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1 INTRODUCAO

A producao de peptideos enddgenos pelos seres vivos faz parte de uma
série de mecanismos de defesa que interagem para formar uma resposta contra um
agente agressor. A primeira resposta formada, chamada inata, ocorre logo que o
microrganismo patogénico entra em contato com o hospedeiro, e nessa linha de
defesa, o0s peptideos desempenham um papel essencial, agindo como
antimicrobianos e mediando algumas func¢des para combater o agente infeccioso
(BALS, 2000). Esses peptideos tém sido isolados de uma grande variedade de
organismos, invertebrados e vertebrados, desde plantas, bactérias, até mamiferos,
incluindo humanos, e séo relativamente pequenos (<10 kDa), catibnicos e variam em
comprimento, sequéncia e estrutura (JENSSEN, 2006; REDDY, 2004).

Em pesquisas realizadas na Bacia Amazonica, foram isoladas diversas
bactérias produtoras de alguma atividade antimicrobiana e, dentre elas, foi
encontrada no conteudo intestinal do peixe Piau-com-pinta (Leporinus sp.) uma nova
espécie de Bacillus, capaz de produzir um peptideo que apresentou atividade
inibitéria contra diversos agentes patogénicos, inclusive Listeria monocytogenes
(MOTTA et al., 2004). Esse peptideo foi purificado e denominado P34, seu peso
molecular foi determinado por eletroscopia de massas como 1456 Da e ele se
apresentou relativamente estavel ao calor e sensivel as enzimas proteoliticas
(MOTTA et al.,, 2007). Estudos recentes indicam a acdo do peptideo P34 como
agente antiviral, agindo sobre o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), sendo
detectada a diminui¢cdo do titulo viral (MEDEIROS et al., 2010), e também exibindo
atividade virucida sobre o virus da arterite equina (SCOPEL et al., 2011).

O virus da arterite equina (EAV) é um virus envelopado RNA da familia
Arteriviridae, género Arterivirus, ordem Nidovirales (SNIJDER et al., 1998). O EAV
causa uma doenca contagiosa nos equideos, a arterite viral equina. Em geral, a
infeccdo natural apresenta-se na forma subclinica, porém a infeccdo com
manifestacbes clinicas caracteriza-se por abortos em eéguas prenhes, infeccao
fulminante em neonatos quando associada a pneumonia intersticial ou enterite,
doenca sistémica em cavalos adultos e infeccdo persistente em garanhdes, o que
contribui para a disseminagdo do virus, que se encontra viavel no sémen dos
animais (TIMONEY et al.,, 1993). Apesar de raramente ser fatal para equinos
adultos, a arterite viral equina esta na lista da OIE (Organizacdo Mundial da Saude
Animal) por causar graves prejuizos econdmicos, diretos e indiretos, para alguns
setores da producgdo equina, como os de melhoramento genético e de performance
(BELL et al., 2006; HOLYOAK et al., 2008).
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O presente estudo teve como objetivo avaliar atividade antiviral do
peptideo antimicrobiano P34 frente ao EAV, buscando sua capacidade de inibir a
producéo de particulas virais.

2 METODOLOGIA

A avaliacéo do efeito antiviral do P34 foi avaliado pelo ensaio de inibicdo
de producdo de particulas virais. Para tal, células RK13 (Rabbit kidney) foram
mantidas em E-MEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco),
enrofloxacina (10 mg.ml™) e anfotericina B (0,025 ug.ml*) a 37°C em uma
incubadora contendo 5 % de CO,. Células RK13 foram cultivadas em microplacas de
96 cavidades, e apds confluéncia, foram infectadas com 100 TCIDsy (doses
infectantes para cultivo celular) do EAV diluidos em 100 pl de E-MEM por 1 h a
37°C, apés o inéculo ser retirado, as células foram lavadas com E-MEM. O cultivo
celular infectado foi tratado ou ndo com o peptideo P34 (1,15 pg.mll) a 37°C
durante 24 h e 48 h. As placas foram congeladas e, apés descongelamento foram
realizadas as titulacdo do EAV, conforme descrito por Behrends e Karber (MAYR et
al., 1982). A leitura do titulo viral foi realizada ap6s 48 horas, em microscopio
invertido. Os resultados foram expressos em TCIDso/100ul. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Foi realizada andlise estatistica pelo teste t de Student para
avaliar a significancia dos resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peptideos antimicrobianos sdo considerados a nova promessa
terapéutica por possuirem atividade antimicrobiana contra um grande numero de
agentes, incluindo muitos ja resistentes as drogas tradicionais, e também por
exercerem, em sua maioria, uma acao rapida e potente. O ensaio de inibicdo da
producdo de particulas virais é considerado uma G6tima técnica para avaliacdo da
efichcia de componentes com potencial para agirem como antivirais, sendo
considerado, em alguns casos, mais eficiente que o ensaio de reducdo de placa
(PRICHARD et al., 1990). Nas células RK13 infectadas com EAV néo tratadas, o
titulo apresentado apés 24 horas de incubacéo foi 10%°* TCIDse/100pl, enquanto que
nas células tratadas com 1,15pg ml* do pegtideo P34 por 24h, houve uma
diminuicéo do titulo viral para a média de 10%® TCIDsy/100pl, conforme pode ser
observado na Fig. 1.

No tratamento de 48 horas do peptideo P34 sobre o cultivo celular
infectado, também houve reduc¢éo do titulo viral, sendo o titulo sem o peptideo de
10°% TCIDso/100p! e na presenca do P34 de 10%°® TCIDsy/100pl. Os resultados
quando submetidos a analise pelo teste t de Student mostraram possuir diferenca
altamente significativa (P< 0.01).

Scopel et al. (2011), ao analisarem o efeito da incubacdo do peptideo P34
com o EAV, antes da infeccdo celular, detectaram efeito virucida, o qual foi
dependente do tempo de incubacgéo, sendo que a presenca do P34 sob o EAV a
37°C durante 12 horas resultou em uma completa inativagao viral. Os resultados
encontrados no presente estudo demonstram que o peptideo antimicrobiano P34
apresenta, além da atividade virucida, uma capacidade de inibir a produgcédo de
particulas virais, dependente do tempo de tratamento, tendo maior efeito inibidor
guando o EAV é submetido a um periodo maior de tratamento.
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Figura 1 — Titulacdo do virus da arterite equina (EAV) submetido ou ndo ao tratamento
com o peptideo antimicrobiano P34 em células RK13 representada em TCID5o/100pl.

4 CONCLUSAO

Neste estudo, o peptideo antimicrobiano P34 demonstrou capacidade de
inibir a producéo de particulas do virus da arterite equina quando inoculado em
células RK13. Para posterior desenvolvimento do peptideo P34 como possivel
agente terapéutico antiviral, novos estudos se fazem necessérios para a
compreensao do mecanismo de acdo do peptideo P34 sobre o EAV e outros virus
gue sejam suscetiveis.
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