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1 INTRODUGAO

Os microorganismos sao capazes de produzir uma variedade
extraordinaria de sistemas de defesa (Riley e Wertz, 2002), dentre eles, os
peptideos microbianos aparecem como importantes componentes na imunidade
inata de uma variedade de seres vivos (Hancock e Lehrer, 1998). A atividade
microbiana dos peptideos é deduzida através de testes in vitro analisando
substancias purificadas contra microorganismos, e foi descoberto que peptideos
microbianos tém um amplo espectro de acido contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, bem como contra fungos e virus envelopados (Bals, 2000). Esses
peptideos sdo normalmente pequenos (< 10 kDa), e possuem comprimento,
estrutura e seqléncia variaveis (Reddy et al, 2004).

Recentemente na regido da Bacia Amazbnica, foi isolada no conteudo
intestinal do peixe Piau-com-pinta (Liporinus sp) uma nova espécie de Bacillus que
apresentou um peptideo com atividade antimicrobiana. Este peptideo foi purificado e
caracterizado, e identificado como P34. Sua atividade inibitoria foi detectada contra
bactérias Gram-positivas como a Listeria monocytogenes e Bacillus cereus (Motta et
al, 2004). Estudos realizados recentemente evidenciaram um grande potencial do
peptideo P34 também sobre um herpesvirus, o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1),
in vitro (Medeiros et al, 2010).

O estudo da biologia desses peptideos pode permitir o desenvolvimento
de novas drogas terapéuticas contra agentes infecciosos, tendo potencial para
superar a resisténcia que muitos microorganismos ja adquiriram contra os
medicamentos (Bals, 2000), sendo assim de muita importancia a sua pesquisa.
Pesquisas para o desenvolvimento de novas drogas antivirais sempre necessitam
avaliacédo da toxicidade em células do hospedeiro.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do peptideo
antimicrobiano P34 em linhagens celulares CRFK (Crandell Rees feline kidney),
RK13 (Rabbit kidney), VERO (African green monkey kidney) e MDBK (Madin-Darby
bovine kidney).

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Células CRFK (Crandell Rees feline kidney), RK13 (Rabbit Kidney),
VERO (African green monkey kidney) e MDBK (Madin-Darby bovine kidney) foram
mantidas em E-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco),
enrofloxacina (10mg ml-1) e anfotericina B (0,025 yg ml-1) a 37° C em uma
incubadora contendo 5% de CO2.
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Células CRFK, RK13, VERO e MDBK foram preparadas em
microplacas de 96 pogos e apds confluéncia, 100 ul de diluigdes seriadas (0,02 - 5ug
ml -1) do peptideo P34 foram adicionadas. Placas foram incubadas com o P34 por
48-72 horas a 37° C em ambiente com 5% de CO2. A avaliagdo da citotoxicidade foi
avaliada pela analise morfolégica, em microscépio invertido, e por ensaio com
vermelho neutro, que determina a viabilidade celular.

Inicialmente a citotoxicidade foi avaliada pela observagao microscopica
de alteragdes caracterizadas pela desorganizagao do tapete celular, bem como pelo
aspecto granuloso e arredondado das células, e consequente aparecimento de
alteracbes morfologicas. As alteragdes morfologicas foram acompanhadas
diariamente.

Vermelho neutro € um corante capturado somente por células viaveis
(Borenfreund e Puerner, 1984). Apos tratamento com P34 durante 48 horas foi
retirado o E-MEM sobrenadante dos pogos e adicionado meio contendo 3.3 mg |-1
.de vermelho neutro. Apés 2 horas a 37° C/5% de CO2, o meio foi removido e as
células lavadas com E-MEM. O corante incorporado foi solubilizado pela adicao de
100 pL de uma solugdo contendo etanol 50%, acido acético 1% e agua destilada
g.s.p. A placa foi agitada por 10 minutos, e foi realizada a leitura das densidades
Opticas em um espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm. A
percentagem de viabilidade foi calculada mediante a formula AT/AC x 100, sendo AT
e AC a absorbancia dos tratados e a absorbancia dos controles, respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo nao toxica do peptideo foi variavel nos diferentes tipos
celulares. As linhagens celulares que permitiram uma concentragdo mais elevada do
peptideo P34 foram a RK13 e a MDBK que suportaram diluicbes 1:260/1:280. Essas
concentracbes nao apresentaram alteracdo nas células quando visualizadas em
microscopia. As linhagens VERO e necessitaram de uma menor concentragao do
peptideo para ndo apresentarem toxicidade, com auséncia de alteragdes celulares
nas diluigdes 1:400 e 1:500, respectivamente.

No ensaio de vermelho neutro, obteve-se 87% de células viaveis na
cultura de CRFK, 92% na cultura de MDBK, 99,6% na cultura de RK13 e 100% de
células viaveis na cultura de VERO, nas concentragdes acima descritas.

4 CONCLUSAO

A determinacio da citotoxicidade exercida por peptideos antimicrobianos
€ uma fase essencial e de extrema importancia para garantir o uso seguro, e para
posteriores estudos da atividade do P34 como terapéutica antiviral.
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