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1. INTRODUCAO

A busca por produtos naturais com atividades biolégicas e farmacologicas
tém impulsionado a indlstria e a pesquisa ao redor do mundo. Os peptideos com
acdo antimicrobiana estdo entre os mais pesquisados, pois representam uma
alternativa ao uso de antimicrobianos sintéticos que trazem danos a saude publica,
além de dificuldades em diversos tratamentos pela resisténcia microbiana aos
farmacos (HARVEY, 1999).

A melitina € um peptideo, composto por 26 aminoacidos, presente no veneno
de abelhas meliferas, correspondendo a aproximadamente 50% do peso seco do
veneno (HABBERMAN, 1972), e é conhecida pela sua rapida acao citolitica que
desestabiliza membranas celulares liberando seu conteddo citoplasmatico
(DEMPSEY, 1990). Ja a apamina, outro peptideo bioativo que corresponde a
aproximadamente 2% do peso seco do veneno, € a menor neurotoxina conhecida,
com apenas 18 aminoacidos (CARDOSO et al., 2003).

Esses peptideos tém conhecidas ac¢des farmacoldgicas ja descritas, mas, no
entanto, atividades antivirais ainda sdo um desafio a se superar. A busca por
farmacos antivirais tem impulsionado a pesquisa devido ao baixo éxito que as
novas descobertas vém apresentando: utilidade terapéutica limitada devido a altos
graus e toxicidade (FAULKNER, 2002).

Na medicina veterinaria, duas enfermidades virais destacam-se pela sua
importancia nas manifestacdes reprodutivas e queda da produtividade de rebanhos
bovinos, prejuizos econbmicos aos produtores e pelo alto potencial de
disseminacdo dentro de rebanhos, a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), causada
pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e a diarreia viral bovina (BVD) causada
pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV). O primeiro virus, da familia Herpesviridae
fica em laténcia no animal que, uma vez infectado, torna-se portador e
disseminador pelo resto da vida. J& o segundo, um Flavivirus, pode passar
despercebido no rebanho pela presenca de animais persistentemente infectados
que, embora sem infeccdo aparente, disseminam o virus pelo rebanho (FLORES,
2012).

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a capacidade virucida de
melitina e apamina frente ao BoHV-1 e BVDV.

2. METODOLOGIA

Melitina e apamina foram adquiridas comercialmente e dissolvidas utilizando
Meio Essencial Minimo estéril (E-MEM), suplementado com antimicrobianos
(penicilina, estreptomicina, enrofloxacina e anfotericina B), como diluente e
estocadas na concentragao de 1 mg/mL a -70°C.
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A linhagem celular MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) foi selecionada neste
experimento por ser permissivel aos virus estudados. Para cultivo das células, foi
utiizado E-MEM suplementado com 10% com soro fetal bovino (SFB). Os
experimentos foram realizados frente aos BoHV-1, cepa Los Angeles, e BVDV,
cepa NADL. Células e virus foram obtidos do Laboratorio de Virologia e Imunologia
da Universidade Federal de Pelotas.

Para o ensaio da atividade virucida, os virus foram colocados em contato com
melitina (25 pg/mL), apamina (100 pg/mL) e sua associacédo (Melitina 25 pg/mL +
Apamina 100 ng/mL) por até 24 horas, sob temperatura de 37°C. As concentracdes
selecionadas foram baseadas em testes de citotoxicidade realizados anteriormente
pelo nosso grupo. Para controle foi utilizada suspenséao virica incubada em tampéao
fosfato-salina estéril pH 7,2 (PBS). Durante a incubacgéo, em seis momentos foram
coletadas aliquotas das suspensfes viricas para realizacdo das titulacdes virais:
zero, uma, duas, quatro, oito e 24 horas de incubacao.

Os diferentes tratamentos foram titulados realizando 8 diluicdes seriadas na
base 10. Em sextuplicata, as diferentes diluicdes foram colocadas em placas de 96
cavidades, juntamente com células MDBK. Apds 72 horas de incubacéo, a leitura
foi realizada através da observacgao de efeito citopatico em microscépio invertido e
o titulo determinado como dose infectante em 50% de tecido celular (DICCso/25uL)
pelo método de Reed—Muench (1938).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Melitina apresentou grande poder virucida frente ao BoHV-1, inibindo
totalmente as particulas virais em apenas 1 hora de contato, enquanto o controle
apresentou pouca modificacdo do titulo viral durante as 24 horas do experimento.
No entanto, frente ao BVDV, ndo apresentou efeito marcante e, os titulos do
tratamento acompanharam os titulos do controle em todos os momentos avaliados
(Figura 1A). O tratamento apenas com apamina ndo demonstrou efeito virucida na
dose testada frente a nenhum dos virus avaliados. Os tratamentos para os dois
virus acompanharam seus respectivos controles (Figura 1B).

Estudos mostram o potencial antiviral de melitina, porém sua alta
citotoxicidade, em alguns casos, pode exigir sua associacdo a veiculos que
diminuam sua agressividade para as células. Melitina, em doses nao toxicas para
linfécitos T e fibroblastos, foram capazes de inibir a infectividade dessas células
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além de suprimir a expressédo de
diversos genes essenciais a replicacao deste virus (WACHINGER et al., 1998).
HOOD el al. (2013) encontraram baixos efeitos toxicos em células vaginais e
grande efeito antiviral sobre HIV utilizando nanoparticulas carregadas de melitina e
sugerem a destruicdo do envelope do virus como mecanismo de acdo. FALCO el
al. (2013) obteve éxito ao inibir, por inativagdo viral 95,3% a infectividade do
Rhabdovirus causador da septicemia hemorragica viral dos peixes utilizando
imunolipossomas carregados de melitina.

O efeito virucida da associacdo entre as duas substancias foi testado nas
proporc¢des contidas no veneno de abelhas Apis melifera: em torno de 50% do peso
seco corresponde a melitina e ao redor de 2% corresponde apamina (CERNE et
al., 2010). Os resultados estéo ilustrados na Figura 2 e demonstram uma acao
potencializadora contra os dois virus avaliados. Embora o efeito virucida sobre
BoHV-1 siga os mesmos padrdes e resultados da melitina agindo individualmente,
o efeito contra BVDV foi amplificado.
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Figura 1. A) atividade virucida de melitina (25ug/mL) e B) atividade virucida de
apamina (100 pg/mL), em temperatura de 37°C. (¢) controle de BoHV-1 (PBS); (A)
controle de BVDV (PBS); (m) tratamento sobre BoHV-1; (x) tratamento sobre BVDV.
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Figura 2. Atividade virucida da associacdo entre melitina
(25ug/mL) e apamina (100 ng/mL) em temperatura de 37°C.
(#) controle de BoHV-1 (PBS); (A) controle de BVDV (PBS);
(m) tratamento sobre BoHV-1; (x) tratamento sobre BVDV.

Com melitina ou apamina atuando isoladamente sobre BVDV, ao final das
24 horas de contato com o virus, os titulos ndo diferiram dos controles, incubados
apenas com PBS e, o titulo caiu apenas 0.5 logio em relagdo ao momento zero
horas, demonstrando ineficacia. Com a acao sinérgica dos compostos, a diferenca
do inicio do experimento (zero horas de incubacao) com o seu final (24 horas) foi
de 1 logio, caindo de 4.5 para 3.5 DICCso/25uL, indicando 90% de inibicdo das
particulas viricas de BVDV. O controle apresentou 68,4% de inibi¢cdo viral e, essa
diferenca, correspondente a 0.5 logio, indica uma eficacia na acédo sinérgica,
instigando novas pesquisas com distintas doses associadas de melitina e apamina
para verificagdo de uma eficacia ainda maior e possiveis a¢cdes dose e tempo
dependente dos compostos estudados sobre 0s virus em questdo e outros virus de
interesse medico veterinario.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a melitina tem grande
poder virucida sobre BoHV-1, mas néo apresentou o mesmo efeito em relagcéo ao
BVDV. A apamina, atuando individualmente, ndo é capaz, na dose testada, de atuar
frente aos virus avaliados. A associacdo entre as substéncias causou um
incremento em suas ac0des virucidas, principalmente na acao contra o BVDV.
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