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1.INTRODUCAO

Em contraste com a vasta quantidade de medicamentos antibacterianos e
antifungicos encontrados, a utilizagdo de farmacos antivirais € ainda limitada.
Peptideos antimicrobianos sdo substancias protéicas isoladas de diversas espécies
vivas, que apresentam amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos e
parasitas, e recentemente tém demonstrado potencial para tratamento antiviral. O
peptideo antimicrobiano P34, produzido por uma linhagem de Bacillus sp., isolada
do conteudo intestinal do peixe Piau-com-pinta (Leporinus sp.) proveniente da regiao
Amazbnica, vem sendo estudado quanto as suas propriedades antimicrobianas
(MOTTA et al., 2004). Representantes de todas as classes estruturais de peptideos
tém apresentado capacidade para inibir infecgao viral (JENSSEN et al., 2006). A
habilidade para atuar contra infecgdes virais sao direcionadas principalmente para
virus envelopados, independente de genoma DNA ou RNA, embora tenha sido
detectada agao contra alguns virus ndo envelopados, como adenovirus e calicivirus
felino (JENSSEN et al., 2006).

Alguns grupos de virus possuem caracteristicas bioldgicas especificas, alvos
da atuacao de antivirais, tais como os representantes da familia Herpesviridae, que
contétm em sua estrutura as enzimas timidina quinase (TK) e a DNA polimerase,
envolvidas na sintese dos acidos nucléicos virais. Segundo COEN e RICHMAN
(2007), dentre os farmacos que possuem acao inibitéria sobre a replicagdo dos
herpesvirus, os mais utilizados em medicina humana sdo os analogos de
nucleosideos, que atuam interferindo com a replicagdo do DNA ao impedir a
incorporacao dos novos nucleotideos necessarios para a sintese da cadeia de DNA
viral. A ocorréncia de alteragbes em nucleotideos que conduzam a substituicao de
aminoacidos em uma proteina é capaz de conferir resisténcia as drogas, portanto a
descoberta de novos inibidores antivirais que atuem por mecanismos distintos se
torna necessaria.

No presente estudo avaliou-se in vitro a toxicidade do peptideo P34 em cultura
de células renais de bovinos denominada Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), e a
capacidade supressora do peptideo P34 frente ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-
1), um importante agente causador de problemas respiratorios e reprodutivos em
bovinos (HUBNER, et al., 1996; 2005).
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2. METODOLOGIA

Para a determinacdo da citotoxicidade do peptideo foram cultivadas
monocamadas de células da linhagem MDBK em placas de poliestireno com 96
cavidades, contendo meio essencial minimo com sais de Earle (MEM; Invitrogen) e
10 % de soro fetal bovino (Invitrogen). Apds incubagéo das placas a 37°C com 5%
de CO; durante 24 horas, foram adicionadas diluicbes de 1/80, 1/120, 1/160, 1/200,
1/220, 1/240, 1/260, 1/280 do peptideo, que foram mantidas por 48 horas a 37°C
com 5% de CO,. Em seguida, as células foram analisadas pela observagao
microscopica para avaliagao de alteragées morfoldgicas e pelo ensaio com vermelho
neutro. Para o ensaio, removeu-se o sobrenadante e adicionou-se uma solugao de
vermelho neutro, um corante capturado somente por células viaveis, a 0,033% por 2
horas a 37°C em ambiente com 5% de CO,. Procedeu-se entdo a remog¢ao do meio
contendo o corante e, apdés lavagem das células com MEM, foram adicionados
100pl/cavidade de uma solugdo contendo 50% (v/v) de etanol e 1%(v/v) de acido
acético para solubilizagao. A placa foi devidamente agitada por 10 min, e a leitura
das densidades opticas foi medida num espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 540 nm. Foi calculada a porcentagem de células viaveis mediante a férmula
AT/AC x 100, sendo AT e AC a absorbancia dos tratados e a absorbancia dos
controles, respectivamente.

Para a determinacdo da atividade supressora do peptideo sobre o
herpesvirus bovino, uma amostra do virus BoHV-1/cepa LA foi titulada em MDBK
para determinar a dose infectante em 50% de tecido celular (TCID*°) na presenca ou
auséncia do peptideo. Também foi analisada a ag¢ao virucida sobre o virus, mediante
avaliagao apos incubacgao do peptideo P34 com o BoHV-1 a 4°C, 20°C e 37°C por 6
horas e a 37°C por 12 e 24 horas; e a reversibilidade do efeito antiviral foi avaliada
por 24 e 48 horas nas células tratadas com a substancia antimicrobiana.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicao do peptideo P34 causou uma diminuigdo da viabilidade celular
proporcional as concentracdes testadas. No entanto, a diluicdo 1/280 do peptideo
em células MDBK nio alterou a viabilidade celular quando visualizados por
microscopia invertida. No ensaio com vermelho neutro, obteve-se 91% de viabilidade
celular.

Na avaliagdo da agao supressora do peptideo frente ao BoHV-1 foi observado
que a adigado da substancia na concentracdo nao citotoxica teve efeito durante a
multiplicacdo do virus, reduzindo o titulo de 10>2° TCID*°/25 ul para 10° TCID°%/25
de BoHV-1. Esse resultado confirmou a agao antiviral do P34 sobre o BoHV-1, e os
préximos estudos visardo determinar o mecanismo de agao do peptideo sobre esse
virus.

Nao foi observado agdo virucida contra o BoHV-1 quando incubado nas
condi¢cdes de temperatura e tempo citados acima. No teste de reversibilidade do
efeito antiviral apos adicdo do peptideo em células ja infectadas, os resultados
encontrados foram muito interessantes, pois foi detectada reversdo do titulo viral.
Sem a utilizacdo do peptideo o titulo do BoHV-1 foi de 10%° TCID®%/25 pl em 24
horas e 10%TCID%°25 pul em 48 horas e na presenca do peptideo P34 ndo foi
observado efeito do virus sobre as células nas 24 e 48 horas. Mais testes seréo
realizados para aprofundar a atuacao desta substancia sobre o BoHV-1.
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4. CONCLUSAO

Os resultados preliminares indicam atividade antiviral do peptideo P34 sobre
o0 BoHV-1 justificando a continuagcédo da realizacdo de estudos complementares para
maiores esclarecimentos sobre 0 mecanismo de agao desta substancia em relacéo a
este virus. O potencial antiviral deste peptideo podera servir como modelo para
avaliacdo de seu uso no tratamento de outras infecgdes virais, visando
principalmente os herpesvirus.
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