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RESUMO

Os produtos naturais constituem uma fonte inesgotavel de compostos com
atividades farmacoldgicas promissoras, incluindo agao antiviral. Os materiais
protéicos sao encontrados em abundancia na natureza e tém atividades bioldgicas
como antibacteriana, antifungica, antitumoral e antiviral comprovadas. Neste
trabalho, a citotoxicidade (CCsp) e a atividade antiviral (CEsy) de peptideos
antimicrobianos (PAM) e hemolinfa de ostras (Crassostrea gigas e C. rhizophorae),
foram avaliadas, em células VERO, HEp-2 e MA104 e contra os virus herpes
simplex tipo 1(HSV-1/KOS), adenovirus sorotipo 5 (AdV-5), rotavirus simio SA-11
(RV-SA11), pelo ensaio colorimétrico do MTT, utilizando diferentes estratégias. Para
a hemolinfa das ostras também foi realizado o estudo da agao virucida. Dentre os
PAM testados, a peneidina apresentou o maior indice de seletividade (IS= CCso/
CEso) para o HSV-1/KOS (IS = 64). A hemolinfa de ostras apresentou agao virucida
contra os trés virus avaliados neste estudo, também apresentando atividade anti-
herpértica (IS = 19,76/C. rhizophorae) e antiadenovirus (IS = 5,33/C. gigas), sem, no
entanto, exibir agao antiviral contra o rotavirus. Foram observados, em alguns casos,
baixos IS, associados a altas porcentagens de inibicdo da replicagdo viral, mais
evidente no grupo dos PAM. Estudos adicionais devem ser realizados a fim de se
confirmar a atividade antiviral e provaveis mecanismos acao.

Palavras-chaves: antiviral, peptideos antimicrobianos, hemolinfa de ostra, virus
herpes simplex tipo 1, adenovirus, rotavirus.



ABSTRACT

Natural products are an inexhaustible source of compounds with promising
pharmacological activities, including antiviral action. The proteic source is widely
found in nature, showing biological confirmed activities, as antibiotic, antifungal,
antitumoral and antiviral. In the present study, cytotoxicity (CCso) and the potential
antiviral activities (ECsp) of antimicrobial peptides (AMP) and oyster hemolymph
(Crassostrea gigas e C. rhizophorae ) were investigated using VERO, HEp-2, MA104
cells and performed against herpes simplex virus type 1(HSV-1/KOS strain),
adenovirus type 5 (AdV-5) and rotavirus SA11 (RV), measured by MTT assay, with
different strategies. The virucidal action was also performed for oyster hemolymph.
Penaeidin showed the higher selectivity index (SI=CCs¢/ECs) for HSV-1/KOS strain,
(SI=64). Oyster hemolymph showed virucidal action against the three evaluated
viruses, also showing anti-herpetic (S1=19.76/C. rhizophorae) and antiadenovirus
(SI1=5.33/C. gigas) activities, but with no antiviral activity against rotavirus. It was
observed, in some cases, low values of Sl but high percentages of replication viral
inhibition, mostly in the AMP group. Additional studies are required to confirm
antiviral activity and probable mechanism of actions.

Keywords: antiviral, antimicrobial peptides, oyster hemolymph, herpes simplex virus
type 1, adenovirus, rotavirus.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Inibicdo da replicacdo dos diferentes virus pelos peptideos
antimicrobianos, através do ensaio colorimétrico do MTT, quando incubados
simultaneamente ou antes da infecgao viral.

Figura 2 — Inibicdo da replicagdo dos diferentes virus pelos extratos de
ostras, através do ensaio colorimétrico do MTT, obtidos nas diferentes
estratégias de avaliagdo da atividade antiviral (tratamento simultaneo, pré-

tratamento e pds-tratamento) e da acéao virucida.

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Caracteristicas dos virus usados neste estudo.

Quadro 2 — Caracteristicas dos peptideos usados neste estudo.

66

73

28
36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

Tabela 2 — Citotoxicidade dos peptideos antimicrobianos frente as diferentes

linhagens celulares.

Tabela 3 — Citotoxicidade de hemolinfa de ostras frente as células VERO,
HEp-2 e MA104.

Tabela 4 — Atividade anti-herpética (HSV-1 cepa KOS) dos peptideos

antimicrobianos, obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT.

Tabela 5 — Inibicdo da replicagéao do HSV-1/KOS pelos peptideos
antimicrobianos, quando incubados simultaneamente ou antes da infecgéo

viral.

Tabela 6 — Atividade antiadenovirus (AdV-5) dos peptideos antimicrobianos,

obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT.

Tabela 7 — Inibicdo da replicacao do AdV-5 pelos peptideos antimicrobianos,

quando incubados simultaneamente ou antes da infecgao viral.

Tabela 8 — Atividade anti-rotavirus (RV-SA11) dos peptideos

antimicrobianos, obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT.

Tabela 9 — Inibicdo do RV-SA11 pelos peptideos antimicrobianos, quando

incubados simultaneamente ou antes da infecgao viral.

Tabela 10 — Atividade anti-herpética (HSV-1 cepa KOS) da hemolinfa de

ostras, obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT.

Tabela 11 — Inibicdo do HSV-1/KOS pela hemolinfa de ostras, usando
diferentes estratégias de avaliagdo da atividade anti-herpética (tratamento

simultaneo, pré-tratamento, pds-tratamento) e da acéo virucida.

Tabela 12 — Atividade antiadenovirus (AdV-5) da hemolinfa de ostras,

obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT.

50

53

53

58

60

61

62

63

64

68

69

69



Tabela 13 — Inibicdo do AdV-5 pela hemolinfa de ostras, usando diferentes
estratégias de avaliagdo da atividade antiadenovirus (tratamento simultaneo,

pré-tratamento e pds-tratamento) e da agéo virucida.

Tabela 14 — Inibicado do RV-SA11 pela hemolinfa de ostras, usando
diferentes estratégias de avaliacdo da atividade anti-rotavirus (tratamento

simultaneo, pré-tratamento e pés-tratamento) e da ag&o virucida.

70

71



SUMARIO

1 INTRODUGAO.......coveuetreraeserersssesetsasasssssssssesessssssssesssssssssssssssssenssssssssntssssesensssnsssessssssssensssssssenens 14
2  REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ccoeitririrteesssessssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 17
2.1 MATERIAIS BIOATIVOS DE ORIGEM PROTEICA ......ooiieieceeeeeeeeeee e 17
2.1.1 Peptideos ANtimICIODIANOS .............oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaens 18
2111 L0 010=TT - PSR 22
21.1.2 PeNEIAINGS ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e ennneeeaaaeens 23
21.1.3 Fator Anti-lipopolisSacaridio (FAL).........cuiiuiie i ciieee e esteee e seee e steee e e seaeee e 24
2114 Fragmento C-Terminal da Hemocianina (FCTH).......cc.ceeviiiiieeiiiiee e 25
21.1.5 (O =\ 01T 1 SRR 25
21.1.6 = o P2 11 1T = TR PRRPRRRR 25
2117 1 IE T [0 1 o] F= T S 26
21.1.8 P N 2 e e e e e e e e et —e e e e e bre e e aaabe e e e aanraeeeanres 26
2.1.2 HEMONNTA Q@ OSIIAS....... . ettt e e e e ettt e e e e e esesenanaaeeeanns 27
2.1.2.1 CraSSOSIrEA QUGQAS ... uuuueeeeeeeee e ettt e e e e e ettt e e e e e e e eee e e e e e e e aa e nnnnneeaaaaeaaan 27
21.2.2 CrassoStrea rhiZOPROIAE. ............c.ooiceiee ettt e e entae e e 29
2.2 VIRUS ESTUDADOS. ......cuuiutuieiaeeeaeeeeseseeseseesesesessessesesssesssesssssssssssessesessesssesssessssssessssnssnes 29
2.2.1 VirusS HErPETICO TiDO T ...ttt ettt ettt e e e eeetaeeeaeeeeeaans 30
2.2.2 Adenovirus humano SOIOHPO B...........ccoooeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 31
2.2.3 ROTQVITUS ..ottt 32
3 OBUETIVOS......ciiiicciiirircmteesssssse e s s ssse e s sssane s sesms e s ssssms e s sessns e s ssssaseesessnneeesssnneesssnsessasnsessassnnessasnnne 35
3.1 OBUETIVO GERAL ...ttt ettt ettt e ettt e e et ae e e s e st e e s e nste e e e estaeeeennsanaeeanteeesannnes 35
3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS ..ot en s s s s e aeaeeeneen 35
4  MATERIAIS E METODOS......ccoeieueueiiiesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 36
4.1 MATERIAIS DE ESTUDQ ..oiiiiiiiieiiteee ettt ettt te e sttt e sttt e e s e e e s neseeesanseeaesannneeas 36
4.1.1 Peptideos ANMICIODIANOS ...........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e eetieaeaaaaes 36
4111 L€ T0] 0= - RSP 36
4.1.1.2 PENEIAING ... e e e e e e e e et r e e e e e e e annnrarnaaaaens 36
4.1.1.3 Fator Anti-lipopoliSSACATIAE0” (FAL) ........cviuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
4.1.1.4 Fragmento C-Terminal da Hemocianing® (FCTH) ......c.veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
4.1.1.5 ClaVANING A? ...t 36
4.1.1.6 IMBGAINING® .........ovoevoieieeiseie ettt 36
4.1.1.7 TAQUIDIESING ........oooeeoeeeeie e 37
41.1.8 T SRS RR 37
4.1.2 (@ 1y /= 1 38
4.1.21 CraSSOSIrEa QUQAS ......uuuueeeeeee e ieeeeeee e e e e e e ettt e e e e e st e e e e e e e s aeantnteeeaeaeeeaanreraeeeaaeeeaann 38
4.1.2.2 Crassostrea rhYZOPRAOIAE. ..............eeei e e e e e e e e e 38
4.2 PREPARO DAS SOLUCOES-ESTOQUES DOS MATERIAIS DE ESTUDO ........c.ccceueeeee. 38
4.2.1 Peptide0s ANtIMICIODIANOS............ et ea e e 38
4.2.2 HEeMOIINTa A@ OSIIAS...... ... oottt ea e e e e 38




4.3 CULTURAS CELULARES ... e 39

4.3.1 CBIUIBS ...ttt ettt e ettt s et e eanneeanee e 39
4.3.2 Meio de Cultura @ ReAQENLES.............ee e 39
4.4 VIRUS ettt b e b h et e bbb e e bkttt a ettt b e b nae e nnns 40
4.4.1 (@ e 1Tt a Mo L= I 0= o - K 40

4.4.2 Preparo das Suspens6es-EStOqQUES ViraiS.............coueeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaa, 40
4.4.2.1 HSV=1 8 AQV -5ttt et e e st e e e et e e e e st e e e e sbae e e e eanreaeens 40
4422 Y2 N PSSR PUPRR 41
4.4.3 Determinagdo dos Titulos INfECCIOSOS VIIAIS ......ccueeeeeeeeeieiiaee e 41
4.4.3.1 THUIACA0 O HSV=T oottt e e e e s et e e e e nree e e ennraeeeennees 42
4432 THUIACA0 O AQV=5 oottt et e e e e e e e e e e nnrae e e e e 43
4.4.3.3 TIUIACA0 O RV-SATT ittt et et st e s et e e e et e e e e nree e e e enees 44
4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE .......cooveveieteeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeetesees e tesee e aeseesessaesenseseeeaennas 45
4.5.1 Avaliacdo da Viabilidade Celular Através do Ensaio Colorimétrico com Sal de
TOELrAZONUM (MTT) ..ottt ettt e ettt e ettt e e st e s e et e e et aeansneneennnnneas 45
4.6 AVALIACAO IN VITRO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTIVIRAL .......oveveeeeeeeeeeeeeeeee. 46
4.6.1 Ensaio Colorimétrico com Sal de Tetrazolium (MTT).........couueeeeeeeceieeiaaaeeeseiieiaaaeeens 46
4.6.1.1 Adicdo simultdnea dos materiais-teste + Virus ..........c..eeeeiiiiiiiiiii e 46
4.6.1.2 Pré-tratamento das células com os materiais-testes, antes da adicdo dos virus ....... 47
4.6.1.3 Poés-tratamento das células infectadas com os materiais-testes..........cccoceeeeiieens 48
4.6.2 Avaliag80 da AGEO VIIUCIQA.............uueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeteeeeessnnns 49
4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA. ..o 49
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ccoeuruiuemerrrescissssesessssssesssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssanns 51
5.1 DETERMINACAQ DOS TITULOS VIRAIS ...ttt s senanenn e 51
52 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE .......cooveeiieteeeeeeeeeeeseeeeeeee e eeeeeeeseeeeseesesesseesensnseeseanas 51
521 Peptide0s ANtIMICIODIANOS ...t aa e e 53
5.2.2 HemOIlNFa A€ OSIIAS..........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
5.3 ESTUDO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-HERPETICA, ANTIADENOVIRUS E ANTI-
ROTAVIRUS. ...ttt ettt e et e et s et e et e e eeeesae s e s eeeeee e s seseeen e eanaenns 55
5.3.1 Peptideos ANLMICIODIANOS ...........cccceeeeeieee ettt e ettt e e e e e e e esieaeeeaaes 57
53.11 Atividade antiviral dos PAMs sobre 0 HSV-1/KOS ... 58
5.3.1.2 Atividade antiviral dos PAMS sobre 0 AdV-5 ... 61
5.3.1.3 Atividade antiviral dos PAMS sobre 0 RV-SATT ...cociiieieiie e 63
532 HEeMOIINTA A@ OSIIAS...... ... e a e e e e 68
5.3.2.1 Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre 0 HSV-1/KOS.........cccocciieeiiiieeeeee 69
5.3.2.2 Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre 0 AdV-5.......cccccoviiiiiiiiee e 70
5.3.2.3 Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre 0 RV-SATT ...cccccviveeiiiiiciiiiieeee e 71
6 CONCLUSOES.......ccoectrtreecererae et sassssesesas e e e sassssesesssas et sassssesesssssssstssssssensssssssenessssssenssssssnennes 75
7 PERSPECTIVAS ... icctistritt e ssssss e s s ssssse e s s sane s sssms e s s e ms e s semn e e s s snn e s s e sane e e snaneessnnsensanansensannnns 78

REFERENCIAS .......ccuiuiertrtcsasssssssesesssssasssesesssssssssesessssssssssssesessssssssssssssassssssnssesssassssnssensassssssssnsnsnsas 79



Introducéo 14

1 INTRODUGAO

Dentre a enorme gama de produtos naturais, encontram-se os metabdlitos
primarios e secundarios, sintetizados por uma grande diversidade de organismos,
tais como plantas, fungos, bactérias, protozoarios e animais, em resposta a
estimulos externos como mudancas nutricionais, infeccbes e competicdo para
sobrevivéncia. Muitos destes metabdlitos produzidos ja foram isolados, identificados
e caracterizados biolégica e/ou farmacologicamente (HARVEY, 2000; STROHL,
2000).

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos, através da triagem de
fontes naturais, tem levado a descoberta de muitos farmacos uteis clinicamente e
que desempenham um importante papel no tratamento de varias doengas humanas
(CRAGG; NEWMAN; SNADER,1997).

Representando uma fonte inesgotavel de compostos com grande diversidade
de estruturas quimicas, os produtos naturais apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, dentre elas a antiviral, e oferecem novas opg¢des de potenciais
agentes terapéuticos (CHE, 1991; HUDSON et al., 1993; HARVEY, 1999). A partir
destes produtos podem ser retiradas substancias ativas, cuja produgdo na forma
sintética seria muito dispendiosa, ou ainda, podem ser extraidos compostos basicos
que, com modificacbes estruturais, tornam-se mais eficazes e menos toxicos, ou
entdo, podem ser utilizados como protétipos para farmacos sintéticos, que possuam
atividades farmacoldgicas semelhantes as originais (HOUGHTON, 1996; NIELSEN,
2002).

O desenvolvimento e a utilizacdo de farmacos antivirais a partir de produtos
naturais, que sejam capazes de prevenir uma infeccdo ou de combaté-la, tém
despertado o interesse das industrias farmacéuticas. Entretanto, apesar das
inumeras pesquisas realizadas nos ultimos 50 anos, a disponibilidade de farmacos
antivirais permanece insuficiente, devido principalmente, as suas restricbes de uso,
dentre as quais pode-se citar o reduzido espectro de atividade, a utilidade
terapéutica limitada e os varios graus de toxicidade (SIMOES et al., 1999; FLINT et
al., 2000; STROHL, 2000; FAULKNER, 2002).

Inumeros esforgos tém sido feitos para avaliar a potencial atividade antiviral

de produtos naturais, a fim de isolar e caracterizar novos compostos, os quais
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poderiam inibir a replicacdo viral ou servir como modelo de novas moléculas
(HUDSON et al., 1993; VLIETINCK; DE-BRUYNE; VANDEN-BERGHE, 1997; DE
CLERCAQ, 2002; 2004). Aléem disso, a descoberta de novos compostos antivirais se
faz necessaria, principalmente, para o tratamento de doencgas responsaveis por alta
morbidade e/ou mortalidade, tais como aquelas causadas pelos virus HIV, virus
influenza, virus que causam hepatite, causadores de febres hemorragicas
(SCHINAZI, 1992) e HSV (VISALLI; ZEIJL, 2003).

Dentre os materiais ativos de origem natural existem os de natureza protéica.
Atualmente, cerca de 750 peptideos antimicrobianos (PAMs) ja foram identificados
em diversas espécies, incluindo bactérias, fungos, plantas, insetos, moluscos,
crustaceos, aracnideos, aves, anfibios, peixes e mamiferos. Os PAMs sao
fundamentais na defesa imune dos invertebrados, vertebrados e plantas, diante de
infecgbes causadas por microrganismos (DIMARCQ et al., 1998; BACHERE;
DESTOUMIEUX; BULET, 2000; CUTHBERTSON et al., 2002; SILVA JUNIOR et al.,
2002; ZASLOFF, 2002; BROGDEN et al., 2003).

Como exemplo de um PAM muito pesquisado, pode-se destacar a
lactoferricina, um potente peptideo antimicrobiano gerado pela clivagem, através da
pepsina, da por¢cao N-terminal da lactoferrina, uma glicoproteina multifuncional com
importante papel na regulagcdo da resposta imune e no mecanismo de defesa contra
bactérias, fungos e virus (VOGEL et al., 2002). Os estudos realizados com a
lactoferrina demonstraram atividades antifungica, antitumoral, antiinflamatéria e
imunorreguladora (VOGEL et al., 2002); efeitos bacteriostatico e bactericida
(HAMOSH, 1998; VOGEL et al.,, 2002; VALENTI et al., 2004); atividade antiviral
frente ao citomegalovirus (HASEGAWA et al., 1994), ao HSV-1 (HASEGAWA et al.,
1994; FUJIHARA; HAYASHI, 1995; MARCHETTI et al., 1996; ANDERSEN et al.,
2004), ao rotavirus SA11 (SUPERTI et al., 1997, 2001), ao adenovirus-2 (ARNOLD
et al., 2002; DI BIASE et al., 2003), ao herpes virus canino (TANAKA et al., 2003) e
ao virus da hepatite C (NOZAKI et al., 2003).

Existem, ainda, outras proteinas que apresentam atividade antiviral. A
ovotransferrina foi capaz de inibir a replicagao de virus causadores de doengas em
aves (GIANSANTI et al., 2002), e a B-lactoglobulina inibiu a replicagdo do rotavirus
(SUPERTI et al., 1997).

Um estudo realizado com extratos de tecidos de crustaceos demonstrou acao

antiviral de amplo espectro, incluindo virus de DNA e virus de RNA, com ou sem
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envelope, provavelmente através dos multiplos inibidores contidos nos extratos (PAN
et al., 2000).

Ha bastante tempo atras, Prescott e colaboradores (1966) relataram o
isolamento de uma substancia, denominada paolina Il, a partir de extratos alcodlicos
de tecidos de ostras, que apresentou atividade antiviral in vitro contra o herpes virus
e in vivo em ratos infectados com os virus influenza-B e poliovirus.

A literatura descreve também a atividade bioldgica de extratos e compostos
obtidos a partir de ostras. Faisal e colaboradores (1998) demonstraram que o
plasma das ostras Crassostrea gigas e C. virginica possuem fatores capazes de
inibir a atividade das proteases de dois patégenos de ostras (Perkinsus marinus e
Vibrio vulnificus). Adicionalmente, do extrato da ostra Crassostrea gigas foram
isolados peptideos que inibem as proteases do virus HIV-1 (LEE; MARUYAMA,
1998).

Com o intuito de contribuir para o avango do conhecimento nesta area, o
Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) vem desenvolvendo, de forma cooperativa com pesquisadores desta e de
outras instituigdes, trabalhos com produtos naturais de diversas origens e, também,
com substancias sintéticas (BETTEGA, 2000; FREITAS, 2001; ANDRIGHETTI-
FROHNER, 2003a; SAVI, 2004; SILVA, 2005).

Esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de peptideos
antimicrobianos e de hemolinfa de duas diferentes espécies de ostras (Crassostrea
gigas e C. rhizophorae) frente a diferentes células, e sua potencial atividade antiviral

frente a diferentes virus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAIS BIOATIVOS DE ORIGEM PROTEICA

As proteinas sao constituintes essenciais das células e estdo presentes no
citoplasma como moléculas envolvidas em diversas rotas metabdlicas; elas estéo
entre as macromoléculas biolégicas mais abundantes e sdo extremamente versateis
do ponto de vista funcional, pois estdo envolvidas em catalise enzimatica, transporte
molecular, nutricdo, motilidade, papéis estruturais, de defesa, entre outras. Do ponto
de vista quimico, sdo cadeias polipeptidicas, que podem variar de 100 a 2.000
residuos de aminoacidos, que determinam suas estruturas primarias, das quais
dependem suas funcdes, que estao relacionadas, também, com suas conformacdes
espaciais (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

As atividades biologicas de varios compostos de origem protéica tém sido
avaliadas, sendo a proteina ligante de ferro lactoferrina o alvo preferencial de
estudos recentes, conforme ja citado na introdugédo deste trabalho. A lactoferrina é
uma proteina multifuncional que possui atividades antibacteriana, antifungica,
antiviral, antitumoral, antiinflamatéria e imunorreguladora comprovadas, sendo que
estas propriedades estdo relacionadas com a regido N-terminal que € altamente
basica, rica em triptofano e arginina. Estudos foram realizados para investigar os
mecanismos de atividade anti-herpética (anti-HSV) da lactoferrina e lactoferricina. Os
resultados demonstraram que ambas inibem a penetragcao do virus HSV em células
Vero. A lactoferrina ndo tem efeito sobre o HSV apds sua entrada nas células,
enquanto a lactoferricina exerce atividade antiviral também apds a ligacdo inicial do
virus com as células hospedeiras (VOGEL et al., 2002; ANDERSEN et al., 2004).

As bacteriocinas sao proteinas antibacterianas produzidas por bactérias que
matam ou inibem o crescimento de outras bactérias. Algumas bactérias acido
lacticas produzem alta diversidade de bacteriocinas, que podem ser encontradas em
alimentos fermentados e nado fermentados. Varias bacteriocinas ja foram
caracterizadas bioquimica e geneticamente, e tiveram suas estruturas e mecanismos
de acao elucidados, mas muitas caracteristicas destes compostos ainda sao
desconhecidas. As primeiras bacteriocinas isoladas foram de bactérias Gram (-),
denominadas colicinas, que constituem um grupo de proteinas antibacterianas, que

atuam por varios mecanismos de agdo, como a inibicao da sintese da parede celular
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ou inibicdo da atividade da RNAse ou da DNAse. As bacteriocinas séao,
frequentemente, confundidas na literatura com os antibidticos, mas suas diferencas
residem na sintese, mecanismo de acao, espectro antimicrobiano, toxicidade e
mecanismos de resisténcia. Elas sdo eficazes e seguras na preservagdo dos
alimentos, porém so a nisina é utilizada comercialmente (CLEVELAND et al., 2001).
Esta revisao bibliografica foi realizada com o intuito de apresentar, de forma
organizada e sistematica, o conhecimento disponivel, até o momento, na literatura
consultada, sobre:
v' 0s peptideos antimicrobianos em geral e também os selecionados para
este estudo;

v' a hemolinfa das ostras Crassostrea gigas e C. rhizophorae;

2.1.1 Peptideos Antimicrobianos

Atualmente, os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém se destacado no
desenvolvimento de farmacos, pois eles vém demonstrando importantes atividades
farmacoldgicas, tais como antitumoral, antimicrobiana de amplo espectro,
antifungica, antiprotozoaria e antiviral (RAJ; DENTINO, 2002). Estes compostos
podem apresentar uma potente atividade microbicida contra um amplo espectro de
microorganismos e raramente apresentam citotoxicidade para células animais (Bulet
et al.,, 1999). Sédo, na sua grande maioria, pequenas moléculas anfipaticas, de
carater catiénico, que apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias,
fungos, virus e parasitas. Seu mecanismo de acao consiste na permeabilizacdo da
membrana da célula-alvo, resultando em um extravasamento irreversivel do material
celular e, consequentemente, morte celular, sendo que esta interagdo com a
membrana da célula-alvo pode ocorrer pela formagdo de canais voltagem-
dependentes e/ou de canais permeaveis a anions, pela ruptura da bicamada lipidica
da membrana, entre outros (SILVA JUNIOR et al., 2002).

Estas moléculas podem ligar-se a um receptor de membrana levando a uma
perda especifica de sua fungado, pois ao se translocarem através da membrana
podem atuar intracelularmente, impedindo a sintese de metabdlitos importantes para
o microorganismo. Desta forma, sdo candidatos promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos a serem usados no combate a patdogenos

resistentes aos farmacos convencionais (DIMARCQ et al., 1998).
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Os peptideos antimicrobianos podem ser agrupados de acordo com suas
propriedades quimicas e estruturais em trés classes: lineares, ciclicos e rico em
algum aminoacido especifico (BULET et al., 2004). Outra classificacdo os divide em
quatro familias, de acordo com suas estruturas primarias e secundarias: lineares,
que formam alfa-hélice anfipaticas, destituidos de residuos de cisteina; ricos em
cisteina com pontes dissulfeto intramoleculares, variando de 1 a 6 pontes; ricos em
prolina; e ricos em glicina (DIMARCQ et al., 1998; BULET et al., 1999; BACHERE;
DESTOUMIEUX; BULET, 2000).

Os PAMs foram inicialmente isolados da hemolinfa de insetos, sendo o
primeiro, a cecropina, assim chamada por ter sido purificada da mariposa
Hyalophora cecropia (Steiner et al., 1981). A partir desta primeira observacédo em
insetos, foram realizados varios estudos sobre detecc¢do, purificagdo e atividade
antibacteriana de varias familias de peptideos presentes na maioria dos seres vivos,
incluindo mamiferos (Bulet et al., 1999).

As defensinas sao peptideos antibacterianos, catibnicos, que possuem na
porcdo C-terminal seis cisteinas, formando trés pontes dissulfeto intramoleculares.
Elas sdo encontradas em varios tecidos de animais e de plantas, e sdo importantes
na sua resposta imune inata e adaptativa (BACHERE; DESTOUMIEUX; BULET,
2000; RAJ; DENTINO, 2002). As alfa-defensinas sao ativas contra bactérias, fungos,
parasitas e alguns virus envelopados; sdo encontradas em gréanulos de neutrofilos,
macrofagos alveolares e em células intestinais. As beta-defensinas sdo produzidas
por células fagocitarias circulantes na mucosa epitelial de mamiferos, e possuem
atividade contra bactérias Gram (+) e (-). As defensinas de humanos tém
demonstrado acao quimiotatica para mondcitos e leucdocitos polimorfonucleares e
para linfécitos T. As defensinas de invertebrados possuem atividade contra bactérias
Gram (-) e virus envelopados, mas nao contra bactérias Gram (+). Outras moléculas
semelhantes as defensinas de insetos foram caracterizadas em escorpides (BULET
et al., 1999) e em moluscos bivalves, apresentando ao invés de seis, oito cisteinas
(BACHERE; DESTOUMIEUX; BULET, 2000).

Alguns estudos demonstraram a ocorréncia, as caracteristicas estruturais,
expressao génica e a regulagdo em condicdes fisio e patologicas das defensinas,
bem como suas atividades antimicrobianas, antiviral e antitumoral, e suas interagdes
com moléculas e células. As defensinas representam, possivelmente, uma nova

classe de antimicrobianos naturais, que poderiam auxiliar na solugao dos problemas
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relacionados a resisténcia dos microrganismos aos farmacos e serem uteis no
tratamento de infecgdes causadas por patdogenos, para as quais nao existem ainda
tratamentos eficazes, bem como poderiam ser usadas como imunomoduladores em
organismos suprimidos por infecgdes e inflamagdes. As dificuldades e o alto custo
para sua producdo em larga escala, provavelmente, poderéo ser solucionados, a
médio prazo, com tecnologia de DNA recombinante (RAJ; DENTINO, 2002).

O primeiro peptideo antifungico isolado de insetos foi a drosomicina, que é
composta de 44 aminoacidos, incluindo oito cisteinas, formando quatro pontes
dissulfeto, que conferem a molécula uma estrutura altamente compacta. Este
peptideo assemelha-se estruturalmente as defensinas vegetais e as gama-tioninas,
que fazem parte do mecanismo de defesa das plantas. A drosomicina € um potente
antifungico, sem ac&o sobre bactérias nem leveduras, e também sem efeito
hemolitico, mas € ativa sobre fungos patogénicos humanos e vegetais, em baixas
concentragdes (BULET et al., 1999).

Outro peptideo antifungico é a tanatina, isolada de um hemiptero (Podisus
maculiventris), que é constituido por 21 aminoacidos, incluindo duas cisteinas
formando uma ponte dissulfeto interna. A tanatina ndo apresenta similaridade com
as defensinas de insetos, porém é muito semelhante a brevinina, que foi isolada da
secregao da pele de sapo. Sua por¢cao C-terminal é catibnica e a por¢cao N-terminal
apresenta seis residuos hidrofébicos. A tanatina foi o primeiro peptideo isolado de
inseto, com atividade antibacteriana de amplo espectro e apresenta também
atividade contra fungos filamentosos, e sem efeito hemolitico (BULET et al., 1999).

A termicina, peptideo isolado do inseto Pseudacanthotermes spiniger, rico
em cisteina, semelhante as defensinas, possui atividade antifungica, enquanto a
espirnigerina, peptideo linear isolado do mesmo inseto, possui agdo sobre bactérias
Gram (+) e (-) e fungos (LAMBERTY et al., 2001).

Com relagcédo a atividade antiviral de peptideos, existem alguns relatos na
literatura, descritos abaixo.

Uma estratégia antiviral que vem sendo estudada é a inibicdo da enzima
ribonucleotideo redutase do HSV através do uso de peptideos sintéticos. A inibicao
é feita pela mimetizagdo de uma pequena subunidade da por¢cdo C-terminal da
ribonucleotideo redutase, que € essencial na associagcao da subunidade da enzima

e, consequentemente, para a sua atividade. A inibicdo ocorre pela ligagao especifica
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do inibidor com a subunidade maior, evitando assim a associacdo desta com a
subunidade menor (LIUZZI; SCOUTEN; INGEMARSON, 1992; MOSS et al. 1995).

Através de ensaios in vitro foi comprovada a atividade anti-herpética de um
peptideo sintético anfifilico, denominado mod-1. Tal acdo foi maior do que a do
aciclovir, quando o peptideo foi colocado em contato com os virus antes da infecgao
das células VERO, sugerindo que o mecanismo desta acao antiviral detectada seria
uma interagdo do peptideo com o envelope viral. O uso sistémico deste peptideo
nao foi recomendado por ter apresentado alta atividade hemolitica, mas poderia ser
usado em tratamento tépico (ABOUDY et al., 1993).

Os dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas multifuncionais, altamente
ramificadas, que apresentam varias propriedades farmacologicas, dentre elas a
antiviral. Estudos in vitro realizados com os virus HSV-1 e HSV-2 e in vivo com o
HSV-2 demonstraram sua eficacia profilatica, pois a atividade antiviral foi
demonstrada quando o composto foi colocado antes da infecgao viral com o virus,
sugerindo que os dendrimeros tém um potencial microbicida (BOURNE et al., 2000).

Um estudo foi feito para avaliar a habilidade de vinte peptideos, naturais e
sintéticos, com estruturas espaciais a-hélice, B-folha ou mista, de inativar os virus
HSV-1 e HSV-2. Dois destes peptideos apresentaram atividade anti-herpética sobre
os dois tipos de virus: a indolicidina, um peptideo rico em triptofano, isolado de
neutréfilos bovinos, e a brevinina-1, peptideo encontrado em pele de sapo. A
atividade antiviral da brevinina-1 foi mantida mesmo apds terem sido realizadas
algumas alteragdes estruturais (reducdo e carboxiamidometilagdo), procedimentos
que aboliram os efeitos hemoliticos e citotoxicos do referido peptideo. Tais
modificagdes nao foram realizadas na indolicidina, pois essa apresentou baixa
citotoxicidade (YASIN et al., 2000).

Algumas dermaseptinas (peptideos anfifilicos, catidnicos, com estrutura o-
hélice) foram sintetizadas e testadas sobre cepas do HSV-1 sensiveis e resistentes
ao aciclovir, através de diversas metodologias e incubadas em diferentes momentos
da infecgdo viral. Uma delas demonstrou ser capaz de inibir a replicacéo viral,
provavelmente por interferir na interacdo dos virus com as células hospedeiras. Isto
pode ser atribuido a varios fatores, tais como a distribuicdo de cargas e a
hidrofobicidade do sitio polar do peptideo, uma vez que outros peptideos nao
tiveram a mesma acdo, embora grande parte de suas sequéncias era homodloga
(BELAID et al., 2002).
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Algumas proteinas, como soroalbumina bovina, a- e P-lactoglobulina e
lisosima de aves, apresentaram propriedades antivirais, porém por sofrerem agao de
enzimas proteoliticas, ndo conseguem atingir as células-alvo. Algumas modificagdes
guimicas ou a quebra destas proteinas em peptideos fizeram com que houvesse um
aumento da atividade anti-HSV-1, ja que as moléculas resultantes quase nido sofrem
acao das proteases. Estes peptideos sdo de interesse no desenvolvimento de novos
farmacos, pois seus analogos sintéticos tém baixo custo de producdo e uma
reduzida antigenicidade e hipersensibilidade (OEVERMANN et al., 2003).

Conforme demonstrado acima, existem alguns estudos sobre as atividades
antibacteriana, antifungica e antiviral de peptideos, mas pouco se sabe sobre suas
atividades sobre parasitas protozoarios e metazoarios. Vizioli e Salzet (2002)
relataram que os resultados de ensaios in vitro sobre varios parasitas os permitem
sugerir que os peptideos podem representar uma ferramenta importante no
desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios para o tratamento de doencas
como a malaria e a leishmaniose.

Dentre os varios peptideos antimicrobianos existentes, oito foram
selecionados para a realizacido deste trabalho, considerando-se sua disponibilidade,
relatos anteriores sobre suas atividades e, também, por serem moléculas que podem
ser obtidas por recombinacdo génica ou sintese quimica. Abaixo, seguem

informagdes sobre os peptideos estudados nesta dissertagao.

2.1.1.1 Gomesina

Quatro peptideos foram isolados da hemolinfa da aranha caranguejeira
Acanthoscurria gomesiana. Um deles, a gomesina, apresentou um amplo espectro
contra bactérias, fungos, e o parasita causador da leishmaniose. E um
octadecapeptideo de massa molecular equivalente a 2,27 KDa, apresentando quatro
residuos de cisteina, duas pontes dissulfeto e uma estrutura ciclica com terminacao
aberta com o acido piroglutdmico N-terminal e amidagcdo C-terminal, que
possivelmente protegem o peptideo contra degradacéo por proteases. E altamente
basico (pl calculado de 12,7), contém seis aminoacidos carregados positivamente,
cinco argininas e uma lisina (SILVA JUNIOR; DAFFRE; BULET, 2000).

A gomesina apresenta uma estrutura com folhas beta pregueadas anti-

paralelas, ligadas por uma volta beta, estabilizada por duas pontes dissulfeto. Ela
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apresenta caracteristica anfipatica similar a das estruturas de outros peptideos como
a taquiplesina, isolada de hemdcito de limulidio e a protegrina, isolada de neutrdfilos
de porco, cujos aminoacidos que possuem cargas positivas sao responsaveis pela
interagdo inicial eletrostatica com os grupos carregados negativamente dos lipideos
das membranas dos microorganismos; posteriormente, a inser¢do da porgao
hidrofébica dos peptideos na membrana promove sua desestabilizacdo (MANDARD
et al., 2002).

Embora apresente uma certa atividade hemolitica, a gomesina apresenta um
potencial para aplicagdes terapéuticas em humanos, outros animais e em plantas
(SILVA JUNIOR; DAFFRE; BULET, 2000).

Foram isolados de hemdcitos da A. gomesiana duas isoformas de um outro
peptideo antimicrobiano denominado acantoscurrina. Ele tem 23 aminoacidos, é rico
em glicina, possui carater catidnico, e ndo apresenta similaridades estruturais com
outros peptideos antimicrobianos da mesma classe, isolados de outros animais e de
plantas. A acantoscurrina apresentou atividade sobre bactérias Gram (-) e agao
antifungica (LORENZINI et al., 2003).

21.1.2 Peneidinas

Trés membros de uma familia de peptideos antimicrobianos foram isoladas do
plasma e de hemdcitos do camardo Litopenaeus vannamei (camarao-branco-do-
pacifico): peneidina-1, -2 e -3, os quais foram os primeiros peptideos antimicrobianos
de crustaceos descritos. Com massa molecular de 5,5 (pen-1 e pen-2) e 6,6 (pen-3)
KDa, diferem de outras familias por possuirem uma regido rica em prolina (a porgao
N-terminal), e outra com seis cisteinas (a porgdo C-terminal), formando trés pontes
dissulfeto. As peneidinas sdo catidbnicas e compostas de 50 (pen-1 e pen-2) e 62
(pen-3) aminoacidos (DESTOUMIEUX et al., 1997, 1999). Cuthbertson e Shepard
(2002) descobriram um novo membro desta familia, que foi denominado peneidina 4
(pen-4), encontrada também no Litopenaeus vannamei e ainda no L. setiferus
(camarao-branco-do-atlantico). Com base na andlise filogenética, os autores
dividiram as peneidinas em trés classes distintas: a das peneidinas pen-1 e pen-2, e
as das peneidinas pen-3 e pen-4, distintamente, o que difere da classificagao
anterior feita por Destoumieux e colaboradores (1997), que dividiam em trés classes,
cada uma com um tipo de peneidina (pen-1, pen-2 e pen-3). As trés peneidinas

inicialmente isoladas sdo agora denominadas de Litvan-Pen2-2, Litvan-Pen-2-1 e
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Litvan-Pen-3-1, respectivamente, e ja foram isoladas em varias outras espécies de
camardo (BACHERE et al., 2004).

As peneidinas possuem a habilidade de migrar para os tecidos, fazendo com
que sejam transportadas pelos hemdcitos para os locais infectados pelos
microrganismos  patogénicos (BACHERE; DESTOUMIEUX; BULET, 2000;
DESTOUMIEUX et al., 2000a). Por serem sintetizadas nos hemdécitos, e estes terem
a capacidade de infiltrarem-se em todos os tecidos, acredita-se que suas
propriedades antimicrobianas estejam relacionadas com a resposta imune. As
peneidinas possuem atividade antibacteriana, predominantemente, sobre bactérias
Gram (+), apresentando muito pouco efeito sobre as Gram (-). Elas também inibem o
crescimento de muitos fungos filamentosos, incluindo o Fusarium oxysporum, que é
um patdégeno do camardo (DESTOUMIEUX et al.,, 1997, 1999, 2000b). Lofgren
(2004) confirmou atividade da peneidina pen-3 sobre Escherichia coli, Micrococcus
luteus e Trypanosoma cruzi, através de ensaios in vitro.

Para que as atividades bioldgicas das peneidinas fossem avaliadas, houve a
necessidade da obtencdo de moléculas recombinantes, pois ndo era possivel o
isolamento em grande escala diretamente dos animais e devido ao seu tamanho
também nao era possivel a obtencao de moléculas sintéticas. Algumas modificagdes
foram feitas nas moléculas recombinantes e suas atividades foram comparadas com
as das peneidinas naturais, tendo sido detectadas algumas diferengas nessas
atividades, como era esperado. A troca do acido piroglutdmico pela glutamina na
porcdo N-terminal ndo provocou alteragbes na atividade das peneidinas sobre
fungos filamentosos, mas ocorreu perda da ag&o sobre leveduras. Quando a amida
do grupamento C-terminal foi substituida por uma glicina, as propriedades
antifungicas nao foram alteradas, mas a atividade antibacteriana foi reduzida em
duas vezes, pois a perda da carga positiva diminuiu a eficiéncia da interacdo com a
membrana bacteriana (DESTOUMIEUX et al., 1999, 2000a).

2.1.1.3 Fator Anti-lipopolissacaridio (FAL)
E um peptideo isolado da hemolinfa do camardo Penaeus monodon, de
massa molecular de 13,7 KDa, com 123 aminoacidos. Até o momento, na literatura
consultada, n&o foi encontrada publicagdo alguma sobre sua estrutura ou atividades

bioldgicas.
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Ja estd bem documentado na literatura o FAL isolado de hemdcitos do
limulidio Tachypleus tridutatus (FALL) (TANAKA et al.,, 1982) e também sua
atividade antibacteriana (MORITA et al., 1985).

2.1.1.4 Fragmento C-Terminal da Hemocianina (FCTH)

O FCTH é um peptideo encontrado no plasma do camarao Litopenaeus
vannamei, derivado da clivagem da hemocianina, massa molecular de 2,7 KDa, com
24 aminoacidos, rico em histidina, com atividade antifungica e sem atividade
antibacteriana (DESTOUMIEUX-GARZON, et al., 2001; BACHERE et al., 2004).

21.1.5 Clavanina A

A clavanina € um peptideo antimicrobiano, que foi originalmente isolado de
hemdcitos do tunicado Styela clava, com 23 aminoacidos, com porgao C-terminal
amidada, rico em histidina, glicina e fenilalanina (LEE et al., 1997).

A clavanina esta presente no citoplasma ou nos granulos citoplasmaticos de
eosinofilos e no citoplasma dos macréfagos. Juntamente com a estielina, outro
peptideo isolado do mesmo animal. A clavanina representa de 10 a 20 % das
proteinas totais dos granulos dos eosinofilos. E dividida em cinco classes A, B, C, D
e E, de acordo com o tipo de granulo em que esta presente. Esta diferenca sugere
uma certa especificidade de ac&o sobre os microorganismos (MENZEL et al., 2002).

A clavanina A possui atividade antimicrobiana, provavelmente, por interagir
com a membrana bacteriana através de mecanismos dependentes de pH e
salinidade. Os aminoacidos fenilalanina e glicina exercem um importante papel na
afinidade da clavanina com a membrana bacteriana, no balanco de hidrofobicidade,
e na sua flexibilidade conformacional (KAN et al., 2003).

No entanto, a clavanina A ndo demonstrou capacidade de inativar diretamente
os virus HSV-1 e HSV-2, mas quando teve as histidinas substituidas por lisinas
inativou o HSV-1 (YASIN et al., 2000).

2.1.1.6 Magaininas
As magaininas foram isoladas da secrecdo da pele do sapo africano
(Xenopus laevis); sao peptideos catidnicos, de conformagao espacial a-hélice, de

massa molecular equivalente a 2,5 KDa. A magainina-1 possui 23 aminoacidos e a
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magainina-2 possui 24 aminoacidos, ricos em lisina, com atividade antibacteriana de
amplo espectro, antifungia e antiprotozoaria (ZASLOFF et al., 1987).

Muitos analogos sintéticos e recombinantes vém sendo avaliados quanto as
suas propriedades farmacoldgicas. Por exemplo, a atividade antiviral da magainina-2
sobre os virus HSV-1 e HSV-2 foi avaliada, e ndo foi constatado efeito inibitorio
significativo da replicagao viral, nas condigbes experimentais testadas (ABOUDY et
al., 1993; YASIN et al., 2000).

Alguns peptideos sintéticos, da classe das magaininas, foram capazes de
exercer efeito antiviral direto sobre o HSV-1, quando do pré-tratamento com estes
peptideos (EGAL, et al., 1999). Matanic e Castilla (2004) constataram que, em
concentragbes nao citotdxicas, as magaininas-1 e 2 ndo apresentaram atividade
virucida, porém apresentaram acgao inibitoria da replicagao dos virus HSV-1 e HSV-
2.

2.1.1.7 Taquiplesina

A taquiplesina foi isolada de hemdcitos do limulideo Tachypleus tridentatus. E
um peptideo catibnico, de massa molecular equivalente a 2,26 KDa, composto por
17 aminoacidos, sendo oito deles carregados positivamente (cinco argininas, duas
tirosinas e uma lisina), com amidagao C-terminal, quatro residuos de cisteina e duas
pontes dissulfeto que apresenta agdo sobre bactérias gram (+) e gram (-) e sobre
fungos (NAKAMURA et al., 1988).

Sua acgao virucida foi constatada para os virus influenza A, virus da estomatite
vesicular (VSV) e HIV-1, mas mostrou-se ineficaz sobre HSV-1, adenovirus 1,
reovirus e poliovirus (MURAKAMI et al., 1991). De acordo com os mesmos autores,
as evidéncias sugerem a ligagdo da taquiplesina ndo somente aos
lipopolissacaridios, mas também a alguns fosfolipidios acidos; entretanto, os
mecanismos pelos quais a inativacdo viral ocorre ainda permanecem
desconhecidos, sendo provavel que este peptideo se combine com os fosfolipidios

acidos e/ou as glicoproteinas dos envelopes virais.

2118 PW2
O PW-2 é um peptideo recombinante, de massa molecular de 1,61 KDa, que
foi construido a partir de uma biblioteca de peptideos (phage display — Ph.D, New

England BioLabs Cambridge, MA), através do uso de esporozoitos de Eimeria
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acervulina. E composto de doze aminoacidos: sete hidrofébicos e trés carregados
positivamente, apresentando dois triptofanos consecutivos, sendo semelhante na
estrutura e na sua capacidade de permeabilizacdo de membranas a dois peptideos
naturais, a indolicidina e a tripticina (SILVA JUNIOR et al., 2002).

O PW-2 é um peptideo com amplo espectro de agao, agindo contra bactérias,
fungos e protozoarios, com baixa atividade hemolitica e baixa toxicidade para
eritrocitos humanos, de coelhos e de frangos. Este peptideo demonstrou ter alta
especificidade e baixa toxicidade, quando comparado a peptideos naturais similares,
0 que representa uma grande vantagem no desenvolvimento de uma terapia nele
baseada (SILVA JUNIOR et al., 2002).

2.1.2 Hemolinfa de ostras

Os moluscos, como outros invertebrados, apresentam apenas um sistema
imune inato ou natural, sendo desprovidos de um sistema de defesa adaptativo ou
adquirido, que inclui a imensa variedade de anticorpos e receptores altamente
especificos e células de memdria, como ocorre nos vertebrados. O sistema imune
dos moluscos esta fundamentalmente associado ao seu sangue ou hemolinfa, que
consiste de uma fracao celular, representada pelas células circulantes ou hemacitos,
e por uma fragao plasmatica, que contém os fatores humorais. Os hemdécitos sdo os
principais responsaveis pelas respostas imunes celulares, como a fagocitose de
microrganismos, a formacao de nédulos e capsulas em torno de corpos estranhos e
sua posterior destruicdo por enzimas digestivas e moléculas citotéxicas e/ou
microbicidas (mecanismos oxidativos e peptideos antimicrobianos). Ja a fragao
humoral envolve fatores de reconhecimento como as lectinas de ocorréncia natural
no plasma, cascatas proteoliticas como o sistema pro-fenoloxidase e o sistema de
coagulagdo. Ambas as fragdes, celular e humoral, integram-se funcionalmente
durante os mecanismos imunologicos, garantindo a homeostase e a sobrevivéncia
dos moluscos, quando ameagados por organismos patégenos ou por outro tipo de
injuria (VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001).

2.1.2.1 Crassostrea gigas
Nativa do sudeste asiatico, e distribuindo-se ao longo do mar do Japéao,

China e Coréia, a espécie C. gigas €& popularmente conhecida como ostra-do-
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pacifico ou ostra-japonesa, (IMAI, 1982; AKABOSHI; SINQUE, 1983; RUPPERT;
BARNES, 1996).

O cultivo desta espécie exdtica no Estado de Santa Catarina tem crescido
muito devido as condigdes oceanograficas favoraveis, como a existéncia de
inumeras areas de preservagcao ambiental formadas por baias, enseadas e estuarios
e também pela qualidade da agua (LCMM, 2001). O bom desenvolvimento da
espécie e sua facil adaptagcao impulsionaram o interesse dos pescadores artesanais
da regido pelo seu cultivo (NASCIMENTO; PEREIRA; SOUZA, 1983; POLI, 1994).
Desde o inicio da implantagdo do cultivo de moluscos bivalves no litoral catarinense,
a produgao de ostras alcangou a marca de dois milhdes de duzias no ano de 2003
(Epagri /CEDAP, 2004).

Além do fator nutricional ja comprovado, alguns estudos demonstraram
atividades bioldgicas importantes de ostras desta espécie.

Conforme citado na introdugdo deste trabalho, Prescott e colaboradores
(1966) relataram o isolamento de uma substancia, denominada paolina Il, a partir de
extratos alcodlicos de tecidos de ostras, que apresentou atividade antiviral in vitro
contra o herpes virus e in vivo em ratos infectados com os virus influenza-B e
poliovirus.

Achour e colaboradores (1997) compararam o efeito de extrato de ostra C.
gigas sobre linfocitos de individuos portadores do virus HIV (sintomaticos e
assintomaticos); comparados a um grupo controle. Foi verificado que no grupo
assintomatico estes extratos mostraram melhoria da proliferacdo celular e da
expressao de receptores de IL-2.

Um extrato de ostra C. gigas foi capaz de proteger as células da mucosa
gastrica de ratos contra os danos causados pelo peroxido de hidrogénio,
provavelmente, via uma acao antioxidante (YOSHICAWA et al., 1997).

Esta espécie é tolerante a infecgcbes causadas pelo protozoario Perkinsus
marinus, o que despertou interesse a respeito de seus mecanismos de defesa. Esta
tolerancia poderia ser atribuida a presenca de fatores inibidores de proteases no
plasma desta espécie (FAISAL et al., 1998). Efetivamente, substancias inibidoras
especificas de proteases do virus HIV-1 foram obtidas a partir de um hidrolisado de
extratos de ostras desta espécie (LEE; MARUYAMA, 1998).
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2.1.2.2 Crassostrea rhizophorae
A espécie de ostra Crassostrea rhizophorae, popularmente conhecida como
ostra-do-mangue, gureri ou ostra-gaiteira, apresenta ampla distribuicdo, estendendo-
se desde o sul do Brasil até o Caribe (BOFFI, 1979).
Até o momento, nada foi encontrado, na literatura consultada, a respeito de
atividades biolégicas ou farmacoldgicas desta espécie. Isto, aliado ao fato dela ser
nativa de Santa Catarina, fez com que se optasse por também testa-la nesta

dissertacao.

2.2 VIRUS ESTUDADOS

Os virus escolhidos para este trabalho representam, em primeiro lugar,
modelos virais de diferentes genomas, e apresentam diferencas também quanto a
presenca ou auséncia de envelope (Quadro 1). Embora existam tratamentos para
infeccbes provocadas por alguns deles, ja foram isoladas cepas resistentes aos
farmacos disponiveis no mercado e, até o momento, ndo existem vacinas contra
eles. Por serem bem adaptados ao cultivo celular, sdo muito estudados em todo o

mundo.

Quadro 1 — Caracteristicas dos virus usados neste estudo.

Familia Género Espécie Genoma Envoltério  Manifestagdes Clinicas

Infecgdes cutaneo-
. ) Herpesvirus DNA mucosas, querato-
Herpesviridae  Herpes simplex 1 (+) o
humano-1 gypla fita conjuntivites,

encefalites, etc.

enovirus nfecc¢des do trato
B ] Adenovi DNA InfecgBes do trat
Adenoviridae  Mastadenovirus (-) o
humano-5  qypla fita respiratorio
. ] Rotavirus RNA )
Reoviridae Rotavirus (-) Gastroenterites

simio SA11  qupla fita
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2.2.1 Virus Herpético Tipo 1

Os virus herpéticos humanos fazem parte da familia Herpesviridae, e sao
divididos em trés subfamilias: o, B e y-Herpesvirinae, de acordo com suas
propriedades bioldgicas. Atualmente, existem cerca de 100 herpesvirus parcialmente
caracterizados, sendo oito os humanos, além do herpes virus simio, que pode
também infectar o homem (ROIZMAN, 1996; SANTOS, 2000).

O Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1) pertencente a subfamilia «-
Herpesvirinae, € composto de um cerne contendo DNA linear, de fita dupla,
associado as proteinas do core, ancorado por fibrilas @ um capsideo icosaédrico de
100 nm de didmetro, composto de 162 capsdmeros e de um envelope lipoprotéico.
Seu genoma é um dos maiores genomas dos herpesvirus humanos, codificando
cerca de 70 a 200 proteinas (WHITE; FENNER, 1994).

Resumidamente, o ciclo de multiplicacdo do HSV-1 consiste nas seguintes
etapas (ROIZMAN, 1996);

v' Adsorcado: ocorre a ligagdo especifica dos receptores superficiais das células
hospedeiras com as glicoproteinas do envelope viral;

v' Penetracédo e desnudamento: a principal via de penetragdo do HSV é por fuséo

na membrana da superficie celular, mas também pode ocorrer por endocitose.
Neste ultimo caso, o capsideo é digerido por enzimas lisossomais celulares,
enquanto que no primeiro caso, a fusdo do envelope com a membrana celular
permitira que o material genético seja liberado, iniciando a replicagao viral;

v' Transcricdo, traducdo e replicacdo: a transcricio e a sintese protéica

prosseguem de forma coordenada, reguladas em trés fases: imediata (o),
precoce (B), e tardia (y). Os produtos imediatos e precoces sdo algumas enzimas,
que promovem a replicacdo do DNA viral e enzimas destruidoras, que iniciam a
degradacdo do RNAm celular. Apés a replicagao, os genes tardios sédo transcritos
e codificam proteinas estruturais do capsideo e outras proteinas que formarao os
virions;

v' Montagem e liberacdo dos virions: as proteinas do capsideo sado transportadas

para o nucleo, onde sao reunidas em pré-capsideos vazios ou preenchidos com
DNA. Os nucleocapsideos brotam de por¢des modificadas da membrana nuclear

com glicoproteinas virais, e sofrem exocitose.
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As manifestacbes clinicas primarias e recorrentes podem variar desde
gengivomastites, faringotonsilites e herpes labial até querato-conjuntivites,
encefalites e doencga disseminada. Apds a infecgdo primaria, o individuo retém o
DNA herpético no ganglio trigémio por toda a vida, com no minimo 50 % de chances
de sofrer ataques recorrentes, varias vezes no decorrer da sua existéncia. Em
pacientes imunocomprometidos, tais como o0s submetidos a transplantes,
quimioterapia anticdncer e portadores do virus HIV, as infecgbes latentes s&o
frequentemente reativadas (WHITE; FENNER, 1994).

2.2.2 Adenovirus humano sorotipo 5
Os adenovirus pertencem a familia Adenoviridae e sdo subdivididos em 2
géneros: Mastadenovirus e Aviadenovirus. No primeiro, sdo encontrados os agentes
que acometem mamiferos e marsupiais e, no segundo, 0s responsaveis por algumas
doencgas de aves. A particula viral apresenta um tamanho médio de 70 a 90 nm, com
capsideo de morfologia icosaédrica, constituido por 252 capsémeros sem envelope.
O material genético viral € composto por DNA de filamento duplo associado a
proteinas (FLINT et al., 2000).
Segundo White e Fenner (1994), o ciclo de multiplicagcdo dos adenovirus
envolve as seguintes etapas:
v' Adsorcdo: ocorre a ligagdo especifica dos receptores superficiais das células
hospedeiras com a proteina CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor);

v' Penetracdo e desnudamento: a principal via de penetragédo é por endocitose, que

requer a ativacao da enzima fosfotidilinositol-3-OH quinase;

v’ Transcricdo, traducdo e replicacdo: o capsideo externo é removido e o genoma

viral, ao qual estdo associadas histonas, liga-se ao nucleo onde ocorre a
transcricdo do RNAm, a replicacdo do DNA e a montagem dos virions. No nucleo,
0 genoma viral é transcrito pela RNA polimerase |l celular, de acordo com um
programa complexo que envolve as 2 fitas de DNA. Posteriormente, a replicagéo
do DNA viral envolve a formacado de proteinas estruturais, as quais sao
produzidas em excesso;

v' Montagem e liberacdo dos virions: as proteinas do capsideo sdo transportadas

para o nucleo, onde sio reunidas em pro-capsideos vazios ou preenchidos com
DNA. Os nucleocapsideos brotam de porcdes modificadas da membrana nuclear

com glicoproteinas virais, e sofrem exocitose.
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Os adenovirus humanos séo reconhecidos como agentes etioldgicos
causadores de diversas doencgas, tais como infecgdes gastrointestinais, urinarias, do
trato respiratorio e do globo ocular. As principais formas de infecgado se dao pela via
respiratoria (pessoa-pessoa e ar, atraves da inalagdo de aerosséis) e pela via feco-
oral (pessoa-pessoa, ingestdo de agua e alimentos contaminados) (FIELDS; KNIPE;
HOWLEY, 1996; KIDD et al., 1996; ALLARD; ALBINSSONN; WADELL, 1992;
ALLARD; KAJON; WADELL, 1994; AVELLON et al., 2001). As infecgcdes por
adenovirus ocorrem durante todo o ano, com pequena ou nenhuma variagao
sazonal de liberagao destes virus para o ambiente (CHAPRON et al., 2000).

Os sintomas clinicos em criangas incluem diarréia, vdmitos e febre e, em
comparagao com as infecgbes causadas por rotavirus, os adenovirus entéricos
causam diarréia menos severa, porém por um periodo mais prolongado, podendo
persistir por semanas. Estudos soroldgicos indicam que 50% das criangas mais
velhas e adultos jovens apresentam imunidade a doenca (WHITE; FENNER, 1994).

Os adenovirus entéricos e os nao entéricos, responsaveis pelas infeccdes
respiratorias e do globo ocular, podem ser isolados das fezes, sendo assim,
detectados em esgotos, rios, mares e moluscos (PINA et al., 1998)

As infecgdes respiratérias sao provocadas pelos adenovirus tipos 1 a 7, que
causam faringite aguda, faringoconjuntivite, pneumonia e inflamagéo nas tonsilas. O
adenovirus sorotipo 5 esta associado ao quadro clinico de tosse (WIEDBRAUK;
JOHNSTON, 1992).

2.2.3 Rotavirus

Os rotavirus s&o um género pertencente a familia Reoviridae (MATTION;
COEEN; ESTES, 1994; BISHOP, 1996). Os virions apresentam morfologia esférica
com simetria icosaédrica, nao-envelopados, e possuem cerca de 72 nm de diametro.
O genoma é constituido de RNA dupla-fita, consistindo de 11 segmentos separados,
que possuem de 18 a 27 kpb no total. Cada segmento representa um gene que
codifica uma proteina seja ela estrutural ou ndo estrutural (ESTES; GRAHAN;
MASON, 1981).

As proteinas estruturais sdo denominadas VP e numeradas de 1 a 7, de
acordo com o gene pelo qual cada uma é codificada. A VP7 (codificada pelo gene 7,
8 ou 9 dependendo da cepa viral) é glicosilada e forma o capsideo externo, que é

penetrado por mais de 60 espiculas da proteina VP4 (codificada pelo gene 4), esta
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proteina € hemaglutinante e responsavel pelo ataque do virus a célula (GLASS,

1996). A VP6 forma o capsideo interno. O nucleo interno é composto pelas proteinas

VP1, VP2 e VP3 (codificadas pelos genes 1, 2, 3 respectivamente) (WHITE;

FENNER, 1994).

Sao reconhecidos sete sorogrupos de rotavirus, definidos de acordo com a
antigenicidade da proteina VP6, e nomeados de A a G, mas somente trés sao
infectantes para o homem (A, B e C). Os rotavirus do grupo A podem ainda ser
subdivididos de acordo com a antigenicidade de VP6 em subgrupos | e Il. Rotavirus
do grupo A sao freqientemente identificados como o mais importante patégeno viral
de doengas diarréicas, que requerem tratamento ou hospitalizagdo em criangas
abaixo de 2 anos de idade, e sdo 0s maiores responsaveis por diarréias severas em
criangas no mundo todo (GLASS et al., 1996; KAPIKIAN; CHANOCK, 1996).

De forma resumida, as etapas do ciclo de replicacdo dos rotavirus podem ser
descritas da seguinte forma:

v' Adsorcdo: esta depende da presenca de acido sidlico na superficie celular
(CIARLET; ESTES, 1999), mas as integrinas também podem estar envolvidas no
primeiro contato dos rotavirus com as células hospedeiras (GRAHAM et al.,
2003);

v' Penetracdo e desnudamento: os virus podem entrar nas células por endocitose

ou diretamente através da membrana plasmatica, perdem a capa externa e a
transcrigdo é ativada (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996);

v Transcricdo, traducéo e replicacdo: o inicio da sintese dos RNAs mensageiros

virais ocorre através da transcriptase viral VP1 e da guanililtransferase VP3. Estes
RNAs mensageiros irdo sintetizar as proteinas virais e os RNAs de dupla fita, que
constituirdo o genoma da progénie viral. A partir do acumulo de uma grande
quantidade de proteinas virais nas células infectadas, formam-se grandes
inclusdes citoplasmaticas chamadas viroplasmas, onde ocorre a montagem das
particulas com dupla camada (formadas por VP2 e VP6) e a finallizagdo da
replicacédo do RNA viral (GALLEGOS; PATTON, 1989);

v Montagem e liberacdo dos virions: uma vez formadas, as proteinas de dupla

camada abandonam o viroplasma, e adquirem a capa externa, formada através
da membrana do reticulo endoplasmatico. Finalmente, os virus maduros sao
liberados mediante a lise da célula (ALTENBURG; GRAHAM; ESTES, 1980).
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A via de contaminacao é feco-oral e o periodo de incubagao é cerca de 48
horas. Os sintomas sao gastroenterite com vémitos, diarréia aquosa e um pouco de
febre. Em pacientes imunocomprometidos e pacientes com HIV, os rotavirus podem
causar varias complicagdes associadas as diarréias, tais como desidratagao,
desequilibrios eletroliticos, acidose, sintomas neuroldgicos e infecgdo persistente,
com grande envolvimento de todo o organismo (GILGER et al., 1992).

Em adultos, os casos de gastroenterites causadas pelos rotavirus sdo menos
frequentes e estdo associadas a contaminagéo pelos rotavirus do grupo B (SHAW;
HEMPSON, 1996), ocorrendo pelo contato com criangas infectadas (NAKATA et al.,
1987) ou através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados. (HUNG et al.,
1984; DUBOIS et al., 1997). A resisténcia a infecgcdo severa relacionada a idade
pode ser devida a imunidade ativa reforcada por infeccdo repetida através da vida
(BISHOP, 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v' Avaliar a potencial atividade antiviral de peptideos antimicrobianos puros de
diferentes origens e da hemolinfa de ostras de duas espécies (Crassostrea gigas

e C rhizophorae).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Avaliar a citotoxicidade de oito peptideos antimicrobianos e da hemolinfa de
duas espécies de ostras frente as células VERO, MA104 e HEp-2, através do

ensaio colorimétrico do MTT.

v'Avaliar a potencial atividade antiviral destes materiais, através da inibicdo da
replicagéo do virus herpético humano do tipo 1 (HSV-1), do adenovirus humano
sorotipo 5 (AdV-5) e do rotavirus simio (RV-SA11) pelo ensaio colorimétrico do
MTT, usando diferentes estratégias metodoldgicas, e através do estudo da agao

virucida.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS DE ESTUDO

4.1.1 Peptideos Antimicrobianos

4111 Gomesina'
Peptideo isolado da hemolinfa da aranha caranguejeira Acanthoscurria
gomesiana, (SILVA JUNIOR; DAFFRE; BULET, 2000).

4.1.1.2 Peneidina®
Peptideo isolado do camarao Litopenaeus vannamei. Neste trabalho foi usada
uma mistura de duas peneidinas recombinantes analogas da Pen3a, que tiveram as
alaninas da posigdo 8 substituidas por treoninas para evitar a O-glicosilagdo na
sintese pela levedura (DESTOUMIEX et al., 1999; YANG et al., 2003).

4.1.1.3  Fator Anti-lipopolissacarideo® (FAL)
Peptideo isolado do camaréo Litopenaeus vannamei (dados nao publicados).

4.1.1.4 Fragmento C-Terminal da Hemocianina® (FCTH)
Peptideo isolado da hemolinfa do camardao Litopenaeus vannamei
(DESTOUMIEUX-GARZON, et al., 2001).

41.1.5 Clavanina A?
Peptideo isolado do tunicado Styela clava (LEE et al., 1997).

41.1.6 Magainina®
Peptideo isolado da secregdo da pele do sapo Xenopus laevi (ZASLOFF et

al., 1987) Neste trabalho foi usado um analogo sintético denominado MSI-94.

! Peptideo gentilmente cedido pela Profa. Dra. Sirley Daffre (Departamento de Parasitologia, ICB,
USP/SP).

% Peptideos gentilmente cedidos pela Dra. Evelyne Bachére (IFREMER, Montpellier, Franga) através
da Profa. Dra. Margherita Barraco (BEG/CCB/UFSC).
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41.1.7

Taquiplesina?

Peptideo isolado do limulideo Tachypleus tridentatus (MURAKAMI et al.,

1991).

41.1.8

PW-23

Peptideo sintético (SILVA JUNIOR et. al., 2002).

O quadro 2 apresenta um resumo das principais caracteristica dos peptideos

utilizados neste estudo e as suas origens.

Quadro 2 — Caracteristicas dos peptideos usados neste estudo.

Peptideo No.? Estrutura Origem Seqiiéncia de aminoacidos
Gomesina 18 _ foiha aranha  ZCRRLCYKQRCVTYCRGR®
pregueada
QGA: QVYKGGYTRPIPRPPPPVRPLPGGPIGPYNGC
Peneidina 62 mista camaro FVSCRGISFSQARSCCSRLGRCCHVGKGYSG
pEGA: PEVYKGGYTRPIPRPPPPVRPLPLPGGPIGPY
NGCFVSCRGISFQARSCCSRLGRCCHVGKGYSG
MRVSVLVSLVLVVSLVAVFAPQCQAQGWEAVAAAV
EAL 123 n camarso ASKIVGLWRNEKTELLGHECKFTVKPYLKRFQVYYK
P GRMWCPGWTAIRGEASTRSQSGVAGKTAKDFVRKA
FQKGLISQQEANQWLSS
FCTH 24 linear camardo  FEDLPNFGHHIQLKVFNHGEHIHH
Clavainina 23 alfa-hélice tunicado  VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF®
'(\ﬁ/lagfgl{’)‘a 23 alfa-hélice sapo GIGKFLKKAKKF GKAFVKIMKK®
Taquiplesina 17 folha limulidio KWCFRVCYRGICYRRCR"®
pregueada
PW-2 12 linear recombinante HPLKQYWWRPSI

# Nimero de aminodcidos; ° amidagdo C-terminal; (np) dados nao publicados.

% Peptideo gentilmente cedido pela Profe. Dr?. Evelyne Bachére (IFREMER, Montpellier, Franca)
através da Prof? Dr? Margherita Barraco (BEG/CCB/UFSC).
3 Peptideo cedido gentilmente Prof. Dr. Arnaldo Silva Junior, UNICAMP/Campinas, SP.
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4.1.2 Ostras

4.1.2.1 Crassostrea gigas
Os exemplares utilizados foram gentilmente fornecidos pelos criadores de
ostras de cultivos comerciais de Cacupé, Santo Antdnio e Sambaqui, Floriandpolis-
SC.

4.1.2.2 Crassostrea rhyzophorae
Os exemplares utilizados foram gentiimente fornecidos pelo Prof. Dr. Jaime
Fernando Ferreira, provindas do cultivo experimental do Laboratério de Cultivo de
Moluscos Marinhos (LCMM) CCA/UFSC em Sambaqui, Florianépolis-SC.

4.2 PREPARO DAS SOLUGCOES-ESTOQUES DOS MATERIAIS DE ESTUDO

4.2.1 Peptideos Antimicrobianos
Foram preparadas solug¢des-estoques a 1 uM dos peptideos, solubilizados em
agua Milli Q autoclavada. As solugdes foram aliquotadas e armazenadas a — 20 °C

até sua utilizacao.

4.2.2 Hemolinfa de ostras

A hemolinfa foi removida por pungdo do musculo adutor posterior, utilizando-
se uma seringa de 5 mL, através de uma pequena abertura feita entre as duas
valvas. A hemolinfa foi colocada em tubos de 50 mL, em banho de gelo, que foram
centrifugados por 2 min a 2000 Xg, tendo sido separado o sobrenadante, plasma (p).
Os sedimentos de hemocitos foram acrescentados de PBS, sonicados (F60 Sonic
Dismembrator, Fisher Scientific®) por 15 seg, centrifugados e os sobrenadantes,
conteudo dos hemdcitos (h) separados. Portanto, de cada espécie de ostra, foram
testados duas amostras [hemécitos (h) e plasma (p)]. Apds, foram feitas as
dosagens de proteinas pelo método de Bradford (1976) e as amostras foram diluidas
para se obter sempre 1 mg de proteina por mL de solugdo. As amostras foram
filtradas assepticamente (filtros Millipore 0,22 um), aliquotadas e armazenadas a

temperatura de —20 °C até sua utilizagao.
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4.3 CULTURAS CELULARES

4.3.1 Células

Foram utilizadas as células VERO (ATCC: CCL 81), que sao culturas
continuas de fibroblastos de rins de macaco verde da Africa (Cercopithecus
aethiops), adquiridas do Instituto Adolfo Lutz, SP.

A linhagem celular HEp-2, que sdo células de carcinoma de orofaringe
humana, adquiridas do Banco de células da UFRJ/RJ.

As células MA104 sao culturas continuas de fibroblastos de rins embrionarios
do macaco Rhesus, adquiridas do ICB/USP/SP.

Estas células foram selecionadas para este trabalho, porque sdo permissivas
aos virus utilizados permitindo sua replicacdo, e apresentando efeitos citopaticos

visiveis, reprodutiveis e de facil observagao ao microscopio invertido.

4.3.2 Meio de Cultura e Reagentes

O meio utilizado para o crescimento e manutencédo das células foi o Meio
MEM (Sigma), adicionado de bicarbonato de sddio 2,2 g/L de meio. O meio MEM
contém quase todos os aminoacidos e vitaminas, varios constituintes de acidos
nucléicos, metabdlitos intermediarios e fatores de crescimento acessérios. O pH do
meio pode variar entre 7,2 a 7,4, como o pH sangulineo, o que condiciona o uso de
uma estufa com atmosfera de 5 % de CO; e 95 % de O, ja que o sistema tampao
utilizado € o HCO3/CO.,. A atmosfera umidificada da estufa previne a evaporacao e o
aumento da osmolaridade do meio. O meio MEM n&o é, isoladamente, adequado
para iniciacdo do crescimento celular, apesar de manter a viabilidade das culturas
celulares, e foi, entado, suplementado com Soro Fetal Bovino — SFB — ( Gibco BRL) a
10 % para promogao do crescimento e a 5 % para manutencdo das linhagens
celulares. As culturas celulares infectadas com virus foram mantidas com meio MEM
nao suplementado com SFB, ja que alguns componentes do soro sabidamente
inibem o ciclo de replicagao viral (FRESHNEY, 1999).

Uma solucao de antibioticos + antifungico (PSA) foi adicionada ao meio como
forma de prevencéo de contaminagdes das culturas de células por bactérias, fungos
e leveduras, na propor¢cdao de 1mL de penicilina-G/estreptomicina/anfotericina B
(10.000 U de penicilina-G, 10.000 pug de estreptomicina e 25 ug de anfotericina B —
Gibco BRL) para cada 100 mL de meio.
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A enzima proteolitica tripsina a 0,25 % (tripsina de péancreas de porco
preparada em uma solugdo de EDTA 1: 250, Sigma) foi o agente de dispersao
celular utilizado para a obtencdo de subculturas, para a manutengao das culturas e

para a realizacdo dos experimentos.
4.4 VIRUS

4.4.1 Origem das Cepas

Os experimentos foram realizados com os seguintes virus:

v' Virus com genoma de DNA:
e Adenovirus humano sorotipo 5 (AdV-5): (ICB/USP, SP)
e Herpes virus simplex humano tipo | (HSV-1): cepa KOS

(Universidade de Rennes, Franga)

v" Virus com genoma de RNA:

e Rotavirus (RV) simio SA-11 sorotipo G3 (ICB/USP, SP).

4.4.2 Preparo das Suspensées-Estoques Virais
Os estoques virais foram preparados conforme metodologia descrita

anteriormente por Simdes e colaboradores (1999).

4421 HSV-1eAdV-5

Cada suspensao viral utilizada neste trabalho foi inoculada em um frasco de
cultura de 75 cm? de area, contendo uma monocamada de células VERO ou HEp-2,
que foi cultivada em meio MEM, suplementado com 5 % de SFB e 1 % de PSA,
tripsinizada 24 h antes da infeccdo. O meio de cultura foi aspirado da garrafa e a
monocamada celular lavada 3X com PBS; apds, foi inoculado 1 mL da suspensao
viral e a garrafa mantida por 1 h a 37 °C, em estufa de CO, para que o virus fosse
adsorvido. O ino6culo foi aspirado e 10 mL de meio MEM foram adicionados (sem
SFB para as células VERO e com 2 % para as células HEp-2). A garrafa foi mantida
em estufa nas mesmas condigdes descritas acima.

O efeito citopatico viral foi monitorado por microscépio invertido a cada ciclo
de replicagdo (18 h — HSV-1 e 32 h — AdV-5). E importante respeitar o tempo de
cada ciclo, pois quando o tapete celular é destruido, os virions liberados no meio

sofrem, e o titulo infeccioso cai rapidamente. Apds total destruicdo do tapete celular
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o frasco foi congelado a - 80 °C e descongelado a 37 °C por 3X, para o rompimento
total das células e liberacdo das particulas virais. A suspensao foi centrifugada a
350 Xg, durante 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi aliquotado em tubos estéreis e

armazenados a — 80 °C para posterior utilizacao.

4422 RV-SA11

A suspens3o viral foi inoculada em um frasco de cultura de 75 cm? de area,
contendo uma monocamada de células MA104, cultivadas em 10 mL de meio MEM,
suplementado com 5 % de SFB e 1 % de PSA, tendo sido tripsinizadas 24 h antes
da infecgdo. O meio de cultura MEM foi aspirado da garrafa e a monocamada celular
foi lavada 3X com PBS. A suspensé&o viral foi previamente mantida, durante 30 min,
a 37 °C, na presenca de 5 pg/mL de tripsina, pois o cultivo in vitro do rotavirus é
dependente do tratamento com tripsina, visto que o produto da clivagem da proteina
VP4 em VP5 e VP8 resulta no aumento da infectividade viral (ESTES; GRAHAN;
MASON, 1981). Posteriormente, foi inoculado 1 mL desta suspens&o viral, e
incubou-se durante 1 h, a 37 °C, em estufa de CO,, para permitir a adsorcao e
penetracao viral e, entdo, o inéculo foi aspirado e 10 mL do meio MEM sem SFB e
acrescido de 5 ug/mL de tripsina. A incubacéo foi feita nas mesmas condigdes acima
relatadas. O ECP foi monitorado por microscopio invertido a cada 12 h, ciclo de
replicagdo do rotavirus. Quando o tapete celular se mostrou totalmente infectado
pelo virus, o frasco foi congelado a — 80 °C e descongelado a 37 °C por 3X, para o
rompimento total das células e liberagdo das particulas virais. A suspensio foi
centrifugada a 350 Xg, durante 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi aliquotado em

tubos estéreis e armazenados a — 80 °C até sua utilizagao.

4.4.3 Determinacao dos Titulos Infecciosos Virais

Antes de se iniciar os testes da potencial atividade antiviral dos extratos e dos
compostos isolados, faz-se necessario conhecer a infectividade viral dos indculos. A
infectividade dos virus pode usualmente ser determinada utilizando-se trés
diferentes metodologias: com calculo da dose infectante a 50 % do tecido celular
(TCIDsp), das unidades formadoras de placas (pfu) ou das unidades formadoras de
focos (ffu), dependendo do virus utilizado.

Alguns conceitos basicos devem ser considerados antes de se iniciar a

descricdo dos métodos. Segundo Burleson, Chambers e Wiedbrauk (1992):
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Infectividade viral é a capacidade que uma particula viral possui de invadir
uma célula e parasita-la para se replicar;

MOI (multiplicidade de infecgao) é o numero de particulas virais por célula;

Titulo é o numero de particulas virais infecciosas por unidade de volume;

Unidade infecciosa € a menor quantidade de virus que produz algum efeito
reconhecivel na célula hospedeira;

Efeito citopatico (ECP) € o conjunto de todas as lesdes provocadas por uma
particula viral nas células onde ela se multiplica. A maioria dos virus provoca
modificagdes celulares especificas e faceis de observar ao microscopio. No caso dos
virus herpéticos, o ECP se expressa pelo aparecimento de células arredondadas,
brilhantes, frequentemente ligadas umas as outras por prolongamentos
citoplasmaticos, formando os focos. Esses focos tém o aspecto caracteristico de
cachos de uva, que se estendem pelo tapete celular, desorganizando-o (GIRARD;
HIRTH, 1989). O ECP do adenovirus € caracterizado pela presenca de células
arredondadas e agrupadas em focos, as quais, eventualmente, se descolam do
frasco de cultura celular. O ECP dos rotavirus € caracterizado por células
arrendondadas e granulagdo. Eventualmente, as células se destacam,
desintegrando a monocamada (WIEDBRAUK; JOHNSTON , 1992).

4431 Titulagdo do HSV-1

O HSV-1 utilizado neste trabalho foi titulado segundo o método das diluigcdes
limites, com caélculo do ponto de infecgcdo a 50 %, de acordo com a metodologia
classica de Reed e Munch (1938).

Procedimento: Preparou-se uma série de diluicdes 1:10, a partir de uma
suspensao-estoque viral (HSV-1) de titulo desconhecido. Inoculou-se esta série nas
células VERO (2x10° células/mL), cultivadas em meio MEM, com 5 % de SFB, por
24 h, e o efeito citopatico viral, decorrente da replicagdo de até uma unica particula
viral, foi observado microscopicamente. A titulagdo foi realizada em placas de
microtitulacdo de 96 cavidades, na razao de 12 pocos por cada diluicdo, cada poco
contendo 50 pL da suspensao viral. Apés incubagéo a 37 °C, 5 % de CO,, durante
72 h (= 4 ciclos de multiplicagdo do HSV-1), foi contado o numero de pogos onde o
efeito citopatico foi positivo e negativo, e foi entdo determinada a diluicdo que produz
resposta positiva em 50 % das amostras (TCIDsy = 50 % tissue culture infectious

dose = IDsg = dose infectante 50 %).
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44.3.2 Titulagdo do AdV-5

Foi determinado através do método de contagem das placas de lise
(BURLESON; CHAMBERS; WIEDBRAUK, 1992).

Procedimento: Células HEp2, em uma densidade aproximada de 2x10°
células/mL, foram cultivadas em placas de 24 cavidades com meio MEM,
suplementado com 5 % de SFB, até atingirem confluéncia (= 24 h). O in6culo viral
(AdV-5) foi diluido em forma seriada (raz&o 1:10) em meio MEM sem SFB e com
antibioticos/antifungico. O meio foi aspirado e 500 uL das diferentes diluicées foram
adicionadas em cada cavidade (trés réplicas para cada diluicdo). As placas foram
incubadas a 37 °C, estufa com 5 % de CO,, durante 1 h e, a cada 15 min, foram
suavemente agitadas para uma melhor distribuicdo do inéculo viral. Apds esse
tempo, o indculo foi removido e foi adicionado 1,0 mL da seguinte solugdo: meio
MEM 2X + solugdo aquosa a 1,5 % de carboximetilcelulose, na proporgdo 1:1,
previamente esterilizada. As placas foram, entdo, novamente incubadas, durante
120 h (= 4 ciclos de multiplicagdo AdV-5). Apos este periodo, o meio foi retirado e as
células fixadas e coradas pela adigdo de 500 uL do corante preto de naftaleno
(Sigma) preparado da seguinte forma: 0,1 g do corante em 100 mL de uma solugao
aquosa a 5 % de acido acético (v/v), pH 2,3-2,5. Esta mistura foi filtrada através de
papel de filtro e estocada a 4° C. As células foram incubadas com o corante durante
30 min, a temperatura ambiente. Apds este periodo, o corante foi aspirado e as
placas foram deixadas para secar ao ambiente e quantificadas através da
visualizagdo por microscopio estereoscopio. Para calcular o titulo, contaram-se os
focos de infeccdo que se apresentaram na ultima diluicdo, que se caracterizam por
areas claras de lise celular, chamadas de placas. O titulo infeccioso é expresso
através do numero de unidades formadoras de placas/mL (pfu/mL) e, portanto, de
particulas virais, ja que teoricamente cada placa é iniciada pela infecgdo de uma

Unica particula viral infectante. O titulo viral foi calculado através da férmula:

n° de placas formadas na ultima diluigcdo X reciproca da diluigdo X
reciproca do volume (mL)
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443.3 Titulagdo do RV-SA11

Foi titulado por imunofluorescéncia indireta (BARARDI et al., 1998).

Procedimento: Células MA104 foram cultivadas na concentragdo de 5x10*
células/mL em meio MEM durante 24 h, em placas de 8 cavidades, especiais para
este tipo de ensaio, até a formacao de um tapete confluente. A suspenséo viral (RV-
SA11) foi diluida de forma seriada (razdo 1:10), em meio MEM (sem SFB acrescido
de 5 ug/mL de tripsina) e distribuida nas placas. Para a infec¢ao viral, as células
contidas em cada cavidade foram semeadas com 100 pL de cada diluigdo viral. As
placas foram incubadas durante 60 min com o RV-SA11, a 37 °C, em atmosfera de 5
% em estufa de CO, para que ocorresse a adsorgado dos virus as células. Apos esse
periodo, o indculo foi removido e, em seu lugar, foram adicionados 300 puL de meio
MEM. As células foram, entdo, incubadas durante 24 h (= 4 ciclos de multiplicagao
do rotavirus), sob as mesmas condigdes de temperatura e atmosfera acima
mencionadas. Apods o periodo de incubagdao, o meio foi removido das placas. Em
seguida, as células foram fixadas pela adigdo de 300 uL de metanol a — 20 °C e
mantidas, durante 5 min, a temperatura ambiente. Esta etapa foi repetida para
garantir a fixagado adequada das células e, posteriormente, as placas foram secas ao
ar. As células foram reidratadas com 300 uL de PBS, que foi retirado apos 5 min. A
proxima incubacédo foi realizada com 300 uL da solugdo bloqueadora (PBS,
soroalbumina bovina a 1 % e Tween 20 a 0,05 %), durante 15 min. Posteriormente,
em cada cavidade foram adicionados 100 uL de sobrenadante do hibridoma
contendo o anticorpo monoclonal anti-rotavirus Mab60, diluido 1:1 em solugéo
bloqueadora para o rotavirus; as placas foram incubadas, durante 12 h, a 4 °C.
Apos, as células foram lavadas 3X com solugdo bloqueadora e, finalmente,
incubadas, durante 15 min, a 37 °C, com 100 pL do anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a fluoresceina (FITC, Sigma), diluido 1:100. As células
foram novamente lavadas 3X com solucdo bloqueadora. Deixou-se secar e
adicionou-se 10 pL de meio de montagem [PBS 40 %, glicerol 50 %, formalina 5 %,
NaCl 5 % e DABCO (1,4-diazabiciclo-2,2,2-octano) 2,5 %; pH 8,6]. As placas foram
recobertas com laminulas para a realizagdo da leitura em microscépio de
epifluorescéncia (Olympus BX 40), com um filtro de excitagdo verde (515-560 nm),

200X. O titulo viral foi determinado através da contagem do numero de células
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fluorescentes na maior diluicio viral, sendo expresso em unidades formadoras de
focos/mL (ffu/mL).

4.5 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

4.5.1 Avaliagdo da Viabilidade Celular Através do Ensaio Colorimétrico com Sal de
Tetrazolium (MTT)

O sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difenil brometo de
tetrazolium] € um composto hidrossoluvel, que em solugdo apresenta coloragao
amarelo-palido e é facilmente incorporado por células viaveis, que reduzem este
composto em suas mitocondrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é
convertido em formazana, um composto de coloragao azul-escuro, nao soluvel em
agua e fica armazenado no citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com MTT
mede a quantidade de formazana formado através de espectrofotometria e é
sensivel e quantitativo, ja que o valor da absorbancia € proporcional ao numero de
células viaveis.

Neste trabalho, foi utilizado o ensaio colorimétrico do MTT, conforme proposto
por Takeuchi, Baba e Shigeta (1991), com algumas modificagcdes segundo Sieuwerts
e colaboradores (1995), padronizado por Freitas (2001) e com pequenas alteragdes
propostas por Andrighetti-Frohner e colaboradores (2003b).

Procedimento: Células VERO, HEp-2 e MA104 foram cultivadas em placas
de microtitulagdo de 96 cavidades (2,5 x 10 células/cavidade, 100 plL/cavidade) até
confluéncia (= 24 h) usando meio MEM suplementado com 5 % de SFB, a 37 °C e 5
% CO,. O meio foi retirado por aspiracédo e foram adicionados 200 pL dos materiais-
teste diluidos seriadamente (razédo 1:2), em meio MEM sem SFB. Foram feitos
controles celulares (200 yL meio MEM) e branco (100 uyL de DMSO). Apds, as
placas foram novamente incubadas, por 4, 5 e 3 dias, respectivamente, para as
células VERO, HEp-2 e MA104. Posteriormente, foi aspirado todo o meio e
adicionou-se 50 pyL de MTT (Sigma, 1 mg/mL), diluido em meio MEM, em todas as
cavidades, e as placas foram incubadas por mais 4 h, nas mesmas condi¢gdes. Apos
o periodo de incubagdo, foi retirado o meio + MTT de cada cavidade,
cuidadosamente, sem danificar as células, e adicionou-se 100 yL de DMSO nas
cavidades para solubilizar o formazana. As placas foram agitadas levemente a

temperatura ambiente, por 10 min, para que todo o formazana fosse solubilizado e
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lidas a 540 nm num espectrofotdmetro (Bio-Tek, Elx 800). O percentual de
citotoxicidade foi calculado como [(A-B)/A x 100], onde A e B foram as absorbancias
lidas, relativas aos materiais-testes e aos controles celulares, respectivamente. Para
cada material-teste, foi calculado o valor de CCsy, que ¢é definido como a
concentracdo do material que reduz a absorbancia em 50 %, quando comparada

com a absorbéancia dos controles.

4.6 AVALIAGAO IN VITRO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTIVIRAL

4.6.1 Ensaio Colorimétrico com Sal de Tetrazolium (MTT)
A avaliagado da atividade antiviral foi realizada da mesma forma que para a
citotoxicidade (item 4.5.1), porém com a adicdo das suspensodes virais, usando trés

estratégias metodoldgicas diferentes.

4.6.1.1 Adigado simultdnea dos materiais-teste + virus

Procedimento: Células VERO, HEp-2 e MA104 foram cultivadas em placas
de microtitulagdo de 96 cavidades (2,5 x 10* células/cavidade) até confluéncia (= 24
h) usando meio MEM suplementado com 5 % de SFB, a 37 °C e 5 % CO,. O meio
foi retirado por aspiragado e foram adicionados 100 pL dos materiais-teste diluidos
(razdo 1:2) em meio MEM sem SFB e 100 yL da suspenséo viral (HSV-1, AdV-5 ou
RV-SA11), com MOI de 0,5, em cada cavidade. Foram feitos controles celulares
(200 pL meio MEM), controles virais (100 pyL suspensdo viral + 100 uL meio),
controle positivo para os testes envolvendo o HSV-1 (100 pL suspenséo viral + 100
bl aciclovir 10 pyg/mL) e branco (100 pL de DMSO). Apéds, as placas foram
novamente incubadas, por 96 h, 120 h e 72 h, respectivamente, para as células
VERO infectadas com HSV-1, HEp-2 infectadas com AdV-5 e MA104 infectadas com
RV-SA11. Posteriormente, aspirou-se todo o meio e foram adicionados 50 uL de
MTT (Sigma,1 mg/mL) diluido em meio MEM, em todas as cavidades, e as placas
foram incubadas por mais 4 h, nas mesmas condicbes. Apds o periodo de
incubacao, foi retirado o meio + MTT de cada cavidade, cuidadosamente, sem
danificar as células, e foram adicionados 100 yL de DMSO nas cavidades para
solubilizar o formazana. As placas foram agitadas levemente a temperatura
ambiente, por 10 min, para que todo o formazana fosse solubilizado e lidas a 540 nm
num espectrofotdmetro (Bio-Tek, El, 800) (ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2003b).
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Para cada material-teste, foi calculado o valor de CEsp, que é definido como a
concentragédo que inibe em 50 % a replicagao viral, quando comparada com os
controles virais. Utilizou-se a seguinte formula para a avaliagdo da atividade antiviral

(% inibigao):

(A-B)/ C—-B X 100 = % inibigéo

A,B,C= absorbancias dos materiais-testes, dos controles

virais e dos controles celulares. respectivamente.

Quando de posse dos valores de CCsp e de CEsp, foi possivel calcular o indice
de seletividade (IS= CCs¢/CEsp), que indica quéo promissora € a atividade antiviral
do material-teste em questao.

Ao se utilizar o ensaio do MTT para avaliar a atividade antiviral € importante
obter um valor igual ou inferior a 0,2 na razdo (A)cv/(A)cc. Isto significa que a
garantia da sensibilidade do ensaio se deve a diferenga entre os valores de
absorbancia (A) (entenda-se viabilidade celular) dos controles viral (CV) e celular
(CC). O ideal é que, ao final do tempo de incubacédo da placa, o controle celular
esteja viavel enquanto o controle viral esteja totalmente destruido. Qualquer
porcentagem de viabilidade celular detectada nos testes sera conferida a agao
antiviral do material em teste e o grau desta protecdo podera ser calculado para
cada concentragao do material testado (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991).

4.6.1.2 Pré-tratamento das células com os materiais-testes, antes da adi¢ao
dos virus

Procedimento: Células VERO, HEp-2 e MA104 foram cultivadas em placas
de microtitulagdo de 96 cavidades (2,5 x 10* células/cavidade) até confluéncia (= 24
h) usando meio MEM suplementado com 5 % de SFB, a 37 °C e 5 % CO,. O meio
foi retirado por aspiragcado e foram adicionados 100 pyL dos materiais-teste diluidos
(razdo 1:2), em meio MEM sem SFB, que ficaram em contato com o tapete celular
por 3 h. Decorrido este periodo, os materiais-teste foram aspirados, e adicionou-se
100 pL meio com 100 yL da suspensao viral (HSV-1, AdV-5 ou RV-SA11), com MOI
de 0,5, em cada cavidade. Foram feitos controles celulares (200 yL meio MEM),
controles virais (100 uL suspensao viral + 100 yL meio), controle positivo para os

testes envolvendo o HSV-1 (100 uL suspensao viral + 100 uL aciclovir 10 ug/mL) e
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branco (100 uL de DMSO). Apds, as placas foram incubadas novamente por 96 h,
120 h e 72 h, respectivamente, para as células VERO infectadas com HSV-1, células
HEp-2 infectadas com AdV-5 e células MA104 infectadas com RV-SA11.
Posteriormente, aspirou-se todo o meio e adicionou-se 50 yL de MTT (Sigma, 1
mg/mL), diluido em meio MEM, em todas as cavidades, e as placas foram incubadas
por 4 h, nas mesmas condigdes. Apds o periodo de incubacéo, foi retirado o meio +
MTT de cada cavidade, cuidadosamente, sem danificar as células, e foram
adicionados 100 uL de DMSO nas cavidades para solubilizar o formazana. As placas
foram agitadas levemente a temperatura ambiente, por 10 min, para que todo o
formazana fosse solubilizado e lidas a 540 nm num espectrofotdmetro (Bio-Tek, Elx
800) (BETTEGA et al., 2004 modificado).

Da mesma forma que no item anterior, foram calculadas os valores de IS

(CCs0/CEsp) para cada material teste.

4.6.1.3 Pds-tratamento das células infectadas com os materiais-testes

Procedimento: Células VERO, HEp-2 e MA104 foram cultivadas em placas
de microtitulagdo de 96 cavidades (2,5 x 10° células/cavidade) até confluéncia (= 24
h) usando meio MEM suplementado com 5 % de SFB, a 37 °C e 5 % CO,. O meio
foi retirado por aspiragao e foram adicionados 100 uL da suspenséo viral dos virus
(HSV-1, AdV-5 ou RV-SA11), com MOI de 0,5, que ficaram em contato com o tapete
celular por 2 h. Decorrido este periodo, a suspensao viral foi aspirada, e foram
adicionados 100 pyL de PBS para a lavagem; retirou-se toda a suspenséo viral das
cavidades e logo apods foram adicionados 100 pyL dos materiais-teste diluidos (raz&o
1:2) em meio MEM sem SFB. Foram feitos controles celulares (200 uL meio MEM),
controles virais (100 uL suspensao viral + 100 yL meio), controle positivo para os
testes envolvendo o HSV-1 (100 uL suspensao viral + 100 uL aciclovir 10 ug/mL) e
branco (100 uyL de DMSO). Apds, as placas foram novamente incubadas por 96 h,
120 h e 72 h, respectivamente, para as células VERO infectadas com HSV-1, células
HEp-2 infectadas com AdV-5 e células MA104 infectadas com RV-SA11.
Posteriormente, aspirou-se todo o meio e adicionou-se 50 yL de MTT (Sigma, 1
mg/mL), diluido em meio MEM, em todas as cavidades, e as placas foram incubadas
por 4 h, nas mesmas condi¢cdes. Apds o periodo de incubagao, foi retirado o meio +
MTT de cada cavidade, cuidadosamente, sem danificar as células, e adicionou-se

100 yL de DMSO nas cavidades para solubilizar o formazana. As placas foram



Materiais e Métodos 49

agitadas levemente a temperatura ambiente, por 10 min, para que todo o formazana
fosse solubilizado e lidas a 540 nm num espectrofotdbmetro (Bio-Tek, Elx 800)
(BELAIDE et al., 2002 modificado).

Da mesma forma que no item anterior, foram calculadas os valores de IS

(CCs0/CEsp) para cada material teste.

4.6.2 Avaliagdo da Ag¢éo Virucida
Em microtubos tipo Eppendorff foram misturados 100 puL das suspensdes-
estoques dos virus estudados com 100 uL dos materiais-teste diluidos em meio
MEM sem SFB, em concentragdes iguais aos valores de suas CCsp, durante 2 h, a
37 °C. Apds, foram determinados os titulos infecciosos, conforme ja descrito no item
4.4.3.1., e a reducdo dos mesmos, provocada pelos materiais-teste, foi avaliada com

relagéo aos controles virais (BETTEGA et al., 2004).

% de inativagao = titulo CV - titulo T x 100
titulo CV

(T= teste; CV= controle viral).

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Tanto na avaliagdo da citotoxicidade, como na avaliagdo da potencial
atividade antiviral, foi utilizada a metodologia de blocos completamente casualizados
(BCC) e um arranjo multifatorial dos tratamentos (SOKAL; ROHLF, 1995), onde cada
cavidade da placa constitui uma unidade experimental e os tratamentos foram
realizados com os diferentes peptideos e hemolinfa de ostras versus as diferentes
concentracoes testadas.

Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente entre as cavidades da
placa, tendo sido feitas trés repeticdes, em placas diferentes e em dias diferentes. O
sorteio dos tratamentos com relagdo as unidades experimentais aumenta a
probabilidade de que possiveis fatores interferentes desconhecidos fiquem
igualmente distribuidos nos blocos e faz com que a estimativa dos valores e médias
dos tratamentos e do erro experimental ndo sejam tendenciosas. Cada bloco (placa)

agrupa uma repeticao de todos os tratamentos.
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Realizou-se uma analise de regressao linear para calcular os valores de CCs
(concentragdo que causa citotoxicidade a 50 % das células de uma cavidade) e de
CEsp (concentragdo que inibe a multiplicagdo viral em aproximadamente 50% das
células de uma cavidade), a partir de curvas de concentragéo versus efeito.

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita através da analise de
variancia de cada grupo de substancia, no nivel de significancia de 5 % (p<0,05),
avaliando os diferentes materiais-teste versus diferentes concentracdes versus as
destrui¢cdes celulares causadas pelos virus. Quando foi necessario, a separacido de
médias foi feita pelo teste de Tukey, e o programa estatistico utilizado foi o
Statgraphics®.

O estudo de qualquer atividade farmacoloégica em cultura celular tem como
vantagem, entre muitas outras, a homogeneidade das amostras. Um erro grave que,
normalmente, € cometido quando se trata de experimentos realizados em placas de
microtitulagcdo, € acreditar que, colocando-se as mesmas concentragbes de um
material-teste, em duas ou trés colunas na placa, se estaria fazendo uma duplicata
ou triplicata. Estatisticamente, esse procedimento € considerado apenas uma réplica
de um mesmo tratamento e ndo uma repeticdo, pois a variancia devido a fatores
externos (erro experimental) ndo estaria sendo levada em consideracdo (SOKAL;
ROHLF, 1995). Por isso, foram realizados trés experimentos independentes, em dias

subsequentes, o que caracteriza uma triplicata.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO DOS TiTULOS VIRAIS
Os titulos infecciosos das solugbes-estoques virais foram determinados
conforme as metodologias descritas no item 4.4.3. Os resultados obtidos estédo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

Virus Titulos
HSV-1 cepa KOS 5 x 10°%°8 TCIDso/mL
AdV-5 1,6 x 10® pfu/mL
RV-SA11 3,4 x 107 ffu/mL

5.2 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

Os requisitos essenciais para um farmaco antiviral sdo sua eficacia e o
minimo de toxicidade as células hospedeiras, por isso antes da avaliagdo da
atividade antiviral de um determinado produto é necessaria a avaliacdo da sua
citotoxicidade (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986). A relagao entre
os efeitos farmacoldgicos e téxicos de um composto € um requisito importante
quando se esta verificando sua aplicabilidade como agente terapéutico (MELO,
2000).

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de
alteragdes da homeostase celular que leva a uma série de modificagdes que
interferem na capacidade adaptativa das células, bem como sua sobrevivéncia,
multiplicagdo e realizacdo de suas fungdes metabdlicas. A intensidade da lesdo
celular depende de varios fatores, tais como a concentracido do material testado, o
tempo de exposicao, o tipo de célula, a capacidade do composto em penetrar na
célula, entre outras (HU; HSIUNG, 1989).

Os ensaios mais frequentemente utilizados para a avaliagao da citotoxicidade
baseiam-se na alteracdo da permeabilidade celular, nas fungbes mitocondriais € nas

alteragdes da morfologia celular e da proliferacao celular. Esses ensaios ja estao
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estabelecidos para muitos tipos de células e avaliam diferentes aspectos das
fungbes celulares (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997; WILSON,
2000; EISENBRAND et al., 2002).

Um destes testes que é bastante utilizado é o ensaio colorimétrico do MTT. O
sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium] &
um composto hidrossoluvel, que em solucéo apresenta coloragcdo amarelo-palido e é
facilmente incorporado por células viaveis, as quais reduzem esse composto em
suas mitocondrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em
um composto formazana, de coloragdo azul-escuro, insoluvel em agua, que fica
armazenado no citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com MTT mede a
quantidade formada de formazana formado através de espectrofotometria, e é
sensivel e quantitativo, ja que o valor da absorbancia € proporcional ao numero de
células viaveis (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986; BARILE, 1994). Este
ensaio € apropriado para uma variedade de linhagens celulares, que exibem
crescimento exponencial em cultura e alto nivel de atividade mitocondrial. Deve-se
levar em consideragdo que alguns compostos afetam seletivamente a mitocdndria,
resultando em uma superestimagdo da toxicidade, ja que o MTT sofre conversao
enzimatica em células viaveis e outros compostos podem inibir este processo,
fazendo com que o composto pareca mais téxico do que ele realmente é (BARILE,
1994; SMEE et al., 2002).

Os testes de citotoxicidade foram realizados com células em crescimento e
nao em fase estacionaria, pois os efeitos toxicos dos materiais-teste podem ser
subestimados, ja que o metabolismo de células em fase estacionaria é geralmente
menor; além disso, altas densidades celulares podem influenciar a disponibilidade
dos alvos (COS et al., 2001).

A avaliagdo da citotoxicidade dos peptideos antimicrobianos e da hemolinfa
de ostras, testados nesta dissertacao, frente as células VERO, HEp-2 e MA104, foi
realizada através do ensaio colorimétrico com MTT, conforme metodologia descrita
no item 4.4.3. Os valores de CCsp, obtidos através da analise de regressao, estao

apresentados nas Tabelas 2 e 3.
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5.2.1 Peptideos Antimicrobianos

A incubagao nas diferentes linhagens celulares foi feita com concentragcbes
crescentes dos peptideos. Para o PW-2 as concentragdes testadas foram de 0,98 a
125 uM, para o FCTH de 0,63 a 80 uM, e para os demais de 0,78 a 100 pM.

Os peptideos PW-2, peneidina e FCTH nao foram toxicos para as células
VERO, nas maiores concentragdes testadas, assim como o PW-2 para as células
MA104. Todos os PAMs testados apresentaram toxicidade para as células HEp-2
(Tabela 2).

A citotoxicidade de analogos da magainina foi demonstrada em um estudo
que avaliou simultaneamente a sua potencial atividade anti-herpética, no qual todos
os peptideos avaliados, com excegao do MSI-63, ndo foram toxicos para as células
VERO em concentragdes superiores a 100 ug/mL apdés 72 horas. O peptideo MSI-63
exibiu um valor de CCs de 50 ug/mL (EGAL et al., 1999). Ja Yasin e colaboradores
(2000), mostraram que outro analogo da Magainina-1, MSI-78, na concentragao de
100 ug/mL, apresentou um percentual de toxicidade em células ME-180, de
aproximadamente 37%, ou seja, ndo sendo toxico para 50 % das células.

As magaininas | e Il quando avaliadas quanto a sua citotoxicidade frente
células VERO durante 24 horas n&o foi citotoxica na concentracdo de 100 puM
(MATANIC; CASTILHA, 2004). Estes dados sé&o discordantes dos observados neste
trabalho, em que valores de CCsy de 39,7 uM foram encontrados para a mesma
linhagem celular, entretanto num periodo de 96 horas (Tabela 2).

O peptideo Clavanina A na concentracdo de 100 ug/mL apresentou tdxico
para 60 % das células ME-180 em estudos de citotoxicidade (YASIN et al., 2000).

A concentracao citotoxica do peptideo Taquiplesina frente as células VERO
foi de 25 ug/mL quando avaliadas por 72 horas (MURAKAMI et al., 1991).
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Tabela 2 — Citotoxicidade dos peptideos antimicrobianos frente as
diferentes linhagens celulares, avaliada através do ensaio
colorimétrico do MTT.

, CCso CCso CCso
PEPTIDEOS VERO HEp-2 MA104
Gomesina 783+11  50,63+155 243+265
PW-2 > 125 8490+583  >1250
Peneidina >100  42,85+485 21,0+4,27
FAL 472+11  1743+123 359+6,15
FCTH > 80,0 nt nt
Taquiplesina nt nt 23,7 £ 3,96
Clavanina nt 2550+557 50,2+7,62

Magainina (MSI-94) 39,7+0,85 37,15+5,28 33,5+2,38
Valores expressos em puM; CCsy: concentracao citotdxica a 50% do tapete celular;
(nt): ndo testado. Os valores representam a média de trés experimentos
independentes * o desvio padrdo da média.

5.2.2 Hemolinfa de ostras

A incubagao nas diferentes linhagens celulares foi feita com os diferentes
extratos de ostras em concentragdes crescentes de 0,008 a 1 mg de proteina por
mL.

Para as células VERO, as hemolinfas apresentaram valores de CCsy, que
variaram de 0,34 a 0,88 mg de proteina por mL, e para as células HEp-2 de 0,19 a
0,36 mg/mL. Com excegao do extrato Crp (= plasma de Crassostrea rhizophorae),
todos os outros extratos nao foram toxicos as células MA104, na maior concentragcao

testada (1 mg de proteina/ mL) (Tabela 3).

Tabela 3 — Citotoxicidade dos extratos de ostras frente as células VERO,
HEp-2 e MA104, realizada através do ensaio colorimétrico do MTT.

CCso CCso CCso
EXTRATOS VERO HEp-2 MA104
Crh 0,35+ 0,06 0,34 £ 0,04 > 1
Crp 0,88 + 0,46 0,36 £ 0,03 0,86 £0,15
Cgh 0,34 £ 0,06 0,19+ 0,01 > 1
Cagp 0,55+ 0,08 0,32 + 0,06 > 1

Valores expressos em mg de proteina por mL; CCsy: Concentragao citotdxica a 50% do
tapete celular. Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h: hemécitos; p: plasma. Os
valores representam a média de trés experimentos independentes + o desvio padrao da
média.
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5.3 ESTUDO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-HERPETICA,
ANTIADENOVIRUS E ANTI-ROTAVIRUS.

Varios métodos podem ser utilizados para a avaliacdo da atividade antiviral de
qualquer material-teste. Um destes métodos € o ensaio colorimétrico do MTT, que
vem sendo rotineiramente utilizado para a determinagdo nao sé da citotoxicidade,
mas também para a detecgdo da atividade antiviral de compostos sintéticos e de
origem natural (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991; SUDO et al., 1994; KODAMA et
al., 1996; KANEKO et al.,, 2001; BETANCUR-GALVIS et al.,, 2001 e 2002;
ANDRIGHETTI-FROHNER, 2003; SAVI et al., 2005).

O ensaio colorimétrico do MTT com a adigdo simultanea dos virus e das
diferentes diluicbes dos materiais-testes as células foi escolhido para realizar a
triagem deste trabalho, por apresentar como vantagens a possibilidade de testar um
maior numero de compostos simultaneamente e utilizar menores quantidades dos
materiais-testes (YASIN et al., 2000).

Além disso, este método permite que com o0s mesmos materiais,
equipamentos e reagentes seja possivel, apenas variando o momento da infecgéo
viral, iniciar a elucidagdo do mecanismo de acao do material testado comparando os
seus indices de seletividade.

O ensaio de pré-tratamento foi realizado com o objetivo de identificar
possiveis materiais que atuam no bloqueio da adsorcéo viral e na penetragcao do
virus a célula (CHOU; TALALAY, 1984; EGAL et al., 1999). Dessa forma, as
amostras que demonstraram resultados promissores no ensaio de pré-tratamento
podem ser capazes de bloquear a interagao entre determinados receptores virais e
os receptores situados nas membranas celulares.

O ensaio do péds-tratamento foi realizado com o objetivo de identificar
possiveis materiais que atuam em uma ou mais fases da replicagdo viral e/ou na
liberacdo dos virions. Assim, os materiais que apresentaram atividade no ensaio do
pos-tratamento sugerem uma provavel capacidade de inibir as etapas mais tardias
da replicacao viral, como por exemplo, a transcricdo de proteinas (BELAID et al.,
2002).

O ensaio da atividade virucida objetivou avaliar a capacidade dos materiais
testados de inativarem os virus antes que eles atinjam as células-alvo (EGAL et al.,
1999).
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Virus que causam infeccoes liticas, tais como o HSV-1, os adenovirus e os
rotavirus, causam destruicao das células, as quais se descolam da placa de cultura.
Assim, o ensaio colorimétrico do MTT pode ser potencialmente utilizado para a
quantificacao desta destruicdo celular ou a auséncia da mesma, devido a presenca
do agente antiviral (SMEE et al., 2002). Esta técnica apresenta vantagens como o
grande numero de compostos que podem ser testados, a facilidade no emprego da
técnica, o fato de ser uma avaliagdo objetiva e a possibilidade da avaliagéo
simultdnea da citotoxicidade e da atividade antiviral, sendo o método tdo sensivel
quanto o método de redugao das placas de lise (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA,
1991; SUDO et al., 1994; SMEE et al., 2002).

Ao utilizar o ensaio do MTT para avaliar a atividade antiviral € importante
obter um valor igual ou inferior a 0,2 na razdo (A)CV/(A)CC. Isto significa que a
garantia da sensibilidade do ensaio se deve a diferenga entre os valores de
absorbancia (A) (entenda-se viabilidade celular) dos controles viral e celular. O ideal
€ que, ao final do tempo de incubagdo da placa, o controle celular esteja viavel,
enquanto o controle viral totalmente destruido. Assim, a viabilidade celular detectada
nos testes sera conferida a acdo antiviral do material em teste e o grau desta
protecdo podera ser calculado para cada concentragdo do material testado
(TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991).

Ap0ds o periodo de incubacao de 96 h para o HSV-1/ KOS, 128 h para o AdV-5
e 72 h para o RV-SA11, foi possivel observar, na maioria dos casos, a inibicdo do
efeito citopatico viral (ECP), através do monitoramento por microscopia 6tica
invertida comparando com os resultados obtidos pelo ensaio do MTT.

O uso de um controle positivo nos ensaios de deteccao da atividade antiviral
permite demonstrar se esses foram realizados adequadamente e num nivel correto
de sensibilidade, sendo considerado, ainda, um padrao com o qual a atividade do
material em teste pode ser comparada. Idealmente, o farmaco controle positivo deve
ser aquele usado clinicamente em um ou mais paises (SIDWELL, 1986).

Paralelamente aos experimentos conduzidos com o virus HSV-1/KOS, foram
realizados controles positivos com o aciclovir, na concentragdo de 10 ug/mL, pois o
aciclovir é o farmaco de escolha para o tratamento de varias infeccdes herpéticas. A
protecéo obtida foi acima de 99 %, de acordo com o que é referenciado na literatura

e atestando a eficiéncia da metodologia empregada (DE JALON et al., 2003).
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Apenas os sintomas das infecgdes causadas pelos virus AdV-5 e o RV-SA11
sao tratados e, até o presente momento, ndo existem farmacos que atuem sobre as
etapas de adsorcao, penetragado ou de replicacdo destes virus. Por este motivo nao
foram feitos controles positivos nos experimentos com estes dois virus.

Todas as amostras avaliadas neste trabalho sdo de origem protéica. As
proteinas vém sendo estudadas quanto as suas atividades farmacoldgicas, dentre
elas a antiviral. Dependendo da composi¢ao e da sequéncia de seus aminoacidos,
tais materiais podem apresentar frente a diferentes virus atividades também
diferentes, tais como acao virucida, agao sobre a adsorgao e penetragdo do virus
nas ceélulas-alvo ou, ainda, sobre as etapas tardias do ciclo de replicagao viral.

Algumas proteinas e peptideos possuem atividade antiviral devido a sua
capacidade de ligagdo a determinadas glicoproteinas existentes nas membranas
celulares. Assim, quando as células ficam previamente expostas aos materiais, pode
ocorrer a interagao de proteinas e/ou peptideos com a membrana glicoprotéica,
impedindo a adsorgao viral (HUDSON, 1990; STRATE et al., 2001; BELAID et al.,
2002; ANDERSEN, 2003; MARCHETTI et al., 2004).

Os resultados da triagem da potencial atividade antiviral de materiais de
origem protéica, obtidos nesta dissertagao frente aos os virus HSV-1/KOS, AdV-5 e
RV-SA11 serdo aqui discutidos, considerando-se tanto os valores obtidos dos

indices de seletividade quanto as porcentagens de inibi¢do da replicagao viral.

5.3.1 Peptideos Antimicrobianos

Foram testados oito peptideos (Quadro 1) que diferem na origem (naturais e
sintéticos), peso molecular e estruturas primarias e secundarias (lineares e ciclicos).
Além disso, a estratégia de avaliagao da potencial atividade antiviral também variou.
Neste caso, nao foi realizado o pds-tratamento, nem o estudo da acgao virucida; para
alguns peptideos foram usadas as duas outras estratégias (tratamento simultaneo e
pré-tratamento); e para outros somente uma, pois a quantidade de material
disponivel era insuficiente para realizar outros ensaios. Com base em dados
encontrados na literatura que descrevem a capacidade dos peptideos
antimicrobianos, isolados de varias fontes bem como os sintéticos, de inibir a
adsorgao e penetragdo dos virus, optou-se por estas duas estratégias (ABOUDY et
al., 1993; BOURNE, et al., 2000; BELAID et al., 2002; ANDERSEN et al., 2003;
OEVERMANN et al. 2003; JENSSEN et al., 2004a, b; TRYBALA et al., 2004).
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A avaliacido da potencial atividade antiviral dos diferentes PAMs foi realizada
através do ensaio colorimétrico do MTT, em concentragdes iguais e inferiores as
suas concentragdes citotoxicas (CCsp).

Quando possivel, foram calculados os valores de CEsp e os respectivos
indices de seletividade (IS = CCso/CEsp). Os resultados da potencial atividade
antiviral dos PAMs, obtidos quando da realizacdo dos procedimentos dos itens
4.6.1.1 e 4.6.1.2, para os virus HSV-1/KOS, AdV-5 e RV-SA11, estdo reunidos nas
Tabelas 4, 6 e 8, respectivamente.

Também foram calculados os percentuais de inibicdo da infecgao viral na
maior concentracao testada, de cada peptideo, através da férmula citada no item
4.6.1.1, e os resultados estdo sumarizados nas Tabelas 5, 7 e 9.

A Figura 1 mostra a comparacgao dos valores percentuais de inibigdo viral,
obtidos com as duas estratégias de avaliagdo da atividade antiviral (tratamento
simultaneo e pré-tratamento) frente aos virus HSV-1/KOS, AdV-5 e RV-SA11.

5.3.1.1 Atividade antiviral dos PAMs sobre o HSV-1/KOS

No caso do HSV-1/KOS, quando a incubacdo dos PAMs foi feita
simultaneamente a do virus, a Peneidina apresentou o maior indice de seletividade
(IS=64), provavelmente por atuar sobre as fases tardias da infecgdo viral, pois
quando as células foram pré-tratadas com este peptideo, a inibicdo foi inferior a 50
%, e nao foi possivel calcular o IS. A estrutura mista (por¢do N-terminal linear rica
em prolina e porgéao C-terminal ciclica, com 3 pontes dissulfeto) pode ter influenciado
na resposta apresentada, pois na literatura foi encontrado um estudo que comparou
a atividade de peptideos alfa-hélice com de folha pregueadas e de cadeia mista,
sendo que os de cadeia mista apresentaram maior atividade sobre este virus
(YASIN, et al., 2000).

Ainda, quando a incubagao viral foi simultdnea a dos peptideos, Gomesina (IS
= 2,36), FAL (IS = 3,00) e PW-2 (IS = 1,12) apresentaram atividade antiviral. Quando
as células foram pré-tratadas com os PAMs, antes da adi¢ao do virus, apenas o FAL
apresentou atividade (IS = 2,26) (Tabela 4).

A presenca de aminoacidos, como arginina e lisina, conferem um carater
catidnico aos peptideos, propiciando sua ligagao ao principal receptor do HSV-1 as
células hospedeiras, o sulfato de heparana, carregado negativamente, possuindo
maior afinidade pelas argininas do que as lisinas (VOGEL, et al., 2002; ANDERSEN
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et al, 2003; JENSSEN et al., 2004a, b; TRYBALA et al., 2004). A atividade da
Gomesina pode estar relacionada com a estabilidade da molécula pela presenca das
cisteinas que formam duas pontes dissulfeto (MURAKAMI et al., 1991; YASIN, et al.,
2000), e pelo seu carater catidnico devido & presenca de argininas. E possivel que a
acao deste peptideo frente ao HSV-1 fosse maior se ele possuisse residuos de
triptofano, uma vez que ja esta confirmado que é necessaria a presenca de
aminoacidos hidrofébicos, especialmente o triptofano, para a ligagdo do peptideo ao
receptor celular inibindo a penetragcdo do HSV-1 na célula hospedeira; este fato deve
ter influenciado na auséncia de atividade deste peptideo no pré-tratamento (SILVA
JUNIOR et al., 2002; VOGEL, et al., 2002; JENSSEN et al., 2004b; TRYBALA et al.,
2004).

Ao contrario da Gomesina, o PW-2 possui dois triptofanos em sua cadeia
(SILVA JUNIOR et al., 2002), o que poderia ter contribuido para a sua atividade
antiviral. Porém, a presenca de poucos aminoacidos carregados positivamente pode
ter sido o motivo pelo qual este peptideo tenha apresentado uma baixa atividade no

tratamento simultaneo e auséncia de atividade no pré-tratamento.

Tabela 4 - Atividade anti-herpética (HSV-1 cepa KOS) dos peptideos
antimicrobianos, obtidos através do ensaio colorimétrico do MTT.

‘ CCso CEso IS CEso IS
PEPTIDEOS VERO  Simultineo Simultineo  Pré  Pré
Gomesina 78,3+ 11 33,2+9,21 2,36 - -
PW-2 > 125 111,0+ 21,9 >1,12 - -
Peneidina > 100 1,56 +0,18 > 64,00 - -
FAL 47,2 £ 11 15,7 £ 9,97 3,00 20,8 +£3,40 2,26
FCTH > 80,0 - - nt nt
Taquiplesina nt nt nt nt nt
Clavanina A nt nt nt nt nt

Magainina (MSI-94) 39,7 +£0,85 - - - -
Resultados expressos em uM; CCso: Concentracdo citotoxica a 50% do tapete celular; CEsg:
concentracao efetiva 50 %; IS: indice de seletividade (CCs/ CEsp); (nt): ndo testado; (-): sem atividade
na concentragdo maxima testada. Nao foi possivel calcular os valores de CEsg e, consequientemente,
os valores de IS. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo da média.

Embora tenham apresentado baixos indices de seletividade, os peptideos
FAL (45 uM), PW-2 (125 uM) e Gomesina (75 uM) exibiram altas porcentagens de
inibicdo da replicagédo viral, com valores de 72; 70,9 e 59,1 %, respectivamente

(Tabela 5). Estes resultados demonstram a proximidade entre as concentragdes
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citotoxicas e efetivas. Pequenas modificacbes em suas moléculas poderiam
contribuir para a obtencao de indices de seletividade mais elevados (EGAL et al.,
1999; YASIN, et al., 2000; OEVERMANN et al.,, 2003), podendo também ser
utilizados, juntamente, com outras substancias que inibam a infecgdo deste virus
através de outros mecanismos de agado, ja que a combinagdo de dois ou mais
farmacos antivirais pode beneficiar o tratamento de varias infecgoes (AMICI et al.,
2001; ANDERSEN et al, 2003; JENSSEN et al., 2004b). Os peptideos Peneidina,
Gomesina e PW-2 foram mais ativos quando incubados simultaneamente ao virus
do que quando foram incubados antes da infecgao viral, sendo esta diferenca
estatisticamente significante. O FAL n&o apresentou diferenca estatisticamente
significante nas duas estratégias utilizadas.

A Magainina (35 uM) apresentou uma baixa porcentagem de inibic&do, tanto
quando a sua incubacéo foi feita simultaneamente a infecgéo viral (24,06 %), como
quando as células foram expostas aos peptideos antes da infecgao viral (23,77 %),
apresentando resultados semelhantes aos encontrados na literatura (ABOUDY et al.,
1994; YASIN et al.,, 2000, MATANIC; CASTILLA, 2004). No entanto, outro estudo
demonstrou que magaininas sintéticas inibem diretamente o HSV-1 (EGAL et al.,
1999) e outro relatou que a magainina-2 inibiu um virus da familia Herpesviridae que
infecta peixes (CHINCHAR et al., 2004).

O FCTH foi testado apenas com incubacado simultdnea a infeccao viral e
também apresentou uma baixa porcentagem de inibigdo sobre este virus (30,27 %).

A Taquiplesina nao foi testada sobre o HSV-1, pois ja havia estudos relatando
sua baixa porcentagem de inibicdo na replicacdo deste virus (MURAKAMI et al.,
1991; YASIN et al., 2000), assim como a Clavanina A, que na sua forma natural, ndo
havia demonstrado atividade anti-herpética; porém, a substituicdo das histidinas da
sua cadeia por lisinas fez com que ela passasse a inativar diretamente o HSV-1
(YASIN et al., 2000).
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Tabela 5 - Inibicdo da replicagdo do HSV-1/KOS pelos peptideos
antimicrobianos, obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT, quando
incubados simultaneamente ou antes da infecgao viral.

Concentragao Tratamento Pré-tratamento

PEPTIDEOS (M) Simultaneo (%) (%)
Gomesina 75 59,14 + 2,46b 19,31 £ 9,64a
PW-2 125 70,91 +£23,85b 25,08 £9,90a
Peneidina 100 85,17 £ 7,11b 34,26 £ 9,10a
FAL 45 72,07 £ 17,02a 58,50 £ 8,20a
FCTH 80 30,27 £ 2,03a nt
Taquiplesina nt nt nt
Clavanina A nt nt nt
Magainina (MSI-94) 35 2406+ 13,19a 23,77 £5,70a

(nt): ndo testado. Os valores representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrdo da média. Considerando apenas as diferentes estratégias para cada peptideo
utilizou-se ANOVA e Tukey quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga estatistica significante entre as
médias.
5.3.1.2 Atividade antiviral dos PAMs sobre o AdV-5
A Tabela 6 mostra os resultados da triagem antiadenovirus.
Quando a incubagao dos PAMs foi feita simultaneamente a do virus, apenas o
FAL (IS = 1,41) e a Clavanina A (IS = 1,72) apresentaram atividade.
Quando as células foram expostas aos PAMs, antes da adicdo do virus,
apenas a Gomesina (IS = 1,72) e a Clavanina A (IS = 1,86) apresentaram atividade.
Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos relacionando estes
peptideos ao AdV-5, no entanto, um estudo demonstrou que a lactoferrina e o seu
peptideo N-terminal (lactoferricina) inibem a replicagdo viral quando adicionados,
tanto antes como durante a fase de adsorg¢ao viral, demonstrando com isso a agao
nas fases iniciais da replicagdo viral. (ARNOLD et al., 2002). Um outro estudo
demonstrou que a lactoferrina e a lactoferricina possuem acdo antiadenovirus,
agindo por competicao direta pelos receptores comuns de glicosaminoglicanas
localizados na superficie das células hospedeiras. Estes dados evidenciam que a
atividade antiadenovirus da lactoferrina € mediada essencialmente por um conjunto
de alteragbes nas cargas positivas da extremidade N-terminal (DI BIASE et al.,

2003).
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Tabela 6 — Atividade antiadenovirus (AdV-5) dos peptideos antimicrobianos, obtidos
através do ensaio colorimétrico do MTT.

‘ CC CE IS CE IS
PEPTIDEOS HEp5-°2 Simultg)neo Simultaneo Prgo Pré
Gomesina 50,63 £ 1,55 - - 2941+251 1,72
PW-2 84,90 £ 5,83 - - B B
Peneidina 42 85+ 4,85 - - - -
FAL 17,13+1,23 12,16 £ 1,08 1,41 - -
FCTH nt nt nt nt nt
Taquiplesina nt nt nt nt nt
Clavanina A 2550 +557 14,82+0,87 1,72 13,72+1,91 1,86

Magainina (MSI-94) 37,15+5,28 - - - -

Resultados expressos em uM; CCsy: Concentracdo citotoxica a 50% do tapete celular; CEsg:
concentracao efetiva 50 %; IS: indice de seletividade (CCso/ CEsp); (nt): ndo testado; (-): sem atividade
na concentragdo maxima testada. Nao foi possivel calcular os valores de CEsg e, consequientemente,
os valores de IS. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padréo da média.

A Tabela 7 apresenta os resultados da inibicdo do AdV-5 pelos PAMs.

A Gomesina apresentou uma inibigdo maior, estatisticamente significante,
quando as células foram pré-tratadas com o peptideo (52,25%) do que quando a
incubacéo do peptideo foi feita simultaneamente a do virus (31,73%), sugerindo que
uma acao sobre as fases iniciais da infecgado causada por este virus.

Embora os peptideos tenham apresentado baixos indices de seletividade
(1,41 a 1,86) quando testados sobre o AdV-5, o FAL (98,17 %) e a Clavanina A
(94,72 %), quando incubados simultaneamente a infecgdo viral apresentaram altas
porcentagens de inibicdo, estatisticamente significantes, sugerindo que estes
peptideos possuem atividade inibitéria para o AdV-5, mas em concentracdes muito
préoximas as suas CCsp, 0 que explica os baixos IS encontrados.

O FCTH nao foi testado, pois a quantidade de material disponivel era
insuficiente para realizar este ensaio.

Novamente aqui, a Taquiplesina nao foi testada, em funcéo de que ja havia
sido relatado que este peptideo ndo tem acéo sobre o adenovirus (MURAKAMI et
al., 1991).
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Tabela 7 — Inibicdo do AdV-5 pelos peptideos antimicrobianos, obtidas
através do ensaio colorimétrico do MTT, quando incubados
simultaneamente ou antes da infecgao viral.

Concentragcao Tratamento Pré-tratamento

PEPTIDEOS (M) Simultaneo (%) (%)
Gomesina 50 31,73 £ 2,46a 52,25+ 4,27b
PW-2 80 36,67 +6,61a 24,60 £5,70a
Peneidina 40 28,00+7,51a 32,37 £11,79a
FAL 15 98,17 £ 4,24b 33,85 £ 7,50a
FCTH nt nt nt
Taquiplesina nt nt nt
Clavanina A 25 94,72+ 5,590 61,54 +13,60a
Magainina (MSI-94) 35 29,35+ 2,74a 20,36 + 3,88a

(nt): ndo testado. Os valores representam a média de trés experimentos independentes
+ desvio padrdo da média. Considerando apenas as diferentes estratégias para cada
peptideo utilizou-se ANOVA e Tukey quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram
considerados significantes. Letras iguais indicam que n&o ha diferenca estatistica
significante entre as médias.

5.3.1.3 Atividade antiviral dos PAMs sobre o RV-SA11

A Tabela 8 mostra os resultados da triagem anti-rotavirus.

Quando a incubacdo dos PAMs foi simultdnea a dos virus, apenas a
Taquiplesina (IS = 1,09) e a Clavanina A (IS = 2,02) apresentaram atividade.

Quando as células foram pré-tratadas com os PAMs, apenas a Peneidina (IS
= 1,33) e a Clavanina A (IS = 2,25) apresentaram atividade. Na literatura consultada
nao foram encontrados estudos relacionando estes peptideos ao RV-SA11, no
entanto, um estudo demostrou que a beta-lactoglobulina, a apo-lactoferrina e a Fe3*-
lactoferrina foram capazes de inibir a replicagcdo do rotavirus, dependendo da
concentragdo. A apo-lactoferrina dificulta a ligagdo do virus aos receptores celulares
quando adicionadas durante a fase de adsor¢ao do virus ou quando presente nas
primeiras horas da infecgdo, sugerindo que esta proteina interfere com as fases
iniciais da infeccao do rotavirus (SUPERTI et al, 1997).

O FCTH nao foi testado nas duas estratégias e a gomesina no pré-
tratamento, pois a quantidade de material disponivel era insuficiente para realizar

estes ensaios.
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Tabela 8 — Atividade anti-rotavirus (RV-SA11) dos peptideos antimicrobianos,
obtidos através do ensaio colorimétrico do MTT.

‘ CCs CEso IS CEso IS
PEPTIDEOS MA104 Simultaneo Simultaneo Pré Pré
Gomesina 24,3+ 2,65 - - nt nt
PW-2 > 125 - - - -
Peneidina 21,0 £4,27 - - 15,8 + 2,31 1,33
FAL 35,9+6,15 - - - -
FCTH nt nt nt nt nt
Taquiplesina 23,7+3,96 229+0,25 1,09 - -
Clavanina A 50,2+7,62 24,8+6,62 2,02 22,3+124 2,25

Magainina (MSI-94) 33,5+2,38 - - - -
Resultados expressos em puM; CEsq: concentragao efetiva 50 %; IS: indice de seletividade (CCso/
CExp); (nt): ndo testado; (-): sem atividade na concentragdo maxima testada. Nao foi possivel calcular
os valores de CEsp e, conseqlientemente, os valores de IS. Os valores representam a média de trés
experimentos independentes + desvio padrdo da média.

A Tabela 9 apresenta os resultados percentuais da inibicdo do RV-SA11 pelos
PAMs.

A Peneidina apresentou uma porcentagem de inibicdo maior e
estatisticamente significante, quando as células foram pré-tratadas com o peptideo
(56,65%) do que quando a sua incubacéo foi feita simultaneamente a do virus
(12,75%), sugerindo agao antiviral via bloqueio da adsorgéo.

Quando a Clavanina A (50 uM) foi adicionadas as células antes da adi¢ao do
virus RV-SA11, a porcentagem de inibicdo foi de 95,46 %. Isto ndo diferiu
estatisticamente da apresentada pelo peptideo incubado simultaneamente a
infeccdo viral, sugerindo que este peptideo também parece interferir nas fases
iniciais da infeccao viral.

De outra forma, a Taquiplesina apresentou uma porcentagem de inibigao
maior e estatisticamente significante, quando incubada simultaneamente ao virus

(51,41%) do que quando as células foram pré-tratadas com o peptideo (32,14%).
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Tabela 9 — Inibicdo do RV-SA11 pelos peptideos antimicrobianos, obtidas
através do ensaio colorimétrico do MTT, quando incubados
simultaneamente ou antes da infecgao viral.

PEPTIDEOS Concentragdao  Tratamento Pré-tratamento

(uM) Simultaneo (%) (%)
Gomesina 20 18,32 £ 9,16 nt
PW-2 125 18,66 +4,67a 31,69 = 14,09a
Peneidina 20 12,75+ 9,08a 56,65 + 2,58b
FAL 35 9,58 + 3,39a 27,07 £ 22,51a
FCTH nt nt nt
Taquiplesina 20 51,41 +£20,92b 32,14 £ 9,36a
Clavanina A 50 69,40+ 13,13a 95,46 + 34,42a
Magainina (MSI-94) 30 2990+ 11,18a 13,84 + 3,18a

(nt): ndo testado. Os valores representam a média de trés experimentos independentes
+ desvio padrdo da média. Considerando apenas as diferentes estratégias para cada
peptideo utilizou-se ANOVA e Tukey quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram
considerados significantes. Letras iguais indicam que n&o ha diferenca estatistica
significante entre as médias.

A Figura 1 mostra um resumo da inibicdo de cada um dos virus estudados
pelos peptideos antimicrobianos e a analise dos dados comparando os resultados
obtidos com os diferentes PAMs, para cada tratamento.

Para o HSV-1, no tratamento simultaneo, Gomesina, PW-2, Peneidina e FAL
apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo, estatisticamente significante,
embora a porcentagem de inibicdo apresentada pela Gomesina ndo tenha diferido
estatisticamente do FCTH e da Magainina. No pré-tratamento o peptideo que
apresentou a maior atividade antiviral, estatisticamente significante, foi o do FAL.
Para este virus, de maneira geral, os peptideos apresentaram um melhor
desempenho no tratamento simultaneo.

Para o AdV-5, no tratamento simultdneo, o FAL e a Clavanina A
apresentaram as maiores porcentagens de inibicao, estatisticamente significante, do
que os outros peptideos; no pré-tratamento a Clavanina A apresentou uma
porcentagem de inibicdo, estatisticamente significativa, maior que os demais
peptideos, embora ndo tenha diferido estatisticamente da porcentagem de inibigao
apresentada pela Gomesina.

Para o RV-SA11, no tratamento simultdneo, a Clavanina A apresentou
porcentagens de inibicdo maiores, estatisticamente significantes, que os outros

peptideos, embora ndo tenha diferido estatisticamente da porcentagem de inibigao
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apresentada a Taquiplesina; No pré-tratamento a Clavanina A novamente foi o
peptideo que apresentou a maior porcentagens de inibicdo, embora n&o tenha

diferido estatisticamente da porcentagem de inibigdo apresentada pela a Peneidina.
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Figura 1 — Comparacgéo das porcentagens de inibicdo da replicagao dos diferentes virus pelos PAMs,
obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT, quando incubados simultaneamente ou antes da
infecgao viral. Cada barra representa a média das porcentagens de inibicdo da maior concentragédo
testada + desvio padrédo da média de trés experimentos independentes. Utilizou-se ANOVA e Tukey
quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram considerados significantes,. Letras iguais indicam

que ndo ha diferenga estatistica significante entre as médias. (nt): ndo testado.



Resultados e Discussdo 68

5.3.2 Hemolinfa de ostras

A avaliacdo da potencial atividade antiviral das hemolinfas de ostras foi
realizada através do ensaio colorimétrico do MTT, em concentragbes iguais e
inferiores as suas concentragdes citotdxicas (CCsp).

Quando possivel, foram calculados os valores de CEsy e os respectivos
indices de seletividade (IS = CCs0/CEsp). Os resultados da potencial atividade
antiviral dos extratos de ostras, obtidos quando da realizacdo dos procedimentos
dos itens 4.6.1.1, 4.6.1.2 e 4.6.1.3, para os virus HSV-1/KOS e AdV-5, estao
reunidos nas Tabelas 10 e 12, respectivamente. Para o RV-SA11 os extratos de
ostras apresentaram protec¢ao abaixo de 50%, nao tendo sido possivel calcular os
valores de CEsp e os IS. Também foram calculados os percentuais de inibicdo da
infecgao viral, através da formula citada no item 4.6.1.1, e os resultados estao
sumarizados nas Tabelas 11, 13 e 14. A Figura 2 mostra a comparagao dos valores
percentuais de inibicdo viral, obtidos com as diferentes estratégias de avaliagdo da
atividade antiviral (tratamento simultaneo, pré-tratamento e pdés-tratamento) e da
acgao virucida, frente aos virus HSV-1/KOS, AdV-5 e RV-SA11.

Paralelamente aos experimentos conduzidos com o virus HSV-1/KOS, foram
realizados controles positivos com o aciclovir, na concentragdo de 10 ug/mL. A de
protecdo obtida foi superior de 99 %, de acordo com o que é referenciado na
literatura (DE JALON et al.,, 2003) e atestando a eficiéncia da metodologia
empregada.

De maneira geral, ndo houve diferengas estatisticas entre os resultados
obtidos com as duas espécies de ostras utilizadas neste estudo e nem entre os dois
tipos de amostras (hemocitos e plasma). As diferengas estatisticas encontradas
foram entre os diferentes virus e as diferentes estratégias.

Todos os materiais testados apresentaram atividade virucida para os trés
tipos de virus estudados, demonstrando que a hemolinfa das duas espécies de
ostras estudadas tém capacidade de inibir o virus antes dele atingir as células-alvo.

Os relatos encontrados na literatura sobre as propriedades antivirais de ostras
sao raros e constataram a existéncia de inibidores de proteases e estimuladores de
proliferacao celular (PRESCOTT, 1966; ACHOUR, et al., 1997; FAISAL, et al., 1998;
LEE; MARUYAMA, 1998), que podem ter promovido as diferentes respostas

observadas nesta dissertacao.
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Além disso, vale lembrar que os moluscos bivalves, assim como os
crustaceos, possuem 0s genes responsaveis pelos producdo dos peptideos
antimicrobianos expressos constitutivamente, e os peptideos podem ser encontrados
tanto no interior dos hemacitos como livres na hemolinfa (BACHERE et al., 2004), o
que poderia justificar o fato de ter sido encontradas atividades de inibicdo da
repliacdo viral tanto nas amostras de plasma quanto nas amostras de lisado de

hemocitos.

5.3.2.1  Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre o HSV-1/KOS

Quando a incubacdo da hemolinfa de ostras foi feita simultaneamente e antes
da infecgao viral, nenhuma das amostras apresentou atividade. Quando a incubagao
foi feita apds a infeccao viral, todos os materiais testados apresentaram atividade,
sugerindo que ambas as ostras estudadas possuem capacidade de inativar as fases
tardias da infecgcao causada pelo HSV-1, sendo que a C rhizophorae apresentou os
melhores resultados. Os indices de seletividade variaram entre 1,41 a 17,50 (Tabela
10), sendo que para as duas espécies os valores de IS apresentados pelos lisados

de hemdcitos (Crh e Cgh) foram maiores do que os apresentados pelo plasma (Crp

e Cgp).

Tabela 10 — Atividade anti-herpética (HSV-1 cepa KOS) da Hemolinfa de ostras,
obtidos através do ensaio colorimétrico do MTT.

Material CC50 CE50 IS CE59 |S’ CESO |'S
Teste VERO Simul Simul PRE PRE POS POS
Crh 0,35+ 0,06 - - - - 0,02 £ 0,004 17,50
Crp 0,88+ 0,46 - - - - 0,12+ 0,02 7,33
Cgh 0,34 + 0,06 - - - - 0,07 £ 0,02 4,86
Cgp 0,55+ 0,08 - - - - 0,39+0,18 1,41

Resultados expressos em mg de proteina por mL; CCsq: Concentragéo citotéxica a 50% do tapete
celular; CEsp: concentragéo efetiva 50 %; IS: indice de seletividade (CCsy/ CEsp); (-): protegdo
abaixo de 50% na concentragdo maxima testada, ndo tendo sido possivel calcular os valores de
CEso e, consequentemente, os valores de |IS; Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h:
hemdcitos; p: plasma. Os valores representam a média de trés experimentos independentes +
desvio padrao da média

Para o Crh, as porcentagens de inibicado apresentadas nas trés diferentes
estratégias de deteccdo da atividade antiviral foram significativamente diferentes

entre si, sendo que a maior porcentagem de inibicdo foi observada no pos
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tratamento. Para o Crp e Cgh as porcentagens de inibicdo apresentadas no pos-
tratamento foram maiores, estatisticamente significante, que as outras duas
estratégias que n&o diferiram entre si. Para o Cgp a porcentagem de inibigdo
apresentada no pés-tratamento foi maior, embora ndo tenha diferido estatisticamente
das outras duas estratégias.

Todas as amostras apresentaram acgao virucida, sugerindo que a hemolinfa
de ambas as ostras ajam diretamente sobre o HSV-1 inativando-o antes que atinja

as células-alvo (Tabela 11).

Tabela 11 — Inibicdo do HSV-1/KOS pela hemolinfa de ostras, usando diferentes
estratégias de avaliagdo da atividade anti-herpética (tratamento simultaneo, pré-
tratamento, pés-tratamento) e da acéo virucida.

Material Concentragio _Trataﬂmento Pré-tratamento Pés-tratamento _ A(_;.éo

Teste Simultaneo (%) (%) (%) Virucida (%)
Crh 0,30 18,11 £2,83a 31,03+ 3,53b 75,47 £6,68¢c 96,33 £5,50
Crp 0,80 16,51 £ 6,04a 11,17 £3,76a 48,54 +13,19b 93,30 £5,72
Cgh 0,30 20,28 +£568a 21,77 +11,35a 68,72+ 16,10b 93,00 + 5,20
Cgp 0,50 20,58 = 7,05a 16,25+ 3,82a 49,55+ 37,73ab 90,00 £ 0,00

Concentragbes expressas em mg de proteina por mL; Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h:
hemdcitos; p: plasma. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrao da média. Considerando apenas as diferentes estratégias para cada material teste utilizou-se
ANOVA e Tukey quando necessério, onde valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
Letras iguais indicam que n&o ha diferencga estatistica significante entre as médias.

5.3.2.2

As hemolinfas de ostras apresentaram atividade, nas trés estratégias de

Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre o AdV-5

incubacdo ensaiadas, com indices de seletividade variando de 1,60 a 5,67. Os
indices de seletividade para o pés-tratamento foram maiores para todas as amostras
quando comparados ao tratamento simultaneo e pré-tratamento, sugerindo agcdo de

todas as amostras nas fases tardias do ciclo de replicagdo do AdV-5 (Tabela 12).

Tabela 12 — Atividade antiadenovirus (AdV-5) da hemolinfa de ostras, obtidos
através do ensaio colorimétrico do MTT.

Material CC50 CEso IS CEs’o |S’ CE50 |’S

Teste HEp-2 SIMUL SIMUL PRE PRE POS POS
Crh 0,34 £ 0,04 0,18 £ 0,01 1,89 0,16 £ 0,07 2,13 0,06 £ 0,03 5,67
Crp 0,36 + 0,03 0,18 £ 0,03 2,00 0,15+ 0,02 2,40 0,09 £ 0,05 4,00
Cgh 0,19+ 0,01 0,10 £ 0,01 1,90 0,11+ 0,01 1,73 0,05 +0,01 3,80
Cgp 0,32 + 0,06 0,16 £ 0,06 2,00 0,20 £ 0,01 1,60 0,06 £ 0,02 5,33

Resultados expressos em mg de proteina por mL; CCso: Concentragdo citotoxica a 50% do tapete celular; CEsp:
concentracéo efetiva 50 %; IS: indice de seletividade (CCso/ CEsp); Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h:
hemdcitos; p: plasma. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio padréo da
média.
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Para o AdV-5 nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre as porcentagens de inibigdo dos diferentes materiais testados, para as
diferentes estratégias estudadas, o que sugere que eles tenham capacidade nao sé
de atuar nas fases tardias da infeccdo causada por este virus, mas também nas
outras etapas do seu ciclo de replicagao, além de ter agao direta sobre ele (virucida)
(Tabela 13).

Tabela 13- Inibicdo do AdV-5 pela hemolinfa de ostras, usando diferentes
estratégias de avaliacdo da atividade antiadenovirus (tratamento simultaneo, pré-
tratamento e pds-tratamento) e da agao virucida.

Material Concentragdo _Tratanmento Pré-tratamento Pés-tratamento _ Agéo

Teste Simultaneo (%) (%) (%) Virucida (%)
Crh 0,30 63,93+22,33a 63,84 +13,57a 76,33+27,72a 96,33 %5,50
Crp 0,30 57,31 £7,29a 57,52 £ 8,47a 66,97 £ 22 42a 93,30%5,72
Cgh 0,20 61,51 £11,43a 52,02 £+ 26,65a 66,74 + 4,55a 93,00 £ 5,20
Cgp 0,30 58,69 + 18,21a 58,29 + 13,86a 34,02 + 8,62a 93,00 + 5,20

Concentragbes expressas em mg de proteina por mL; Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h:
hemdcitos; p: plasma. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo da média. Considerando apenas as diferentes estratégias para cada material teste utilizou-se
ANOVA e Tukey quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
Letras iguais indicam que nao ha diferenga estatistica significante entre as médias.

5.3.2.3 Atividade antiviral de hemolinfa de ostras sobre o RV-SA11

As porcentagens de inibicdo de todos os materiais testados sobre o RV-SA11
foram inferiores a 50% em todas as estratégias utilizadas, ndo tendo sido possivel
calcular os valores de CEsg €, consequentemente, os valores de IS.

O Crh apresentou maior porcentagem de inibicdo, estatisticamente
significativa, quando incubado simultaneamente (45,69%) ou antes (48,78%) da
infeccdo viral, do que no pos-tratamento (14,68%), fato que pbéde ser também
observado para o Crp (tratamento simultdneo = 24,25%; pré-tratamento = 23,08%;
pos-tratamento = 6,00%), e para o Cgp (tratamento simultdneo = 21,64%; pré-
tratamento = 18,76%; pos-tratamento = 8,74%) (Tabela 14). Somente o Cgh né&o

apresentou diferencas entre as trés estratégias.
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Tabela 14 - Inibicdio do RV-SA11 pela hemolinfa de ostras, usando diferentes
estratégias de avaliagdo da atividade anti-rotavirus (tratamento simultédneo, pré-
tratamento e pds-tratamento) e da agao virucida.

Material Concentragio _Trataﬂmento Pré-tratamento Pés-tratamento _ Ac_;éo

Testado Simultaneo (%) (%) (%) Virucida (%)
Crh 1,00 45,69 + 13,46b 48,78+ 31,99b 14,68+ 1,82a 93,00 +5,20
Crp 0,80 24,25 + 8,33b 23,08 £12,71b 6,00 £2,01a 93,30 £ 5,72
Cgh 1,00 22,93 +11,70a 27,26 £1793a 34,01 £7,32a 93,00 £5,20
Cgp 1,00 21,64 £ 3,10b 18,76 = 3,09b 8,74 £ 2,48a 93,30 £ 5,72

Concentragbes expressas em mg de proteina por mL; Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h:
hemdocitos; p: plasma. Os valores representam a média de trés experimentos independentes + desvio
padrdo da média, onde valores de p < 0,05 foram considerados significantes (*).

A Figura 2 mostra um resumo da comparag¢ao das porcentagens de inibigao
de cada um dos virus estudados pelas hemolinfas de ostras e a analise estatistica
realizada comparando os resultados obtidos com hemolinfas de ostra, para cada
tratamento.

Para o HSV-1, no tratamento simultaneo, ndo houve diferengas
estatisticamente significantes entre as porcentagens de inibicdo dos diferentes
materiais testados. No pré-tratamento, o Crh apresentou um melhor desempenho,
estatisticamente significante, embora nao tenha diferido das demais amostras. No
pos-tratamento o melhor desempenho foi do Crh, porém este ndo diferiu do Cgh e
do Cgp, que por sua vez nao diferiram do Crp. Para este virus, de maneira geral, as
amostras apresentaram um melhor desempenho no pods-tratamento e na acéo
virucida, sugerindo que eles atuam inativando o virus diretamente ou nas fases
tardias da replicagao viral.

Para o AdV-5, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre as porcentagens de inibicdo dos diferentes materiais testados, no
tratamento simultdneo e no pré-tratamento. No pds-tratamento o Crh e o Cgh
apresentaram maiores porcentagens de inibigao da replicagdo do AdV-5, embora
nao tenham diferido estatisticamente do Crp, que nao diferiu estatisticamente do
Cap.

As amostras tiveram atividade em todas as estratégias ensaiadas e
apresentaram acao virucida, sugerindo que as hemolinfas possam atuar nas
diferentes fases da replicagdo deste virus, além de inativa-lo antes de atingir a

célula-alvo (agao virucida).
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Para o RV-SA11, a maior porcentagem de inibicdo, estatisticamente
significativa, foi demonstrada pelo Crh no tratamento simultdneo, porém este nao
diferiu das outras amostras, fato também observado no pré-tratamento. No pos-
tratamento, o Cgh apresentou a maior porcentagem de inibigdo, estatisticamente

significativa, do que aquelas apresentadas pelas outras amostras.
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Figura 2 — Comparagédo das porcentagens de inibicdo da replicagdo dos diferentes virus pela hemolinfa de
ostras, obtidas através do ensaio colorimétrico do MTT, usando diferentes estratégias de avaliagdo da atividade
antiviral (tratamento simultaneo, pré-tratamento e pos-tratamento) e da acéo virucida. Cada barra representa a
média das porcentagens de inibigdo da maior concentragdo testada = desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes. Utilizou-se ANOVA e Tukey quando necessario, onde valores de p < 0,05 foram
considerados significantes,. Letras iguais indicam que n&o ha diferenca estatistica significante entre as médias.

Cr: Crassostrea rhizophorae; Cg: C. gigas; h: hemdcitos; p: plasma.
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6 CONCLUSOES

Peptideos Antimicrobianos (PAMs):

> As concentragbes citotoxicas a 50% (CCsp) dos PAMs, obtidas através do
ensaio do MTT, para as diferentes linhagens celulares variaram de 39,7 a 125
MM (células VERO); 17,13 a 84,9 uM (células HEp-2) e 21 a 125 pM (células
MA104).

» Os PAMs apresentaram acéo inibitéria da replicacao do HSV-1/KOS, através
do ensaio do MTT, e os valores dos indices de seletividade (CCso/CEsp)
variaram de 1,12 a 64.

» No tratamento simultdneo, a Peneidina apresentou um IS (64) maior que
aqueles apresentados pelos outros PAMs, sugerindo que a cadeia mista
possa contribuir para esta agao antiviral detectada, ja que nenhum dos outros
PAMs testados apresenta este tipo de conformacgao.

» O FAL teve acao anti-herpética semelhante nas duas estratégias realizadas
(tratamento simultaneo e pré-tratamento), sugerindo que ele possa ter agéo
tanto nas fases iniciais como nas fases tardias da replicagao viral.

» Os peptideos Gomesina, PW-2, Peneidina apresentaram acao sobre o HSV-1
somente no tratamento simultaneo, sugerindo que eles poderiam atuar
predominantemente nas fases tardias da replicagao viral.

» A inibicdo da replicagcdo do HSV-1/KOS pelos PAMs, variou de 19,31 a
85,17%.

» Os peptideos Gomesina, PW-2, Peneidina e FAL apresentaram altas
porcentagens de inibicdo sobre o HSV-1, sugerindo uma potencial

capacidade anti-herpética.

» Os PAMs apresentaram acao inibitéria da replicacdo do AdV-5, através do
ensaio do MTT, e os indices de seletividade variaram de 1,41 a 1,86.
» A Clavanina A apresentou acdo antiadenovirus semelhante nas duas

estratégias realizadas (tratamento simultdneo e pré-tratamento), sugerindo
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que ela possa ter acado tanto nas fases iniciais como nas fases tardias da
replicagao viral.

» A Gomesina apresentou acdo sobre o AdV-5 somente no pré-tratamento,
sugerindo que este peptideo agiria predominantemente nas fases iniciais da
replicacao viral.

» O FAL apresentou agao sobre o AdV-5 somente no tratamento simultaneo,
sugerindo que este peptideo poderia agir predominantemente nas fases
tardias da replicagao viral.

» As inibicao da replicacao do AdV-5 pelos PAMs variou de 20,36 a 98,17%.

» O FAL e a Clavanina A apresentaram altas porcentagens de inibicdo sobre o

AdV-5, sugerindo uma potencial agdo antiadenovirus.

» Os PAMs apresentaram acao inibitéria da replicacdo do RV-SA11, através do
ensaio do MTT, e os valores dos indices de seletividade variaram de 1,09 a
2,25.

» A Clavanina A apresentou acdo anti-rotavirus semelhante nas duas
estratégias realizadas (tratamento simultdneo e pré-tratamento), sugerindo
que ela possa ter acado tanto nas fases iniciais como nas fases tardias da
replicagao viral.

» A Peneidina apresentou acdo sobre o RV-SA11 somente no pré-tratamento,
sugerindo que este peptideo tenha agdo predominantemente nas fases
iniciais da replicagao viral.

» A Taquiplesina apresentou acdo sobre o RV-SA11 somente no tratamento
simultaneo, sugerindo que este peptideo poderia atuar predominantemente
nas fases tardias da replicacao viral.

» Ainibicdo da replicagdo do RV-SA11 pelos PAMs variou de 9,58 a 95,46%.

» A Taquiplesina, a Peneidina e a Clavanina A apresentaram altas
porcentagens de inibicdo sobre o RV-SA11, sugerindo uma potencial

atividade anti-rotavirus.

Hemolinfa de ostras

» As concentracgbes citotoxicas a 50% (CCsp) da hemolinfa de ostras, obtidas

através do ensaio do MTT, para as diferentes linhagens celulares variaram de
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0,34 a 0,88 mg de proteina/mL (células VERO); 0,19 a 0,36 mg de
proteina/mL (células HEp-2) e 0,86 a 1 mg de proteina/mL (células MA104).

A hemolinfa de ostras apresentou acao inibitéria da replicagdo do HSV-
1/KOS, através do ensaio do MTT, e os valores dos indices de seletividade
variaram de 1,41 a 17,50.

A hemolinfa de ostras apresentou atividade apenas no pds-tratamento sobre o
HSV-1, sugerindo que possa atuar sobre as fases tardias da replicagao viral.
As porcentagens de inibicao da replicagao do HSV-1/KOS pela hemolinfa de

ostras variou de 11,17 a 75,47%.

A hemolinfa de ostras apresentou acado inibitéria da replicagdo do AdV-5,
onde os valores dos indices de seletividade variaram de 1,60 a 5,33.

A hemolinfa de ostras apresentou atividade nas trés estratégias realizadas
(tratamento simultaneo, pré-tratamento e poés-tratamento) sobre o AdV-5,
sugerindo que possa atuar sobre todas as fases da replicagao viral.

A inibicdo da replicacao do AdV-5 pela hemolinfa de ostras variaram de 34,02
a 76,33 %.

A hemolinfa de ostras ndo apresentou agao inibitéria da replicacdo do RV-
SA11, nas condi¢des realizadas.

A inibicdo da replicagdo do RV-SA11 pela hemolinfa de ostras variaram de
6,00 a 48,78 %.

A hemolinfa das ostras testadas apresentou acgao virucida para os trés virus
estudados, sugerindo que ela tenha ac&o direta sobre estes virus inativando-

os antes que eles atinjam as células-alvo.
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7 PERSPECTIVAS

Peptideos Antimicrobianos:

» Realizar outros ensaios para a elucidagdo do mecanismo de acido da
peineidina sobre o HSV-1.

» Realizar a avaliagdo da potencial atividade virucida. Apesar dos baixos
indices de seletividade de alguns peptideos frente aos virus testados, nao
se pode excluir sua potencial acdo direta sobre o virus, 0 que seria de
grande valia, considerando-se que suas atividades sobre bactérias Gram (+)
e (-) e antifungicas ja foram demonstradas.

» Diminuir o custo de obtengcdo dos PAMs, bem como de seus analogos
recombinantes e sintéticos com o objetivo de disponibilizar maior
quantidade de material para ensaios confirmatérios.

» Realizar estudos de eficacia e de relagao estrutura-atividade com estes e
outros analogos.

» Realizar ensaios dos PAMs juntamente com outras substancias, que atuam
em outras etapas do ciclo de replicagao viral, para observar a possibilidade

de sinergismo.

Extratos de hemolinfa de ostras

» ldentificar os possiveis compostos responsaveis pela atividade antiviral
detectada, a partir do fracionamento dos extratos.

> Isolar tais compostos e realizar ensaios antivirais confirmatorios.

» Estudar o mecanismo de acao antiviral dos compostos identificados como
0s responsaveis pela acao antiviral.

» Desnaturar as hemolinfas por calor (100 °C) e repetir os ensaios para

observar se a atividade antiviral € mantida.



Referéncias 79

REFERENCIAS

ABOUDY, Y.; MENDELSON, E.; SHALIT, I.; BESSALE, R.; FRIDKIN, M. Activity of two synthetic
amphiphilic peptides and magainin-2 against herpes simplex virus type 1 and 2. International Journal
of Peptide and Protein Research, v. 43, p. 573-582, 1993.

ACHOUR, A.; LACHGAR, A.; ASTGEN, A.; CHAMS, V.; BIZZINI, B.; TAPIERO, H.; ZAGURY, D.
Potentialization of IL-2 effects on immune cells by oyster extract (JCOE) in normal and HIV-infected
individuals. Biomedical and Pharmacotherapy, v. 54, p. 427-429, 1997.

AKABOSHI, S.; SINQUE, C. Cultivo experimental de Crassostrea gigas (Thunberg, 1795) na regido
estuarina lagunar de Cananéia (25°05’S; 48°01'W), Sdo Paulo, Brasil. Boletim do Instituto de
Pesca, n. 10, p. 1-8, 1983.

ALLARD, A.; ALBINSSONN, B.; WADELL, G. Detection of adenoviruses in stools from healthy
persons and patients with diarrhea by two-step polymerase chain reaction. Journal of Medical
Microbiology, v. 37, p. 149-157, 1992.

. KAJON, A.; WADELL, G. Simple procedure for discrimination and typing of enteric
adenoviruses after detection by polymerase chain reaction. Journal of Medical Virology, v. 44, p.
250-257, 1994.

ALTENBURG, B. C.; GRAHAM, D. Y.; ESTES, M. K. Ultrastructural study of rotavirus replication in
cultured cells. Journal of General Virology, v. 46, p.75-85, 1980.

AMICI, C.; BELARDO, G. ROSSI, A.; SANTORO, G.M. Activation of ikb kinase by herpes simples
virus type 1: a novel target for anti-herpetic therapy. The Journal of Biological Chemistry, v.276, n.
31, p. 28759-28765, 2001.

ANDERSEN, J.H.; JENSSEN, H.; SANDVIK, K; GUTTEBERG, T.J. Anti-HSV activity of lactoferrin and
lactoferricin is dependent on the presence of heparan sulphate at the cell surface. Journal of Medical
Virology, v. 74, n. 2, p. 262-271, 2004.

ANDRIGHETTI-FROHNER. Avaliagdo da citotoxicidade, da genotoxicidade e da potencial
atividade antiviral da violaceina, produzida pela Chromobacterium violaceum, 2003, 135f,
Dissertacdo (Mestrado em Farmacia) — Curso de Pdés-graduagdo em Farmacia — Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis.a

. ANTONIO, R.V.; CRECZYNSKI-PASA, T.B.; BARARDI, C.R.; SIMOES C.M.O. Cytotoxicity
and potential antiviral evaluation of violacein produced by Chromobacterium violaceum. Memérias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 6, p. 843-848, 2003b.

ARNOLD, D.; DI BIASE, A.M.; MARCHETTI, M.; PIETRANTONI, A.; VALENTI, P.; SEGANTI, L.;
SUPERTI, F. Antiadenovirus activity of milk proteins: lactoferrin prevents viral infection. Antiviral
Research, v. 53, n. 2, p. 153-158, 2002.

AVELLON, A.; PEREZ, P.; AGUILAR, J.C.; LEJARAZU, R.O.; ECHAVARRIA, J.E. Rapid and
sensitive diagnosis of human adenoviruses infections by generic polymerase chain reaction. Journal
of Virology Methods, v. 92, p. 113-120, 2001.

BACHERE, E.; DESTOUMIEUX, D.; BULET, P. Penaeidins, antimicrobial petides of shrimp: a
comparasion with other effectors of innate immunity. Aquaculture, v. 191, p. 71-88, 2000.



Referéncias 80

. GUEGUEN, Y.; GONZALES, M.; LORGERIL, J.; GARNIER, J.; ROMESTAND, B. Insights
into the anti-microbial defense of marine invertebrates: the penaied shimps and oyster Crassostrea
gigas. Immunological Reviews, v. 198, p. 149-168, 2004.

BARARDI, C.R.M.; EMSLIE, K.R; VESEY, G.; WILLIAMS, K.L. Development of a rapid and sensitive
quantitative assay for rotavirus based on flow cytometry. Journal of Virological Methods, v. 74, p.
31-37, 1998.

BARILE, F. A.; In vitro cytotoxicology: mechanisms and methods. Florida: CRC, 1994. 222p.

BELAID, A.; AOUNI, M.; TRABELSI, A.; JEMMALI, M.; HANI, K. In vitro antiviral activity of
dermaseptins against herpes simples virus type 1. Journal of Medical Virology, v. 66, p. 229-234,
2002.

BETANCUR-GALVIS L.A;; MORALES G.E.; FORERO J.E.; ROLDAN J. Cytotoxic and antiviral
activities of Colombian medicinal plant extracts of the Euphorbia genus. Memérias do Instituto
Oswaldo Cruz, v.97, v.4, p.541-546, 2002.

BETTEGA, J.M.R. Avaliagao da atividade antiviral de extratos nebulizados de Achyrocline
satureioides (Lam) DC., Astereceae — Marcela, 2000, Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Curso de Pdés-graduagéo em Biotecnologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

. TEIXEIRA, H.; BASSANI, V.L.; BARARDI, C.R.M.; SIMOES, C.M.O. Evaluation of the
Antiherpetic Activity of Standardized Extracts of Achyrocline satureioides. Phytotherapy Research, v.
18, p. 819-823, 2004.

BISHOP, R.F. Natural history of humam rotavirus infection. Archives of Virology, v. 12, p. 119-128,
1996.

BOFFI, A.V. Moluscos brasileiros de interesse médico e econdmico. Sdo Paulo: FAPESP-HUCITEC,
p. 198, 1979.

BOURNE, N.; STANBERRY, L.R.; KERN, E.R.; HOLAN, G.; MATTHEWS, B.; BERNSTEIN, D.I.
Dendrimers, a new class of candidate topical microbicides with activity against herpes simplex virus
infection. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 44, n. 9, p. 2471-2474, 2000.

BRADFORD, M.B. A rapid an sensitive method for the quantitation of microgran quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BROGDEN K.A., ACKERMANN M., McCRAY P.B.Jr.,, TACK B.F. Antimicrobial peptides in animals
and their role in host defences. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 22, n. 5, p 465-
478, 2003.

BULET, P.; HETRU, C.; DIMARCQ, J.L.; HOFFMANN, D. Antimicrobial petides in insects: structure
and function. Developmental and Comparative Immunology, v. 23, p. 329-344, 1999.

. STOCKLIN, R., MENIN L. Anti-microbial peptides: from invertebrates to vertebrates.
Immunological Reviews. v. 198, p. 169-184, 2004.

BURLESON, F.G.; CHAMBERS, T.M.; WIEDBRAUK, D.L. Virology: a laboratory manual. San Diego:
Academic, 1992. 250 p.



Referéncias 81

CHAPRON, C.D.; BALLESTER, N.A.; FONTAINE, J.H.; FRADES, C.N.; MARGOLIN, A.B. Detection
of astroviruses, enteroviruses, and adenovirus types 40 and 41 in surface waters collected and
evaluated by the information collection rule and an integrated cell culture-nested PCR procedure.
Applied And Environmental Microbiology, v. 66, p. 2520-2525, 2000.

CHE, C.T. Plants as a source of potential antiviral agents. In: WAGNER, H.; FARNSWORTH, N.R.
(eds.) Economic and Medicinal Plants Research, v. 5. London: Academic, p. 167- 251, 1991.

CHINCHAR, V.G.; BRYAN, L.; SILPHADAUNG, U.; NOGA, E.; WADE, D.; ROLLINS-SMITH, L.
Inactivation of viruses infecting ectothermic animals by amphibian and piscine antimicrobial peptides.
Virology, v. 323, p. 268-275, 2004.

CHOU, T.C.; TALALAY, P. Quantitative analysis of dose-effect relationships: the combined effects of
multiple drugs or enzyme inhibitors. Advances in Enzyme Regulation, v. 22, p. 27-55, 1984.

CIARLET, M.; ESTES, M. K. Human and most animal rotavirus strains do not require the presence of
sialic acid on the cell surface for efficient infectivity. Journal of General Virology. v. 80, p. 943-948,
1999.

CLEVELAND, J.; MONTVILLE, T.J.; NES, LF.; CHIKINDAS, M.L. Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for foods preservation. International Journal of Food Microbiology, v. 71, p. 1-20,
2001.

COS P.; CALOMME M.; SINDAMBIWE J.B.; DE BRUYNE T.; CIMANGA K.; PIETERS L.; VLIETINCK
A.J.; VANDEN BERGHE D. Cytotoxicity and lipid peroxidation-inhibiting activity of flavonoids. Planta
Medica, v.67, n.6, p.515-519, 2001.

CRAGG, G.M.; NEWMAN, D.J.; SNADER, K.M. Natural products in drug discovery and development.
Journal of Natural Products, v. 60, p. 52-60, 1997.

CUTHBERTSON, B.J.; SHEPARD, E.F.; CHAPMAN, R.W.; GROSS, P.S. Diversity of the penaeidin
antimicrobial petides in two shrimp species. Inmunogenetics, v. 54, p. 442-445, 2002.

DE CLERCQ, E. Strategies in the design of antiviral drugs. Nature Reviews Drug Discovery, v. 1, p.
13-25, 2002.

. Antiviral drugs in current clinical use. Journal of Clinical Virology, v. 30, p. 115-133, 2004.

DE JALON, E.G.; BLANCO-PRIETO, M.J.; YGARTUA, P.; SANTOYO, S. Increased efficacy of
acyclovir-loaded microparticles against herpes simplex virus type 1 in cell culture. European Journal
of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 56, p. 183-187, 2003

DENIZOT, F.; LANG, R.; Rapid colorimetric assay for cell growth and survival. Journal of
Immunological Methods. v. 89. p.271-277, 1986.

DESTOUMIEUX, D.; BULET, P.; LOEW, D.; DORSSELAER, A.V.; RODRIGUEZ, J.; BACHERE, E.
Penaedins, a new family of antimicrobial petides isolated from the shrimp penaeus vannamei
(decapoda). The Journal of Biological Chemistry, v. 272, n. 45, p. 28398-28406, 1997.

. BULET, P.; STRUB, J. M.; DORSSELAER, A. V.; BACHERE, E. Recombinant expression
and range of activity of penaedins, antimicrobial pepetides from penaeid shrimp. European Journal
of Biochemistry, v. 266, p. 335-346, 1999.



Referéncias 82

. MUNOZ, M.; BULET, P.; BACHERE, E. Penaeidins, a family of antimicrobial petides from
penaeid shrimp (Crustacea, Decapoda). Cellular and Molecular Life Sciences. v. 57, p. 1260-1271,
2000a.

. MUNOZ, M.; COSSEAU, C.; RODRIGUEZ, J.; BULET, P.; COMPS, M.; BACHERE, E.
Penaedins, antimicrobial petides with chitin-binding activity, are produced and stored in shrimp
granulocytes and released after microbial challenge. Journal of Cell Science, v. 113, p. 461-469,
2000b.

DESTOUMIEUX-GARZON, D.; SAUINIER, D.; GARNIER, J.; JOUFFREY, C.; BULET, P.; BACHERE,
E. Crustacean immunity: antifungical peptides are generated from the C-terminus of shrimp
hemocyanin in response to microbial challenge. The Journal of Biological Chemistry, v. 276, p.
47070-47077, 2001.

DI BIASE, A.M.; PIETRANTONI, A.; TINARI, A.; SICILIANO, R.; VALENTI, P.; ANTONINI, G
SEGANTI, L.; SUPERTI, F. Heparin-interacting sites of bovine lactoferrin are involved in anti-
adenovirus activity. Journal of Medical Virology, v. 69, n. 4, p. 495-502, 2003.

DIMARCQ, J.L.; BULET, P.; HETRU, C.; HOFMANN, J. Cysteine-rich antimicrobial peptides in
invertebrates. Biopolymers (Peptide Science), v. 47, p. 465-477, 1998.

DUBOIS, E., GUYADER, F.L., HAUGARREAU, L., KOPECKA, H., CORMIER, M.; POMMEPUY, M.
Molecular epidemiological survey of rotaviruses in sewage by reverse transcriptase, seminested PCR
and restriction fragment length polymorphism assay. Applied and Environment Microbiology. v. 63,
p. 1794-1800, 1997.

EGAL, M.; CONRAD, M.; MACDONALD, D.L.; MALOY, W.L.; MOTLEY, M.; GENCO, C.A. Antiviral
effects of synthetic membrane-active peptides on herpes simplex virus, type 1. International Journal
of Antimicrobial Agents, v. 13, p. 57-60, 1999.

EISENBRAND, G.; POOL-ZOBEL, B.; BAKER, V.; BALLS, M.; BLAAUBOER, B.J.; BOOBIS, A;
CARERE, A.; KEVEKORDES, S.; LHUGUENOT, J. C. PIETERS, R.; KLEINER, J. Methods of in vitro
toxicology. Food and Chemical Toxicology, v.40. p.193-236, 2002.

EPAGRI/CEDAP. Dados da Maricultura Catarinense, 2004.

ESTES, M.K.; GRAHAM, D.; MASON, B.B. Proteolytic enhancement of rotavirus infectivity: biologic
mechanisms. Journal of Virology, v. 39, p. 879-888, 1981.

. Rotaviruses and their replication. In: FIELDS, B.N.; KNIPE, D.M.; HOWLEY, P.M.;
CHANOCK, R.M.; MELNICK, J.L.; MONATH, T.P.; ROIZMAN, B.; STRAUS, S.E. ed. Fields Virology,
3ed. Philadelphia, Lippincott, 1996. p. 1625-1655.

FAISAL, N.; MACINTYRE, E.A.; ADHAN, M.K.G.; TALL, B.D.; KOTHARY, M.H.; LA PEYRE, J.F.
Evidence for the presence of protease inhibitors in eastern (Crassostrea virginica) and Pacifc
(Crassostrea gigas) oysters. Comparative Biochemistry and Physiology Part B, v. 121, p.161-168,
1998.

FAULKNER, D.J. Marine Natural Products. Natural Products Reports, v. 18, p. 1-49, 2002.

FIELDS, B.N.; KNIPE, D.M.; HOWLEY, P.M. Adenoviruses. In: ___ Virology, Philadelphia: Lippicort-
Raven Publishers, 1996. p. 2149-2171.



Referéncias 83

FLINT, S.J.; ENQUIST, L.W.; KRUG, R.M.; RACANELLO, V.R.; SKALKA, A.M. Virus structure. In:
Principles of Virology: molecular biology, pathogenesis and control. Washington ASM Press,
2000. p. 662-714.

FREITAS, A. M. Avaliagado da citotoxicidade e da atividade antiviral de extratos de Araucadria
angutifolia (Bert.) O. Kuntze, Araucariae, 2001, Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Curso
de Pés-graduagédo em Biotecnologia — Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

FRESHNEY, R.I. Culture of Animal Cells. A Multimedia Guide. Wiley-Liss, 1999.

FUJIHARA, T.; HAYASHI, K. Lactoferrin inhibits herpes simplex virus type-1 (HSV-1) infection to
mouse cornea. Archives of Virology, v. 140, n. 8, p. 1469-1472, 1995.

GALLEGOS, C. O.; PATTON, J. T. Characterization of rotavirus replication intermediates: a model for
the assembly of single-shelled particles. Virology, v. 172, p. 616-627, 1989.

GIANSANTI, F.; ROSSI, P.; MASSUCCI, M.T.; BOTTI, D.; ANTONINI, G.; VALENTI, P.; SEGANTI, L.
Antiviral activity of ovotransferrin discloses an evolutionary strategy for the defensive activities of
lactoferrin. Biochemistry and Cell Biology, v. 80, n. 1, p. 125-130, 2002.

GILGER, M.A.; MATSON, D.O.; CONNER, M.E.; ROSENBLANTT, H.M.; FINEGOLD, M.J.; ESTES,
M.K. Extraintestinal rotavirus infections in children with immunodficiency. The Journal of Pediatrics,
v. 120, n. 6, p. 912-917, 1992.

GIRARD, M.; HIRTH, L. Virologie Moleculaire. 2.ed. Paris: Doin, 1989. 617 p.

GLASS, R.l; KILGORE, P.E.; HOLMAN, R.C.; JIN, S.; SMITH, J.C.; WOODS, P.A. The epidemiology
of rotavirus diarrhea in the Unitet States: surveillance and estimates of disease burden. Journal of
Infectives Diseases, v. 174, p. 5-11, 1996.

GRAHAM, K. L.; HALASZ, P.; TAN, Y.; HEWISH, M. J.; TAKADA, Y.; MACKOW, E. R.; ROBINSON,
M. K.; COULSON, B. S. Integrin-Using Rotaviruses Bind a2B1 Integrin a2 | Domain via VP4 DGE
Sequence and Recognize aXp2 and aVp3 by Using VP7 during Cell Entry. Journal of Virology, v.
77,n. 18, p. 9969-9978, 2003.

HAMOSH, M. Protective function of proteins and lipids in human milk. Biology of the Neonate, v. 74,
n. 2, p. 163-176, 1998.

HARVEY, A.L. Medicines from nature: are natural products still relevant to drugs discovery? Trends In
Pharmacological Sciences, v. 20, p. 196-198, 1999.

. Strategies for discovering drugs from previously unexplored natural products. Drug
Discovery Today, v. 5, n. 7, p. 294-300, 2000.

HASEGAWA, K.; MOTSUCHI, W.; TANAKA, S.; DOSAKO, S.. Inhibition with lactoferrin of in vitro
infection with human herpes virus. Japanese Journal of Medical Science and Biology, v. 47, n. 2,
p. 73-85, 1994,

HOUGHTON, P.J.. Medicinal Plants end the control of parasites: compounds whit and anti-HIV activity
from plants. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 90, p. 601-
604, 1996.



Referéncias 84

HU J.M.; HSIUNG G.D. Evaluation of new antiviral agents: I. In vitro perspectives. Antiviral
Research, v.11, n.5-6, p.217-232, 1989.

HUDSON, J.B. Antiviral compounds from plants. Boca Raton, Florida: CRC Press, 1990. 200 p.

HUDSON, J.B.; GRAHAM, E.A.; HARRIS, L.; ASHWOOD-SMITH, M.J. The unusual UVA-dependent
antiviral properties of the furoisocoumarin, coriandrin. Photochemistry and Photobiology, v. 57, p.
491-496, 1993.

HUNG, T.; WANG, C.; FANG, Z.; CHOU, Z.; CHANG, X.; LIONG, X.Q.; CHEN, G.M.; YAO, H.L;
CHAO, T.X.; YE, W.W.; DEN, S.S.; CHANG, W.C. Waterborne outbreak of rotavirus diarrhea in adults
in China caused by a novel rotavirus. Lancet, v. 1, p. 1139-42, 1984.

IMAI, T. Aquaculture in shallow seas: progress in shallow sea culture. Part Il. Roterdam, Balkema, p.
115-260, 1982.

JENSSEN, H.; ANDERSEN, J.H.; UHLIN-HANSEN, L.; GUTTEBERG, T.J.; REKDAL, O. Anti-HSV
activity of lactoferricina analogues is only partly related to their affinity for heparin sulfate. Antiviral
Research, v. 61, p. 101-109, 2004.

. ANDERSEN, J.H.; MANTZILAS, D.; GUTTEBERG, T.J. A wide range of medium-sized,
highly cationic, a-helical peptides show antiviral activity against herpes simplex virus. Antiviral
Research, v. 64, p. 119-126, 2004.

KAN, E.J.M.V,; RUDY, A.D.; BENT, A.V.; KRUIJFF, B. The role of the abundant phenylalanines in the
mode of action of the antimicrobial peptide clavanin. Biochemica et Biophysica Acta, v. 1615, p. 84-
92, 2003.

KANEKO, H.; KEIICHIRO, K.; MORI, S.; SHIGETA, S. antiviral activity of NMSO3 against adenovirus
in vitro. Antiviral Research. V.52, p.281-288, 2001.

KAPIKIAN, A.Z.; CHANOCK, R.M. Rotaviruses. In: FIELDS, B.N.: KNIPE, D.N.; HOWLEY, R.M;
CHANOCK, R.M.; MELNICK, J.L.; MONATH, T.P.; ROIZMAN, B.; SATRAUS, S.E. ed. Fields
Virology, 3ed. Philadelphia, Lippicontt, 1996. p. 1657-1708.

KIDD, A.H.; JONSSON, M.; GARWICZ, D.; KAJON, A.E.; WERMENBOL, A.G.; VERWEIJ, N.W.;
JONG, J.C. Rapid subjgenus identification of human adenovirus isolates by a general PCR. Journal
of Clinical Microbiology, v. 34, p. 662-627, 1996.

KINCHINGTON, D.; KANGRO, H.; JEFRIES, D.J. Design and testing of antiviral compounds. In:
DESSELBERGER, U. Medical Virology: a pratical approach. New York, OIRL Press, 1995. p. 153-
154.

KODAMA, E.; SHIGETA, S.; SUZUKI, T.; DE CLERCQ, E. Application of a gastric cancer cell line
(MKN-28) for anti-adenovirus screening using the MTT method. Antiviral Research, v.31. p.159-164,
1996.

LAMBERTY, M.; ZACHARY, D.; LANOT, R.; BORDEREAU, C.; ROBERT, A.; HOFMANN, J. A;
BULET, P. Insect immunity: constitutive expression of a cysteine-rich antifungal and a linear
antibacterial peptide in a termite insect. The Journal of Biological Chemistry, v.276, n. 6, p. 4085-
92, 2001.



Referéncias 85

LCMM, Projeto BMLP-LCMM. Laboratério de cultivo de moluscos marinhos. Disponivel em
http://www.lcmm.ufsc.br 07/2001.

LEE, L.H.; ZHAO, C.; CHO, Y.; HARWIG, S.S.L.; COOPER, E.L.; LEHRER, R.I. Clavanins a-helical
antimicrobial peptides from tunicate hemocytes. Federation of European Biochemical Societies
Letters, p. 158-162, 1997.

LEE, T.G.; MARUYAMA, S. Isolation of HIV-1 protease-inhibiting peptides from termolysing
hydrolysate of oyster proteins. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 253, p.
604-608, 1998.

LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. Amino acids, peptides, and proteins. In:
Principles of Biochemistry, 3 ed., New York: Worth Publishers, 2000. p. 115-158.

LIUZZI, M.; SCOUTEN, E.; INGEMARSON, R. Inhibition of herpes simplex virus ribonucleotide
reductase by synthetic nonapeptides: a potential antiviral therapy. Advances in Experimental
Medicine and Biology, v. 312, p. 129-138, 1992.

LOFGREN, S. E. Atividades antimicrobiana e antiparasitaria de peptideos isolados de animais
aquaticos, 2004, Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

LORENZINI, D.M.; SILVA JUNIOR, P.I.; FOGACA, A.C.; BULLET, P.; DAFFRE, S. Acanthoscurrin: a
novel glycine-rich antimicrobial peptide constitutively expressed in the hemocytes of the spider
Acanthoscurria gomesiana. Developmental and Comparative Immunology, v. 27, p. 781-791, 2003.

MANDARD, N.; BULET, P.; CAILLE, A.; DAFFRE, S.; VOVELLE, F. The solution structure of gomesin,
an antimicrobial cysteine-rich peptide from the spider. European Journal of Biochemistry, v. 269, p.
1190-1198, 2002.

MARCHETTI, M.; LONGHI, C.; CONTE, M.P.; PISANI, S.; VALENTI, P.; SEGANTI, L. Lactoferrin
inhibits herpes simplex virus type 1 adsorption to Vero cells. Antiviral Research, v. 29, n. 2-3, p. 221-
231, 1996.

. TRYBALA E; SUPERTI F; JOHANSSON M; BERGSTROM T. Inhibition of herpes simplex
virus infection by lactoferrin is dependent on interference with the virus binding to glycosaminoglycans.
Virology, v. 318, n. 1, p. 405-413, 2004.

MATANIC, V.C.A.; CASTILA, V. Antiviral activity of antimicrobial cationic peptides against Junin virus
e herpes simplex virus. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 23, p. 382-389, 2004.

MATTION, N.M.; COHEN, J.; ESTES, M.K. The rotavirus proteins. In: KAPIKIAN, A.Z. Viral
Infections of the Gastrointestinal Tract, 2 ed. New York: Marcel Dekker, 1994. p. 169-249.

MELO, P.S.; MARIA, S. S.; VIDAL, B. C.; HAUN, M.; DURAN, N. Violacein cytotoxicity and induction
of apoptosis in V79 cells. In vitro Cellular & Developmental Biology: Animal, v. 36, p. 639-453,
2000.

MENZEL, L.P.; LEE, Y.H.; SJOSTRAND, B.; LEHRER, R.I. Immuno localization of clavanins in Styela
clava hemocytes. Developmental and Comparative Inmunology, v. 26, p. 505-515, 2002.



Referéncias 86

MORITA, T; OHTSUBO, S.; NAKAMURA, T.; TANAKA, S.; IWANAGA, S.; OHASHI, K.; NIWA, M.
Isolation and biological activities of limulus anticoagulant (anti-LPS factor) which interacts with
lipopolysacchride (LPS). Journal of Biochemistry, v. 97, n. 6, p. 1611-1620, 1985.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay of cellular growth and survival: application to proliferation na
cytotoxicity assays. Journal of Inmunological Methods. V. 65. p. 55-63, 1983.

MOSS, N.; BEAULIEU, P.; DUCEPPE, J.S.; FERLAND, J.M.; GAUTHIER, J.; GHIRO, E.; GOULET,
S.; GRENIER, L.; LLINAS-BRUNET, M.; PLANTE, R.; WERNEC, D.; DEZIEL, R. Peptidomimetic
inhibitors of herpes simplex virus ribonucleotide reductase: a new class of antiviral agents. Journal of
Medical Chemotherapy, v. 38, p. 3617-3623, 1995.

MURAKAMI, T.; NIWA, M.; TOKUNAGA, F.; MIYATA, T.; IWANAGA, S. Direct virus inactivation of
tachyplesin | and its isopeptides from horseshoe crab hemocytes. Chemotherapy, v. 37, n. 5, p. 327-
334, 1991.

NAKAMURA, T.; FURUNAKA, H.; MIYATA, T.; TOKUNAGA, F.; MUTA, T.; IWANAGA, S.; NIWA, M.;
TAKAO, T.; SHIMOSHI, Y. Tachyplesin, a class of antimicrobial peptide from the hemocytes of the
horseshoe crab (Tachypleus tridentatus). The Journal of Biological Chemistry, v. 263, p. 16709-
16713, 1988.

NAKATA, ESTES, M.K.;; GRAHAM, D.Y.; WANG, S.S.; GARY, G.W.; MELNICK, J.L. Detection of
antibody to group B adult diarrhea rotaviruses in humans. Journal of Clinical Microbiology, v. 25, p.
812-818. 1987.

NARDONE, R. M. Toxicity testing in vitro. In: ROTBBLAT, G. H.; CRISTOFALO, V. J. (Ed). Growth,
nutrition and metabolism of cells in culture. New York: Academic, 1977. p.471-495.

NASCIMENTO, I|.A.; PEREIRA, S.A.; SOUZA, R.C. Cultivo de ostras no Brasil: problemas e
perspectivas. Ciéncia e Cultura, v. 7, n. 35, p. 871-876, 1983.

NIELSEN, J. Combinatorial synthesis of natural products. Current Opinion in Chemical Biology, v.
6, p. 297-305, 2002.

NOZAKI, A.; IKEDA, M.; NAGANUMA, A.; NAKAMURA, T.; INUDOH, M.; TANAKA, K.; KATO, N.
Identification of a lactoferrin-derived peptide possessing binding activity to hepatitis C virus E2
envelope protein. The Journal of Biological Chemistry, v. 278, n. 12, p. 10162-10173, 2003.

OEVERMANN, A.; ENGELS, M.; THOMAS, U.; PELLEGRINI, A. The antiviral activity of naturally
occurring proteins and their peptide fragments after chemical modification. Antiviral Research, n.
1805, p.1-11, 2003.

PAN, J.; KUROSKY, A.; XU, B.; CHOPRA, AK.; COPPENHAVER, D.H.; SINGH, I.P.; BARON, S.
Broad antiviral activity of crustaceans. Antiviral Research, v. 48, p. 39-47, 2000.

PINA, S.; PUIG, M.; LUCENA, F.; JOFRE, J.; GIRRONES, R. Viral pollution in the enviroment and in
shellfish: Human adenovirus detection by PCR as an index of human viruses. Applied And
Enviromental Microbiology, v. 64, p. 3376-3382, 1998.

POLI, C.R. O cultivo de Crassostrea gigas (Thunberg,1795) no Sul do Brasil. Floriandpolis (Tese de
Doutorados, Universidade Federal de Santa Catarina), 1994.



Referéncias 87

PRESCOTT, B.; LI, C.P.; CALDES, G.; MARTINO, E.C. Chemical studs of paolin Il, and antiviral
substance from oysters (31514). Proceedings of the Society for Experimental Biology and
Medicina, v. 123, p. 460-464, 1966.

RAJ, P.A.; DENTINO, A.R. Current status of defensins and their role in innate and adaptive immunity.
FEMS Microbiology Letters, v. 206, n. 1, p. 9-18, 2002.

REED, L.J.; MUENCH, H. A simple method of estimating fifty per cent endpoints. American Journal
Hygiene, v. 27, (supl. 3), p. 493-497, 1938.

ROIZMAN, B. Herpesviridae. In: FIELDS, B. N.; KNIFE, D. M.; HOWLEY, P. M.; CHANOCK, R. M;
MELNICK, J. L.; MONATH, T. P.; ROIZMAN, B.; STRAUS, S. E. (eds.) Fields Virology, 3 ed. v. 2.
Philadelphia : Lippincott-Raven, 1996. p. 2221-2341.

RUPPERT, E.E.; BARNES, R.D. Moluscos. In: Zoologia dos Invertebrados, 6 Ed. Sao Pulo,
Roca, p. 353-484, 1996.

SANTOS, O.L.R,; SILVA, A.G.; PEREIRA JUNIOR, A.C. Herpes - clinica, diagnostico e tratamento,
Rio de Janeiro: Medisi, 2000. 278 p.

SAVI, L. A. Avaliagdao da genotoxicidade e das atividades anti-herpética e antioxidante de
compostos fenodlicos, 2004, 128f, Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Curso de Pos-
graduacao em Biotecnologia — Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandépolis.

. LEAL, P.C.; VIEIRA, T.0.; ROSSO, R.; NUNES, R.J.; YUNES, R.A.; CRECZYNSKI-PASA,
T.B.; BARARDI, C.R.M.; SIMOES, C.M.O. Evaluation of anti-herpetic and antioxidant activities, and
cytotoxic and genotoxic effects of synthetic alkyl-esters of gallic acid. Drug Research, v. 55, n. 1, p.
66-75, 2005.

SCHINAZI, R. F. Progress in the Developement of Natural Products for Human Immunodeficiency
Viruses Infections. In: CHU C. K.; CUTLER, H. G. — Natural Products as Antiviral Agents, New
York, Plenum, 1992. p. 1-29.

SHAW, R.D.; HEMPSON, S.J. Replication as a determinant of the intestinal response to rotavirus. The
Journal of Infectious Diseases, v. 174, p.1328-1331, 1996.

SIDWELL, R. W. Determination of antiviral activity. Drugs Pharmaceutical Sciences, v. 27, p. 433-
480, 1986.

SIEUWERTS, A.; KLIUN, J.G.M.; PETERS, H.A.; FOEKENS, J.A. The MTT tetrazolium salt assay
scrutinized: how to use this assay reliably to measure metabolic activity of cell cultures in vitro for the
assessment of growth characteristics, ICsy — values and cell survival. European Journal of Clinical
Chemistry and Clinical Biochemistry, v. 33, p. 813-823, 1995.

SILVA, A.C. Avaliagdo da Citotoxicidade e Triagem da Potencial Antiviral de Produtos
Marinhos: esponjas coletadas na costa brasileira e compostos de organismos marinhos, 2005,
Dissertacdo (Mestrado em Farmacia) — Curso de Pds-graduagdo em Farmacia — Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis.

SILVA JUNIOR, A.,; KAWAZOE, U.; FREITAS, F.F.T.; GATTI, M.S.V.; DOLDER, H.; SCHUMACHER,
R.l; JULIANO, M.A.; SILVA, M.J.; LEITE, A. Avian anticoccidial activity of a novel membrane-
interactive peptide selected from phage display libraries. Molecular and Biochemical Parasitology,
v. 120, p. 53-60, 2002.



Referéncias 88

SILVA JUNIOR, P.1.; DAFFRE, S.; BULET, P. Isolation and characterization of gomesin, na 18-residue
cysteine-rich defense peptide from the spider Acanthoscurria gomesiana hemocytes with sequence
similarities to horseshoe crab antimicrobial peptides of the tachyplesin family. The Journal of
Biological Chemistry, v. 275, n. 43, p. 33464-33470, 2000.

SIMOES, C.M.O.; AMOROS, M.; GIRRE, L. Mechanism of antiviral activity of triterpenoid saponins.
Phytotherapy Research, v. 13, n. 4, p. 323-328, 1999.

SMEE, D. F; MORRISON, A.C.; BARNARD, D. L.; SIDWELL, R. W. Comparison of colorimetric,
fluorimetric, and visual methods for determining anti-influenza (H1N1 and H3N2) virus activities and
toxicities of compounds. Journal of Virological Methods, v.106, p.71-79, 2002.

SOKAL, R.R.; ROHLF, F.J. Biometry, 3.ed. New York: W.H. Freeman, 1995. 850 p.

STEINER, H.; HULTMARK, D.; ENGSTROM, A.; BENNICH, H.; BOMAN, H. Sequence and specificity
of two antibacterial proteins involved in insect immunity. Nature, v. 292, p. 246-248, 1981.

STRATE, B.W.A.; BELJAARS, L.; MOLEMA, G.; HARMSEN, M.C.; MEIJER, D.K.F. Antiviral activites
of lactoferrina. Antiviral Research, v. 52, p. 225-239, 2001.

STROHL, W. R. The role of natural products in a modern drug discovery program. Drug Discovery
Today, v. 5, n. 2, p. 39-41, 2000.

SUDOQO, K.; KONNO, K.; YOKOTA, T.; SHIGETA, S. A sensitive assay system for screening antiviral
compounds against herpes simples virus type and type 2. Journal of Virological Methods. v. 49.
p.169-178, 1994.

SUPERTI, F.; AMMENDOLIA, M.G.; VALENTI, P.; SEGANTI, L.. Antirotaviral activity of milk proteins:
lactoferrin prevents rotavirus infection in the enterocyte-like cell line HT-29. Medical Microbiology
and Immunology, v. 186, n. 2-3, p. 83-91, 1997.

. SICILIANO, R.; REGA, B.; GIANSANTI, F.; VALENTI, P.; ANTONINI, G. Involvement of
bovine lactoferrin metal saturation, sialic acid and protein fragments in the inhibition of rotavirus
infection. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1528, n. 2-3, p. 107-115, 2001.

TAKEUCHI, H.; BABA, M.; SHIGETA, S. An application of tetrazolium (MTT) colorimetric assay for the
screening of anti-herpes simplex virus compounds. Journal of Virological Methods, v. 33, p. 61-71,
1991.

TANAKA, S.; NAKAMURA, T.; MORITA, T.; IWANAGA, S. Limulus anti-LPS factor: an anticoagulant
which inhibits the endotoxin mediated activation of Limulus coagulation system. Biochemical and
Biophysical Research Communications, v. 105, n. 2, p. 717-723, 1982.

TANAKA, T.; NAKATANI, S.; XUAN, X.; KUMURA, H.; IGARASHI, I.; SHIMAZAKI, K. Antiviral activity
of lactoferrin against canine herpesvirus. Antiviral Research, v. 60, p. 193-199, 2003.

TRYBALA, E.; OLOFSSON, S.; MARDBERG, K.; SVENNERHOLM, B.; UMEMOTO, K.; GLORIOSO,
J. C.; BERGSTROM, T. Strutural and functional features of the polycationic peptide required for
inhibition of herpes simplex virus invasion of cells. Antiviral Research, v. 62, p. 125-134, 2004.

VALENTI, P.; BERLUTTI, F.; CONTE, M.P.; LONGHI, C.; SEGANTI, L.. Lactoferrin functions: current
status and perspectives. Journal of Clinical Gastroenterology, v. 38, n. 6, 127-129, 2004.



Referéncias 89

VANDEN-BERGHE, D. A.; VLIETINCK, A.J.; VAN-HOOF, L. Plant products as potential antiviral
agents. Bulletin de I'Institut Pasteur. V. 84, p.101-105, 1986.

VARGAS-ALBORES, F.; BARRACCO, M. A. Mecanismos de defensa de los moluscos bivalvos, con
énfasis en pectinidos. In. MAEDA-MARTINEZ A. N. Los Moluscos Pectinidos de Iberoamérica:
Ciencia y Acuicultura, México: Editorial Limusa, 2001. p. 127-146.

VISALLI, R.J.; ZEIJL M.V. DNA encapsidation as a target for anti-herpesvirus drug therapy. Antiviral
Research, v. 59, p. 73-87, 2003.

VIZIOLI, J.; SALZET, M. Antimicrobial peptides versus parasitic infections? Trends in Parasitology,
v. 18, n. 11, p. 475-476, 2002.

VLIETINCK, A.J.; DE BRUYNE, T.; VANDEN BERGUE, D. A. Plant substances as antiviral agents.
Current Organic Chemistry, v. 1, p. 307-344, 1997.

VOGEL, H.J.; SCHIBLI, D.J.; JING, W.; LOHMEIER-VOGEL, E.M.; EPAND, R.F.; EPAND, R.M..
Towards a structure-function analysis of bovine lactoferricin and related tryptophan- and arginine-
containing peptides. Biochemistry and Cell Biology, v. 80, n. 1, p. 49-63, 2002.

WHITE, D.O.; FENNER, F.J. Medical Virology. 4.ed. San Diego: Academic, 1994. 603 p.
WIEDBRAUK, D.L.; JOHNSTON, S.L.G. Manual of clinical virology. New York: Rave, 1992. 275 p.

WILSON, A. P. Cytotoxicity and viability assays. In: MASTERS, J. R. W. Animal Cell Culture. 3" ed.
Oxford: University, 2000. p.175-219.

YANG, Y.; PONCET, J.; GARNIER, J.; ZATYLNY, C.; BACHERE, E; AUMELAS, A. Solution structure
of the recombinant penaeidin-3, a shrimp antimicrobial peptide. Journal of Biological Chemistry, v.
278, n. 38, p. 36859-36867, 2003.

YASIN, B.; PANG, M.; TURNER, J. S.; CHO, Y.; DINH, N-N.; WARING, A. J.; LEHRER, R. |.; WAGAR
E. A. Evaluation of the inactivation of infectious herpes simplex virus by host-defense peptides.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, v. 19, n. 3, p. 187-194, 2000.

YOSHICAWA, T.; NAITO, Y.; MASUI, K.; FUJII, T.; BOKU, Y.; NAKAGAWA, N,; YOSHIDA, N,;
KONDO, M. Free radica-scavening activity of Crassostrea gigas extract (JCOE). Biomedicine and
Pharmacotherapy, v. 51, p. 328-332, 1997.

ZASLOFF, M. Magainins, a class of antimicrobial peptides from Xenopus skin: isolation,
characterization of two active forms, and partial cDNA sequences of a precursor. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA, v. 84, p. 5449-5453, 1987.

. Antimicrobial peptides of multicellular organisms. Nature, v. 415, p. 389-395, 2002.



