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1. INTRODUGAO

Lectinas sao proteinas bioativas que se ligam reversivelmente a
carboidratos. Essas proteinas sao encontradas natureza em organismos de
diferentes niveis de complexidade, e funcionam no reconhecimento de moléculas
em varios processos biologicos (MU et al., 2017). Sao classificadas em 5 familias
estruturais, baseado no dobramento de polipeptidios (SINGH, D. D. et al.,
2004).Uma dessas familias é conhecida na literatura por lectinas relacionada a
Jacalina (LRJs), em que uma de suas representantes é a lectina da Musa
acuminata, popularmente conhecida como banana. Essa lectina possui afinidade a
manose e glicose, tendo seu tamanho com aproximadamente 15 KDa, seu
monomero com 30KDa e sua estrutura tetramérica recentemente descoberta com
60KDa (HOPPER et al., 2017).

A lectina de banana ja demostrou atividade imunomoduladora, atividade
antifungica, atividade antiproliferativa (SINGH, S.; DEVI; NG, 2014) e atividade
antiviral, com ag¢do comprovado sobre o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(SWANSON et al.,, 2010;HOPPER et al., 2017). Essa ultima atividade foi a
explorada neste trabalho utilizando uma variante da lectina da banana desenvolvida
apo6s analises de sequencias de LRJs, obtendo assim a lectina rBanlec-like (REIS
etal., 2014).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pertence a familia Herpesviridae e
possui como material genético DNA de fita dupla linear, e é capaz de entrar em
laténcia, principalmente nos ganglios trigémio e sacral, voltando a se manifestar
com situacdes de estresse. A principal manifestagao clinica associada a este virus
€ arinotraqueite infecciosa bovina, relacionada a sintomatologia respiratéria, porém
sao os sintomas reprodutivos que mais geram prejuizos econdmicos a pecuaria,
assim como o virus da diarréia viral bovina (BVDV), um pestivirus da familia
Flaviviridae, que tem seu genoma constituido por uma fita simples de RNA. Este
virus esta associado a formacgao de animais persistentemente infectados que nao
apresentam sinais clinicos nem anticorpos contra o virus, dificultando o diagndstico
e disseminando o virus pelo rebanho (WEISS et al., 2016).

Sendo assim, torna-se importante a busca e pesquisa para obtencao de
novas drogas/compostos antivirais. Objetivou-se, assim, avaliar a atividade antiviral
da rBanlec-like contra o BoHV-1 e BVDV.
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2. METODOLOGIA

A proteina recombinante foi produzida conforme descrito previamente por
Reis (2014). A Lectina foi purificada por cromatografia de afinidade ao niquel e
depois foi dialisada contra agua destilada. Posteriormente a proteina foi liofilizada,
e quantificada pelo método de BCA comercial (Pierce/Thermo Sci.). Apos a
quantificacdo se analisou a proteina recombinante por SDS-PAGE e pela técnica
de Western Blot, juntamente com uma aliquota purificada da proteina nativa para
comparacgao. Para revelagdo do Western Blot se utilizou o anticorpo anti rBanlec-
like produzido previamente (CAMARGO et al., 2016).

Para avaliagdo da atividade antiviral da rBanlec-like, foi utilizada linhagem
celular MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) por ser permissiveis aos virus
estudados (BoHV-1 cepa Los Angeles e BVDV cepa NADL). Meio Essencial Minimo
com sais de Eagle (E-MEM) acrescido de antibiéticos foi utilizado para diluicao dos
compostos e virus e, para cultivo celular, E-MEM foi suplementado com 10% de
soro fetal bovino. As células MDBK foram cultivadas em placas de poliestireno de
96 cavidades (KASVI ®, Brasil) em temperatura de 37°C em ambiente com 5% de
CO2, até o estabelecimento de monocamada.

O teste de citotoxicidade da proteina se deu através do ensaio de redugao
do MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo), segundo
Mosmann (1983). A leitura se deu através de espectrofotometria sob comprimento
de onda de 545 nm. Os testes foram realizados em triplicata e como controle foram
utilizadas células com E-MEM, nédo expostas a proteina.

Trés concentragbes da proteina foram selecionadas para os ensaios
antivirais (25, 50 e 100 pg/ml). Apds cultivo de células MDBK em microplacas por
24 horas, as células foram submetidas ao tratamento com a lectina por 24 horas e
apos foram infectadas com 0,1 MOI (multiplicity of infection) de BoHV-1 e BVDV e,
ap6s 72 horas de incubagao as placas foram congeladas. Células cultivadas em
microplacas da mesma maneira foram previamente expostas a 0,1 MOI de BoHV-
1 e BVDV por duas horas, permitindo a infecgao viral e, apds o meio foi aspirado e
as células foram expostas aos tratamentos com a proteina por 72 horas, quando a
placa foi congelada. O descongelamento permite o rompimento das células e
liberacdo de todo conteudo virico intracelular. Apds foi realizada a titulacéo viral
através do método de Reed e Miench (1938). Foram calculados os percentuais de
inibicdo (PI) virais através da férmula: [1-(antilog tratamento/antilog controle)] x 100.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A rBanlec-like foi expressa com aproximadamente 16,5 KDa, seu tamanho
molecular esperado, sendo préximo ao da proteina nativa. A proteina recombinante
foi purificada e liofilizada com sucesso. Tanto a recombinante quanto a nativa
reconheceram o anticorpo anti-rBanlec-like.

No teste de citotoxicidade, a maior concentracdo avaliada (1 mg/ml)
determinou viabiliade celular de 88%, portanto nao foi possivel estabelecer uma
concentracéo toxica da proteina para células MDBK, portanto, as concentracdes
para o teste antiviral foram determinadas com base em resultados prévios obtidos
pelo nosso grupo de pesquisa.

Em um estudo com a lectina banlec, frente ao HIV, constatou-se a atividade
antiviral da proteina. Houve a inibigdo da entrada do virus nas células através da
ligacao da lectina com as glicoproteinas presentes no evelope viral (SWANSON et
al., 2010; HOPPER et al., 2017). Esses autores econtraram resultados satisfatérios
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inserindo a proteina nas céulas antes da infeccdo com os virus. Ao contrario, os
resultados do presente estudo demonstram maior efiacia antiviral da lectina quando
adicionada apos a infeccdo. A Figura 1 demonstra as atividades antivirais da
rBanlec-like quando adicionada sobre as células antes e apds a infecgdo com

BoHV-1 e BVDVW.
B
i
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FIGURA 1: Ensaio antiviral com as diferentes concentragdes de rBanlec-like, antes
e depois da infecgao viral com: A- BoHV-1 e B- BVDV.

Nota-se o melhor efeito da lectina frente ao BoHV-1 quando comparado ao
efeito sobre o BVDV, principalmente quando a o tratamento das células se deu apds
a infeccéo. A Tabela 1 demonstra os percentuais de inibigcdo dos virus.

Tabela 1. Percentuais de inibicdo do Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e
virus da diarreia viral bovina (BVDV) apés atuagcao da rBanlec-like sobre as
células antes e apds a infecgao

~ BoHV-1 BVDV
Concentracgdes . _ — _ . _ — _
rBanlec-like antesinfeccdo apos infeccdo antes infecgdo apds infecgao
(%) (%) (%) (%)
25 ug/ml 90 100 43.77 43.77
50 pg/ml 98.22 100 43.77 82.22
100 pg/ml 99.68 100 43.77 96.84

4. CONCLUSOES

A proteina rBanlec-like foi expressa e purificada com sucesso. O teste da
atividade antiviral da rBanlec-like teve resultado promissor, porém necessita de
novas repeticoes para comprovar os resultados obtidos, bem como testar a proteina
nativa para comparagao da atividade antiviral. Por fim deve-se buscar o mecanismo
de acao da lectina sobre os virus.
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