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The search for an alternative to synthetic drugs have revealed discoveries in the field of
pharmacology and, according to melittin and apamin, two components of bee venom which
have been described were with various pharmacological actions.This study aimed to evaluate
the in vitro antiviral and virucidal capabilities of these components. Therefore, after verification
of their toxic doses by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
assay, MDBK cells (Madin Darby Bovine Kidney) have been cultivated in microplates and treated
with different concentrations of apamin, melittin and its association. This treatment occurred
before and after infection with MOI (multiplicity of infection) 0.1 of cytopathogenic strains of
bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) strain Los Angeles and bovine viral diarrhea virus (BVDV)
strain NADL. After incubation for 72 hours, 37°C, the cells were submitted to MTT assay to
estimate cell viability. In parallel experiments, plates were subjected to the same procedure
suffered freezing and thawing cycle the cells to rupture the same and measurement of viral
titers. The virucidal assay was performed by incubating suspension of bovine herpesvirus
type-1 and BVDV with apamin solutions, melittin and association for 24 hours at 37°C and
22°C. The viral titer was evaluated at 0 hours, 1, 2, 4, 8 and 24 hours of incubation. The cytotoxic
concentration to 50% of the cells (CC50) of melittin was 2.32g/mL and apamin did not show
toxicity at the greater concentration tested (100ug/mL). There was antiviral effect of melittin
on bovine herpesvirus type-1, especially at a concentration of 2pg/mL, where was observed
85.96% cell viability when treatment was performed before the infection and 86.78% viability
when the treatment was carried out after infection. There was also a 90% reduction of viral
particles of bovine herpesvirus type-1. In lower concentrations (1 and 1.5pg/mL) melittin no
antiviral activity because cell viability was low, showing cytopathic effect of the virus. At the
association two substances there were a decrease in the title of BVDV and there was higher
cell viability when compared to the isolated action of the compounds of this virus. This is
confirmed in the virucidal activity, since there was a decrease of 90% of the viral particles of
BVDV with the combination of the two compounds of bee venom. Acting individually, melittin
showed antiviral effect and virucidal against for BoHV-1, zeroing its title in just 2 hours at
37°C. It is concluded that melittin has antiviral and virucidal action against the BoHV-1 and
its association with apamin potentiate its effects against BVDV.

INDEX TERMS: Melittin, apamin, bovine herpesvirus type 1, bovine viral diarrhea, virus antimicrobial,
cattle, bee venom, BoHV-1, BVDV, viroses.
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RESUMO.- A busca por alternativa aos farmacos sintéticos
tém revelado descobertas no campo da farmacologia e,
nesse sentido, melitina e apamina, dois constituintes
do veneno de abelhas, foram descritas com varias a¢des
farmacoloégicas. Este estudo objetivou avaliar in vitro as
capacidades antiviral e virucida destes componentes.
Para tanto, células MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), ap6s
verificacdo das respectivas doses toxicas por ensaio MTT
((3-(4,5 dimetiltiazol-2y1)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo),
foram cultivadas em microplacas e tratadas com diferentes
concentragées de apamina, melitina e sua associagao.
Esse tratamento ocorreu antes e apos a infec¢do com 0,1 MOI
(multiplicidade de infec¢do) de cepas citopatogénicas de
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) cepa Los Angeles e virus
da diarreia viral bovina (BVDV) cepa NADL. Ap6s incubagao
por 72 horas, 37°C, as células foram submetidas ao ensaio
MTT para estimativa da viabilidade celular. Em experimento
paralelo, placas que foram submetidas ao mesmo procedimento
sofreram ciclo de congelamento e descongelamento das
células, para rompimento das mesmas e mensuragio dos
titulos virais. O ensaio virucida foi realizado incubando-se
suspensoes de BoHV-1 e BVDV com as solu¢des de apamina,
melitina e associacdo por 24 horas a 37°C e 22°C. O titulo
viral foi avaliado as 0 horas, 1, 2, 4, 8 e 24 horas de incubacao.
A concentragdo citotoxica para 50% das células (CC, ) de
melitina foi 2,32 pug/ml e apamina ndo demonstrou toxicidade a
maior concentragdo testada (100pg/ml). Houve efeito antiviral
da melitina sobre BoHV-1, especialmente na concentragao
de 2pg/ml, onde observou-se 85,96% de viabilidade celular
quando o tratamento foi realizado antes da infec¢do e 86,78% de
viabilidade quando o tratamento foi realizado apés a infeccdo.
Houve ainda redugdo de 90% das particulas virais de BoHV-1.
Em menores concentragdes (1 e 1,5ug/ml) de melitina nao
houve atividade antiviral, pois a viabilidade celular foi baixa,
demonstrando efeito citopatico do virus. Na associacdo das
duas substancias houve queda no titulo de BVDV e observou-se
maior viabilidade celular quando comparados a agdo isolada
dos composto sobre este virus. [sso se confirma na atividade
virucida, uma vez que houve decréscimo de 90% das particulas
virais de BVDV com a associacdo dos dois compostos do veneno
de abelhas. Atuando individualmente, melitina apresentou
efeito antiviral e virucida frente ao BoHV-1, zerando seu titulo
em apenas 2 horas a 37°C. Conclui-se que melitina tem acao
antiviral e virucida frente ao BoHV-1 e sua associacdo com
apamina potencializou seus efeitos frente ao BVDV.

TERMOS DE INDEXACAO: Melitina, apamina, herpesvirus bovino tipo
1, virus da diarreia viral bovina, bovinos, antimicrobiano, veneno
de abelha, BoHV-1, BVDV, viroses.

INTRODUCAO

A busca por novos agentes farmacologicamente ativos tem
levado a descoberta de diversos compostos naturais com
propriedades antimicrobianas (Cragg etal. 1997). Os peptideos
antimicrobianos naturais sdo essenciais na defesa de diversos
organismos, microscépicos ou ndo. Até os dias atuais, mais
de 750 compostos proteicos com esta caracteristica foram
identificados em bactérias, fungos, virus, plantas, insetos,
moluscos, crustaceos, aracnideos, aves, anfibios, peixes e
mamiferos (Cuthbertson et al. 2002, Silva Junior et al. 2002,
Zasloff 2002, Brogden et al. 2003). Peptideos sintéticos podem
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ser criados para atuar sobre uma diversidade de patdgenos
simulando ou interagindo com proteinas de superficie
conservadas, a fim de preservar a eficacia terapéutica.
Nos ultimos anos, pesquisadores tém explorado diversos
métodos para melhorar a tecnologia de sintese e agdo desses
peptideos (Fosgerau & Hoffmann 2015). Os mecanismos de
acdo antiviral de peptideos incluem principalmente a inibicdo
da penetracdo viral na célula, destruicdo do envelope viral e
inibigao da replicagdo viral (Skalickova et al. 2015).

A comunidade cientifica enfrenta novos desafios com relacdo
a vigilancia, tratamento e prevencao de viroses emergentes
como é o caso das infec¢des pelos virus zika, chikungunya e
dengue, que vém causando alerta, principalmente nas Américas
(Heukelbach etal. 2016, Kantor 2016, Brasil 2015). Essas dentre
outras viroses levam a busca por novos antivirais, que por sua
vez tém levado a descoberta ou a sintese de compostos que
causam euforia momentanea no panorama de enfermidades
de dificil tratamento, porém, as vezes, é rapidamente frustrada
frente ao rapido aparecimento de cepas resistentes aos novos
farmacos, como foi o caso da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), das infec¢des pelas varias faces do virus
Influenza, assim como diversas outras viroses (De Clercq
2001). De maneira semelhante, permanece insuficiente a
disponibilidade dos farmacos antivirais oriundos de produtos
naturais, devido a utilidade terapéutica limitada e o grau de
toxicidade (Strohl 2000, Faulkner 2002). A busca por um
farmaco antiviral estavel e de baixa toxicidade deve ser aliada
a capacidade de controlar enfermidades que cursem com alta
mortalidade ou morbidade. E o caso da rinotraqueite infecciosa
bovina e da diarreia viral bovina, duas enfermidades viricas
de importancia médico-veterinaria, responsaveis por alta
morbidade e por vultosos prejuizos financeiros aos produtores
rurais, causadas, respectivamente, pelo herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1) e pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV)
(Flores 2012).

A melitina é um conhecido peptideo toxico, anfipatico,
em hélice com carga positiva localizada em sua porg¢ao
carboxi-terminal (Bello et al. 1982, Glattli et al. 2006),
presente no veneno de abelhas meliferas, compreendendo
aproximadamente 50% do seu peso seco (Habermann 1972,
Cruz-Landim & Abdalla 2002). Com apenas 26 aminoacidos
em sua conformacgdo, é a toxina mais ativa do veneno.
Quando armazenada na vesicula de veneno, arranja-se de
forma tetramérica diminuindo sua toxicidade (Cardoso et al.
2003). Entretanto, quando o veneno é liberado, dissocia-se
e, individualmente, sua forma monomérica passa a ter alta
toxicidade e, quando associada a fosfolipase A2, também
presente no veneno, tem sua agao amplificada e ainda modula
a acdo das fosfolipases, aumentando suas agdes cataliticas
(Cardoso etal. 2003, Koumanov etal. 2003). Possui rapida acao
citolitica, desestabilizando membranas celulares e liberando
conteudo citoplasmatico de diversos tipos celulares (Dempsey
1990). Esta capacidade litica ndo se restringe as células
animais, uma vez que apresenta capacidades antibacteriana
e antifingica conhecidas (Asthana et al. 2004).

Outro peptideo bioativo presente na composi¢do do veneno
de abelha é a apamina, que corresponde a cerca de 2% do
peso seco. E a menor neurotoxina conhecida, com apenas
18 aminoéacidos, e age nas membranas pés-sindpticas do
sistema nervoso central e periférico, bloqueando a transmissado
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de determinados impulsos inibitdrios (Cruz-Landim & Abdalla
2002, Cardoso et al. 2003).

Devido a escassez de informacdes, este estudo objetivou
contribuir com as pesquisas em busca de novos compostos
antimicrobianos avaliando o potencial antiviral e /ou virucida
da melitina e da apamina frente aos virus de importancia em
medicina veterinaria, BoHV-1 e BVDV.

MATERIAL E METODOS

Material. Melitina e apamina, adquiridos comercialmente
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) com pureza de 85% e 99%,
respectivamente, foram dissolvidas em tampdo salina-fosfato (PBS)
estéril pH 7,2 até concentracdo de 1 mg/ml e estocadas em temperatura
inferiora-70°C até o momento do uso. Para ensaios de citotoxicidade,
melitina e apamina foram diluidas em Meio Essencial Minimo (E-MEM,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) atingindo concentragdes que
variaram de 1 a 10pg/ml para melitina, e de 10 a 100pg/ml para
apamina. As associagdes foram elaboradas utilizando doses de
melitina e apamina na proporg¢do em que se encontram na apitoxina
(melitina-0,7a2,95pug/ml; apamina- 0,028 a 0,118ug/ml). Para os ensaios
da atividade antiviral, os compostos foram diluidos sem E-MEM até alcangar
as concentragdes desejadas (melitina: 1 a 4pug/ml, apamina: 1,25a 10pg/ml
e sua associagdo foi utilizada nas propor¢des em que se encontram no
veneno natural, variando de 1 a 4pg/ml de melitina e 0,04 a 0,16 ug/ml
de apamina).

Células da linhagem MDBK (Madin Darby Bovine Kidney)
foram selecionadas por ser permissiveis aos virus estudados.
Essas células foram cultivadas em E-MEM acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco, Grand Island, NY) e antibiéticos penicilina
(Sigma-Aldrich®, USA), estreptomicina (Vetec®, Brasil), enrofloxacina
(Bayer® Brasil) e anfotericina B (Cristalia®, Brasil) em placas de
poliestireno de 96 cavidades (Kasvi®, Brasil) em temperatura de 37°C
em ambiente com 5% de CO,, até o estabelecimento de monocamada
em concentragio de 1x107 células/ml.

Os experimentos foram realizados frente a cepas citopatogénicas
de BoHV-1, cepa Los Angeles e BVDV, cepa NADL pertencentes ao
Laboratério de Virologia e Imunologia Animal, UFPel. Em ambos os
casos, quando da necessidade de inoculagao, utilizou-se 0,1 MOL.

Ensaios de citotoxicidade. Células MDBK previamente
cultivadas em placas de 96 cavidades por 24 horas foram tratadas
com as concentracdes de melitina, apamina e sua associagdo
(100pl/pocgo). Os testes foram realizados em sextuplicata e
incubados por 72 horas, sob as mesmas condi¢des até o momento
da leitura. Como controles foram utilizadas células mantidas em
E-MEM suplementado, sem nenhum tipo de tratamento. Apds essas
etapas, as placas foram submetidas ao ensaio com o reagente MTT
(3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo)
segundo Mosmann (1983). Os percentuais de viabilidade celular
(CV) foram calculados segundo a féormula: CV=AT/ACx100, onde
AT e AC significam a absorbancia das células tratadas e do controle de
células, respectivamente e, dessa forma foram obtidas a concentracdo
inibitéria para 50% do cultivo celular (CI50%) e para 90% do cultivo
celular (C190%).

Ensaios da atividade antiviral. Os titulos virais estdo expressos
como doses infectantes para 50% de cultivos celulares (CCID, ) e
a atividade antiviral foi expressa em percentual de inibi¢do (PI) e
calculada através dos titulos virais pela formula:

- antilog tratamento <100
antilog controle

A atividade antiviral foi avaliada através de dois métodos
distintos: através da viabilidade celular e do titulo viral. Cada um
dos dois métodos ainda foi testado quanto ao momento da infecgao:
a) tratamento das células com melitina, apamina ou sua associa¢do
antes da infecgdo, e b) tratamento das células ap6s a infecgdo. Todas as
analises foram realizadas em sextuplicata: (a) Tratamento antes da
infeccdo, células MDBK apés 24 horas foram tratadas com 100pl
de cada um dos tratamentos e apds 24 horas, o sobrenadante foi
removido e sobre as células foi adicionado o virus (BoHV-1 ou BVDV).
Apds 72 horas de incubacio, a leitura se deu por duas formas distintas:
através da viabilidade celular pelo teste MTT e através do titulo viral
através do método de Reed & Muench (1938). As placas destinadas
a realizacdo da titulagdo viral foram congeladas e descongeladas
para rompimento de células; (b) Tratamento apds infeccio: apéds
crescimento em placas, as células foram infectadas com os virus
por duas horas, quando foi removido, e os tratamentos realizados
sobre as células. Apos 72 horas foi realizada a leitura da mesma
maneira descrita.

Ensaio da atividade virucida. BoHV-1 e BVDV foram incubados
com melitina (25pg/ml), apamina (100ug/ml) e sua associagdo
(melitina 25pg/ml + apamina 100ng/ml) por até 24 horas sob
temperaturas de 22°C e 37°C. As concentragdes selecionadas dos
compostos foram baseadas nos resultados dos testes de citotoxicidade.
Durante a incubagdo, em seis momentos (zero, uma, duas, quatro, oito
e vinte e quatro horas), foram coletadas aliquotas das suspensodes
viricas com os tratamentos para realizacdo das titulagdes virais.

Analise estatistica. Foi realizada analise de variancia com
comparacdo entre médias pelo teste de Tukey adotando uma
significancia de 95% como base para afirmar diferencas entre médias.
As andlises foram realizadas com auxilio do software estatistico
BioEstat® versdo 5.3.

RESULTADOS

A CC,, de melitina para células MDBK foi de 2,32pug/mlea CC,,
foi de 2,76ug/ml. Para apamina, nao foi possivel estabelecer
uma CC,; ou CC,, pois as maiores concentragdes testadas
atingiram apenas 12,58+0,53% (p>0.05, n=6) de destruicdo
celular.

Quanto aos ensaios antivirais, observa-se na Fig. 1 o efeito
de melitina sobre o BoHV-1, especialmente na concentracdo de
2pug/ml, em ambas avaliagdes (tratamento pré e pés infec¢ao).
Nesta concentragdo de melitina, houve destruicdo em apenas
14,04%+3,86% (n=6, p<0,01) das células com tratamento
antes da infec¢do e apenas 13,22%+4,41% (n=6, p<0,01)
com tratamento pds-infecc¢do, se aproximando ao controle
de células, que nao foi submetido a tratamento ou infecgao.
As menores concentragdes de melitina (0,5pg/ml e 1pg/ml) ndo
apresentaram efeito antiviral, uma vez que houve destruicdao
de mais de 50% das células sugerindo que houve agdo viral.
As maiores concentragdes (3pug/ml e 4pg/ml) apresentaram
destruicdo celular, provavelmente causada pela toxicidade da
prépria melitina. Em ambos os tratamentos, a concentragao
de 2ug/ml reduziu o titulo de BoHV-1 de 6,25 CCID, /25ul
para5,25 CCIDSO/ZSul, indicando PI=90%. Com o tratamento
pré-infeccdo na maior concentragdo testada, o titulo de
BoHV-1 caiu para 4,75 CCID, /25ul (P1=96,8%) e tratamento
pos-infecgdo o titulo caiu para 4,25 CCID, /25ul (PI=99%).

Quanto a atividade de melitina sobre o BVDV, nas
concentracoes testadas, a porcentagem de células vidveis variou
de 21,69%0,77% a 31%+1,27% (n=6, p<0,01) no tratamento
pré-infeccdo, e de 21,29%+0,84% a 31,42%=*1,2% (n=6, p<0,01)
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Fig.1. Atividade antiviral da melitina apés 72 horas. (A) Tratamento pré-infeccdo frente ao herpervirus bovino tipo 1 (BoHV-1).
(B) Tratamento pds-infeccdo frente ao BoHV-1. (C) Tratamento pré-infeccdo frente ao virus da diarreia viral bovina (BVDV).
(D) tratamento pos-infecgdo frente ao BVDV. Letras diferentes entre as colunas indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey

(p<0,05).

no tratamento poés-infecgdo, indicando que em todos os
tratamentos houve efeito citopatico causado pelo virus. Estes
dados sdo confirmados pelo titulo viral que ndo apresentou
queda marcante em nenhuma das concentragdes de melitina
testadas. Sendo assim, frente ao BVDV, melitina ndo apresentou
efeito antiviral nas doses testadas.

Apamina, nas doses testadas, ndo apresentou atividade
antiviral frente ao BoHV-1 ou BVDV, havendo queda no
titulo de BoHV-1, de 6,25 para 5,75 CCID, /25ul, P1=68,38%
tanto no tratamento pré-infeccdo como no poés-infecgao.
No caso de BVDV, o titulo caiude 4,25 para 3,75 CCID, /25,
PI1=68,38% com o tratamento pré-infec¢do e no tratamento
pos-infecgao, o titulo caiu de 4,25 para 4 CCID, /25ul em todas
as concentragdes testadas (P1=43,77%). Em todos os ensaios
antivirais com apamina, a viabilidade celular ndo passou de
49% frente ao BoHV-1 e de 24% frente ao BVDV e, como ndo
foi encontrada dose téxica de apamina para células MDBK,
a baixa viabilidade celular demonstra efeito citopatico viral.

A associacdo de melitina e apamina amplificou a resposta
frente aos virus testados (Fig. 2). Na maior concentracao
testada, o titulo de BoHV-1 caiu de 6,3 para 4,25 CCID, /25ul,
P1=99,2% em ambos tratamentos (antes e ap6s infeccdo).
No tratamento apenas com melitina, a redugdo do titulo foi
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de 6,3 para4,75 CCID, /25ul (P1=97,18%). Com o tratamento
pré-infecgao, na associacdo C (2pug/ml de melitina + 0,08 pg/ml
de apamina), houve maior viabilidade celular (80,9%+1,57%)
e o titulo de BoHV-1 caiu 86,82% em relacdo ao controle.
Com o tratamento poés-infec¢do, na mesma associagio C,
houve 79,8%+3,09% de viabilidade celular e PI=95,53%.
Naassociagdo D, o titulo de BoHV-1 caiu para 4,6 CCIDSO/ZSul,
indicando PI=98%, demonstrando também, atividade antiviral.

Os resultados mais expressivos que demonstram o
aumento da atividade dos compostos quando atuam em
associacdo, estao vinculados aos ensaios frente ao BVDV que,
no tratamento pré-infeccdo, apresentou queda de 1,5 log,
do titulo viral (PI=96,84%) na maior concentrac¢do testada.
Na concentracdo C, onde se obteve a maior viabilidade celular
(53,45%%3,13%), o titulo caiu 0,64 log,  (P1=77,09%), ao
passo que, no tratamento apenas com melitina na mesma
concentragdo, a reducdo do titulo viral foi de 0,5 log10 ea
viabilidade celular nao passou dos 31,73%=+*1,09%. Vale
ressaltar que o uso apenas de apamina nao resultou em
atividade antiviral. O tratamento pds-infecgdo com a associagio
demonstrou resultados semelhantes, potencializando o efeito
das substancias frente aos virus testados.
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Fig.2. Atividade antiviral da associacdo entre melitina e apamina ap6s 72 horas. (A) Tratamento pré-infeccdo frente ao herpervirus
bovino tipo 1 (BoHV-1). (B) Tratamento pés-infeccdo frente ao BoHV-1. (C) Tratamento pré-infecgdo frente ao virus da diarreia
viral bovina (BVDV). (D) Tratamento poés-infec¢do frente ao BVDV. Tratamentos: A (melitina: 1pg/ml, apamina: 0,04pg/ml),
B (melitina: 1,5pg/ml, apamina: 0,06pug/ml), C (melitina: 2pg/ml, apamina: 0,08pg/ml), D (melitina: 2,5ug/ml, apamina: 0,1pg/ml),
E (melitina: 3pg/ml, apamina: 0,12pg/ml), F (melitina: 3,5ug/ml, apamina: 0,14pg/ml) e G (melitina: 4pg/ml, apamina: 0,16ug/ml).
Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Quanto a atividade virucida de melitina, a Figura 3 ilustra
os resultados obtidos a partir da avaliacdo do titulo viral em
periodos pré-estabelecidos de contato com melitina, sob
duas temperaturas. Houve efeito virucida sobre BoHV-1,
que foi totalmente inativado em apenas duas horas de
incubacdo com melitina a 25ug/ml sob temperatura de
37°C e em quatro horas sob 22°C. Os titulos controle
(virus incubado com PBS, sob ambas temperaturas) variaram
de 5,75 CCIDSO/ZSul a5,16 CCIDSO/ZSul em 24 horas. Melitina,
na concentracdo testada, ndo apresentou efeito sobre BVDV.

A associacdo de melitina com apamina (Fig.4) apresentou
efeito virucida frente ao BoHV-1 seguindo o mesmo padrado
da melitina atuando individualmente, porém a 37°C o titulo
foi zerado em apenas uma hora de incubagio. A associagao
ainda potencializou a ag¢do contra o BVDV. Sob temperatura
de 37°C ap6s 24 horas de incubacgio, a associacdo permitiu
reducdo do titulo de BVDV de 4,5 para 3,5 CCIDSO/ZSul, oque
significa uma queda de 90% no nimero de particulas virais.
No mesmo periodo, o controle demonstrou P1=74,88%.

Apamina individualmente ndo apresentou efeitos contra
o BVDV. Porém a associacdo entre as duas substancias
potencializou o efeito sobre este virus. Nas concentragdes
testadas, ndo houve efeito de apamina sobre BoHV-1 ou BVDV.

DISCUSSAO

Os dados obtidos com os testes de citotoxicidade corroboram com
Zhou etal. (2013) que também relatam a agdo dose-dependente
damelitina em células HepG2. Quanto a apamina, na dose de
800ug/ml, esses autores encontraram apenas 34,98+1,37%
(p>0,05,n=6) de morte celular, ndo sendo possivel, portanto,
o estabelecimento da CC 50%, assim como em nosso estudo.
Dessa forma, para as andlises da atividade antiviral, foram
escolhidas concentragdes especificas de trabalho.

Os dois ensaios com BoHV-1 revelaram efeito antiviral na
concentracgdo 2ug/ml de melitina. Esses resultados concordam
com nosso estudo citotoxico, onde a CC50 da melitina ficou
em 2,32ug/ml e a CC90, em 2,76pg/ml. A concentracido de
2pg/ml, por ndo ser toxica para as células, demonstra a real
influéncia sobre o virus e, apods infeccdo e incubacdo por
72 horas, a quantidade de células viaveis foi superior as
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demais concentragdes, aproximando-se ao controle de células,
provando o efeito antiviral contra BoHV-1.

0 espectro de virus que sdo susceptiveis aos peptideos
cationicos compreendem basicamente os virus RNA e RNA
envelopados (Jenssen et al. 2006) com algumas excecgoes
como os adenovirus ndo envelopados (Bastian & Schafer 2001,
Horne et al. 2005), calicivirus felino (McCann et al. 2003) e
echovirus (Pietrantoni et al. 2006). Os mecanismos de acao
desses peptideos sobre virus normalmente se enquadram nos
processos de adsor¢do ou entrada viral na célula (Belaid et al.
2002) ou como resultado de um efeito direto no envelope viral
(Aboudy et al. 1994, Robinson Junior et al. 1998).

Assim como a melitina, outros peptideos com atividades
antimicrobianas também sdo anfipaticos com cargas positivas
e varios grupos de pesquisa tém procurado estabelecer uma
ligacdo entre essas caracteristicas e a atividade antiviral
(Daher et al. 1986, Tamamura et al. 1994, Yasin et al. 2000,
Jenssen et al. 2004b). Giansanti et al. (2005) ao realizarem
estudos buscando atividade antiviral de peptideos derivados
da ovotransferrina concluiram que a presenga de residuos
hidrofébicos com carga positiva sdo importantes mas nao o
suficiente para determinar a atividade antiviral. Essa atividade
pode estar relacionada com diferentes conformagdes adotadas
pelos peptideos. Yasin et al. (2004) demonstraram a importancia
da carga e da conformacdo espacial dos peptideos ao estudar
a protecdo celular causada por peptideos ao inibir a adesao
viral de herpes simplex virus. De maneira semelhante, estudos
confirmaram a importancia de pontes dissulfeto na atividade
antiviral de peptideos com beta-estrutura (Tamamura et al.
1994, Andersen et al. 2001, Jenssen et al. 2004a).

0 bloqueio da entrada viral na célula é um dos mecanismos
que peptideos antimicrobianos podem atuar (Jenssen et al.
2006). O sulfato de heparan é a molécula de superficie celular
mais importante na adesdo viral a célula hospedeira (Spillmann
2001, Mettenleiter 2002) e, bloqueando essa molécula,
consequentemente a infeccio viral é reduzida (Wudunn & Spear
1989, Shieh et al. 1992). Isso foi demonstrado quando células
recombinantes que ndo expressavam o sulfato de heparan
demonstraram 80% de redugdo na infecgdo por herpes simplex
virus (Mardbergetal. 2002). A remoc¢do enzimatica do sulfato
de heparan celular também reduziu as infec¢des por HIV em
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suas células hospedeiras (Argyris et al. 2003). O bloqueio da
entrada viral a célula também pode ocorrer pela interacio
do peptideo com receptores virais especificos na superficie
da célula hospedeira, influenciando assim a infectividade e
a entrada viral (Tamamura et al. 1996). A atividade antiviral
de alguns peptideos também esta relacionada a habilidade
de impedir a disseminac¢do viral de uma célula a outra
(Jenssen et al. 2006).

Uma vez que os virus foram capazes de se internalizar
na célula, alguns peptideos tém a capacidade de interagir
em alvos intracelulares bloqueando a expressdo de genes
virais (Wachinger et al. 1998) ou na estimulacdo de genes
e proteinas celulares especificas ao combate da infeccao
viral (Bowdish et al. 2004). De acordo com essa capacidade
de interagir com DNA (Hsu et al. 2005, Song et al. 2005),
uma das hipoteses aceitas é a influéncia direta na sintese de
acidos nucléicos virais, como demonstrado pelos peptideos
polyphemusin T22 e lactoferrin. Alguns peptideos ainda sdo
capazes de desencadear uma atividade imunomodulatéria
através de citocinas e interferons (Scott etal. 2002, Bowdish et al.
2005, Changetal. 2005) que cursam com atividade antiviral.
Wachinger et al. (1998) relatou a capacidade de melitina em
inibir a produc¢do associada as células infectadas pelo HIV-1
suprimindo a expressao de genes deste virus.

0 rompimento de envelopes virais induzidos por peptideos
ainda é pouco compreendido. Lu et al. (2013) estudaram o
comportamento dinamico de bicamadas lipidicas quando
interagem com melitina e os resultados demonstraram
que apos as interagdes com a membrana, ha a liberagdo de
lipideos e o rompimento da curvatura natural da bicamada
leva a uma micelizagdo dos lipideos liberados e, assim, o virus
pode ser destruido por aberturas no envelope que permitem
a passagem de moléculas de baixo peso molecular.

Sabidamente, melitina atua sobre membranas lipidicas,
apresentando uma variedade de efeitos como permeabilizacdo,
formacao de poros artificiais, rompimento e lise (Ladokhin &
White 2001, Raghuraman & Chattopadhyay 2007, Lee et al.
2008, Zhang et al. 2011) e, dessa maneira, pode apresentar
efeito sobre envelopes virais. Duas hipé6teses sdo mais aceitas
para explicar esses mecanismos: os mecanismos denominados
“modelo barril” e “modelo carpete”. O “modelo barril” cursa
com rupturas em forma de poros toroidais (em forma de
barril) formados pela agregacdo de melitina perpendicular a
superficie da membrana e, a destruicdo ou permeabilizacdo
da bicamada lipidica pelo mecanismo denominada “modelo
carpete”, ocorre quando uma grande quantidade do peptideo
se distribui paralelamente na superficie da membrana
interagindo eletrostaticamente com as cabecas dos lipideos,
desorganizando a bicamada lipidica de modo semelhante a
um detergente com consequente permeabilizacdo da mesma
(Benachir & Lafleur 1995, Oren & Shai 1998, Bechinger 1999,
Gordon-Grossman etal. 2012, Gordon-Grossman et al. 2009).

Em nosso estudo, os efeitos dos peptideos melitina e
apamina, atuando individualmente sobre o BVDV nao sdo
marcantes, porém ha relatos de descricao de peptideos com
efeito sobre virus RNA. Hood et al. (2013) demonstraram agao
de nanoparticulas de melitina sobre o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), sugerindo uma agdo sobre o envelope viral.
Segundo esses autores, a melitina nas nanoparticulas se funde
com o envelope viral formando pequenos complexos de poros,
inativando o virus. Ainda elucidam que, ao entrar em contato

com células sadias, as nanoparticulas nio liberam a melitina.
Wachinger etal. (1998) também encontraram agao de melitina
livre sobre o HIV, porém com estudos moleculares, detectaram
a inibicdo na sintese de RNA mensageiro. Devido a acdo de
peptideos, o virus Influenza também pode ser inativado por
esse mecanismo, assim como pelo rompimento de envelope
conforme descrito por Skalickova etal. (2015). RNA-polimerase
dependente de RNA viral (RdRp), uma enzima limitante na
transcricdo e replicacdo do virus influenza é composta por trés
subunidades (PB1, PB2 e PA). A subunidade PB1 é responsavel
pela polimerizacdo e clivagem de endonuclease (Ruigrok et al.
2010, Engler et al. 2011), enquanto PB2 é responsavel por
reconhecer e se ligar ao mRNA (Fechter et al. 2003, Ma et al.
2011) e, a subunidade PA foi recentemente descrita como
responsavel pela clivagem do pré-mRNA (Dias et al. 2009,
Yuan et al. 2009). O complexo RdRp é mantido por meio de
ligagdes ndo-covalentes e qualquer desestabilizacdo pode
ocasionar falhanareplicagdo viral. Lietal. (2011) demonstraram
esse mecanismo de agdo ao avaliarem a acdo de peptideos
frente ao virus H5N1.

Quando atuam em conjunto, melitina e apamina
potencializam os efeitos virucidas, especialmente contra
o BVDV e, embora os efeitos dessa associagdo ndo tenham
sido completamente elucidados, essa potencializagdo ocorre
assim como na associacdo entre melitina e fosfolipase A2,
outro componente enzimatico da apitoxina que tem seu efeito
regulado e potencializado quando em contato com melitina
(Mollay et al. 1976, Saini et al. 1997).

Asatde publica é um tema que exige bastante preocupacio
nas pesquisas atuais, uma vez que, além da resisténcia microbiana
aos farmacos, existe um apelo por parte da populacdo que
vém exigindo tratamentos menos agressivos ao organismo
e, por se tratarem de peptideos de origem natural, melitina
e apamina atendem a essa demanda que é crescente e a cada
dia mais fiscalizada. Virus e outros micro-organismos de
interesse em medicina veterindria e humana podem estar
sujeitos a sensibilidade frente aos compostos estudados,
representando uma ampla linha de pesquisa e potencial a
formulagdo de novos farmacos eficazes.

CONCLUSOES

Melitina possui efeito antiviral e virucida sobre BoHV-1 e
BVDV, além de apresentar alta citotoxicidade em células MDBK.

Apamina, atuando individualmente, ndo demonstrou
atividade nas concentragdes estudadas e frente aos virus
analisados.

O potencial da apamina é demonstrado quando esta é
associada a melitina e testadas frente ao BVDV. A associagdo
demonstrou efeito sobre este virus, tanto na analise antiviral,
quanto na virucida.
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