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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus constituem o0s principais responsaveis por infec¢cdes nos
homens e animais, especialmente em individuos imunodeprimidos. Entretanto h&
uma grande limitacdo de medicamentos antivirais disponiveis para estas afeccfes
e, por isso, atualmente, diversos testes tém sido realizados na busca de
substancias que apresentem acéo antiviral (GARRE et al., 2007).

As penas de aves constituem o principal residuo da industria avicola e
pode ser utilizado na forma de farinha de penas como importante fonte proteica
(STEINER, et al., 1983). Diversas bactérias tem demonstrado capacidade de
degradacéao de penas de forma eficiente, e esse processo biolégico é considerado
uma estratégia de gerir e agregar valor aos materiais ricos em queratina (GUPTA
& RAMNANI, 2006).

Mais recentemente, foi observado que alguns carotendides extraidos das
penas de frango possuem atividade antimicrobiana, especialmente contra
Escherichia coli, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Saccharomyces cerevisiae e
Bacillus subtilis (PRIYA & MAHESWARI, 2012).

Atividade antimicrobiana das penas também foi descrita por SANCHEZ et
al. (2013), os quais relataram que a carga bacteriana na casca do ovo de Hirundo
rustica esta relacionada as propriedades das penas utilizadas como forro nos
ninhos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de atividade antiviral de
um hidrolisado de penas frente ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), in vitro.

2. METODOLOGIA

As penas de galinha foram fornecidas por uma industria local de aves
domésticas (Avipal, Porto Alegre, RS, Brasil). O hidrolisado de penas foi obtido
frente a incubacdo com Chryseobacterium sp. kr6, a qual produz queratinases
alcalinas, conforme o modo descrito por FONTOURA et al. (2014). Nos ensaios
foram utilizadas proteinas solGveis obtidas durante o crescimento de meio
contendo penas (50 g/L) com Chryseobacterium sp. kr6 a 30°C. ApOs
centrifugacéo e filtracdo a concentragéo proteica foi avaliada pelo reagente Folin-
Ciocalteau (LOWRY, et al., 1951).

Para avaliacdo de atividade antiviral foi realizada titulacdo viral na presenca
ou auséncia do hidrolisado em concentracdo nao citotoxica. A atividade antiviral
foi analisada comparando a diferenca entre o titulo viral nas células tratadas e nao
tratadas e expressa pelo percentual de inibicao viral (P1). O PI foi calculado pela
férmula: Pl = [1-(T antilogaritimo/C antilogaritimo)]x100 (NISHIMURA et al.,
1977).
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A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de vermelho neutro
(BORENFREUND & PUERNER, 1985) ap6s 72 h e incubacédo. A porcentagem de
células viaveis foi calculada mediante a formula AT/AC x 100, sendo AT e AC a
absorbancia dos tratados e a absorbancia dos controles, respectivamente
(VAUCHER et al., 2010). As leituras das densidades Opticas foram quantificadas
em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm. A citotoxicidade foi
expressa como concentragao citotdxica 90% (CC90%). Nos ensaios foi utilizada a
concentracdo de hidrolisado em que as células MDBK (Madin Derby bovine
kidney) apresentaram viabilidade acima de 90%.

Células MDBK foram cultivadas em microplacas utilizando meio essencial
minimo (MEM) com 6% de soro fetal bovino e, ap6s 24 h e observacdo de
confluéncia foram utilizadas para titulagdo do BoHV-1, cepa Los Angeles (LA), na
presenca ou auséncia do hidrolisado de penas em concentracdo ndo citotoxica.
Os titulos virais foram calculados pelo método de diluicdo limitante, e expressos
como dose infectante a 50% do tecido celular em 100uL (TCIDso/100uL) apds 72h
de incubacao a 37°C. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo foi utilizado o hidrolisado de penas coletado ap6s 48 h de
incubacdo com a Chryseobacterium sp. kr6. Esse hidrolisado apresentou uma
concentracdo proteica de 18 mg/mL. A analise por eletroforese em SDS-PAGE
mostra a presenca de proteinas de baixo peso molecular (Figura 1).

Figura 1: Analise por eletroforese em SDS-PAGE.(MW) marcador de peso
molecular; (6) amostra de hidrolisado de penas.

O hidrolisado de penas néo apresentou toxicidade a partir de 0,018 mg/mL
guando avaliado pelo ensaio do vermelho neutro nas células MDBK. Tal
concentracao foi utilizada para avaliacdo da atividade antiviral.

A amostra LA do BoHV-1 apresentou um titulo médio de 10°°
TCIDso/100puL ap0s 72 h de incubagdo nas células. Quando a titulagdo foi
realizada na presenca do hidrolisado de penas (0,018 mg/mL) o titulo médio
apresentado foi 10*” TCIDsy/100uL, uma diferenca significativa estatisticamente
(p< 0,05). Os valores obtidos permitiram detectar um PI - de 90,66%.

A farinha de penas contém alto teor de proteina bruta (WILLIAMS et al.,
1991). Diversos hidrolisados proteicos produzidos por hidrolise enzimatica
demonstram atividades bioldgicas, que geralmente estdo relacionadas a
peptideos bioativos (KORHONEN & PIHLANTO, 2006).
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Os peptideos bioativos sdo fragmentos especificos de proteina que
apresentam um impacto positivo nas funcdes ou condigcdes corporais,
influenciando, assim, a salde humana. Apesar de ndo ter sido avaliada neste
estudo qual a molécula responsavel por essa acdo acredita-se que esteja
atribuida aos peptideos bioativos, pois diversas propriedades sdo associadas a
essas estruturas, como: atividade antimicrobiana e antiviral, atividade redutora da
pressdo sanguinea, habilidade na redugdo do colesterol, atividade antitrombadtica
e antioxidante, melhoria na absorcao/biodisponibilidade dos minerais, efeitos cito
ou imunomodulatdrios e antitumoral, (PIHLANTO, 2001; KITTS & WEILER, 2003;
HARTMANN & MEISEL, 2007).

4. CONCLUSOES

O uso do hidrolisado de penas demonstrou uma reducgao significativa no
titulo do BoHV-1 em células MDBK quando comparado aos ensaios realizados na
auséncia do hidrolisado. Desta forma, pode-se concluir que o hidrolisado de
penas com seus peptideos obtidos podem ser potencialmente utilizados como
fonte direta de moléculas biologicamente ativas ou indiretamente como uma fonte
de informacédo para sintese quimica de peptideos bioativos podendo levar ao
desenvolvimento de novas drogas.
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