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RESUMO

O virus respiratodrio sincicial (VRS) € o principal responsavel por infec¢des respiratorias agudas
(IRAs) contribuindo assim para o aumento da morbidade e da mortalidade infantil em todo o
mundo. Até o momento, apenas um farmaco, o Palivizumab, ¢ utilizado contra as infecgoes
provocadas por esse patogeno. Entretanto, o uso deste medicamento é recomendado apenas para
criancas de alto risco para infec¢cdo por VRS devido ao seu elevado custo e risco de ocorréncia
de reacdes adversas. Sendo assim, a pesquisa por compostos biologicamente ativos contra o
virus € necessaria, para que futuramente novos farmacos possam ser utilizados como alternativa
para o tratamento dessa infec¢do viral. Véarios peptideos, incluindo aqueles com atividade
antiviral (AVPs), j& foram encontrados como componentes do veneno de escorpides, 0s quais
sdo estudos para o desenvolvimento de moléculas de carater terapéutico. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a citotoxicidade in vitro de dois peptideos sintéticos, Pep-1
e Pep-2, derivados de veneno de escorpido em células HEp-2 e, posteriormente, avaliar a
atividade virucida do Pep-2 contra o VRS cepa A2. Células HEp-2 foram tratadas com
diferentes concentracdes dos peptideos (de 0,8 a 100 ug/mL), incubadas por 24, 48 ¢ 72 horas,
e a viabilidade celular foi determinada por meio de ensaio de MTT. Os resultados demonstraram
que ambos os peptideos ndo apresentam citotoxicidade contra HEp-2. Nos resultados da
atividade virucida do Pep-2, demonstraram uma baixa atividade variando de 10% (100 pg/mL)
a 30% (3,1 pg/mL), aproximadamente. Esses resultados sugerem que o peptideo pesquisado
apresenta atividade antiviral relevante principalmente contra as etapas posteriores a entrada do
virus na célula hospedeira, podendo inibir as etapas de sintese de proteinas e material genético,
montagem ou liberag¢do do ciclo de replicagdo viral. Entretanto, novos estudos que demonstrem
a interagdo desse peptideo com proteinas virais envolvidas diretamente nessas etapas de
replicacdo devem ser realizados para que se possa comprovar seu mecanismo de atuagao.

Palavras-chave: Virus respiratdrio sincicial. Infecgdes respiratorias agudas. Peptideos com
atividade antiviral. Viabilidade celular. Célula HEp-2.



ABSTRACT

Respiratory syncytial virus (RSV) is primarily responsible for acute respiratory infections
(ARIs) thus contributing to the increase in child morbidity and mortality worldwide. So far,
only one drug, Palivizumab, is used against infections caused by this pathogen. However, the
use of this medicine is recommended only for children at high risk for RSV infection because
of its high cost and risk of adverse reactions. Therefore, research for biologically active
compounds against the virus is necessary so that in the future new drugs can be used as an
alternative for the treatment of this viral infection. Several peptides, including those with
antiviral activity (AVPs), have already been found as components of scorpion venom, which
are studies for the development of therapeutic molecules. Thus, the objective of this work was
to evaluate the in vitro cytotoxicity of two synthetic peptides, Pep-1 and Pep-2, derived from
scorpion venom in HEp-2 cells and, subsequently, to evaluate the virucidal activity of Pep-2
against VRS strain A2. HEp-2 cells were treated with different peptide concentrations (from
0.8 to 100 ug / mL), incubated for 24, 48 and 72 hours, and cell viability was determined by
MTT assay. The results showed that both peptides do not present cytotoxicity against HEp-
2. In the results of Pep-2 virucidal activity, they demonstrated a low activity ranging from
approximately 10% (100 ug / mL) to approximately 30% (3.1 ug /mL). These results suggest
that the researched peptide presents relevant antiviral activity mainly against the steps after
virus entry into the host cell, and may inhibit the steps of protein and genetic material
synthesis, assembly or release of the viral replication cycle. However, further studies
demonstrating the interaction of this peptide with viral proteins directly involved in these
replication steps should be performed to prove its mechanism of action.

Keywords: Respiratory syncytial virus. Acute respiratory infections. Peptides with antiviral
activity. Cell viability. HEp-2 cell.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ug: micrograma

uL: microlitro

pum: micrometro

AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida
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AVPs: peptideos com atividade antiviral

cm?: centimetro(s) quadrado

COas: gés carbonico/dioxido de carbono

DMEM: Meio Dulbecco’s Modified Eagles

DMSO: dimetilsulfoxido

DBP: displasia broncopulmonar

EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético

ERD: enhanced respiratory disease

g: gramas

h: horas
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HSV-1: virus herpes simples tipo 1

HCV: virus da hepatite C

IBTEC: Instituto de Biotecnologia

IR As: infecgdes respiratorias agudas

LACCA: Laboratdrio de Cultura de Células Animas

MS: Ministério da Satude

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
mL: mililitro(s)

N°: numero

O7: gas oxigénio

PBS: tampao fosfato-salino

Pep-1: Peptideo 1

Pep-2: Peptideo 2

pH: potencial hidrogenidnico

RNA: 4cido ribonucleico

SARS-CoV: coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda grave
SFB: soro fetal bovino

UFP: unidade formadora de placa

VERO: linhagem de células derivada de rim de macaco verde africano
VRS: virus respiratério sincicial

ZIKV: zika virus

°C: graus Celsius

%: por cento
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1. INTRODUCAO

Um dos principais patogenos causadores de infecgdes respiratorias agudas (IRAs) € o
virus respiratorio sincicial (VRS), sendo o responsavel por surtos anuais de bronquite,
bronquiolite e pneumonia principalmente em criancas, idosos e pessoas com o sistema
imunologico comprometido. As taxas de morbidade e mortalidade provocas pelo VRS tem
se tornado um grande problema de saude publica com grandes consequéncias econdmicas.
Até o momento, existe apenas um farmaco utilizado para o tratamento das infec¢des pelo
VRS, o Palivizumab, utilizado somente em casos com alto risco para o paciente, uma vez que
se trata de um medicamento de alto custo e que causa efeitos adversos.

Dessa forma, a busca por novas drogas que sejam eficientes contra o VRS tem sido
recorrente. Uma alternativa eficiente sdo os peptideos com atividade antiviral (AVPs), que
podem ser obtidos sinteticamente, através de processos quimicos, ou isolados a partir de
produtos naturais. Das varias fontes disponiveis de AVPs, destacam-se os venenos ou as
peconhas de animais como serpentes, sapos e escorpides, encontrados por todo mundo,
inclusive no Brasil.

Por ser uma 4rea abrangente, a biotecnologia se mostra como uma importante
ferramenta no auxilio a saude, pois permite a aplicagdo de técnicas de avaliagdo in vitro das
atividades biologicas de peptideos, além de possibilitar que pequenas modificacdes nas
sequéncias dessas moléculas possam melhorar sua eficicia e seguranga, tornando-os
excelentes candidatos para uso terapéutico. Além disso, a possibilidade de produ¢do em larga
escala e geracdo de patente aumenta ainda mais o interesse por essas moléculas. Nesse
contexto, o presente trabalho objetivou a avaliagdo in vitro das atividades citotoxica e antiviral

de dois peptideos sintéticos derivados de veneno de escorpido.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Virus Respiratorio Sincicial (VRS)

As infecgdes respiratorias agudas (IRAs) sdo em parte responsaveis pela morbidade e
mortalidade infantil e, infelizmente, sua ocorréncia tem aumentado de ano em ano, colocando
em risco e prejudicando pessoas mundialmente. Em 2005, foi estimado que cerca de mais de
30 milhdes de casos de IRAs ocorreram em todo o mundo, e 10% foram considerados graves
necessitando de internagdo hospitalar (SHI et al., 2017). As estimativas mostram que as IRAs
representam entre 30 e 50% das visitas de criancas as unidades de saude e, entre 20 e 40% das
hospitalizagdes pedidtricas na maioria dos paises em desenvolvimento (QUEVEDO
LORENZO et al., 2019). No Brasil, as doencas respiratdrias, especialmente a pneumonia, sao
responsaveis por aproximadamente 22% de todas as mortes entre criangas de 1 a 4 anos, sendo
a principal causa de Obito para esta faixa etaria (PASSOS et al., 2019).

Um dos principais causadores de IRAs € o virus respiratdrio sincicial (VRS) que infecta
principalmente criancas menores de 2 anos, idosos e pessoas que possuem o sistema imune
comprometido (SANTOS et al., 2018). Segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral
(ICTV), o VRS pertence a ordem Mononegavirales, familia Pneumoviridae e, ao género
Orthopneumovirus, além de ser dividido entre dois subgrupos antigénicos, A e B devido a uma
diferenga antigénica da principal glicoproteina (G) (ANDERSON et al., 1985).

De acordo com Griffiths (2017), o VRS ¢ um virus esférico, envelopado, com um
diametro de aproximadamente 150 nm. Possui RNA de fita simples como genoma, que ¢
empacotado na particula viral como uma molécula nao-segmentada de sentido negativo, e que
codifica proteinas estruturais internas chave (matriz proteica [M] e nucleoproteina [N]),
proteinas do complexo polimerase funcional (fosfoproteina [P] e polimerase [L]), proteinas nao
estruturais envolvidas na evasdo da resposta imune inata (NS-1 e NS-2), glicoproteinas
transmembrana expostas externamente (pequena proteina hidrofobica [SH], glicoproteina [G]
e proteina de fusdo [F]), e as proteinas reguladoras do M2 (proteina antiterminacao M2-1 e M2-

2), envolvidas na regulacdo da transcri¢do e replicag¢do (Figura 1).
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Figura 1: Modelo representativo da particula do virus respiratorio sincicial (VRS) e de seu genoma.
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Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), 2011.

Particulas virais pertencentes a esse género Orthopneumovirus, sdo capazes de fundir
diretamente sua membrana com a membrana plasmatica celular sem serem internalizados por
endocitose ou macropinocitose. Essa capacidade confere a eles geralmente a possibilidade de
criar sincicios celulares, desencadeando a fusdo entre a membrana viral e celular por proteinas
de fusdo. Todas as proteinas de fusdo sdo ativas em uma conformacgao trimérica. Na forma
nativa as proteinas de fusdo sdo triméricas, porém algumas podem apresentar forma inicial
de dimeros na superficie do virion, mas sdo convertidos em trimeros apos a ativacdo. As
proteinas de fusdo devem ser produzidas em um estado inativo para evitar desencadear a
fusdo no Golgi ou em outros compartimentos apos a sintese e o transporte para a superficie
celular. Muitos sdo ativados na rede trans. Golgi ou na superficie celular por clivagem
proteolitica que revela o peptideo de fusdo (Figura 2A). Como se trata de virus com material
genético de ssSRNA sentido negativo, sua transcrigdo ocorre através do complexo RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), que inicia a transcri¢ao ligando-se a sequéncia lider
em 3' do RNA da fita negativa gendmica. O RdRp transcreve um RNA lider em trifosfato 5'
e depois, para e reinicia em um sinal de iniciacdo da transcri¢do. O RNA iniciado neste sinal
¢ limitado. No final dos genes virais, hd um sinal de parada da transcri¢do no qual o RdRp
produzira um sinal de poliadenilagdao no trecho U antes de liberar o mRNA. Nos genomas

policistronicos, o0 RdRp pode digitalizar para a proxima iniciagao da transcrigdo e retomar a
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transcri¢do no proximo gene (Figura 2B). O complexo viral de RdRp ¢é presumivelmente o
mesmo para replicagdo e transcricdo. Pode ser uma transcriptase por padrao e se transformar
no modo replicase, dependendo da concentragdao de nucleocapsideo. A propor¢do genoma /
antigeno ¢ de cerca de 10 para muitos virus. Presumivelmente, a sequéncia do trailer ¢ um
promotor de replicagdo mais forte que a sequéncia lider. Apos a ligagdo do RdRp se liga a
sequéncia lider no genoma de RNA (-) encapsulado e dado inicio a replicagdo. O antigenoma
¢ encapsidado concomitantemente durante a replicagdo. O RdRp ignora todos os sinais de
transcricdo quando no modo de replicagdo replicando o antigenoma sob 0 mesmo processo,
promovendo a ligacdo primaria do complexo da polimerase viral a sequéncia do trailer
(Figura 2C). Muitos virus envelopados recrutam componentes do sistema celular ESCRT
(complexo de classificacdo endossdmica necessario para o transporte) para mediar a brotagao
viral assistida por hospedeiro. Os complexos ESCRT sdo normalmente utilizados pela célula
para fungdes biologicas que envolvem a remodelacdo da membrana, como formacgdo de
vesiculas intraluminais, autofagia ou estagios terminais de citocinese. A familia ESCRT
consiste em ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, que estdo envolvidas principalmente na
classificacdo de carga e deformacdo da membrana, e ESCRT-III, que separa o pescoco da sua
reverte a topologia quando comparada a maioria dos outros processos de brotamento na
célula, como endocitose e formacao de vesiculas de transporte. O ribonucleocapsideo interage
com a proteina da matriz sob a membrana plasmatica e brota através do complexo ESCRT,

liberando o virion (Figura 2D) (VIRALZONE, 2019).

Figura 2: Modelo representativo do ciclo de replicagdo de virus da particula do virus género Orthopneumovirus.

A
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membrane fusion into host cytoplasm
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Grandes epidemias do VRS sdo observadas entre o outono e o inverno, fato relacionado
a alteragdo no comportamento populacional. Por se tratar de uma época mais fria, os individuos
passam mais tempo em ambientes fechados, favorecendo a transmissao e a infeccdo por este
patogeno (BORCHERS, 2013; AVENDANO et al.,, 2003). O VRS possui manifestagoes
clinicas semelhantes as de outros patdégenos virais respiratdrios que incluem tosse, congestao
nasal, dor de garganta e dispneia (BRANCHE; FALSEY, 2015), podendo levar o paciente ao
desenvolvimento de bronquiolite, pneumonia ¢ complicagdes severas como falha respiratoria
(STEIN et al., 2017). De todas as manifesta¢des clinicas provocadas pelo VRS, a bronquiolite
viral aguda (BVA) ¢ a doenca de maior relevancia, em virtude da morbidade elevada, podendo
apresentar-se com maior gravidade, maior taxa de internagdo e, em casos de paciente lactentes
menores de trés meses que apresentam comorbidades como a cardiopatia congénita e a displasia
broncopulmonar (DBP), evoluir para faléncia respiratoria (FONTES; FERREIRA, 2018).

Na década de 60, os Estados Unidos realizaram estudos com o intuito de imunizar
lactentes e criancas de até 5 anos contra o VRS, utilizando uma vacina inativada por formalina.
Entretanto, devido a precariedade tecnoldgica, falta de informagdes e métodos de avaliagdo de
eficacia do processo de vacinagdo, nao foi possivel obter uma protecdo contra uma infecg¢ao
subsequente provocada pelo VRS selvagem. As criangas imunizadas desenvolveram uma forma
mais grave da IRA causada pelo VRS, conhecida como doenga respiratoria exacerbada (ERD,
do inglés enhanced respiratory disease) (FULGINITI et al., 1969). Cerca de 80% das criancas
que tiveram infec¢do pelo VRS apos a vacinacdo precisaram ser hospitalizadas, apresentando
um aumento significativo na frequéncia e na gravidade da doenga, caracterizada por
broncopneumonia, febre alta e chiado no peito. Como tragico resultado, dois bebés que foram
imunizados acabaram morrendo por consequéncia da infeccdo subsequente pelo VRS
(ACOSTA et al.,, 2016). Ainda hoje, diferentes grupos de pesquisa realizam estudos com
candidatas a vacinas contra o VRS (BOYOGLU-BARNUM et al., 2017; McFARLAND et al.,
2018), entretanto, nenhuma encontra-se disponivel para a prevencdo de infec¢des provocadas
por este patdogeno.

A busca por um tratamento eficaz, que consiga combater a doenca grave provocada pelo
VRS, teve inicio no final da década de 1990. Um estudo randdémico foi realizado nos Estados
Unidos, Reino Unido e Canada, apos os surtos de VRS de 1996 e 1997. Nesta pesquisa, mais
de 1000 criangas foram selecionadas para inoculagao de um anticorpo monoclonal humanizado,
contendo 95% de sequéncias de aminoacidos humanos e apenas 5% de aminoacidos murinos.
O acompanhamento dos pacientes apds a tltima dose demonstrou que o tratamento resultou em

uma reducdo de 55% no numero de hospitalizagdes de criangas infectadas pelo VRS, além de
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reduzir em 78% as hospitalizacdes de criangas prematuras sem DBP e 39% com DBP. Esses
dados apontam a eficacia e a seguranca da administracao do anticorpo monoclonal humanizado
para a prevencao de doengas graves causadas pelo VRS, o qual foi nomeado de Palivizumab
(TOUCH; SPITZER, 1999).

A principal desvantagem apresentada pelo Palivizumab € o seu alto custo de producao,
limitando seu uso apenas para alguns grupos de risco para a infec¢do pelo VRS. Cada dose do
farmaco custa aproximadamente R$ 5.000,00 e, em média, cada crianca do grupo de risco deve
tomar 6 doses (TOMA et al., 2013). De acordo com a Portaria n® 522 de 2013 do Ministério da
Satde (MS), o medicamento ¢ liberado pelo SUS em casos de criangas menores de 1 ano de
idade, que nasceram prematuras, com idade gestacional < 28 semanas e para criangas com até
2 anos de idade com doenga pulmonar cronica ou doenga cardiaca congénita com repercussao
hemodinamica demonstrada (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Sendo assim, a necessidade
de novos medicamentos, que possam ser administrados de forma mais ampla em toda a
populacdo, tem impulsionado grupos de pesquisa na busca por compostos capazes de combater

a infeccdo pelo VRS e, que ao mesmo tempo apresentem um baixo custo de produgao.

2.2 Peptideos com atividade antiviral

Os peptideos com atividade antiviral (AVPs), demonstram grande potencial no combate
as infeccdes virais. A falta de firmacos antivirais, associada a identificacao de cepas resistentes
aos quimioterapicos utilizados atualmente, torna importante o desenvolvimento de novos
compostos para combater infecgdes emergentes (SHARTOUNY; JACOB, 2018). Os AVPs sdao
peptideos capazes de inibir ou destruir as particulas virais, impedindo assim a infeccdo das
células hospedeiras. Esses peptideos podem ser encontrados no meio ambiente, em diferentes
formas de vida, como animais, vegetais e até em microrganismos, uma vez que fazem parte dos
seus mecanismos de defesa (AHMED et al., 2019; AVILA, 2017).

No estudo realizado por Martins e colaboradores (2009), os pesquisadores testaram
amostras de extratos de Musa acuminata, popularmente conhecida como banana ouro, contra
cepas do virus herpes simplex tipos 1 e 2 que ja apresentavam resisténcia ao farmaco aciclovir.
Observaram que a M. acuminata apresentou inibicdo viral superior a 80%, na maior
concentragcdo empregada e sem apresentar toxidade para as células utilizadas no cultivo viral.

Como a maioria dos AVPs faz parte do sistema imunologico dos seres vivos, € possivel
encontrar antivirais em alguns animais pegonhentos como cobras, sapos e escorpides, pois estes

possuem em seus venenos/peconhas peptideos que sdo analisados quanto as suas atividades
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antimicrobianas (ZENG, 2018). Muller (2011), avaliou a atividade antiviral de peconhas de
serpentes e escorpides contra o virus da dengue (DENV) e da febre amarela (YF), demonstrando
que as peconhas de algumas espécies de serpentes apresentam atividade contra diferentes etapas
do ciclo de replicagdo viral. Ja Yan e colaboradores (2011) realizaram analises no veneno do
escorpido Heterometrus petersii, ¢ demonstraram que o peptideo Hp1090 inibiu as etapas

iniciais da infec¢do pelo virus da hepatite C (HCV) e também a sua replicagdo.

2.3 Atividades citotoxica e antiviral in vitro

A Dbiotecnologia dispde da area de cultura de células vivas em condigdes in vitro,
permitindo a sua manutengdo em recipientes estéreis, como frascos e placas descartaveis
(MIGITA, 2012). Com o avanco das técnicas de cultura de células e tecidos em laboratorio
obteve-se uma revolugdo, principalmente na area da satde (PHELAN, 2015). A maior
vantagem em conduzir experimentos com cultura de células in vitro é o baixo custo quando
comparadas com 0s animais vivos, além de permitir a padronizacao de experimentos com o
controle preciso de pH, temperatura, pressdo osmotica, tensdes de gas carbonico (CO2) e
oxigénio (O2). Além disso, ndo apresentam um custo tdo elevado em virtude da pequena
quantidade de material necessario comparado a estudos in vivo (ALVES, 2015). Contudo, para
esse tipo de pesquisa sao necessarias condigdes totalmente livres de contaminagdo, além de um
conhecimento do pesquisador que realiza os experimentos sobre morfologia celular,
procedimentos basicos de cultivo celular e técnicas assépticas rigorosas (FRESHNEY, 1994).

De acordo com o Orgio Internacional de Padronizagdo (International Standard
Organization, ISO 10993), o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em procedimentos biomédicos. Depois de
comprovada a sua ndo toxicidade, estudo da atividade bioldgica do composto, realizando-se os
ensaios posteriores necessarios (ROGERO et al, 2003). A avaliagdo de citotoxicidade pode ser
realizada por ensaios colorimétricos, como por exemplo utilizando o brometo de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio, ou MTT. Este ensaio avalia a capacidade de células
metabolicamente ativas de reduzir o MTT, convertendo os sais de amarelo de tetrazolio em
cristais de formazana puarpura e, portanto, a capacidade das células viaveis de clivar o anel de
tetrazol presente no MTT pela acdo de enzimas desidrogenases presentes em mitocondrias
(MOSMANN, 1983). O valor de absorbancia, portanto, ¢ diretamente proporcional a
viabilidade celular.

Como os virus respiratérios tem tropismo por células do trato respiratdrio, em muitos
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estudos a linhagem escolhida sdo de células derivadas de carcinoma de laringe humana,
denominada HEp-2 (PERINI et al., 2007). Uma das caracteristicas dessa linhagem ¢ ser
morfologicamente indistinguivel da linhagem HeLa. Um dos fatores mais importantes para a
utilizagao da linhagem HEp-2 em estudos com virus ¢ a sua baixa taxa de variabilidade,
resultando em células filhas idénticas a célula mae, caracteristica que também foi herdada da
linhagem HeLa (SOUZA, 2018).

No caso de possiveis AVPs, além do ensaio de citotoxicidade, ¢ necessario realizar
testes para a avaliagdo da atividade antiviral, para que possa ser observada a capacidade de
interagdo dos compostos com as particulas virais. Uma das metodologias empregadas ¢ o
chamado ensaio virucida, que consiste no tratamento prévio do virus com os compostos
estudados, em um periodo pré-determinado, e posterior infeccdo das células hospedeiras.
Subsequentemente, a progressao da infec¢cdo ¢ acompanhada por meio da viabilidade celular, e
analisado indiretamente o efeito do composto sobre as particulas (DIAS, 2019). Dessa forma,
o intuito de se utilizar AVPs que possam combater a infeccdo de patdgenos que ndo possuem

nenhuma contramedida tem sido recorrente por varios grupos de pesquisas.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade de dois peptideos sintéticos, Pep-1 e Pep-2, derivados de

veneno de escorpido, em células HEp-2 e atividade virucida do Pep-2 contra o VRS cepa A2;

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a citotoxicidade de dois peptideos sintéticos, Pep-1 e Pep-2, identificados
em veneno de escorpido, em diferentes concentragdes e intervalo de tempo, contra
células HEp-2;

2. Awvaliar a atividade virucida de diferentes concentragdes do Pep-2 contra o VRS,
cepa A2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo de células animais

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada a linhagem celular HEp-2 (células

tumorais derivadas de carcinoma de laringe humana, ATCC® CCL-23), utilizada no isolamento
e replicacdo do VRS. Essas células foram mantidas criopreservadas, com meio de congelamento

composto por 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Isofar Ltda.), diluido em soro fetal bovino

(SFB, HycloneTM, Gibco®, EUA), em um reservatdrio de nitrogénio liquido no Laboratério
de Cultura de Cé¢lulas Animas (LACCA) do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), campus Patos de Minas.

No processo de retirada das células do reservatorio, foi realizado o protocolo de
descongelamento das células descrito por Candeias (2018) com modificacdo. As células foram
rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C, e em seguida transportadas para a cAmara

de fluxo laminar previamente descontaminada. Depois, foram transferidas para um tubo conico,

contendo 5 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagles (DMEM GlutaMAX I, Gibco®, EUA),

tamponado com bicarbonato de sodio, pH 7,4, com SFB (5%) e os antibidticos penicilina
(10.000 pg/mL, HycloneTM, GE Healthcare Life Sciences, EUA) e estreptomicina (10.000

U/mL, HycloneTM). Em seguida, as células foram submetidas a centrifugagao (500 xg, por 3
minutos), o sobrenadante foi descartado e, ao precipitado de células foram adicionados 5 mL
de DMEM suplementado com SFB e antibioticos. Posteriormente, as células foram
ressuspendidas, todo o conteudo do tubo foi transferido para uma garrafa de cultura de células
estéril, de 25 cm? de area, e foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C.

As células foram observadas a nivel macroscopico e microscopico diariamente, com troca
do meio de cultivo em dias alternados, até que atingissem a confluéncia minima de 80% para a
realizagio do repique para uma garrafa de 75 cm?. Novamente foram realizadas observacdes a
nivel macroscopico e microscopico diariamente, com troca do meio de cultivo em dias
alternados, até que atingissem a confluéncia minima de 90% para prosseguimento dos

experimentos.

4.2 Avaliacao da citotoxicidade celular
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Quando a monocamada celular apresentou uma confluéncia entre 90 e 100%, as células
foram repicadas e cultivadas em placas de 96 pogos, a uma concentracdo de 2x10° células/mL,
em meio DMEM completo com 10% de SFB, e sem antibioticos (CANDEIAS, 2018). Em
seguida, as células foram mantidas em estufa com 5% de CO; e a 37°C, por 24 horas, para
atingir uma confluéncia de 95 a 100%.

Os peptideos 1 e 2 (Pep-1 e Pep-2) foram reidratados em meio DMEM, na concentracao
de 250 pg/mL e esterilizados com o auxilio de um filtro de 0,22 um de porosidade. Em seguida,
foram feitas dilui¢des duplo-seriadas (de 100 pg/mL a 0,8 pug/mL) dos peptideos, em meio
DMEM, sem SFB e antibidticos. Apods a lavagem da monocamada celular, um volume de 100
uL de cada concentragdo dos peptideos foi adicionado a cinco pogos de uma placa. Como
controle de tratamento foram utilizados 5 pogos com células ndo tratadas com os peptideos, nos
quais foram adicionados apenas o meio DMEM, sem SFB e antibidticos. As placas foram
incubadas em estufa, a 37°C e 5% de CO2, por 24, 48 ou 72 horas.

Apbs o periodo de tratamento com os peptideos, foram adicionados 10 uL. de MTT (5
mg/mL, Sigma® Life Science, EUA) a cada poco, e posteriormente as placas foram incubadas
por mais 4 horas, sob as mesmas condigdes descritas anteriormente. Em seguida, o sobrenadante
de cada pogo foi removido, foram adicionados 150 uL. de DMSO, e a placa foi submetida a uma
agitacdo suave por 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a leitura
da absorbancia de cada pogo da placa em um espectrofotometro, a 560 nm de comprimento de
onda. A absorbancia obtida ¢ diretamente proporcional a viabilidade celular, a qual foi calculada
utilizando-se os valores das monocamadas tratadas com as diferentes concentracdes de
peptideos, e os valores das monocamadas ndo tratadas (controle de tratamento), utilizando a

seguinte formula (SOUSA):

Onde:

V (%) = Viabilidade celular em porcentagem;

DOpep = Densidade optica média do tratamento com as diferentes concentragdes de
peptideos;

DOct = Densidade optica média do controle de tratamento.

Os valores finais de viabilidade celular para cada uma das concentracdes testadas e

tempo de tratamento, representam os valores médios de trés ensaios independentes.
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4.3 Atividade virucida

Devido a indisponibilidade de material, foi possivel avaliar apenas a atividade virucida
do Pep-2 contra a cepa A2 do VRS. O cultivo celular e a diluicao do peptideo foram realizadas
conforme os protocolos descritos nas se¢des 4.1 e 4.2. Entretanto, as dilui¢des do peptideo, foi
adicionada uma suspensdo viral contendo 10° unidades formadoras de placas (UFP) por mL do
VRS, e as misturas resultantes foram incubadas por 1h a temperatura ambiente. Em seguida,
ap6s a lavagem da monocamada celular, 100 uL das diferentes concentragdes das misturas
virus/peptideo foram adicionados a cinco pocos de uma placa.

Como controle viral foram utilizados 5 pogcos com células infectadas com uma
suspensdo viral (10° UFP/mL) ndo tratada com os peptideos, e como controle celular negativo
foram utilizados 5 pocos com células ndo infectadas e ndo tratadas com os peptideos (CN) e
para controle positivo foram utilizados 5 pogos com células infectadas e ndo tratadas com os
peptideo (CP). As placas foram incubadas em estufa, a 37°C e 5% de CO», até que virus lisasse
por completo todas as células do CP ou por no méximo 48 horas.

Apos esse periodo, foi realizado o ensaio de MTT conforme descrito previamente na
secdo 4.2. A atividade virucida foi calculada utilizando-se os valores das DOs das
monocamadas tratadas com as diferentes concentragdes da mistura virus/peptideo, e do controle

viral, utilizando a seguinte formula (CANDEIAS, 2018):

DOpep

AV (%) = [DOCU

— 1] x 100

Onde:

AV (%) = Atividade virucida em porcentagem;

DOpep = Densidade optica média do tratamento com as diferentes concentracdes de
peptideos;

DOcv = Densidade 6ptica média do controle viral,

Os valores finais de atividade antiviral para cada uma das concentragdes testadas,

representam os valores médios de dois ensaios independentes
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4.4 Analise estatistica

Foi utilizado o software Graph Pad Prism (v.6) para a andlise dos resultados. As médias
e os desvios-padrao foram calculados para cada um dos tratamentos. Foi realizado a analise de
variancia (ANOVA) e a comparagao entre os grupos realizada por meio do pos teste de TUKEY
para multiplas comparagdes. Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes

quando p<0,05.

5 RESULTADO E DISCUSSAO

Primeiramente, a citotoxicidade dos peptideos estudados, frente as células HEp-2,
utilizando concentragdes que variaram de 0,8 pg/mL a 100 pg/mL, em diferentes tempos de
tratamento (24, 48 ¢ 72h) foi avaliada por ensaio de MTT. A capacidade das células para reduzir
o MTT fornece uma indicagdo de sua integridade e viabilidade (GILBERTO et al, 2012) e, uma
vez que no ensaio a absorbancia obtida ¢ diretamente proporcional a viabilidade celular, a
porcentagem da viabilidade celular foi calculada por comparagdo das absorbéancias das células
tratadas com as células nao tratadas (controle de tratamento).

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados da viabilidade de células HEp-2 apds o
tratamento com os Pep-1 (a) e Pep-2 (b) em intervalos de 24h, 48h e 72h. Para o Pep-1 os
valores maximo e minimo de viabilidade celular, respectivamente, foram: 84,9% e 70,0% para
o tratamento de 24h; 116,5% e 96,2% para o tratamento de 48h; 80,2% e 53,8% para o
tratamento de 72h. Além de ndo apresentar uma resposta dose dependente, evidencia-se uma
tendéncia (ndo significante estatisticamente) ao aumento da viabilidade celular para o
tratamento de 48h, entretanto, esse fato ndo se repete para o tratamento de 72h, e os valores
ficam proximos aos apresentados pelo tratamento de 24h. Para o Pep-2 os valores maximo e
minimo de viabilidade celular, respectivamente, foram: 99,2% e 83,0% para o tratamento de
24h; 108,9% e 89,8% para o tratamento de 48h; 122,8% e 86,8% para o tratamento de 72h.
Sendo assim, no presente estudo, os resultados obtidos indicam que os peptideos analisados nao

apresentam citotoxicidade contra as células HEp-2.
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Figura 3. Viabilidade celular de células HEp-2, frente ao tratamento por 24, 48 ou 72h, com diferentes
concentragdes dos peptideos 1 (a) e 2 (b). A viabilidade celular foi calculada em porcentagem, por comparagio
dos resultados da absorbancia (A560) das células tratadas com as células ndo tratadas determinado por MTT.
Os valores finais de viabilidade celular para cada uma das concentragdes testadas ¢ tempo de tratamento,
representam os valores médios de trés ensaios.
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Uma substancia com potencial atividade antiviral, primeiramente deve ter sua nao
citotoxicidade demonstrada, uma vez que um agente antiviral ideal deve inibir o ciclo de
replicagdo do virus, interferindo o minimo possivel na estrutura ou no metabolismo da célula
hospedeira (VANDEN BERGHE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986). A baixa citotoxicidade
de peptideos derivados de venenos de animais, corroboram com alguns resultados apresentados
na literatura, demonstrando cada vez mais a importancia da busca de AVPs. Um estudo
realizado por Lai e colaboradores (2008), com objetivo de avaliar a inibi¢cdo de VRS utilizando
oligdmeros morfolino de fosforodiamidato conjugado com peptideo (PPMO), identificou perda
minima de viabilidade em HEp-2 em todas as concentra¢des testadas para a variante AUG-1.
Células tratadas com as maiores concentragdes exibiram uma perda de viabilidade de
aproximadamente 10% a 15%.

Em outro estudo, Li e colaboradores (2011), verificaram que uma versao otimizada de
um peptideo obtido de veneno de escorpido (Mucroporin-M1), ndo apresentou alto grau de
citotoxicidade em células epiteliais renais de macaco verde africano (Vero), mensurado através
de CC50 (70,46 ng/ml) ao ser comparado com o original. Também, Hong e colaboradores
(2013), avaliando a atividade de um outro peptideo (Ctry2459) e de suas variantes sintéticas
(Ctry2459-H2 e Ctry2459-H3) em células tumorais derivadas de carcinoma de hepatocitos
(Huh7.5.1), demonstrou uma reducao significativa das atividades citotoxica e hemolitica das
variantes sintéticas (>500 pg/ml) em relagdo ao peptideo natural (79,8 pg/ml) mensurado por
CC50. Dessa forma, fica evidente que a possibilidade de alteracdes pontuais na estrutura dos
peptideos, realizadas visando diminuir ainda mais a sua citotoxicidade, torna atrativa
investigagdo das aplicagdes bioldgicas desses compostos.

Um estudo feito por Hong e colaboradores (2013), avaliou a atividade de um outro
peptideo, também derivado de veneno de escorpido (Ctry2459), e de suas variantes sintéticas
ricas em histidinas (Ctry2459-H2 e Ctry2459-H3) em células tumorais derivadas de carcinoma
de hepatocitos. Em seus resultados, os autores conseguiram obter uma redugdo significativa da
atividade citotoxica, determinada por CCso, das variantes sintéticas (>500 pg/ml) quando
comparada ao peptideo original (79,8 pg/ml). Dessa maneira, o estudo demonstra que alteragdes
pontuais na estrutura dos peptideos, podem tornar mais atrativa a investigacao das aplicagdes
biologicas desses compostos.

Um outro estudo realizado por Hong e colaboradores (2014), a fim de avaliar a atividade
de outros dois peptideos de veneno de escorpiao (Hp1036 e Hp1239), encontraram viabilidade

celular superior a 80% para concentragdes de até 20 uM em Vero. Apesar de ndo apresentarem
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efeito citotoxico, esses peptideos possuem aplicagdo farmacologica contra, por exemplo, o virus
do sarampo, coronavirus (SARS-CoV), virus da influenza aviaria A cepa HSN1 (LI et al.,
2011),virus da hepatite C (HONG et al., 2013) e virus da herpes simples tipo I (HONG et al.,
2014).

Uma vez que os peptideos avaliados neste estudo ndo apresentaram atividade citotoxica
contra a linhagem HEp-2, seu potencial antiviral foi passivel de investigagdo. Entretanto, a
quantidade insuficiente de Pep-1, impossibilitou a anélise deste composto, sendo analisada a
atividade antiviral apenas do Pep-2. A atividade virucida ¢ definida como a capacidade de
interagdo fisica de um composto com as particulas virais, € assim interrompem o progresso da
infeccdo (AOKI-UTSUBO; CHEN; HOTTA, 2018). Diferentes concentragdes do Pep-2 (0,8
ng/mL a 100 pg/mL), foram administradas as suspensdes de VRS (10° UFP/mL), e incubadas
por 1h a temperatura ambiente, para posteriormente serem administradas em células HEp-2. A
monocamada celular foi incubada por 48h, tempo suficiente para que células infectadas pelo
VRS e ndo tratadas com o peptideo fossem completamente lisadas (Figura 4). Novamente, foi
utilizado o ensaio de MTT, porém, a atividade virucida ¢ inversamente proporcional a
viabilidade celular, sendo calculada por comparacdo das absorbancias das células infectadas e
tratadas com as células infectadas e ndo tratadas (controle viral) e, os resultados plotados em

um grafico (Figura 5).

Figura 4. Lise de células HEp-2 observada ap6s a infec¢do pelo VRS, cepa A2 (10° UFP/mL). As setas indicam
células mortas. (a) Oh apos a infeccdo; (b) 24h apés a infecgdo; (¢) 48h apds a infecgdo. Aumento de 100x;

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5. Atividade virucida de diferentes concentra¢des do peptideo 2 (Pep-2) contra o virus respiratdrio
sincicial (VRS) cepa A2 determinado por MTT. A atividade virucida foi calculada em porcentagem, por
comparagio dos resultados da absorbancia (A560) das células infectadas com VRS previamente tratado com o
Pep-2 e das células infectadas com VRS ndo tratado (controle viral). Os asteriscos significam diferengas
estatisticas (*p<0,05).
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Fonte: Proprio autor.

A atividade virucida do Pep-2 apresentou valores maximo e minimo de 26,3% e 8,1% para as
concentragdes de 3,1 pg/mL e 100 pg/mL, respectivamente, evidenciando novamente que nao
houve um efeito dose dependente, mas que a concentracdo de 3,1 pg/mL foi a mais eficiente,
com significancia estatistica em relagdo as concentragdes de 100 pg/mL, 6,2 pg/mL e 0,8
pg/mL. Um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, realizado por Candeias (2018),
avaliou a atividade antiviral do mesmo peptideo contra o VRS cepa A2, em ensaios pré-
tratamento (células tratadas com peptideo antes da infec¢do) e pds-tratamento (células tratadas
apos a infec¢do), no qual o peptideo apresentou atividade antiviral média de cerca de 40% e
80% para os ensaios pré e pos-tratamento, respectivamente. No ensaio pré-tratamento, €
realizado a avaliagcdo da capacidade dos peptideos de conferirem resisténcia a linhagem celular
estudada, no ensaio de pos-tratamento, ¢ realizado a avaliacdo da atividade antiviral dos
peptideos apos a infec¢do viral e no ensaio de avaliagdo virucida ¢ avaliado a intera¢do do
peptideo com a particula viral antes da infeccdo (MULLER, 2011). Esses resultados, somados

aos constatados no presente trabalho, no qual a atividade virucida maxima foi de apenas 26%,
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sugerem que o peptideo pesquisado apresenta atividade antiviral relevante principalmente
contra as etapas posteriores a entrada do virus na célula hospedeira, podendo inibir as etapas de
sintese de proteinas e material genético, montagem ou liberacdo do ciclo de replicagdo viral.
Entretanto, novos estudos que demonstrem a interacdo desse peptideo com proteinas virais
envolvidas diretamente nessas etapas de replicacdo devem ser realizados para que se possa
comprovar seu mecanismo de atuacao.

No trabalho ja citado de Li e colaboradores (2011), com o teste da versdo otimizada de
um peptideo obtido de veneno de escorpido (Mucroporin-M1) para bioatividades, incluindo
como principal a antiviral contra o virus do sarampo, SARS-CoV e virus influenza H5N1,
obtiveram que as atividades antivirais do Mucroporin-M1 contra virus do sarampo, SARS-CoV
e influenza H5N1 aumentaram notavelmente com um ECso de 7,15 pg/ ml e um CCso de 70,46
pg / ml contra virus do sarampo, um ECso de 14,46 pg / ml contra SARS-CoV e um ECso de
2,10 pg / ml contra o HSN1, enquanto o peptideo original Mucroporin ndo mostrou atividade
antiviral contra nenhum desses trés virus.

Uddin e colaboradores (2016) analisaram o efeito inibitorio do veneno de Apis melifera
L. contra virus nao-envelopados e envelopados. De acordo com os autores, o veneno de abelha
ja € utilizado como medicamento tradicional, devido aos seus efeitos antibacterianos, antivirais
e anti-inflamatorios, além de possuir uma variedade de componentes como peptideos, enzimas,
aminas, carboidratos, lipideos, entre outros. A partir de um ensaio virucida contra o VRS,
utilizando células HEp-2, foi possivel observar que o veneno de abelha, a uma concentragao de 2,0
ug/mL, inibiu a atividade viral 7 vezes mais que o controle experimental. O tempo de infec¢ao
utilizado pelos autores neste experimento foi de apenas 24h, metade do tempo que foi
empregado para analise do peptideo aqui investigado, que foi de 48h, e mesmo assim apresentou
resultado satisfatério. E notavel que ainda existem poucos estudos que trabalham com venenos
brutos ou seus derivados diretamente contra o VRS, porém hé trabalhos que utilizam outros
grupos de substancias naturais ou sintéticas com o objetivo de inibir a infec¢ao causada por esse
virus, como por exemplo, flavonoides (PIVA, 2019), cetona aromatica (LIMA et al., 2019),
nanocorpo terapéutico (DETALLE et al., 2016) e nanoparticulas de fusdo (GILBERT et al.,
2018; RANGHUNANDAN et al., 2014).

Apesar da quantidade de moléculas ja testadas, e que demonstraram atividade antiviral
in vitro contra o VRS, até o momento ndo existe tratamento acessivel e eficaz disponivel para
toda populagdo susceptivel a este patdogeno. Dessa forma, a pesquisa por novas moléculas
candidatas a terapia anti-VRS, tem impulsionado pesquisas no mundo todo, sendo este trabalho,

o terceiro do nosso grupo com essa linha de pesquisa. Os resultados obtidos aqui, confirmam a
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ndo citotoxicidade de dois peptideos derivados de veneno de escorpido, e ainda corroboram
com resultados obtidos anteriormente, demonstrando a atividade antiviral de um desses
peptideos. Futuramente, novos ensaios poderdao ser realizados na tentativa de demonstrar a
interacao entre o composto testado e as proteinas do VRS, e dessa forma, auxiliar na elucidagao

dos mecanismos utilizados para inibi¢do da replicacao viral.

6 CONCLUSAO

Os peptideos sintéticos de veneno de escorpido avaliados, Pep-1 e Pep-2, ndo apresentaram
atividade citotoxica em as células HEp-2 nos tempos de 24h, 48h e 72h em nenhuma das

concentracoes utilizadas;

No ensaio virucida contra o VRS cepa A2, realizado apenas com o Pep-2, a atividade antiviral
apresentou resultados entre 8% e 26%. Esses valores sdo inferiores aos apresentados em um
estudo anterior, também desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, € pode estar relacionado
a atividade antiviral relevante principalmente contra as etapas posteriores a entrada do virus na

célula hospedeira.
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