVERTEBRADOS

Os extratos de invertebrados marinhos foram preparados pela equipe do Prof. Dr.
Roberto G. S. Berlinck do IQSC-USP e enviados ao LVA-IB-UNICAMP para a
realizacdo do bioensaio de avaliacdo da atividade antiviral (Projeto tematico FAPESP

2010/50190-2).

Todos os invertebrados marinhos foram extraidos de acordo com o seguinte
procedimento: foi tomada uma aliquota de 50 g de cada animal, que foi cortada em
pequenos fragmentos e colocada em MeOH (metanol) por 1 noite. Apés este periodo, 0
solvente foi transferido para tubos de ensaio com tampas rosqueaveis, 0s quais foram
colocados em aparelho Speedvac para a evaporagdo do MeOH. Apds a total
evaporacao do MeOH, as amostras foram mantidas em freezer a temperatura de — 20
°C. Aliquotas de cada extrato bruto seco foram pesadas em frascos de vidro e enviadas

para os bioensaios.

5.4.2- PREPARO DOS EXTRATOS A PARTIR DE FUNGOS

O preparo dos extratos a partir de fungos isolados de organismos marinhos foi

realizado pela equipe da Profa. Dra. Lara Durdes Sette, da Universidade Estadual



Paulista — Rio Claro. As linhagens de fungos foram inoculadas em placas de Petri para
crescimento de suas colbénias. Em seguida, discos do meio de cultura sélido contendo a
linhagem foram transferidos para 32 frascos do tipo Schott contendo 250 mL do meio de
cultura, totalizando um volume de 8 L do meio de cultura inoculado com a linhagem de
fungo. A inoculacdo nos frascos foi realizada utilizando seringas de 10 mL para a
retirada de cerca de cinco discos de cada colénia para a transferéncia aos frascos. Os
frascos contendo as linhagens de fungos foram incubados em temperatura ambiente

durante 21 dias, de modo a reproduzir o crescimento anterior.

Para o preparo dos extratos, apds 21 dias foram adicionados 250 mL de acetato
de etila a cada um dos frascos e estes foram periodicamente agitados. A mistura
resultante foi filtrada em funil de Buchner, através de papel coberto com cerca de 2 cm
de celite. A solucao filtrada foi posteriormente separada por particdo liquido-liquido, a
fracdo aquosa foi descartada e a fragcdo orgénica seca em evaporador rotativo e

transferida para frascos previamente pesados.

Alguns desses extratos brutos passaram, ainda, por processo de fracionamento.
Para isso, inicialmente foi realizada uma pré-purificacdo em que o extrato seco foi
suspendido em 500 mL de MeOH, transferido para funil de separacao e particionado
com 500 mL de hexano dividido em trés partes. A fracdo hexéanica foi evaporada e a
fracdo metandlica foi transferida para um frasco previamente pesado para a
determinacao da massa resultante. A fracao metandlica foi dividida em partes de 0,5 g e
fracionada por cromatografia em coluna de separagao por tamanho de particulas —

Sephadex LH20 — eluida com MeOH grau analitico.



Foram coletadas fragbes de aproximadamente 8 mL em tubos de ensaio
pequenos. As fragcdes foram, posteriormente, analisadas por CCD (cromatografia em
camada delgada) utilizando-se os eluentes e reveladores que se mostraram mais
adequados, de acordo com os testes anteriores, avaliadas quanto ao seu grau de
similaridade e as fracdes semelhantes foram reunidas. As fragcdes semelhantes foram
transferidas para frascos previamente pesados e etiquetados para determinacao de

suas massas.

5.4.3- PREPARO DOS EXTRATOS A PARTIR DE BACTERIAS

As bactérias utilizadas nos ensaios antivirais foram isoladas pela equipe da
Profa. Dra. Fabiana Fantinatti-Garboggini da Divisdo de Recursos Microbianos (DRM) e

estao mantidas na Divisao de Recursos Microbianos/CPQBA - UNICAMP.

Extratos derivados do metabolismo dos isolados de bactérias com potencial
biotecnoldgico foram obtidos pelo método de separagao liquido-liquido. Um pré-inoculo
dos isolados foi feito em 7 mL do meio dede Marine Agar (Difco™, USA) preparado
com agua artificial do mar (ASW): KBr 0,1 g/L, NaCl 23,48 g/L, MgCl,_ 6H>O 10,61 g/L,
CaCl,_ 2H,0 1,47 g/L, KCI 0,66 g/L, SrCl, _ 6H>0 0,04 g/L, Na>SO4 3,92 g/L, NaHCO3
0,19 g/L, H3BO3 0,03 g/L e incubado a 30 °C por 48 h a 150 rpm. Apds o crescimento da

cultura, o volume total foi transferido para um frasco Erlenmeyer contendo 50 mL do



mesmo meio e mantidos na mesma temperatura e rotagdo por 12 h. Novamente, 50 mL
do crescimento bacteriano foram transferidos para quatro frascos em vidro contendo
500 mL do mesmo meio e mantidos nas mesmas condigdes citadas acima por 3
semanas. Apds esse periodo, 500 mL de acetato de etila foram adicionados e o
material foi triturado em liquidificador de alta rotacdo e mantido, entdo, sob agitacao a

100 rpm por 12 h.

Os extratos brutos foram obtidos pelo método de separacgéao liquido-liquido, apos
filtragem em funil de Buchner contendo camada de celite. Apds separacédo das fases
organicas e aquosas, a fase organica foi transferida para baldo de fundo redondo. Os
extratos brutos foram concentrados no rotaevaporador (Rotavapor R-215 Buchi), a
vacuo e temperatura de 30 °C, até completa secagem do solvente. Para fracionamento
do extrato bruto, foi adicionado o solvente de extracdo (acetato de etila) e dividido em 3
frascos de vidro, os quais foram concentrados em rotaevaporador (Rotavapor R-215
Buchi), a vacuo e temperatura de 30 °C. A cada fracao foi adicionado metanol, e foram,
entdo, homogeneizadas em banho de ultrassom, filtradas em algodao, transferidas para
novos frascos de vidro e concentradas em centrifuga a vacuo (Savant SpeedvacaPlus
SC 210A) com refrigeracao (RVT4104 refrigerated Vapor Trap), até completa secagem
do solvente. Os extratos brutos foram, entdo, encaminhados para os ensaios de

atividade antiviral.



5.5- ENSAIO ANTIVIRAL

Para o ensaio antiviral, foram preparadas placas de 96 orificios com células
MDBK que permaneceram em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 24 h. Apos esse
periodo, o0 meio foi descartado e o0 ensaio foi montado conforme esquematizado na

Figura 1.

BR CE1 CE2 CE3 CE4 CE5 CE6 CE7 CE8 CE9 CEI0 CEll
BR AmlI Am2 Am3 Am4 Am5 Am6 Am7 Am8 Am9 Aml0 Amll
Aml Am2 Am3 Am4 AmS5S Amb6 Am7 Am8 Am9 Aml0 Amll
Aml Am?2 Am3 Am4 Am5 Am6 Am7 Am8 Am9 Aml0 Amll

Aml2 Aml3 Aml4 Aml5 Aml6 Aml7 Aml8 Aml9 Am20 Am2l Am22

CV  AmI2 Aml3 Aml4 Aml5 Aml6 Aml7 Aml8 Aml9 Am20 Am2l Am22

CV  Ami2 Ami3 Aml4 Aml5 Aml6 Aml7 Aml8 Aml9 Am20 Am2l Am22

Cv CEl12 CE13 CE14 CE15 CEl16 CE17 CE18 CE19 CE20 CE21 CE22

Figura 1: Esquema da placa de 96 compartimentos padronizado para o ensaio antiviral. Sendo:

BR=branco; CC=controle celular; CV=controle viral; CE=controle de extrato; e Am=amostra.

Na primeira coluna da placa, foram destinados dois orificios ao branco (somente

meio e soro), trés orificios para o controle celular (somente células e meio de



manutencao), e trés para o controle de virus (células e virus com titulo igual ao utilizado
nos experimentos de avaliacao da atividade antiviral de cada extrato). No restante da
placa, foram realizados 0s ensaios antivirais para cada extrato, sendo que cada um
deles foi avaliado em triplicata e um orificio foi destinado ao controle do extrato, para
garantir que o efeito celular verificado nos ensaios ocorreu devido a a¢do do virus e ndo
pela citotoxicidade do extrato. Desse modo, em cada placa foram avaliadas as

atividades de 22 extratos.

Para esses ensaios, foram utilizados 50 pg/mL dos extratos e 100 TCIDso/mL de
virus. Para substancias isoladas a concentracédo utilizada foi dez vezes menor. Essas
placas foram incubadas a 37 °C e acompanhadas diariamente para verificagcdo do
aparecimento de efeito citopatico e grau de destruicdo da monocamada celular. Apds
72 h foi realizada a leitura final do efeito citopatico ao microscépio éptico para
visualizagdo da presenca de extratos potencialmente ativos, ou seja, os extratos que
apresentaram protecao significativa as células diante do efeito citopatico viral foram
considerados como potencialmente ativos. Para isso, foi realizada uma comparacéao
entre os controles (celular e viral) para que fosse possivel inferir a protecao promovida

pelo extrato.

Em seguida, a taxa de protecdo apresentada por cada extrato foi quantificada
através do ensaio colorimétrico de MTT ((3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide). Esse ensaio permite a quantificagéo da viabilidade celular

e, indiretamente, permite quantificar a protecao celular do extrato frente ao virus.



5.6- ENSAIO COLORIMETRICO DE MTT

Inicialmente, foram adicionados 20 pyL da solu¢do de MTT (a uma concentragéo
de 5 mg/mL) em cada orificio das placas. Essas placas foram incubadas em estufa a 37
°C e 5% de CO; durante 4 horas. Essa etapa do ensaio permite a redu¢do do MTT por
células metabolicamente ativas a cristais de formazan. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos para a fixagdo dos cristais formados no
fundo dos orificios. Entdo, o sobrenadante de cada orificio foi retirado cuidadosamente,
seguindo-se a adicao de 150 pL de DMSO para a dissolu¢ao dos cristais formados, o
que permitiu a posterior leitura da absorbéncia. A taxa de redugdo do tetrazolium
corresponde a taxa de células viaveis, metabolicamente ativas. As placas foram, em
seguida, colocadas em agitacdo por 10 min e, por fim, foi realizada a leitura em

espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 540 nm (Gerlier & Thomasset, 1986).

A porcentagem de protegdo foi, entdo, definida a partir do seguinte célculo

(Takeuchi et al.,1991):

Absorbancia do tratado — absorbancia do controle de virus X100

Absorbancia do controle celular — absorbéancia do controle de virus

Os extratos que apresentaram uma porcentagem de protecdo a partir de 80%

foram considerados potencialmente ativos e selecionados para a continuagdo dos



ensaios, ja que foram testados a 50 pug/mL e sua atividade poderia ser potencializada

quando utilizada na concentragdo maxima nao téxica.

5.7- DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MAXIMA NAO TOXICA E CALCULO

DE CCs

Para a determinacdo da concentracdo maxima nao téxica (CMNT) foram
utilizadas 11 diluicbes sequenciais dos extratos, cujas concentragdes variaram entre
2000 pg/mL a 0,48 pg/mL, dependendo da quantidade de extrato disponibilizada para
os ensaios. Essas diluigdes foram adicionadas em quadruplicata sobre a monocamada
celular e incubadas em estufa durante 48 h, quando foi determinada a maxima
concentracdo em que o extrato ndo apresentou citotoxicidade. Essa determinacao foi
realizada através de visualizagdo ao microscopio, pela observagdo da morte celular

provocada pelas maiores concentracoes dos extratos.

Apbs observagao visual, seguiu-se o ensaio de MTT, com a finalidade de
quantificar a viabilidade celular em cada quadruplicata de cada concentragao do extrato.
Essa viabilidade celular foi calculada a partir dos valores de absorbancia em
comparagao com o controle celular. A partir desses dados, foi realizada uma regressao
linear que gerou um valor de CCsy de cada extrato. CCsy corresponde a concentragao

do extrato que reduz em 50% o crescimento celular.
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5.8- ENSAIOS PRELIMINARES DE POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO

Para a avaliagdo da fase do ciclo viral em que cada extrato pode interferir, foram

realizados experimentos com diferentes tratamentos.

- Pré-tratamento: as células foram previamente tratadas com as substancias avaliadas,
objetivando verificar sua capacidade de produzir um estado antiviral na célula. Apds 1 h,

as amostras virais foram adicionadas nas diluicées 10" a 10°.

- Ensaio de inativacao da particula viral: as amostras virais foram mantidas por 1 h
em contato com a substéncia analisada, na auséncia de células, para avaliar a
capacidade de provocar inativagdo da particula viral, ou interferéncia em sua habilidade
de iniciar um ciclo de replicacdo. Apds 1 h, a mistura de virus e extrato foi diluida

normalmente e as diluicdes foram adicionadas a placa contendo a monocamada celular.

- Poés-tratamento: A substancia foi adicionada apdés 1 h da inoculagdo do virus e,
assim, pOde-se verificar se era capaz de interferir nas etapas intracelulares da

replicacao viral.

Para os extratos que apresentaram maior atividade no ensaio de pré-tratamento, foram

realizados os seguintes ensaios adicionais:

21



- Ensaio da inibicao da Adsorcao viral: As células foram infectadas com virus e
tratadas com os extratos na CMNT (100 uL) durante 1 h a 4 °C. Essa temperatura
utilizada permite que ocorra a adsorgédo viral, mas ndo a penetragdo. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi retirado, as placas foram lavadas com PBS, foram
adicionados 150 pL de MEM com 1% de soro e as placas foram incubadas a 37 °C por
72 h, permitindo a penetragdo das particulas virais e continuidade do processo de

replicagao.

- Ensaio da inibicao da Penetracao viral: inicialmente adicionou-se 50 pyL do virus
nas diferentes diluigdes, e as placas foram incubadas por 1 h a 4 °C. Apés este periodo,
as placas foram lavadas com PBS e adicionou-se o extrato na concentragcdo maxima
nao téxica. A temperatura de incubacao foi, entdo, elevada para 37° C para permitir a

penetragao viral.

Ap6s 72 h de incubacao das placas em cada um desses ensaios, o efeito
citopatico foi visualizado e o titulo viral calculado. A partir da comparacao entre o titulo
viral do controle e do tratado, foi determinada a atividade do extrato em cada
tratamento. Para isso, foram calculados o indice de inibicao viral e a porcentagem de

inibicao.

O indice de inibicao viral (lIV) para cada extrato foi calculado através da

diferenca entre o log do titulo do controle (C), sem extrato, e o log do titulo do tratado
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(T), com extrato. O efeito foi considerado positivo se o IV foi igual ou maior que 1,75

log.

A porcentagem de inibi¢ao foi calculada pela formula: (PI) = (1 — T/C) x 100, onde
T é o antilog dos titulos virais tratados e C é o antilog do titulo viral controle.

Considerou-se positivo o efeito dos extratos que geraram uma Pl superior a 97%.

Extratos com atividade acima de 90% foram considerados promissores,
considerando que nos extratos pode-se encontrar componentes que sao ativos,
componentes que n&o tem atividade e nao interferem na atividade dos ativos, e também
aqueles que interferem na atividade das substéancias ativas presentes. Portanto, o

isolamento dessas substancias poderia levar ao aumento da atividade apresentada.

5.9- DETERMINACAO DE ICsy — ENSAIO DE PLACA

Para determinar o valor de ICsq de cada extrato, foram realizados ensaios de
placa, de acordo com a atividade apresentada nos ensaios de mecanismo de agao. ICsg
corresponde a concentragao do extrato capaz de inibir em 50% a replicacao viral. Esse
valor, juntamente com o valor de CCsy permite calcular o indice de seletividade de cada

extrato, ou seja, o grau de seguranca para a utilizacdo da droga in vitro.
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Para esses ensaios, foram preparadas placas de 24 orificios com monocamada
confluente de células MDBK. Em cada placa foi realizado o ensaio para um extrato,
contendo controle celular e controle viral em triplicata. Foram realizadas 6 diluices dos
extratos a partir da concentragdo maxima nao téxica previamente determinada. Essas
diluicbes foram testadas em ftriplicata nos ensaios, que foram realizados de trés

maneiras, com base na atividade apresentada nos ensaios de mecanismo de agéo:

- Os virus foram inoculados e mantidos em estufa durante 2 h. Ap6s esse periodo, o
sobrenadante foi retirado, as placas foram lavadas com PBS, e acrescentou-se o
extrato em cada diluicao, juntamente com CMC (carboximetilcelulose) a 1,5% e MEM
2X concentrado na proporcao de 1:1. Esse método foi utilizado para os extratos que

mostraram maior atividade no ensaio de pds-tratamento.

- Os virus foram inoculados na placa juntamente com as diluigdes do extrato e, apds 2
h, o sobrenadante foi retirado e foram acrescentados o CMC e o MEM 2X concentrado.

Esse método foi utilizado para os extratos ativos sobre as particulas virais.

- As diluicbes dos extratos foram adicionadas as placas e mantidas por 1 h. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi retirado e os virus foram inoculados. As placas foram
incubadas por 2 h. Por fim, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se CMC e MEM 2X

concentrado. Esse método foi utilizado para os extratos ativos no pré-tratamento.

Essas placas foram mantidas em estufa durante 72 h e, apds esse periodo,
foram lavadas com PBS e coradas com cristal violeta a 0,35%. Entao, as placas virais

foram contadas e a protegcdo apresentada por cada concentracdo do extrato frente ao
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virus foi determinada de acordo com o numero de placas virais a partir do calculo
seguinte (conforme metodologia padronizada fornecida pela pesquisadora Dra. Claudia

Maria Oliveira Simoes):

Numero de placas da amostra
1- X 100

Numero de placas do controle viral

A partir desses valores foi realizada uma regressao linear (Mosmann, 1983) que
gerou o valor correspondente ao ICsp, ou seja, a concentracao do extrato que inibe em

50% a replicagéao viral.

5.10- DETERMINACAO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

A partir dos valores determinados de CCsy e ICs, foi calculado o indice de
seletividade, que expressa a seguranga da substancia testada e, dessa forma, viabiliza
a realizacdo de outros ensaios tanto in vitro quanto in vivo (Coen & Richman, 2007;
Dezengrini et al., 2009). Os valores de IS sdo considerados positivos a partir de 4, e
guanto maior é esse valor, considera-se o extrato como mais promissor (Amoros et al.,

1992).
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6. RESULTADOS

6.1- EFEITO CITOPATICO DO VIRUS BVDV SOBRE AS CELULAS MDBK

Apds a inoculacdo viral, as alteragcbes celulares caracteristicas do efeito
citopatico foram observadas durante 72 h. Apds 48 h ja se observava efeito citopatico
significativo, incluindo expressiva formagéo de vacuolos. Isso fica evidente através da

comparacao com o controle celular durante esse mesmo periodo (Figuras 2 a 8).

Figura 2: Células MDBK 48 h apds inoculacido Figura 3: Controle celular apdés 48 h
do BVDV com titulon de 10%° TCIDsy/mL (Aumento: 50x)
(Aumento: 50x). As setas indicam os aglomera-

dos celulares formados.
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Figura 4: Células MDBK 48 h apés inoculagdo Figura5: Controle celular apds 48 h
do BVDV com titulo de 10°° TCIDsy/mL (Aumento: 200x)
(Aumento: 200x) . As setas indicam os aglome-

rados celulares formados.

Figura 6: Células MDBK 48 h apds inoculacio Figura 7: Controle celular apés 48 h
Do BVDV com titulo de 10%° TCIDsy/mL (Aumento: 400x)
(Aumento: 400x). As setas indicam a expressi-

va formacdo de vactolos.

Apo6s 72 h, a monocamada celular ja se apresentava quase destruida, como é

possivel observar na Figura 8:
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Figura 8: MDBK 72 h apds inoculacio do BVDV
com titulo de 10°° TCIDsy/mL (Aumento: 200x)

6.2- ENSAIO ANTIVIRAL

6.2.1- ORIGEM DOS EXTRATOS

Foram testados 422 extratos, originados de diversas fontes, conforme
apresentado na Figura 9. A maior parte dos extratos foi preparada a partir de esponjas
(44,75%), seguido pelos extratos de bactérias (29%) e fungos (18,75%) isolados dos
organismos coletados. Alguns extratos foram preparados a partir de ascidias (5,75%),
Briozoarios (0,75%) e Cnidarios (0,25%). Foram testados, ainda, alguns compostos
puros (antraquinona emodina e pirenocina A) isolados a partir dos demais organismos

marinhos.
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Cnidarios 0,25%

Ascidias 5,75%

Compostos puros

) o 0,75%
Briozoarios

0,75%

Figura 9: Percentual de extratos testados a partir de cada fonte.

6.2.2- ENSAIO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

Dos 422 extratos testados, 20 apresentaram potencial atividade antiviral frente ao

BVDV, o que corresponde a 5% do total.

Os extratos considerados potencialmente ativos foram produzidos a partir
de diversas das fontes. A tabela 1 resume as informacgdes referentes a esses extratos,
incluindo a origem dos mesmos e a porcentagem de protecao apresentada nos ensaios

iniciais.
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O extrato F1-5 corresponde a uma fracdo (MaMe100Me-1) do extrato
metandlico da esponja Monanchora arbuscula (MNRJ 11235). No experimento de
avaliagdo da atividade antiviral realizado inicialmente, esse extrato proporcionou uma
protecdo de 86% as células. Portanto, foi um dos extratos selecionados para a

continuagao dos ensaios.

O CF11-2H5 corresponde a uma substancia isolada que proporcionou 81% de
protecdo as células. Essa substancia estd passando por novos ensaios para

identificacdo de sua estrutura.

O extrato BAO7ES-52 foi obtido a partir da esponja Aplysyna sp. (MNRJ 10548) e
proporcionou uma protecao de 94%. O extrato BAO7ES-56 foi preparado a partir da
esponja Hyrtios sp. (MNRJ 10550) e sua porcentagem de protecédo foi de 99,9%.
BAQ7ES-57 corresponde ao extrato obtido a partir da esponja Agelas cf. dispar (MNRJ
10574), cuja porcentagem de protecao foi de 99%. A esponja Aiolochroia crassa (MNRJ
8391) deu origem ao extrato BAO7ES-58, cuja porcentagem de protecdo apresentada

foi de 98%.

Os extratos BAO7ES-59 e BAO7ES-60 foram obtidos a partir da esponja Aaptos
sp. (MNRJ 2628) e suas porcentagens de protecdo foram de 99% e 91%,
respectivamente. A esponja lotrochota birotulata foi utilizada para preparar o extrato

BAO7ES-75, que proporcionou as células uma protegao de 99,9%.
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Tabela 1: Identificacdo e porcentagem de protecdo apresentada pelos extratos

potencialmente ativos.

Porcentagem de protecao**

Extrato Identificacao* (%)
F1-5 Fragdo do extrato metandlico da esponja 86
Monanchora arbuscula
CF11-2H5 Substancia isolada do briozoario Bugula 81
dentata (em identificacdo)
BAO7ES-52 Aplysina sp. 94
BAO7ES-56 Hyrtios sp. 99,9
BAOQ7ES-57 Agelas cf. dispar 99
BAO7ES-58 Aiolochroia crassa 98
BAO7ES-59 Aaptos sp. 99
BAO7ES-60 Aaptos sp. 91
BAO7ES-75 lotrochota birotulata 99,9
555 Bacillus sp. 99
584 Bacillus sp. 99,9
B232 Micrococcus sp. 99
B137 Williansia sp. 91
B204 Gordonia sp. 99,9
B255 (75:25) Janibacter sp. 93
373 Brachybacterium sp. 86
B149 Micrococcus sp. 86
B177 Nocardioides sp. 81
B616 Bacillus sp. 87
DRRBBR-2 Trichoderma sp. 85

*Identificacdo dos organismos e micro-organismos utilizados na produgao de cada extrato. **QOs valores
de porcentagem de protecdo referem-se aos resultados encontrados com a concentragdo de 50 pg/mL
frente a 100 TCID50/50uL de virus (e concentracdo de 5 ug/mL para a substancia isolada e a fragdo)

através de quantificacdo por ensaio colorimétrico de MTT.
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Os extratos 584 (CBMAI 1571), 555 (CBMAI 1569) e B616 (CBMAI 1572) foram
produzidos a partir de Bacillus sp. isolados da esponja Petromica citrina. Eles

apresentaram porcentagem de protecao de 99,9%, 99% e 85%, respectivamente.

Somente um extrato obtido a partir de fungo apresentou atividade antiviral,
DRRBBR-2, do fungo Trichoderma sp. (CBMAI 1359) isolado da esponja Dragmacidon

reticulatum. A porcentagem de protecao nesse caso foi de 85%.

Os demais extratos foram obtidos a partir de exemplares do filo Actinobacteria,
cuja atividade foi observada a partir de colénias dos géneros Micrococcus (B232 —
99%), Williansia (B137 — 91%), Gordonia (CBMAI 1069; B204 - 99,9%), Janibacter
(B255 75:25 — 93%), Brachybacterium (CBMAI 1088; 373 — 86%) e Nocardioides

(CBMAI 1107; B177 — 81%).

6.2.3- CONCENTRACAO MAXIMA NAO TOXICA

Em relagdo aos valores de CMNT dos extratos considerados potencialmente

ativos na triagem inicial, os resultados encontrados estao apresentados na figura 10:
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Figura 10: Valores de CMNT dos extratos potencialmente ativos.

Dentre os extratos brutos, o 555 (CMNT>500), o B137 (CMNT=500), o B616
(CMNT=1000), os BAO7ES-60 (CMNT>1000) e 75 (CMNT=750) foram os que
apresentaram maiores valores de CMNT. Ja a fragdo F1-5 (CMNT=12,5) e a substancia

isolada CF11-2H5 (CMNT=12,5) apresentaram os valores mais baixos de CMNT.
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6.2.4- CC50, ICso elIS

Foram calculados os valores referentes ao CCsp (concentragcdo do extrato capaz
de reduzir em 50% o crescimento celular), ICso (concentragéo do extrato capaz de inibir
em 50% a replicagdo viral) e os valores resultantes da razado entre eles, que
corresponde ao IS (indice de seletividade), que determina o quanto o composto é ativo
sem causar danos a viabilidade celular. Os valores encontrados estéo listados na tabela

2.

Através da tabela 2, observa-se que a maioria dos extratos apresentou indice de
seletividade maior que quatro. Alguns deles apresentaram um valor de IS
consideravelmente alto, como B584 (1S=27), B137 (1S=27), B616 (1S=30,6), BAO7ES-75

(1S=33,75) e B373 (SI=39).
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Tabela 2: Valores de CCsp, ICsp e IS dos extratos ativos e promissores.

CCso® ICs0™
Extrato [SHox*
ug/mL ug/mL
555 >500" 27,35 >18"
584 277 10,24 27
F1-5 39,6 2,49 15
CF11-2H5 37,7 7,5 5
B232 144 49 2,9
B137 918 34 27
B616 1500 47 30,6
BAO7ES-52 157 21,3 7,3
BAO7ES-56 171 6,8 25
BAO7ES-57 88 21,5 4,1
BAO7ES-58 86 49 1,75
BAO7ES-59 330 40 8,25
BAO7ES-60 >1000" 39,5 >257
BAO7ES-75 1325 40 33,75
B204 95 12 8
B255 (75:25) 78,25 14,6 5,35
373 175 4,5 39
B149 187 30 6,2
B177 104 47 2,2
DRRBBR-2 124 13 9,5

‘CCsy: concentracdo do extrato capaz de reduzir em 50% o crescimento celular; “ICs: concentracdo do
extrato capaz de inibir em 50% a replicacdo viral; ***IS: indice de seletividade. Os valores de IS
destacados em negrito correspondem aos que foram inferiores ao valor de corte, 4. “Os valores destacados
ndo foram determinados com exatidao por causa da pequena quantidade de extrato gerada no processo, o

que nao permitiu determinar exatamente o valor de CCs.
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Apenas trés deles ndo apresentaram esse valor minimo: B232 (1S=2,9), BAO7ES-
58 (IS=1,75) e B177 (1S=2,2), o que representa 15% deles. Esse resultado esta

evidenciado atraves da Figura 11.
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Figura 11: Indice de seletividade dos extratos ativos e promissores.

6.2.5- ENSAIOS PRELIMINARES DE MECANISMO DE ACAO

Os ensaios de mecanismo de acdo indicam em qual fase o extrato apresenta

atividade frente ao virus, seja atuando diretamente na particula viral, durante a
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adsorcao, penetragdo ou nas demais etapas referentes ao ciclo replicativo. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados dos ensaios preliminares de mecanismo de agéo.

Extrato v+ PI** Atividade***
%
555 1,75 98
584 1,75 98
BAO7ES-52 1,75 94 Pré-tratamento:
BAO7ES-56 2,0 99 Adsorgio [6]
B204 1,5 97
B616 1,0 90
DRRBBR-2 1,25 94
B137 L5 97 Pré-tratamento:
BAO7ES-59 2,0 99 Penetracao [4]
B149 1,0 90
F1-5 1,0 90 Pré-tratamento [1]
BAO7ES-57 1,25 94
BAO7ES-58 1,25 94
BAO7ES-60 1,0 90
LI e
B232 1,0 90
B255 (75:25) 0,75 83~
B177 0,75 83
373 1,0 90
CF11-2HS 10 % Inativacao viral [2]

Resultados encontrados nos ensaios preliminares de mecanismo de acdo. *IIV = Indice de inibicdo viral;
**P[ = Porcentagem de inibi¢do. ***Fase em que o extrato promoveu maior atividade frente ao virus,
através da redugdo do titulo viral: pré-tratamento (adsor¢do ou penetragdo), etapas intracelulares do ciclo

replicativo ou inativacdo viral. “Ensaio realizado com o extrato bruto de B255.
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A tabela 3 mostra que a maioria dos extratos foram ativos nos ensaios de pré-
tratamento, sendo que seis deles atuaram durante a adsorc¢do viral, quatro durante a
penetragdo e para 1 deles (F1-5) n&o foi possivel diferenciar a fase de acao entre
adsorcdo e penetracao porque trata-se de uma fragdo cuja quantidade gerada pelo
processo de fracionamento foi muito pequena, ndo sendo suficiente para a realizagao

de todos 0s experimentos.

Sete extratos foram capazes de atuar durante as etapas intracelulares do ciclo
replicativo viral, impedindo que este ocorresse normalmente (Tabela 3). Os
experimentos referentes ao mecanismo de agéo do extrato B255 foram realizados com
o extrato bruto, j& que a quantidade da fragdo era insuficiente para a realizagdo de
todos os experimentos. Por esse motivo, a porcentagem de inibicdo, nesse caso, foi de

83%, inferior a protecao apresentada pela fragéao.

Um extrato e uma substancia testados foram capazes de agir diretamente sobre
a particula viral, impedindo assim a adsorcdo, penetracdo e producdo de novas

particulas virais (Tabela 3).

A partir dos valores de indice de Inibicdo Viral e Porcentagem de Inibigdo
calculados nesses ensaios, os extratos foram classificados em ativos ou promissores, ja
que para serem considerados ativos, devem apresentar indice de inibicao viral maior ou
igual a 1,75 e porcentagem de inibigdo maior ou igual a 98% (Tabela 3). Com base
nesses parametros, os extratos ativos foram 584 (11V=1,75 e PI=98%), 555 (IIV=1,75 e

PI=98%), BAO7ES-56 (IIV=2,0 e PI=99%) e BAO7ES-59 (IIV=2,0 e PI=99%), o que
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corresponde a 20% dos extratos considerados inicialmente como potencialmente ativos

(Tabela 3).

7. DISCUSSAO

A exploracdo do ambiente marinho representa uma estratégia promissora na
busca por componentes ativos contra as doencgas infecciosas (Yasuhara-Bell et al.,
2010). Além de suas estruturas peculiares, produtos naturais marinhos possuem uma
extraordindria diversidade de alvos moleculares com seletividade marcante, como
canais ibénicos, enzimas, microtubulos, DNA, lisossomos, calmodulina, proteossomos,
além de indugcdo de estresse oxidativo e modulacdo do sistema imunolégico. Isso
aumenta sobremaneira o potencial farmacoldgico e terapéutico dessas moléculas

(Costa-Lotufo et al., 2009).

No presente trabalho, foram utilizados extratos produzidos a partir de diferentes
fontes de organismos marinhos, bem como de seus micro-organismos associados.
Algumas substancias isoladas a partir desses organismos também foram testadas aqui,

como a antraquinona emodina e a pirenocina A.

Esponjas marinhas estdo entre as fontes mais ricas de produtos
farmacologicamente ativos originados de organismos marinhos, tanto por seus

metabolitos secundarios como por substancias produzidas por seus micro-organismos
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associados. Ja& sdo conhecidos muitos produtos relacionados, que representam
possiveis alternativas contra doencas de origens bacterianas, virais, fungicas e
parasitarias (Marinho et al., 2010). Nesse estudo, foram utilizadas varias esponjas,
entre elas Monanchora arbuscula, Haliclona melana, Mpycale sp., Tethya sp.
Amphimedon viridis, Clathria sp., Hemimycale sp., Petromica ciocalyptoides e

Petromica citrina.

As ascidias também sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios que
despertam interesse para as pesquisas de substancias bioativas. O primeiro metabdlito
ativo foi isolado da ascidia Aplidium sp., e a partir dai foram identificados varios
compostos com atividades notaveis, incluindo o primeiro produto natural marinho a
passar por ensaios clinicos humanos, a Didemnina B (Nufiez-Pons et al., 2012). Aqui

foram utilizados extratos das acidias Didemnun ligulum e Didemnun rodriguesi.

Um dos extratos testados foi produzido a partir de um cnidario, Pennaria disticha.
Esse organismo, segundo Tezcan e Sarp (2013), é bem conhecido por provocar
reacoes toxicas através de substancias liberadas a partir do contato com ele. Portanto,
ele libera substancias que promovem a sua defesa. Essas substdncias normalmente
despertam interesse em estudos de substancias ativas contra micro-organismos e

parasitas e foi um dos alvos deste trabalho.

Outros extratos foram produzidos a partir de um briozoario, Bugula dentata, do
qual foi isolada uma substancia que esta em fase de identificacdo. Essa substancia

mostrou-se promissora nos ensaios antivirais.
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Além dos organismos marinhos, micro-organismos associados a eles também
foram alvo da avaliacdo da atividade antiviral no presente estudo, ja que diversos
trabalhos demonstraram a acao biolégica dos mesmos (Sipkema et al., 2005, Imhoff &
Stohr 2003, Bérdy, 2005). Foram utilizadas bactérias como Bacillus sp., Erythrobacter
aquimaris, Ruegeria sp., Staphylococcus sp., Pseudovibrio denitrificans, entre varias
outras, além de varios componentes do filo Actinobacteria, e também fungos como

Penicillium citrinum, Penicillium paxilii e Trichoderma sp.

Através dos ensaios antivirais iniciais, foram considerados potencialmente ativos
20 extratos testados, que correspondem a 5% do total. Esses 20 extratos foram
considerados potencialmente ativos porque apresentaram protecdo de mais de 80% as
células frente ao virus. Para ser considerado ativo, o extrato deve apresentar protecao a
partir de 98%. Porém, utilizamos aqui uma concentragcdo dos extratos de 50 pg/mL.
Para os compostos puros, foi utilizada a concentragdo de 5 ug/mL . Essa atividade
poderia, portanto, ser aumentada quando o extrato fosse testado em sua concentracao
maxima nao toxica. Além disso, foram testados aqui extratos brutos em sua maioria. O
isolamento da substancia ativa pode potencializar essa atividade. Desse modo, esses
extratos mostraram um grande potencial para a identificacdo de novas substancias

ativas contra o virus estudado.

O extrato F1-5 corresponde a uma fracao (MaMe100Me-1) do extrato metandlico
da esponja Monanchora arbuscula. O extrato metanédlico dessa esponja j& mostrou
atividade antibacteriana antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv e

citotéxica (Kossuga et al., 2007). Nesse trabalho, é citado, ainda, que estudos quimicos
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anteriores realizados com esponjas do género Monanchora demonstraram que
espécies deste género sdao uma rica fonte de alcaldides guanidinicos. O alcal6ide
guanidinico isoptilocaulina, isolado de Monanchora arbuscula, mostrou ser um potente
antibiético contra linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina. No
experimento de avaliacdo da atividade antiviral frente ao BVDV realizado inicialmente,

esse extrato proporcionou uma protecéo de 86% as células.

O CF11-2H5 corresponde a uma substancia isolada do briozoario Bugula dentata
(CF11BRI-01). Essa substancia esta em fase de identificagdo e proporcionou uma

protecdo de 81% as células.

O extrato BAO7ES-52 foi obtido a partir da esponja Aplysyna sp. € proporcionou
uma protecao de 94% as células frente ao BVDV. Espécies de Aplysina sao comumente
encontradas em aguas marinhas rasas de regides tropicais e subtropicais, e séo
reconhecidas pela presenca de micro-organismos simbiontes que produzem compostos
com propriedades antimicrobianas (Cruz-Barraza et al, 2012). Essas esponjas
representam uma rica fonte de metabdlitos secundarios, e ja foi descrita sua

capacidade de gerar resposta antiinflamatéria (de Medeiros et al., 2012).

O extrato BAO7ES-56 foi preparado a partir da esponja Hyrtios sp. e sua
porcentagem de protecao foi de 99,9%. Essas esponjas contém em sua composicao
derivados inddlicos, que ja tiveram varias atividades descritas como anti-cancer,

antibiética, antiinflamatdéria e antioxidante (Longeon et al., 2011; Mollica et al., 2012).
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BAO7ES-57 corresponde ao extrato obtido a partir da esponja Agelas cf. dispar,
cuja porcentagem de protecao foi de 99%. Agelas dispar abriga diversos invertebrados
em sua superficie e seus canais. Esta espécie produz uma grande variedade de
compostos bioativos, inclusive alcaloides betainicos e bromopirrélicos com atividade

antibacteriana e glicolipideos com acao imunomoduladora (Custddio et al., 2012).

A esponja Aiolochroia crassa deu origem ao extrato BAO7ES-58, cuja
porcentagem de protecdo apresentada foi de 98%. Essa esponja produz os
crasserideos, glicolipideos com atividade anti-predagédo por peixes, além de derivados

da bromotirosina com atividade antibiética (Custddio et al., 2012).

Os extratos BAO7ES-59 e BAO7ES-60 foram obtidos a partir da esponja Aaptos
sp. € suas porcentagens de protecado foram de 99% e 91%, respectivamente. Ja foi
descrita a propriedade anti-amebiana do extrato metandlico dessa esponja (Nakisah et
al., 2012), bem como a atividade antiproliferativa obtida a partir de alcaléide presente na

estrutura da mesma (Jin et al., 2011).

A esponja lotrochota birotulata foi utilizada para preparar o extrato BAO7ES-75,
que proporcionou as células uma protecao de 99,9%. Atividades biolégicas ainda foram

pouco exploradas com relacédo a esse organismo marinho.

Os extratos 584, 555 e B616 foram produzidos a partir de Bacillus sp. isolados da
esponja Petromica citrina. Eles apresentaram porcentagem de protecao de 99,9%, 99%
e 85%, respectivamente. A Petromica citrina € endémica no Brasil e possui associada a

ela uma grande diversidade de bactérias cultivaveis (Mantovani, 2011). Ja foi
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demonstrada atividade antimicrobiana contra algumas bactérias resistentes a partir de
extratos aquosos dessa esponja (Marinho et al.,, 2010). Porém neste trabalho, foram

ativos os extratos produzidos a partir de micro-organismos associados a ela.

Somente um extrato obtido a partir de fungo foi ativo, DRRBBR-2, do fungo
Trichoderma sp. lIsolado da esponja Dragmacidon reticulatum. A porcentagem de
protecdo nesse caso foi de 85%. Espécies de Trichoderma ja demonstraram atividade

antifungica (Vicente et al., 2001).

Os demais extratos foram obtidos a partir de exemplares do filo Actinobacteria.
Pesquisas recentes tém levado ao isolamento de novos Actinomicetos a partir de
diferentes ambientes marinhos. Estes produzem diferentes tipos de novos metabdlitos
secundarios, sendo que muitos deles possuem atividades biolégicas e tém potencial
para levarem ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Actinomicetos
marinhos séo, portanto, uma fonte abundante e ainda pouco explorada para a
descoberta de metabdlitos secundarios de interesse terapéutico (Lam, 2006). Aqui
foram considerados potencialmente ativos os extratos produzidos a partir de colbnias
dos géneros Micrococcus (B232 — 99%), Williansia (B137 — 91%), Gordonia (B204 -
99,9%), Janibacter (B255 75:25 — 93%), Brachybacterium (373 — 86%) e Nocardioides
(B177 — 81%). Destes, as melhores atividades foram de amostras obtidas dos géneros
Micrococcus (99%) e Gordonia (99,9%). Esses micro-organismos foram, ainda, pouco

explorados quanto as suas atividades bioldgicas.
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Para todos esses extratos, foi determinado o valor referente a CMNT. Os valores
de CMNT representam as concentragbes maximas em que os extratos podem ser
utilizados sem causar danos a viabilidade das células em questdo. Esta etapa é
fundamental, pois os virus utilizam a maquinaria celular para replicar-se. Deve-se,
portanto, garantir que eles encontrem nas células as condi¢ées apropriadas para a sua
multiplicacdo (Putnam et al. ,2002). Os compostos, entdo, devem ser toxicos para os

virus sem interferir na fisiologia celular.

Dentre os extratos brutos, o 555, o B137, o B616, os BAO7ES-60 e 75 foram os
que apresentaram maiores valores de CMNT. Portanto, esses extratos nao
apresentaram toxicidade mesmo quando utilizados em altas concentragbes. Ja as
fracOes e a substancia isolada apresentaram os valores mais baixos de CMNT, devido a
maior concentracdo das substancias ativas nessas amostras, visto que nos extratos

brutos existe uma grande diversidade de substancias compondo a amostra.

A partir dos valores de CCsg e 1Cs foi calculado o indice de Seletividade para
cada amostra. Como um extrato € considerado viavel se apresentar IS maior ou igual a
4, dos 20 extratos listados apenas 3 nao apresentam essa caracteristica, o que
representa 15% deles. Foram eles os extratos B232, BAO7ES-58 e B177. Porém, por
tratarem-se de extratos brutos, eles ndo foram descartados, pois apds o fracionamento
e isolamento das substancias ativas, esse valor pode mudar, uma vez que substancias

toxicas podem ser eliminadas durante esses processos.
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Foram também realizados ensaios preliminares referentes ao mecanismo de
acao dos diversos extratos frente ao BVDV. Esses ensaios indicam em qual fase o
extrato apresenta atividade frente ao virus, seja atuando diretamente na particula viral,

durante a adsorgéo, penetragao ou nas etapas intracelulares do ciclo replicativo.

A maioria dos extratos apresentou atividade nos ensaios de pré-tratamento,
sendo que seis deles atuaram durante a adsorgao viral, quatro durante a penetragéo e
para 1 deles (F1-5) ndo foi possivel diferenciar a fase de agcédo entre adsorcdo e

penetracao.

Ao impedir a adsorgéo ou a penetracdo do BVDV, o extrato € capaz de impedir
todo o ciclo replicativo do virus, ja que se tratam de etapas iniciais, sem as quais a
particula viral ndo é capaz de replicar no interior da célula e produzir novas particulas
virais. Isso garante a eficacia de um tratamento, j& que para infectar novas células,
particulas virais sdo continuamente liberadas apos a infeccdo. As substancias ativas,

portanto, sdo capazes de intervir na progressao da infeccéo.

Sete extratos foram capazes de atuar durante as etapas intracelulares do ciclo
replicativo do BVDV. Podem, portanto, ter interferido no desencapsulamento do
nucleocapsideo, na traducao do RNA, ou nas diversas etapas envolvidas na formacao
de novas particulas virais. Ao atuar nas diversas etapas intracelulares do ciclo

replicativo, as substancias ativas sao capazes de impedir a progressao da infecgao.

Um extrato e uma substancia testados foram capazes de agir diretamente sobre

a particula viral, impedindo assim a adsor¢do, penetracdo e produgcdo de novas
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particulas virais. Caso essas substancias ativas sejam capazes de se manter
biodisponiveis na corrente sanguinea por um tempo adequado, sdo também capazes
de impedir a progressdo da infecgédo, ja que podem inviabilizar as particulas virais

liberadas, e estas ndo serdo mais capazes de adsorver, penetrar na célula e replicar-se.

Nessa fase da pesquisa, os exiratos foram testados em suas concentragdes
maximas nao toxicas, e a partir dos titulos encontrados, foram determinados os indices
de inibicdo viral e as porcentagens de inibicdo. A porcentagem de inibicdo mostrou
valores diferentes da porcentagem de protecdo apresentada nos ensaios iniciais. Isso
ocorreu devido ao uso de concentragdes diferentes nos dois ensaios, bem como pelo

uso de metodologias diferentes a fim de garantir os objetivos de cada fase da pesquisa.

A partir desses valores de porcentagem de inibicdo obtidos nos ensaios de
mecanismo de agao, os extratos foram classificados em ativos ou promissores, ja que
para serem considerados ativos, devem apresentar indice de inibicdo viral maior ou

igual a 1,75 e porcentagem de inibicado maior ou igual a 98%.

De todos os extratos testados, os que apresentaram porcentagem de inibicao a
partir de 98% foram 584, 555, BAO7ES-56 e BAO7ES-59, o que corresponde a 20% dos
extratos considerados inicialmente como potencialmente ativos. Esses extratos
apresentaram, também, indice de seletividade maior que 4, o que permite classifica-los

como ativos. Portanto, foram esses os melhores resultados.

Os extratos 555 e 584 foram obtidos a partir de cultura de Bacillus sp. isolados

da esponja Petromica citrina. Embora o género Bacillus seja considerado tipicamente
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terrestre, membros deste género tém sido constantemente isolados de ambiente
marinho (Sfanos et al., 2005, Zhang et al., 2008, Santos et al., 2010). Nesse ambiente,
os membros desse género, que sdo conhecidos pela producao de metabdlitos com
propriedades antimicrobianas, antifangicas ou citotoxicas, foram isolados de
invertebrados e apresentam um elevado potencial na busca de novas substancias

antimicrobianas (Muscholl-Silberhorn et al., 2008; Santos et al., 2010).

Diversas atividades ja foram descritas em relacao ao género Bacillus sp., como a
producdo de diversos antibidticos caracterizados como dipeptideos ou peptideos
ciclicos com baixo peso molecular (Melo, 2005), sendo que peptideos ciclicos como as
gramicidinas S, tirocidinas e bacitracinas, e lipopeptideos como as iturinas,
bacilomicinas e fengicinas sao metabdlitos secundarios isolados caracteristicos de
bactérias do género Bacillus (Lisbda, 2006). Além disso, ja foram caracterizados como
produtores de antibidticos contra fungos e bactérias patogénicas (Loeffler et al., 1986;
Krebs, 1998 ). Estudos mostram que as bactérias do género Bacillus podem dedicar
mais de 3% do seu genoma a genes relacionados a biossintese de metabdlitos
secundarios, como policetideo sintases e peptideo sintases néo ribossomais (Donadio
et al., 2007). Portanto, esse género representa uma rica fonte de substancias bioativas
que, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podem levar ao

desenvolvimento de uma nova opg¢ao de tratamento contra infec¢des pelo HCV.

O extrato BAO7ES-56 foi preparado a partir da esponja Hyrtios sp. Estudos
anteriores realizados com essa esponja revelaram algumas atividades como

propriedades antibioticas de seus metabdlitos secundarios (Mollica et al., 2012), e
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também sua capacidade de inibicdo da acdo do veneno de abelha, além de acao

antioxidante com capacidade de absorgéo do oxigénio livre (Longeon et al., 2011).

O extrato BAO7ES-59 foi obtido a partir da esponja Aaptos sp. Esse género ja
teve atividades descritas como atividade anti-amebiana (Nakisah et al., 2012), presenca
de alcalbéides capazes de induzir apoptose em células leucémicas humanas (Shubina
et al., 2010), e efeito antiproliferativo sobre Leucemia miel6ide crénica humana (Jin et

al., 2011).

Esses extratos, portanto, representam uma importante fonte para o
desenvolvimento de farmacos, ja que além das atividades anteriormente descritas,
mostraram aqui uma grande capacidade em inibir a agcdo do BVDV e, a partir disso,
infere-se com base em pesquisas anteriores que sejam capazes também de inibir a
acao do HCV, o que podera ser comprovado através de ensaios especificos para esse
virus. Novos estudos sao necessarios para levar as substancias ativas presentes em
cada um desses extratos e para identificar detalhadamente as vias de atuacdo dos
mesmos. Os demais extratos considerados promissores devem passar também pelos
processos de fracionamento e isolamento de substancias para que seja verificada a
possivel potencializacao dessa atividade. Todos eles mostraram aqui seu potencial para
levar ao desenvolvimento de uma terapia alternativa para o tratamento de uma infecgao

tao importante em todo o mundo.
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8. CONCLUSAO

A partir de invertebrados marinhos e micro-organismos associados a eles, foram
produzidos extratos contendo compostos capazes de inibir a agdo do BVDV, modelo
para o HCV. Dos 422 testados, 20 foram selecionados, sendo que destes, 20% foram

considerados ativos e 80% promissores.

A maioria (85%) dos extratos promissores e ativos apresentou um indice de
seletividade maior que quatro, o que determina sua viabilidade para a continuidade dos

experimentos.

Esses extratos foram capazes de atuar nas diversas etapas envolvidas na
replicacéo viral, sendo que 55% foram ativos nos ensaios de pré-tratamento, 35% foram
ativos nos ensaios de pos-tratamento e 10% foram ativos através da inativagdo da
particula viral. Desse modo, de diversas formas, mostraram-se capazes de inibir a

progressao da infecgéo.
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