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RESUMO 

O presente trabalho avaliou as atividades antirretroviral e citotóxica de 9 

peptídeos sintetizados a partir da análise transcritômica parcial de bibliotecas de cDNA 

obtidas das glândulas de peçonhas de diferentes espécies de escorpiões. Foram 

utilizados o Vírus da Imunodeficiência Símia/SIV e o HIV defectivo, em linhagens 

celulares humanas linfoblásticas, leucocitárias primárias e estabelecidas aderentes para 

a detecção de atividade antirretroviral, assim como citotóxica dos peptídeos sintéticos. 

Incluíram-se ensaios de viabilidade celular com azul de Tripan, citotoxicidade 

quantificando-se LDH e citometria de fluxo com detecção de Anexina/Iodeto de 

propídio. Os peptídeos escorpiônicos 1, 2, 4 e  6 reduziram a produção de SIV em 

células HUT-78 e 174X100, dentre os quais, os peptídeos 1 e 6 reduziram em 50% a 

viabilidade celular, em concentrações de 50 µM e 12,5 µM, respectivamente, tornando-

os mais adequados aos ensaios. Em análises finais, o peptídeo 6 a 3,12 µM reduziu em 

75% a produção viral em relação ao controle de células unicamente infectadas. Células 

HUT-78 tratadas com o peptídeo 6 e infectadas com SIV, unicamente produziram IL-8, 

enquanto que os leucócitos primários apresentaram níveis detectáveis de IFN-γ, IL-4, 

IL-6 e IL-10.  Em estudos de morfologia ultra-estrutural detectou-se o brotamento de 

virions de SIV unicamente em leucócitos primários infectados, enquanto que os tratados 

com o peptídeo 6 e AZT, infectados com SIV, não se detectou o brotamento viral. 

Observou-se lesões citoplasmáticas, extravasamento de material nuclear e acúmulo de 

cromatina na membrana perinuclear em leucócitos primários tratados com o peptídeo 6, 

compatível com os resultados obtidos por citometria de fluxo. Exclui-se a possiblidade 

de lise celular por destruição de membranas, visto que virions infectivos tratados em 

altas concentrações do peptídeo 6 não inibiram a infecção viral. Ensaios preliminares 

com células HeLa P4 previamente tratadas com o peptídeo 6 e transfectadas com 

plasmídeo pCHIV carreando o genoma defectivo de HIV, apresentaram redução da 

progênie viral quando comparada à produção de células transfectadas sem tratamento, 

células transfectadas e tratadas posteriormente com peptídeo 6 e tratadas com AZT. De 

modo geral, os experimentos de cultivo celular com o peptídeo 6 e posterior infecção 

viral, demonstraram que, nos intervalos iniciais, ocorre forte redução do número de 

células nas populações em tratamento, no entanto, após 96 horas as células proliferam, 

ultrapassando o número de células não tratadas, exercendo forte impacto quando avalia-

se a interferência nos mecanismos de replicação viral, resultando na redução de 

progênie viral. Propõe-se que os mecanismos de proteção celular, em resposta à 
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toxicidade do peptídeo 6, induz a expressão de citocinas, dosadas neste estudo e, muito 

provavelmente, fatores de restrição viral induzidos principalmente por IFN-γ, e 

modulados por IL-6, IL-10 e IL-4, ademais de outras citocinas e quimiocinas que não 

foram quantificadas neste estudo.  

 

 

Palavras-chave: SIV, HIV, antirretroviral, peptídeos de escorpiões. 
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ABSTRACT 

 The present work evaluated the antiretroviral and cytotoxic activity of 9 

synthetized peptides based on the transcriptome of the partial cDNA library of different 

Scorpions venenom glands. The Simian Immunodeficiency Virus/SIV and the defective 

HIV were utilized in human cell lineages, lymphoblastic cells, primary leucocytes and 

adherent cells, to screen for antiretroviral activity as also the peptides cytotoxicity. 

There were included assays for cell viability with trypan blue, citotoxicity quantifying 

LDH and flow citometry for detection of annexin/propidium iodide. The scorpionic 

peptides 1, 2, 4 and 6 reduced the SIV production in HUT-78 and 174X100 cell lines, 

and among them, the peptides 1 and 6 reduced by 50 % the cell viability at 50 µM and 

12,5 µM concentration, respectively, which was more suitable for the assays. In final 

analyses, the peptide 6 at 3,12 µM concentration reduced at 75 % the SIV production 

compared to untreated cells but infected. HUT-78 cells treated with peptide 6 and SIV 

infected solely produced IL-8 while the primary leucocytes displayed detectable levels 

of IFN-γ, IL-4, IL-6 and IL-10. In morphological ultrastructural studies, it could be 

detected the budding of SIV virions exclusively in infected primary leucocytes, while 

among leucocytes treated with peptide 6, AZT and SIV infected, no virions budding 

were observed. Cytoplasmatic lesions, leaking of nuclear material and chromatin 

condensation in the perinuclear region were evident in leucocytes treated with peptide 6, 

which was compatible with the results obtained by flow cytometry analysis. It was 

excluded the possibility of cell lysis by membrane destruction, as infectious virions 

treated with high concentrations of peptide 6 did not inhibit viral infection. Preliminary 

assays with HeLa P4 cells previously treated with peptide 6 and transfected with the 

pCHIV plasmid carrying a defective HIV genome, showed viral progenie reduction 

when compared with the production of transfected cells without treatment, transfected 

cells subsequently treated with pepetide 6 and cells treated with AZT. In a general way, 

the cell culture experiments with peptide 6 and subsequent viral infection showed that, 

in the initial intervals, a strong cell number reduction occur, but after 96 hs the cells 

proliferate, outnumbering the untreated cells, exerting significative effect when 

evaluating the interference in the mechanisms of viral replication, which culminates in 

the reduction of viral progenie. It is proposed that the mechanisms of cell protection, in 

response to the peptide 6 toxicity, induce the expression of cytokines, quantified in this 

work and, very probably, viral restriction factors mainly triggered by IFN-γ, and 

modulated by IL-6, IL-10 e IL-4, besides other cytokines and chemokines that were not 
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quantified here. 

 

Key words: SIV, HIV, antiretroviral, scorpion peptide
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1. INTRODUÇÃO 

Dentre as enfermidades de maior prevalência, comuns ao homem e outros 

animais, elencam-se doenças infectocontagiosas e câncer, dentre as quais, de maior 

interesse neste trabalho, as retroviroses. Doenças humanas etiologicamente vinculadas a 

vírus provocam imenso ônus global e desafios ao sistemas de saúde. Há no mínimo 219 

espécies de vírus patogênicos ao homem, dos quais mais de 2/3 podem também infectar 

hospedeiros não humanos, principalmente mamíferos, e em menor escala, aves. Muitos 

destes agentes virais são zoonóticos, transmissíveis do homem aos animais e vice-versa 

(BANERJEE & MUKHOPADHYAY, 2016; WOOLHOUSE, 2012). Sabe-se que 

poucas drogas antivirais estão disponíveis no mercado, além do que, determinados 

medicamentos podem induzir efeitos adversos graves e consideráveis, especialmente 

para aqueles pacientes que recebem tratamento ao longo da vida, como pacientes 

infectados pelo HIV, ainda que muitas viroses sejam de resolução espontânea, sem 

maiores gravidades.  

Os vírus podem ser detectados por receptores de reconhecimento padrão no 

citoplasma e núcleo de células infectadas, disparando a ativação transcripcional de 

interferons de tipo I e III, como também de outros genes com produtos de expressão 

antivirais que em sincronia levam à limpeza e inibição da disseminação viral, dessa 

forma, para poder produzir novos virions e consequentemente desencadear o processo 

infeccioso, os patógenos virais eliminam a resposta imune inata e posteriormente 

evadem-se da resposta adquirida, muitas das vezes mutando, alterando suas proteínas de 

superfície, em especial, glicoproteínas virais (BEACHBOARD & HORNER, 2016). 

Muitas doenças virais são auto-limitantes, não necessitando de tratamento antiviral, 

exceto alguns exemplos entre as quais, as que são causadas por HIV (RAZONABLE, 

2011).  

A emergência de variantes de HIV resistentes aos antivirais demanda o 

desenvolvimento contínuo de novos medicamentos, particularmente a partir da 

prospecção de produtos naturais, ou substâncias de ocorrência natural, comumente 

denominadas metabólitos secundários, envolvidos em mecanismos de proteção e de 

ataque dos organismos que os produzem. Estima-se a existência de mais que 300.000 

metabólitos secundários, incluindo-se venenos animais, com potencial para a geração de 

novos fármacos (GURNANI et al., 2014). Destaca-se o Brasil por sua vasta e 

exuberante biodiversidade, com imenso potencial para a prospecção de venenos animais 

com atividade antirretroviral. 
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1.1 RETROVÍRUS 

Constituem grupo de vírus que apresentam genoma diploide que durante o ciclo 

de replicação sintetizam DNA intermediário. Os retrovírus se distinguem dos demais 

vírus de RNA de fita positiva por codificarem a transcriptase reversa, enzima com 

atividade de polimerização de moléculas de DNA a partir de molde de RNA (HAHN, 

2000). A estratégia de replicação desses vírus está baseada na transcrição reversa da 

molécula de RNA em fita dupla de DNA tão logo o capsídeo semi-desestruturado esteja 

presente no citoplasma das células-alvo. 

Os retrovírus mais simples (alfa, beta e gama retrovírus) codificam somente as 

fases abertas de leitura de (“Open Reading frames”/ORFs), Gag (poliproteína 

precursora  de proteínas estruturais), Pol (poliproteína precursora das enzimas virais) e 

Env (glicoproteína precursora do envelope). Os demais retrovírus, ditos complexos 

(deltaretrovírus, lentivírus e espumavírus), codificam, além das ORFs citadas, genes 

acessórios envolvidos nos mecanismos de patogênese viral (SAADATMAND & 

KLEIMAN, 2012).  

A classificação antiga dos retrovírus baseava-se na morfologia e local de 

montagem das partículas virais, quando então eram denominados oncornavírus, 

subagrupados  nos tipos A, B, C e D, por descrição ultraestrutural (LEVY, 1986). Os 

virions tipados como A têm sido unicamente observados no citoplasma da célula, 

exibindo core elétron-lúcido envolvido por duplo envelope, com diâmetro médio de 60-

90 nm, representando esse grupo os retrovírus de intracisternas do tipo A (ONO, 1990). 

Essas estruturas foram observadas em células que geram progênie de partículas do tipo 

C e D. As partículas do tipo B são pleomórficas no momento do brotamento através da 

membrana celular. São estruturas que dispõem de longas moléculas de glicoproteínas, 

mesmo quando o núcleo core está preso à membrana celular. Os virions maduros após o 

brotamento apresentam nucleóides elétron-densos, excentricamente posicionados 

(MELANA et al., 2007). O representante clássico deste grupo é o Vírus do Tumor 

Mamário de Camundongo (MMTV). Virions do tipo C são unicamente visualizados 

quando iniciam o brotamente através da membrana celular, de forma que durante este 

processo, os cores elétron-densos tornam-se elétron-lúcidos, com a presença das 

glicoproteínas virais recobrindo o envelope viral. Tem sido observado dois tipos de 

virions, as formas imaturas, com core elétron-lúcido e, formas maduras, com core 

elétron-denso. O HTLV é membro desse grupo (FASSEL et al., 1998).  
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Observados unicamente no interior do citoplasma, as partículas do tipo D 

dispõem-se como anéis adjacentes à membrana celular. As formas encontradas 

extracelularmente apresentam-se com core elétron-denso localizados excentricamente, 

com glicoproteínas curtas protuberando do envelope viral. Os retrovírus de Mason-

Pfiser de primatas não humanos são os representantes deste grupo (STROHALMOVÁ-

BOHMOVÁ et al., 2014).  

Os lentivírus, como o SIV e HIV, exibem o nucleóide incompleto ao brotar da 

membrana celular e não apresentam membrana elétron-lúcida intermediária. Em virions 

maduros observa-se o nucleoide em forma cilíndrica (STRAUSS, 2015).  

 

1.1.1 Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV)  

Estudos filogenéticos apontam que o vírus da imunodeficiência símia (SIV) é o 

ancestral do vírus da imunodeficiência humana (HIV). Este lentívírus da família 

Retroviridae, contêm RNA como material genômico (SHARP & HAHN, 2011). Inclui-

se nesta família, agentes citopáticos e não oncogênicos que necessitam, como todos os 

retrovírus, para replicarem-se, da enzima transcriptase reversa, responsável pela 

transcrição do RNA viral em cópia de DNA, passível então, de integrar-se ao 

cromossoma da célula hospedeira (BALASUBRAMANIAM & FREED, 2011). 

Estes retrovírus circulam de forma enzoótica entre primatas não humanos do 

Velho Mundo, apatogênicos nestes animais em vida livre, mas considerados 

patogênicos em animais em cativeiro sob estresse, e entre chimpanzés (símios 

antropoides). A infecção de antropoides em cativeiro por SIV, como macacos rhesus 

(Macaca mulata), progride à síndrome da imunodeficiência símia/SAIDS (ZHOU et al., 

2013). 

Assim como os deltaretrovírus (HTLVs, STLVs e BLV), não há relatos na 

literatura de que o SIV infecte naturalmente primatas não humanos do Novo Mundo 

(KANZAKI & CASSEB, 2008; KIRCHHOFF, 2009).  

Em 1985, os primeiros isolados de SIV foram reportados entre espécies de 

Cercopithecus aethiops selvagens (african green monkeys) (KANKI et al.,1985), em 

cativeiro. Estudos filogenéticos demonstraram a organização genômica do SIV similar a 

do HIV-1 e HIV-2. Desta forma, o reservatório primário do ancestral do HIV-2, SIVsm, 

é o primata não humano, sooty mangabey, Cercocebus atys, habitante da África 

Ocidental (APETREI et al., 2005), enquanto que o SIVcpz, que infecta subespécies de 

chimpanzés Pan troglodytes troglodytes, é o ancestral do HIV-1 (Figura 1), e devido a 
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essa estreita relação genética, o SIV de chimpanzés tem sido de particular interesse 

como modelo de estudo da AIDS (SHARP & HAHN, 2011).	

	

1.1.2 Origem do Vírus 

O SIV se originou na África subsaariana, reportando-se na literatura mais de 40 

espécies diferentes de primatas não humanos infectados naturalmente com este 

lentivírus (Figura 1). Estas espécies podem abrigar linhagens geneticamente distintas 

de SIV, contudo evidências filogenéticas indicam que os SIVs teriam atravessado 

barreiras interespécies em várias ocasiões no passado (SHARP & HAHN, 2011). 

	

Fonte: SHARP & HAHN, 2011. 

Figura 1. Primatas não humanos do Velho Mundo, com mais de 40 diferentes espécies, são naturalmente 

infectados por lentivírus, denominado vírus da imunodeficiência símia (SIV). Esses lentivírus teriam 

cruzado a barreira entre as espécies de primatas não humanos e humanos, gerando patógenos adaptados 

aos novos hospedeiros. Exemplos conhecidos de transmissão interespécies, bem como os vírus 

resultantes, são destacados em vermelho. 
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Estudos demonstraram que o SIV pode migrar para outros hospedeiros 

filogeneticamente relacionados, e que duas diferentes linhagens virais infectantes de 

chimpanzés, gorilas e “mangabeys” (PEETERS & DELAPORTE, 2012) teriam sido 

introduzidas em populações humanas pelo menos 11 vezes, gerando o HIV-1 e HIV-2 

(MARX et al., 1991).  Evidências científicas mostraram que a introdução dos retrovírus 

exógenos (lentivírus e deltaretrovírus) aos primatas não humanos ocorreu 

posteriormente à ramificação da árvore filogenética e o isolamento geográfico que 

compartimentalizou os dois grupos de símios, no Novo e Velho Mundo (LERCHE, 

2010). 

 

1.1.3 Estrutura Molecular 

A estrutura morfogenética da partícula viral (virion) é comum aos demais 

retrovírus, possuindo genoma constituído de RNA interligado por molécula de RNAt 

(SAADATMAND & KLEIMAN, 2012). O genoma está associado às enzimas 

transcriptase reversa, integrase e protease (KALYANARAMAN et al.,1982). O SIV 

possui envelope lipoproteico adquirido da célula hospedeira, ligeiramente esférico, 

capsídeo cônico, e genoma composto por dois filamentos idênticos de RNA (diploide). 

Assim como o HIV do tipo 1 e 2, o SIV também apresenta organização genômica 

contendo pequenas fases abertas de leitura (ORFs) localizadas entre as sequências 

nucleotídicas de pol e env, os quais são seis ORFs codificando para as proteínas Vif, 

Vpx, Vpr, Tat, Rev e Nef em SIV e HIV-2, distintamente do HIV-1 em que Vpx está 

substituída por Vpu (figura 2) como também exons na região entre o terminal 3’ e o 

gene env (BOSINGER et al., 2012). 

A sequência nucleotídica de gag é responsável pela codificação de proteínas 

estruturais do capsídeo: Matriz (MA), Capsídeo (CA) e Nucleocapsídeo (NC); env que 

codifica as proteínas do envelope viral, que sequencialmente são glicosiladas, a gp120 

ou de superfície (SU) e a gp32 ou transmembrana (TM), e pol, que codifica as enzimas 

transcriptase reversa (RT), integrasse (IN) e protease (PR), conforme demonstrado na 

figura 2 (CULLEN, 1992).  

A proteína Vif está associada à infectividade viral e ao controle da produção de 

progênie viral infecciosa; a Vpr contribui para o transporte do DNA proviral ao núcleo 

da célula infectada, e Nef auxilia na redução dos níveis celulares de moléculas CD4 e 

MHC classes I e II. As proteínas Tat e Rev estão envolvidas na regulação da expressão 

gênica (GOULDER & WATKINS 2008). 
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Fonte : Adaptado de BOSINGER et al., 2012. 

Figura 2. Organização genômica dos retrovírus. Apresenta tamanho de aproximadamente 10 kb e contém 

pequenas fases abertas de leitura (ORFs) e sua regiões apresentam as sequências gênicas de gag (que 

codifica a matriz, capsídeo e nucleocapsídeo), pol (que codifica a protease, transcriptase reversa e 

integrase) e env (que codifica a glicoproteína de superfície e a tramembranal). Adicionalmente 

estruturam-se também genes acessórios e regulatórios, tais como vif, vpr, nef, tat e rev presentes em HIV-

2 e SIV, enquanto que HIV-1, o genes vpr é substituído pelo gene vpu. 

 
 
 
1.1.4 Infectividade, Patogenicidade e Mecanismo Imunológico 

O SIV infecta células T auxiliares CD4+, nas quais se replica, produzindo grande 

quantidade de progênie viral, que eventualmente desabilitam estas células de suas 

funções, infectando outras células, armando redes de sincício via glicoproteínas virais 

(GARBER, 2004).  

Consolida-se com dados laboratoriais que a proteína Nef, codificada por 

lentivírus de primatas incluindo o homem, modula a expressão de moléculas do MHC 

de classe I da superfície celular, protegendo desta forma células infectadas da lise por 

linfócitos T CD8+ citolíticos. Corroborando esta ação, Nef ainda modula o receptor 

CD8αβ das células T citolíticas, promovendo a evasão da infecção viral do sistema 

imunológico (HEIGELE et al., 2012). No entanto, peculiar característica da 

patogenicidade do HIV-1, que o distingue das infecções por SIV apatogênica, é o alto 

nível de ativação crônica do sistema imune e indução de apoptose de células T, 

indicando forte preditor de progressão da doença, AIDS. Na infecção por HIV-1, a 

ativação imune é alimentada, pelo menos em parte, pela incapacidade da proteína Nef 
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em modular negativamente TCR-CD3 e CD28 em células T, cuja função é conservada 

na maioria das infecções do SIV apatogênica e HIV-2, o que leva ao bloqueio de sua 

ativação  (SCHINDLER et al., 2006).  

O mais elevado estado de ativação das células T está associado ao aumento dos 

níveis de transcrição e replicação viral, mas também com o aumento da expressão de 

fatores de restrição do hospedeiro. Assim, foi proposto que para superar as barreiras de 

transmissão entre espécies, os lentivírus de primatas devem induzir reação inflamatória 

para aumentar a sua capacidade para replicar e acumular mutações necessárias para 

mais adaptação (KIRCHHOFF, 2009). Se este for realmente o caso, a AIDS seria 

consequência inevitável de transmissão e adaptação do SIV entre diferentes espécies de 

primatas, incluindo o homem. 

 

1.1.5 Fatores de Restrição do Hospedeiro 

Os fatores de restrição (Tabela 1) são moléculas sintetizadas por células do 

hospedeiro com função de bloqueio da infecção viral, nos mecanismos intrínsecos de 

defesa. Atuam interagindo diretamente com proteínas virais ou tornando o 

microambiente celular inóspito à replicação viral. Os fatores de restrição são 

primariamente induzidos por interferon, expressos constitutivamente, dentre os quais 

cita-se SAMHD1, BST-2/tetherin, APOBEC3G e TRIM5α. Mais recentemente foram 

identificados os fatores incorporadores de serina, denominados SERINC, até então 

classificadas em SERINC3 e SERINC5 (USAMI et al., 2015; GOUJON et al., 2014). 

O fator de restrição SAMHD1 (Sterile Alpha Motif and Histidine-Aspartate 

Domain 1 protein) atua fundamentalmente nos mecanismos de imunidade inata 

restringindo a infecção de lentivírus em células alvo em repouso do sistema 

imunológico do hospedeiro, por intervenção na eficiente síntese do DNA proviral 

catalisada por transcriptase reversa viral. Funcional e estruturalmente, a SAMHD1 é 

uma enzima homotetramérica depedente de íons Mg++ ativada por nucleotídeos de 

guanina que indiscriminadamente hidroliza todos os dNTPs a resíduos de 

deoxinucleosídeos e trifosfato (SEAMON et al., 2015). Os sítios ativos dessa enzima 

residem no motivo α e nos domínios HD da proteína. Dessa forma, a SAMHD1 é uma 

deoxinucleotídeo trifosfohidrolase ativada por guanosina trifosfato/deoxiguanosina 

trifosfato (dNTP hidrolase) ou dNTPase e RNase, que fisiologicamente está envolvida 

na regulação do nível celular de deoxinucleotídeos trifosfatos  (POWELL et al., 2011). 

Durante o ciclo celular, em células mieloides de hominídeos, SAMHD1 é fosforilada 
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por quinases 1 e 2 dependente de ciclina (CDK1 e CDK2), ativando-a em sua função 

catalítica. Para contrarrestar a atividade de SAMHD1, em células mieloides e CD4+ em 

repouso, a proteína acessória Vpx, produzida por HIV-2 e SIV dentre outros lentivírus, 

direciona SAMHD1 ao proteassoma para degradação, garantindo desta forma a 

transcrição reversa do RNA retroviral  (HOLLENBAUGH et al., 2016).  

A BST-2/teterina constitui-se de proteína transmembranal do tipo II contendo 

180 resíduos de aminoácidos, estruturalmente disposta em cauda citoplasmática em sua 

região amino terminal, prolongando em região transmembranal hidrofóbica, 

exteriorizando-se em ectodomínio disposta em circunvoluções e região carboxi-terminal 

com um gancho de glicosilfosfatidilinositol (GPI). As moléculas de BST-2 dispõem-se 

em homotetrâmeros, mediados por  resíduos de leucina 70 e 123 envolvidos no 

deslocamento da própria molécula. A glicosilação do ectodomínio de BST-2 permite o 

tráfego da molécula através do retículo endoplasmático e golgi, e postula-se sua ação na 

retenção de virions através de interação com o envelope viral. A região de ancoragem 

da molécula a prende às balsas lipídicas ou “lipid rafts” da membrana celular. Por sua 

vez, a cauda citoplasmática apresenta motivos altamente conservados de tirosina 

implicados na endocitose da própria molécula mediada por clatrina e ativação do fator 

de transcrição NF-kB. Nos mecanismos de ação antirretroviral, a BST-2/teterina após 

captação dos virions em processo de liberação da membrana da célula hospedeira, os 

internaliza via clatrina, que por sua vez ativa o fator de transcrição NF-kB, resultando 

na transcrição de citocinas pró-inflamatórias tais como CXCL10 e IL-6, e ainda, induz a 

resposta de citotoxicidade celular mediada por anticorpos, resultando na desgranulação 

de células assassinas naturais (NK) e células T citotóxicas, CD8+,  em células infectadas 

por vírus, com consequente destruição dessas células. Para infectar células alvo, HIV e 

SIV expressam a proteína acessória Vpu, que pode tanto recrutar o complexo SCFβ-TrCP2 

à ubiquitinação de BST-2, direcionando à degradação lisossomal ou a rede trans de 

Golgi (KUPZIG et al., 2003; ANDREW et al., 2009; MAHAUAD-FERNANDEZ et 

al., 2015).		

A APOBEC3G ou A3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic 

polypeptide-like 3G) é membro da família de citidina deaminases ubíquas em diferentes 

variações em vertebrados, e que em primatas e felinos atua como fator de restrição aos 

lentivírus (ETIENNE et al., 2015; YOSHIKAWA et al., 2015). O mecanismo de ação 

da APOBEC3G e similares ocorre através da deaminação de resíduos de citidina à 

uridina durante a síntese de DNA proviral via transcrição reversa, culminando em 
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mudanças letais de G→A no genoma retroviral (WANG et al., 2016). Para poder 

cumprir o ciclo de replicação retroviral, proteínas acessórias codificadas por lentivírus 

como HIV-1, SIV e FIV, tal como Vif, interatuam com APOBEC3G intermediando sua 

degradação no proteassoma após recrutamento do complexo Ubiquitina E3 ligase  

(LAND et al., 2015). A transcrição do gene A3G é induzida por uma gama de citocinas, 

tais como IFN-γ, IL-2, IL-15 e IL-7 (ZENG et al., 2016). 

As proteinas TRIM5 (TRIMCyp e TRIM5α) identificam e interagem com 

estruturas específicas na superfície dos recém-formados capsídeos retrovirais e induzem 

sua desmontagem e consequente inibição da transcrição reversa (LI et al., 2016). 

Recentemente surgiram evidências que o HIV, em seu mecanismo de entrada na célula, 

mantém íntegro o seu capsídeo, e possui poros com mecanismos dinâmicos que 

suportam a entrada de nucleotídeos ao capsídeo, promovendo a transcrição reversa no 

interior do capsídeo (CHEN et al., 2016). Como outros fatores de restrição à replicação 

retroviral, as proteínas TRIM5 são induzidas por expressão de interferon pela célula 

hospedeira, assim sendo, a evasão de retrovírus à produção de interferon, assume-se 

como mecanismo de contra-ação de TRIM5 (MISRA et al., 2013). 

Os fatores de restrição incorporadores de serina 3 e 5, SERINC3 e SERINC5, 

são membros de família de proteínas altamente conservadas filogeneticamente, de 

fungos a mamíferos, desempenhando ação bloqueadora na infecção retroviral, 

impedindo a fusão do envelope viral à membrana da células hospedeira. A ação 

restritiva de SERINC3 e SERINC5 é abolida em presença da proteína acessória Nef, 

codificada por HIV e SIV (FACKLER et al., 2015). 
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Tabela 1. Mecanismo e local de ação de fatores de restrição. 

 

Fator de 

Restrição 

Local de ação Mecanismo de ação Resistência 

Viral 

Referência 

SAMHD1 Citoplasma Inibe a atividade de 

transcrição reversa 

Vpx SEAMON et al., 

2015; POWELL et 

al., 2011; 

HOLLENBAUGH et 

al., 2016 

BST-2/teterina Membrana 

citoplasmática 

Retenção de virions, 

impedindo o 

brotamento; ativação 

de citocinas pró-

inflamatórias 

Vpx KUPZIG et al., 2003; 

ANDREW et al., 

2009; MAHAUAD-

FERNANDEZ et al., 

2015 

APOBEC3G 

ou A3G 

Citoplasma Deaminação de 

resíduos de citidina à 

uridina durante a 

síntese de DNA 

proviral via transcrição 

reversa 

Vif ETIENNE et al., 

2015; YOSHIKAWA 

et al., 2015; WANG 

et al., 2016 

TRIM5 

(TRIMCyp e 

TRIM5α) 

Citoplasma Identificam e 

interagem com 

estruturas específicas 

na superfície dos 

recém-formados 

capsídeos retrovirais e 

induzem sua 

desmontagem; ativa 

resposta imune inata  

- LI et al., 2016; 

MISRA et al., 2013 

SERINC3 e 

SERINC5 

Membrana 

citoplasmática 

Bloqueia a fusão do 

envelope viral à 

membrana da célula 

hospedeira 

Nef FACKLER et al., 

2015; COLOMER-

LLUCH et al., 2016 

 
1.1.6 Agentes Antirretrovirais  

Atualmente, são 35 fármacos antirretrovirais aprovados pelo controle de 

medicamentos e alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug Adminstration/FDA), 

além de 5 combinações de fármacos em diferentes mecanismos de ação, utilizados no 
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tratamento da AIDS (FDA, 2016). Os antirretrovirais estão agrupados em 6 classes 

mecanísticas, em regimes combinados de uso. Estas incluem inibidores 

nucleosídicos/nucleotídicos da transcriptase reversa (NRTIs), inibidores não 

nucleosídicos da transcriptase reversa (NNRTIs), inibidores de protease (PIs), inibidores 

de fusão (FIs), antagonistas de CCR5 e inibidores de transferência de cadeia 

nucleotídica via integrase (INSTIs) (PAGAA, 2014).  

Os inibidores nucleosídicos/nucleotídicos da transcriptase reversa (NRTIs) são 

análogos nativos de substratos nucleosídicos da transcriptase reversa, classicamente 

representado pela zidovudina ou AZT, enquanto que, os inibidores não nucleosídicos da 

transcriptase reversa (NNRTIs) acoplam-se aos sítios alostéricos não catalíticos da 

transcriptase reversa (Figura 3). Os NRTIs foram a primeira classe de antirretrovirais a 

serem aprovadas pelo FDA. Estes compostos são administrados como pró-fármacos 

requerendo prévia fosforilação no interior da célula para serem utilizadas pela 

transcriptase reversa (RT). Em ambos os casos, a transcrição do RNA viral a moléculas 

de DNA não ocorre, abortando o restante do ciclo de replicação viral (ARTS et al., 

2012). 

Os inibidores da protease (PIs) constituem a segunda classe de antirretrovirais, 

das quais o saquinavir (ROCHE, SUIÇA) foi o primeiro inibidor de protease aprovado 

pelo FDA em 1995. Estes compostos são substratos análogos da enzima aspartil 

protease do HIV, envolvida no processamento de proteínas virais ao serem clivadas em 

pequenos fragmentos para a maturação e liberação de virions das células infectadas 

(Figura 3). Acopladas aos sítios ativos, os inibidores de protease bloqueiam a enzima 

de sua ação, inibindo portanto, a produção de partículas maduras de HIV 

(CHOUGRANI et al., 2013). 

Os inibidores de fusão (FIs) mimetizam a gp41 do HIV, de forma que, a 

glicoproteína viral não interage com seu co-receptor celular, não ocorrendo a fusão das 

glicoproteínas virais e celulares (Figura 3), portanto não havendo a entrada do virion na 

célula (infecção). O primeiro inibidor de fusão aprovado pelo FDA para uso clínico foi 

o enfuvirtida, peptídeo homólogo à região preditiva em hélice C-HR da gp41 (NAIDER 

et al., 2009). Similarmente aos inibidores de fusão, os antagonistas de CCR5 bloqueiam 

a ligação da gp41 viral ao co-receptor viral, CCR5, expresso na membrana da célula 

hospedeira, bloqueando a fusão do envelope viral à membrana celular. A Agência 

Europeia de Avaliação de Medicamentos (European Medicines Evaluation 
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Agency/EMEA) aprovou o Maraviroc como o primeiro antagonista de CCR5 para uso 

clínico na terapia antirretroviral (PEYTAVIN et al., 2009). 

O raltegravir foi o primeiro representante dos inibidores de transferência de 

cadeia nucleotídica via integrase (INSTIs). Estas moléculas se acoplam ao core do 

domínio catalítico da enzima integrase (Figura 3), competindo por união ao DNA da 

célula hospedeira, interropendo a integração do DNA retroviral ao DNA celular 

(MESSIAEN et al., 2013). 

	

Figura 3.   Ciclo de replicação de retrovírus e alvos comuns para a terapia antirretroviral. O virion (1a) se 

acopla à membrana celular via CD4 (1b) e ligação aos co-receptores CCR5/CXCR4 (1c), iniciando a 

fusão das bicamadas fosfolipídicas celular e viral (2). Nessa fase inicial, os antagonistas de acoplamento e 

inibidores de fusão atuam interferindo na infecção viral. Após a entrada, ocorre a descapsidização  e 

transcrição reversa (3), a qual pode ser impedida pelos inibidores nucleotídicos e não nucleotídicos 

(NRTIs e NNRTIs). O recém-formado complexo de pré-integração é transportado ao núcleo celular, onde 

ocorre a integração do genoma viral ao DNA celular (4), bloqueada por inibidores de integrase. A 

transcrição do DNA proviral resulta na tradução de RNAm viral multi-processado. As proteínas iniciais, 

Tat e Vpr, otimizam a exportação de RNAm viral e multiprocessado, resultando na tradução de proteínas 

virais (posterior glicosilação de proteínas do envelope viral) incluindo precursores de gag-pol, 

processados pela protease viral, alvo de bloqueio por inibidores da protease (5). Após a transferência das 

proteínas virais e do genoma viral (6) à membrana da célula, os precursores de gag-pol norteadores da 

matriz, se ancoram à membrana formando partículas esféricas (7), brotando da membrana celular. As 

partículas virais recém-liberadas são imaturas. A protease viral processa as proteínas gag e gag-pol 

gerando o capsídeo, nucleocapsídeo e enzimas virais, produzindo virions maduros capazes de infectar 

novas células, podendo sofrer esta fase ação por inibidores de maturação. Os principais passos no ciclo de 

replicação viral são indicados em preto, drogas antirretrovirais aprovadas para uso em verde (Adaptado 

de DA MATA et al., 2017). 
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A terapia antirretroviral trouxe muitos benefícios para pacientes portadores do 

HIV/AIDS, no entanto, são limitados pela toxicidade que apresentam, com efeitos 

colaterais persistentes, tais como toxicidade hepática, reações de hipersensibilidade e 

acidose lática, que podem evoluir potencialmente para casos fatais, e ainda outras 

síndromes ainda não bem caracterizadas (NUÑEZ, 2010). Desta forma, o “background” 

genético dos indivíduos HIV positivos a serem submetidos à terapia por antirretrovirais, 

determina a eficácia terapêutica, incluindo efeitos colaterais (KAUR et al., 2013). 

Convém ressaltar que a terapia antirretroviral de alta atividade (HAART) tem 

levado a melhorias graduais no manejo clínico de indivíduos infectados pelo HIV, 

porém, apesar da elevada potencialidade terapêutica que os medicamentos 

antirretrovirais apresentem na atualidade, e o crescente interesse científico na busca de 

fármacos que combatam enfermidades de etiologia retroviral, em especial o HIV, ainda 

não obteve resultado satisfatório, devido à alta mutagenicidade destes lentivírus.  

Os processos de montagem e liberação de virions de HIV, assim como a 

maturação morfológica em partículas infecciosas são controladas pela poliproteína gag. 

Compostos que interferem com a infectividade do HIV em cultivos de célula por 

interação com a poliproteína gag ou seu domínio capsídico tem sido reportados, como 

exemplo o bevirimat e CAP-1, que não bloqueiam a liberação de partículas virais de 

HIV imaturas, mas afetam a maturação em partículas infecciosas por acoplamento ao 

sítio de processamento proteolítico no precursor da poliproteína gag ou no domínio N-

terminal da proteína Ca, respectivamente (CORIC et al., 2013; KELLY et al., 2007). 

 

1.1.7 Possíveis Mecanismos de Ação de Compostos Antivirais 

Alguns peptídeos apresentam atividade virucida direta, outros perturbam a 

ligação de virions à superfície da membrana celular ou interferem com a replicação do 

vírus (Figura 3). Devido à restrita eficiência de fármacos comumente utilizados e 

resistência emergente de vírus, os peptídeos antivirais são potenciais candidatos para o 

desenvolvimento de agentes terapêuticos (KOLODZIEJ et al., 2011). A toxicidade e os 

efeitos colaterais das medicamentos sintéticos antivirais somada à sua reduzida 

disponibilidade no mercado, demandam urgente prospecção de compostos naturais que 

exibam atividades antivirais (TORRES et al., 2014; STHOEGER & MAHLAB-GURI, 

2015). Qualquer composto a ser utilizado como antiviral deve atuar em determinada 

fase do ciclo de replicação viral, interferindo em alguma etapa desse metabolismo. 
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Inicialmente, qualquer agente viral, envelopado ou não, expressa glicoproteínas, que são 

responsáveis pela interação com moléculas de superfície, receptores, proteínas 

normalmente glicosiladas, integradas na membrana da célula hospedeira. Neste passo, 

qualquer potencial candidato antiviral, deve competir com o receptor celular, inibindo a 

ligação do vírus à membrana celular, por conseguinte, de abortar a infecção viral. 

Outros candidatos, podem atuar intracelularmente, interagindo com o capsídeo do vírion 

para evitar a sua decapsidização, portanto, o ácido nucleico viral não seria liberado e 

transcrito. No que diz respeito a retrovírus, os candidatos antivirais podem inibir a 

transcriptase reversa viral, o complexo de pré-integração, evitando o transporte de DNA 

viral circular para o núcleo, como também a inibição da ação da integrase viral, o que 

não permitiria a integração do DNA viral ao cromossomo celular. O DNA proviral, após 

a transcrição, é traduzido a uma poliproteína que necessita da protease viral, a fim de 

gerar pequenas proteínas para a montagem do capsídeo viral. Deste modo, um composto 

antiviral poderia inibir a protease viral, o bloqueio da morfogênese retroviral 

(GOODSELL, 2015). Algumas proteínas retrovirais desempenham papel importante na 

patogênese, por regulação negativa das moléculas CD4 e MHC (Complexo Maior de 

Histocompatibilidade) da célula hospedeira, levando-os  a degradação pela via 

proteassômica. Se estas proteínas virais, como o HIV-1 Nef, Tat e Vpr, são alvos de 

supostos candidatos antivirais, suas ações poderiam ser contidas (MEULENDYKE et 

al., 2014). Os mecanismos envolvidos na ação do sistema imune inato, tais como a 

indução de expressão dos receptores tipo Toll, que interagem com o ácido nucleico viral 

intracelularmente, ou produção de citocinas que estimulem a ação de células T 

citotóxicas, células NK ou mesmo, que ativem a expressão de MHC da célula 

hospedeira, de modo a apresentar peptídeos virais às outras células do sistema imune 

(ALTFELD & GALE, 2015), ou ainda, os fatores de restrição codificados pela célula 

hospedeira, podem ter sua expressão ou ativação desencadeada por compostos 

antivirais, quer sejam peptídeos  ou biomoléculas de natureza distinta  (MEIJE et al., 

2010). 

 

1.1.8 Resistência Viral  

A integração do DNA viral ao cromossoma da célula hospedeira constitui o 

principal problema a ser superado no processo de infecção retroviral. Até o momento, 

não há nenhum fármaco disponível capaz de eliminar completamente o vírus do 

hospedeiro  (MOUSSEAU et al., 2015). Além disso, a infecção retroviral silenciosa 
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internaliza o vírus em sítios anatômicos difíceis de ser alcançado por antivirais, como os 

tecidos linfoides associados ao intestino, linfonodos e sistema nervoso central. As 

células infectadas, incluindo macrófagos, nestes tecidos estão quiescentes, e não se sabe 

quando vão estar ativadas e lançar novas progênies virais. Outro desafio para um 

candidato antiviral é a taxa de mutação de ácidos nucleicos virais, principalmente entre 

os vírus RNA, devido ao erro de síntese da polimerase, que é muito mais crítico entre os 

lentivírus. Como o genoma do virion da infecção inicial, mantido em células 

quiescentes em "santuário" é diferente, mutado de cada  ciclo de infecção celular, a 

célula sequestrada produz um número crescente de novos virions recombinantes 

(CORY et al., 2013). 

 

1.2 Citocinas 

As citocinas são proteínas secretadas por células atuantes tanto na imunidade 

inata quanto adaptativa responsáveis por muitas das funções dessas células, produzidas 

em resposta a microorganismos e seus antígenos, em que diferentes citocinas estimulam 

respostas diversas das células envolvidas na imunidade e inflamação (ABBAS et al., 

2008). Consideradas como modificadoras da resposta biológica, são sintetizadas em 

resposta a estímulos inflamatórios ou antigênicos e geralmente atuam localmente, de 

modo autócrino ou parácrino, por ligação a receptores de alta afinidade nas células-alvo 

(MURPHY, 2014). As citocinas que atuam na imunidade inata são produzidas 

principalmente por macrófagos ativados e incluem o TNF e a IL-1, que são mediadoras 

de reações inflamatórias agudas a microorganismos. As quimiocinas recrutam 

leucócitos para locais de inflamação; a IL-12 estimula a produção de citocina ativadora 

de macrófago, o interferon gama (IFN-γ); os IFNs tipo 1 são citocinas antivirais; e a IL-

10 é um inibidor de atividade macrofágica. Enquanto que as citocinas que atuam e 

regulam as respostas imunes adaptativas são produzidas principalmente por linfócitos T 

estimulados por antígenos, como exemplo temos a IL-2, que é o principal fator de 

crescimento da célula T, a IL-4, a qual estimula a produção de IgE; a IL-5 que ativa 

eosinófilos; o IFN- γ, que é um ativador de macrófagos, dentre outras citocinas 

(MURPHY, 2014). Como já bastante descrito na literatura, as citocinas desempenham 

funções críticas para a defesa do hospedeiro contra patógenos, contribuindo para a 

especialização das respostas imunes mediante a ativação de diferentes tipos de células 

efetoras (ABBAS et al., 2008). Abaixo (Tabela 2), as citocinas utilizadas nesta 

pesquisa e suas principais características e funções: 
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Tabela 2. Citocinas e suas atividades biológicas 

 

 

 

 

 

Citocinas Expressão Recepto
res 

Atividades 

Interferon Gama (IFN-γ) 
 

 Linfócitos T, 
células NK e 
ILC-1. 
 

IFN-γR  
CD119 
 

Atua na eliminação de patógenos 
intracelulares (vírus); ativa macrófagos; 
induz a troca de classe de imunoglobulina; 
incrementa as funções do MHC II e 
suprime  células Th2. 

Interleucina 4 (IL-4) 
 

Ativada por 
células T 
(principalmente 
Th2 e Th1) e 
mastócitos. 
 

IL-4R, 
CD124  
CD132 

Suprime a resposta para eliminação de 
patógenos intracelulares; otimiza a 
proliferação de linfócitos B, a expressão de 
antígenos do MHC II, mudança de classe 
de IgM para IgE, a proliferação de 
timócitos e progenitores hematopoiéticos; 
bloqueia a secreção de citocinas por 
macrófagos e IL-2 induzida por ativação 
das células NK; induz a diferenciação de 
linfócitos T CD4+ para células Th2. 

Interleucina 6 (IL-6) 
 

Monócitos, 
células 
dendríticas, 
células 
endoteliais, 
linfócitos T e B. 
 

IL-6R  
CD126 

 Desenvolvimento e progressão de 
neoplasias; ligada ao desenvolvimento de 
resistência à drogas antineoplásicas; 
Mediador para a reação de fase aguda 
hepática, diferenciação de linfócitos B e a 
produção de antígeno, proliferação de 
células T; regula o metabolismo ósseo, 
importante mediador da febre, atividades 
pró-inflamatórias e anti- inflamatórias. 

Interleucina 8 (IL-8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Monócitos, 
macrófagos, 
condrócitos, 
células 
endoteliais e 
epiteliais, 
fibroblastos, 
neutrófilos,  
hepatócitos e 
diversas células 
neoplásicas. 

 IL-8R, 
CD181  
CD182 

Envolvida na progressão de neoplasia; 
quimicamente atrai e ativa neutrófilos; 
induz a liberação de histamina a partir de 
basófilos humanos; inibe a adesão de 
leucócitos a células endoteliais; apresenta 
efeitos em linfócitos B, é promotor da 
angiogênese. 

 

Interleucina 10 (IL-10) 
 

Monócitos/ 
macrófagos, 
linfócitos T 
CD8+, linfócitos 
T regulatórios, 
linfócitos B, 
mastócitos, 
queratinócitos. 
 

IL-10Rα, 
IL-
10Rβc, 
CD210a  
CD210b 

 Imunomoduladora; inibe a secreção de 
IFN-γ, IL-2, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α; 
propriedades imunosupressoras e anti-
angiogênica; imunidade antiviral; induz 
apoptose em células dendríticas humanas 
em amadurecimento; citocinas anti-
inflamatórias, aumenta a resposta imune 
humoral; inibe a secreção de citocinas pró-
inflamatórias em monócitos; regula 
negativamente citocinas Th1, moléculas 
MHC II linfócitos B; inibe a apresentação 
de antígeno tumoral. 
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1.3  Peptídeos Antimicrobianos 

É comumente reportado na literatura que venenos e peçonhas de animais são 

potenciais fontes de substâncias antimicrobianas, pois contêm grande número de 

componentes biologicamente ativos, de diferentes estruturas químicas. Assim destacam-

se os peptídeos antimicrobianos (AMPs), grupo diversificado de pequenas proteínas que 

desempenham função essencial para a resposta imunológica inata dos organismos 

hospedeiros, quando estes são invadidos por organismos patogênicos como bactérias, 

fungos e vírus (HMED et al., 2013). São considerados como a primeira linha de defesa 

dos organismos multicelulares e eucariotas superiores. AMPs também podem atuar 

como "peptídeos de defesa do hospedeiro", desempenhando atividades 

imunomoduladoras específicas como indução da produção de citocinas e em alguns 

casos, podem desencadear doenças auto-imunes (ZHANG & GALLO, 2016). 

Historicamente, em 1939, foi realizado o primeiro isolamento de AMPs por 

Renè Dubos, que reportou o primeiro agente antimicrobiano clinicamente testado, 

denominado gramicidina, isolado do sobrenadante de cultivo de Bacillus brevis, que 

apresentou atividade inibitória sobre bactérias in vitro e in vivo (DUBOS & 

HOTCHKISS, 1941; DUBOS & CATTANEO, 1939; VAN EPPS, 2006). Referente aos 

animais vertebrados, foi relatado em 1956 o primeiro AMP na literatura, quando as 

primeiras defensinas foram isoladas de leucócitos de coelho (HIRSCH, 1956). As 

defensinas, incluindo as produzidas por neutrófilos humanos, compõem a principal 

classe de peptídeos antimicrobianos produzidos por vertebrados, as quais revelaram-se 

bioativas frente a diferentes patógenos (GANZ et al., 1985).  Representam dessa forma, 

a primeira linha de um sistema sofisticado de defesa, agindo diretamente sobre estes 

microorganismos. 

No início da década de 1980, mais de 800 peptídeos antimicrobianos diferentes 

foram isolados a partir de mamíferos, anfíbios, peixes, insetos, plantas e espécies 

bacterianas (KAMYSZ, 2005). Zasloff (1987) isolou AMPs a partir da pele da rã 

africana, Xenopus laevis, os quais, em baixas concentrações, inibiram o crescimento de 

diferentes espécies de bactérias e fungos, além de induzirem a lise osmótica de 

protozoários (ZASLOFF,1987). Nos anos seguintes, diversos novos AMPs foram 

isolados, e além da função antimicrobiana, revelaram outras propriedades como 

atividades antineoplásicas, ativação do sistema imunitário e participação na sinalização, 

regulação e proliferação celular (KAMYSZ, 2005).  

Em 2013, Zhao e cols. evidenciaram que mais de 5000 AMPs já haviam sido 
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descritos na literatura, dos quais, 4000 dessas moléculas, são de origem natural, 

comprovadas sua existência a nível proteômico (ZHAO et al., 2013), de onde surge o 

crescente interesse nesse grupo de moléculas, e a alta taxa de isolamento e produção de 

novos peptídeos (sintéticos e naturais), ao longo dos anos. Conforme registrado em 

banco de dados atuais, DBAASP versão 2 (PIRTSKHALAVA et al., 2016), há mais de 

8000 biomoléculas pesquisadas, fornecendo informações sobre a estrutura química 

detalhada e atividades específicas dos AMPs contra mais de 4200 diferentes organismos 

(bactérias, fungos, alguns parasitas e vírus) e células neoplásicas, além de fornecerem 

dados sobre suas atividades hemolítica e citotóxica, facilitando o desenho de compostos 

antimicrobianos com alto índice terapêutico (PIRTSKHALAVA et al., 2016). 

 

1.3.1 Características Estruturais dos AMPs 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são pequenas moléculas multifuncionais que 

consistem de diversos aminoácidos, geralmente caracterizadas por seu tamanho, 

sequência, carga líquida, estrutura, hidrofobicidade e anfipaticidade, apresentando 

aproximadamente entre 6 a 100 resíduos de aminoácidos. De acordo com a estrutura 

secundária, os AMPs são classificados em 4 tipos: α hélice, folha β, estruturas em laço 

(loop) e estruturas estendidas (LEE et al., 2015; GENTILUCCI, 2006), ou ainda, em 

cinco sub-categorias com base na composição de aminoácidos e estruturas que são:  (1) 

peptídeos aniônicos, (2) peptídeos anfipáticos lineares α-helicoidais,  (3) peptídeos 

catiônicos enriquecidos por aminoácidos específicos, (4) peptídeos fragmentados e (5) 

peptídeos com cisteínas que formam ligações intramoleculares (LEE et al., 2015; 

DIAMOND et al., 2009). Dessa forma, os AMPs exibem estruturas extremamente 

diferentes, bem como os perfis de atividade biológica com múltiplos alvos (LOHNER, 

2016). Embora os AMPs formem grupos diversificados de peptídeos, a julgar por seus 

variados tamanhos e suas estruturas primárias, geralmente, são catiônicos e anfipáticos, 

o que lhes permite interagir com membranas microbianas (PESCHEL & SAHL, 2006).   

 

1.3.2  Mecanismo de Ação dos AMPs 

Melhor compreensão das propriedades biológicas dos AMPs ainda está em 

curso. De modo geral, grande parte dos AMPs atuam frente aos microorganismos em 

suas membranas, em mecanismos de formação de poros nos modelos de barril em 

paliçada (barrel-stave), poros toroidais e carpete de recobrimento da superfície da 
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membrana celular. Pesquisas mais recentes apontam para mecanismos de indução de 

apoptose, além de ruptura de membranas (LEE & LEE, 2015).	Citam-se ainda outras 

estratégias de ação, tendo como alvo processos celulares tais como, inibição da síntese 

de proteína, de ligação de ácido nucleico ou inativação de toxinas que permitem a 

infecção microbiana, enovelamento de proteínas, atividade enzimática e síntese da 

parede celular (DOS SANTOS et al., 2016). 	

  Em células bacterianas, por exemplo, considerável fração de AMPs 

desequilibram fisicamente membranas bacterianas, mas atuam também no citoplasma, 

interagindo com ácidos nucleicos, ribossomas e proteínas (LOHNER, 2016), explicando 

dessa forma a  inibição da síntese proteica e consequentemente da parede celular, como 

também atividade enzimática, não restringindo-se unicamente no incremento da 

permeabilidade da membrana celular bacteriana (GUILHELMELLI et al., 2013). Como 

já anteriormente proposto por Brogden em 2005, reforçando o anteriormente 

explicitado, que as formações de poros transmembranais não são os únicos mecanismos 

de morte microbiana, mas a translocação dos AMPs podem alterar a formação de septos 

na membrana citoplasmática e inibir a síntese da parede bacteriana, de ácidos nucleicos, 

de proteinas e de atividade enzimática (BROGDEN, 2005). 

Sabe-se que os AMPs têm mecanismo de ação não específico, rápido e letal 

contra os microorganismos, por mecanismos já discutidos. A toxicidade celular no 

hospedeiro é uma das principais dificuldades enfrentadas para o desenvolvimento de 

produtos terapêuticos com base em esqueletos moleculares de AMPs (KLEANDROVA 

et al., 2016). Dessa forma, a calmodulina tem sido investigada como carreador universal 

para a expressão de muitos tipos de AMPs, ao se observar que a arquitetura deste 

carreador expõe dois alvos independentes de ligação, com superfícies maleáveis de 

interação ricas em metionina, capazes de acomodar sequências de aminoácidos 

contendo resíduos básicos e hidrofóbicos, em muito reduzindo a atividade tóxica de 

muitos AMPs anfipáticos e protegendo-os da degradação durante os processos de 

expressão e purificação (ISHIDA et al., 2016).  

 

1.4 Peptídeos com Atividade Antiviral Obtidos de Venenos Animais 

Na atualidade, diversos trabalhos evidenciam a atividade antirretroviral de 

peptídeos oriundos de animais. Descrevemos alguns trabalhos de pesquisa realizados 

com moléculas isoladas de ofídios, insetos, anuros, escorpiões e animais marinhos. 
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1.4.1 Peçonhas de Ofídios	

As peçonhas de ofídios constituem-se de complexa mistura de componentes 

inorgânicos e orgânicos, principalmente proteínas e peptídeos. Toxinas de natureza 

proteica exercem importante papel na captura, morte e digestão de suas presas. 

Significativa variação na quantidade e qualidade dessas peçonhas tem sido observada 

entre espécies, dependendo principalmente da distribuição geográfica e hábitos 

alimentares (MENALDO et al., 2015; BRAHMA et al., 2015). A composição de 

peçonhas entre membros da família Colubridae, estão amplamente distribuídas entre 

proteínas secretórias ricas em cisteína, lecitinas do tipo C, proteínas tipo lecitinas do 

tipo C, metaloproteinases e toxinas de três dedos, variando essa composição em 

decorrência de dieta especializada (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2016). A 

análise da peçonha da víbora malaia, Calloselasma rhodostoma, revelou pelo menos 96 

distintas proteínas (29 básicas, 67 acídicas) distribuídas em 11 famílias, consistindo 

principalmente de metaloproteinases das classes kistomina e rhodostoxina, lecitinas do 

tipo C, serino-proteases, L-aminoácido oxidase, fosfolipase A2, proteína secretória rica 

em cisteína e 5 toxinas menores (fator de crescimento neuronal, neurotrofina, 

fosfolipase B, 5’ nucleotidase e fosfodiesterase) (TANG et al., 2016). Assim como a  

análise proteômica da peçonha da víbora paquistanesa Daboia russelii russelii resultou 

na identificação de 75 proteínas/peptídeos classificadas em 14 distintas famílias, tais 

quais fosfolipases A2, inibidores de serino-proteases do tipo Kunitz e 

metaloproteinases, representando a maioria das proteínas encontradas, e adicionalmente 

11 outras famílias. Relatos novos incluem a ocorrência de aminotransferase, endo-β-

glicosidade e desintegrinas nesta espécie de víbora (MUKHERJEE et al., 2016). Da 

cobra coral Micrurus dumerilii da Colômbia, as proteínas caracterizadas da peçonha 

foram alocadas em 11 famílias, das quais as mais abundantes são a fosfolipase A2 e 

toxinas de três dedos (REY-SUÁREZ et al., 2016). Melhor compreensão da 

composição e dos princípios que regem a evolução dos complexos sistemas de peçonha 

é de fundamental importância prática para a exploração biotecnológica do enorme 

potencial das peçonhas, mas também para melhor tratamento das trágicas consequências 

do envenenamento por mordidas de ofídios (CALVETE, 2013).  

Entre as diferentes moléculas de peçonhas, de diferentes espécies de ofídios, há 

relatos na literatura de apenas duas proteínas envolvidas em ação antirretroviral, a L-

aminoácido oxidase e a fosfolipase A2 (MEENAKSHISUNDARAM et al., 2009). 
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A L-aminoácido oxidase, um dos principais componentes proteicos da peçonha 

de ofídios, exerce importante atividade citotóxica e biológica. Tem-se demonstrado a 

ação desta enzima na indução de agregação plaquetária, apoptose, citotoxicidade, 

antimicrobiana, anti-leishimania e antirretroviral (GUO et al., 2012). Células T 

linfoblásticas C8166 tratadas com a L-aminoácido oxidase (TSV-LAO), flavoenzima 

dimérica glicosilada, purificada e clonada do ofídio Trimeresurus stejnegeri, em 

concentrações de 0,68 e 3,4 nM inibiram em 28% e 78% a formação de sincício em 

células C8166 por glicoproteínas do HIV-1, respectivamente. Também, em 

concentrações de 24 e 390 nM em ausência ou presença de catalase a 400 nM, 

apresentou 50% de citotoxicidade. Reduzindo-se o efeito citotóxico, em concentrações 

mais baixas de TSV-LAO, observou-se inibição da replicação de HIV-1 em parâmetros 

de medição da formação de sincício e quantificação de HIV-1 p24, atividade esta que se 

viu incrementada em presença de catalase de origem endógena, visto que a adição de 

catalase (exógena) não alterou a atividade inibitória (ZHANG et al., 2003). Izidoro e 

cols. (2014) mencionam em sua revisão que o estudo acima é uma possibilidade, não 

está muito claro que TSV-LAO possa realmente inibir a replicação deste lentivírus 

(IZIDORO et al., 2014). 

Trabalhos iniciais com a lisofosfatidilcolina, produto derivado de fosfolipase A2 

(FENARD et al., 1999), demonstraram ação inibitória na fusão de glicoproteínas de 

HIV e SIV aos receptores celulares (MARTIN & RUYSSCHAERT, 1995; GÜNTHER-

AUSBORN & STEGMANN, 1997), inspirando experimentos com a fosfolipases A2, 

obtida da peçonha de Naja mossambica, involucrada em vários mecanismos de ação 

biológica, incluindo atividade antiviral sobre HIV, tanto na fase trópica para macrófagos 

quanto para linfócitos T. O provável mecanismo de ação envolve o bloqueio da 

descapsidização viral após entrada do virion na célula, diferentemente do que ocorre 

com a lisofosfatidilcolina (FENARD et al., 1999). 

Interessante notar que ALRAJHI & ALMOHAIZEIE (2008) reportaram que a 

um paciente HIV positivo, multi-resistente a drogas antirretrovirais, com carga viral 

elevada e baixa contagem de células TCD4+, administrou-se concomitantemente a 

terapia antirretroviral um preparado de peçonha de cobra e observou-se o declínio da 

carga viral e elevação do número de células TCD4+, mantido esses parâmetros por um 

ano (ALRAJHI & ALMOHAIZEIE, 2008). Os possíveis mecanismos discutidos seriam 

a homologia de sequência de aminoácidos de componentes proteicos da peçonha com a 
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glicoproteína de HIV-1, gp120 e protease lentiviral (MEENAKSHISUNDARAM et al., 

2009). 

 

1.4.2  Venenos de Anfíbios	

Secreções da pele de anfíbios possuem peptídeos bioativos de amplo espectro, 

muitos dos quais com atividade antirretroviral. A quantidade de peptídeos isolados e 

caracterizados de diferentes espécies de anfíbios é imensa. Como exemplo, da rã 

Odorrana graham, encontrada principalmente na China e Vietnã, obteve-se da pele de 

um único exemplar, 372 sequências de cDNA codificando para AMPs, os quais foram 

agrupados em 54 grupos de peptídeos (LI et al., 2007). Três AMPs sintéticos de rãs 

arbóreas da Austrália e arquipélagos do pacífico sul, caerin 1.1 de Litoria caerulea, 

caerin 1.9  de Litoria chloris  e maculatin 1.1  de Litoria genimaculata, inibiram a 

infecção de linfócitos T e células dendríticas primárias, assim como linhagens 

estabelecidas linfoblásticas, HUT-78, sem no entanto serem citotóxicos, contrariamente 

ao que ocorreu com dermaseptin, AMP sintético de Phyllomedusa sauvagii, rã 

arborícola da América Central e do Sul, que inibiu de forma parcial a infecção das 

mesmas células já citadas, mas exercendo forte efeito tóxico sobre as células. O 

mecanismo que explicaria a ação antirretroviral dos AMPs do gênero Litoria seria por 

ruptura do envelope viral  (VANCOMPERNOLLE et al., 2005). 

BANDYOPADHYAY e cols. (2014) relataram mais recentemente o efeito 

citoprotetor do peptídeo relacionado a Brevin-2 (BR-II) à infecção do HIV. Este AMP, 

constituído de 21 resíduos de aminoácidos, foi isolado da pele de rã da espécie, Rana 

septentrionalis, de comum ocorrência na América do Norte (BANDYOPADHYAY et 

al., 2014). 

 

1.4.3 Peçonhas de Insetos 

Os insetos, uma classe de artrópodes, agrupam o maior número de organismos 

no planeta, representando 55% de toda a biodiversidade existente e cerca de 85% dos 

animais. Como forma de defesa inata, os insetos também produzem AMPs, com amplo 

leque de atividades biológicas e baixa citotoxicidade. Postula-se que o mecanismo de 

ação desses peptídeos ocorre por interação peptídeo-lipídeo e por processo de 

reconhecimento mediado por receptor (BULET et al., 1999). Os AMPs de insetos são 

classificados em 4 famílias em base a estrutura química e sequência de aminoácidos: 

peptídeos de α-hélice (cecropinas e moricinas), peptídeos ricos em cisteína (defensinas e 
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drosomicina), peptídeos ricos em prolina (apidaecina, drosocina e lebocina) e peptídeos 

ricos em glicina (attacina e gloverina). A maioria dos AMPs ativos são pequenas 

moléculas de 20-50 resíduos, geradas a partir de precursores proteicos maiores inativos 

ou pró-proteínas, embora as gloverinas  (~14 kDa)  e attacinas (~20 kDa)  sejam AMPs 

grandes (YI et al., 2014).  

Dentre os AMPs de insetos com atividade anti-HIV, HARISH e cols. (1997) 

reportaram que células linfoblásticas estabelecidas CEM, tratadas com própolis 

brasileiro, em concentrações atóxicas, inibiu a formação de sincício induzida por 

glicoproteínas do HIV, em concentração de 4,5 µg/mL, assim como reduziu a produção 

do antígeno viral HIV p24 até 90 a 100% e ainda, modulou a expressão de células T 

(HARISH et al., 1997). A partir de própolis, obteve-se a melliferone, triterpenóides 

(ácido morônico, ácido anwuweizônico e ácido betulônico) e 4 compostos aromáticos, 

os quais ao serem testados como antirretroviral, o ácido morônico reduziu 

significativamente a ação anti-HIV em células linfoblásticas H9 (ITO et al., 2001). 

Outros compostos, isolado de própolis caribenho, 7-epi-nemorosone e plukenetione A, 

inibiram a produção de partículas lentivirais em células HEK293T, transfectadas com o 

vetor VLDBH produtoras de SIV, quando tratadas com 1 µM/ 2 µM dos compostos 

respectivamente. Em células CEMx174-SEAP tratadas com 7-epi-nemorosone e 

infectadas com a cepa selvagem pNL4.3wt de HIV-1, a transcrição reversa não foi 

bloqueada quando quantificada por RT-PCR utilizando a transcriptase reversa do Vírus 

da Leucemia Murina Moloney (DÍAZ-CARBALLO et al., 2010). Outros trabalhos 

confirmaram esses achados da ação anti-HIV por compostos presentes no própolis, 

incluindo ação sinérgica com a zidovudina (AZT), propondo-se que haja inibição da 

entrada do vírus à célula, em conjunto à ação sobre a transcrição reversa exercida por 

AZT (GEKKER et al., 2005). 

Como citado anteriormente, a fosfolipase de ofídios exibe atividade 

antirretroviral, assim como a secretada por abelhas, tendo em vista que essa enzima é 

ubíqua entre os organismos vivos, embora seja interessante notar que a fosfolipase 

produzida por células humanas não possui atividade antirretroviral. Foi proposto que a 

fosfolipase de peçonhas tenha a capacidade de desestabilizar a ancoragem via heparans, 

e fusão via colesterol em receptores (CXCR4) de células alvo para o HIV (FENARD  et 

al., 2001; VILLARRUBIA et al., 2004). 

Outros compostos de ação antiviral, indutores de interferon, os alloferons, 

AMPs catiônicos, isolados da hemolinfa de dípteros da espécie Calliphora vicina, 
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apresentam ainda ação imunomodulatória. Compostos sintéticos derivados de alloferons 

tem sido avaliados quanto a diferentes atividades, incluindo antiviral. Embora não haja 

relato de ação de alloferon sobre HIV, a produção de interferon induzida por esses 

AMPs apresentam ação antirretroviral (PUJANTELL et al., 2016). 

A melitina e cecropina são outros exemplos de AMP catiônicos isolados de Apis 

melífera, abelha, e Hyalophora cecropia, mariposa, respectivamente, com múltiplas 

atividades biológicas, incluindo-se atividade antirretroviral (MULDER et al., 2013).	

Linhagens estabelecidas de células T linfoblásticas, HUT-78, cronicamente 

infectadas com HIV-1, tiveram a produção viral reduzida quando tratadas com melitina, 

reduzindo em 50 % (ID50) a infecção de novas células em concentração de 0,9 µM. 

Observou-se ainda que a redução da produção viral foi dose dependente. Em 

experimentos subsequentes pelo mesmo grupo de pesquisa, células humanas 

fibroblastóides de pulmão de embrião, LC5, infectadas com HIV, foram tratadas tanto 

com cecropina quanto com melitina em experimentos independentes e após coloração 

das células com imunoperoxidase marcada com soro humano anti-HIV, detectou-se a 

redução de células infectadas nos dois tratamentos. No tratamento com cecropina, a 

inibição com ID50 ocorreu em concentração de 2-3 µM, enquanto para a melitina, a ID50 

foi obtida com concentração de 0,4 µM. Constatou-se ainda que células transfectadas 

com os genes de pre-melitina e pre-cecropina e com construtos do HIV, tiveram 

redução na expressão de proteínas lentivirais, sem praticamente interferir com a 

expressão de genes constitutivos da célula. O mais provável mecanismo de ação 

antirretroviral da melitina e cecropina parece ser a supressão da transcrição dos genes 

do HIV por interferência do controle do LTR viral sobre genes cognatos 

(WACHINGER et al., 1998). 

  

1.4.4 Peptídeos de Organismos Marinhos 

Espécies marinhas representam um vasto celeiro de peptídeos com inúmeras 

aplicações, dentre as quais como drogas antirretroviais. Em consonância com a 

imensidão do habitat marinho, representando 70% do planeta, os AMPs obtidos de 

organismos marinhos mostram rica diversidade, classificadas suas moléculas em  (1) 

peptídeos lineares de α-hélice; (2) peptídeos lineares ou em hélice com abundância de 

um dos aminoácidos: prolina, triptofano, histidina ou glicina; (3) peptídeos formando 

grampos com folhas beta, ou em hélice e folhas beta mixtas estabilizadas por pontes 

dissulfeto  e (4) peptídeos cíclicos (FALANGA et al., 2016).  
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Os metabólitos secundários ciclodepsipeptídicos, callipeltinas (Callipelta sp.), 

papuamidas (Theonella mirabilis e Theonella swinhoei), mirabamides 

(Siliquariaspongia mirabilis), neamphamide (Neamphius huxleyi) e stellettapeptinas 

(Stelletta sp.),  produzidos por organismos marinhos, provavelmente por simbiose com 

microorganismos, constituem-se em estruturas únicas, com aminoácidos incomuns e 

outras moléculas não aminoacídicas, com cauda alifática, ciclização depsipeptídica, um 

resíduo 3,4-dimetilglutamina e um grupo hidroxílico de tirosina disponível. Por 

exemplo, os resíduos de aminoácidos 3,4-dimetil-L-glutamina e β-metoxitirosina são 

comuns em todos os ciclodepsipeptídeos derivados de esponjas. Todos os  

ciclodepsipeptídeos obtidos de organismos marinhos apresentaram atividade 

antirretroviral (ANDAVAN & LEMMENS-GRUBER, 2010; 	ZHOU et al., 2013).  

Dois depsipeptídeos, stellettapeptinas A e B, quando utilizados para tratar 

células linfoblásticas estabelecidas CEM-SS infectadas com HIV-1, inibiram o efeito 

citopático decorrente do brotamento viral com valores de EC50 nas concentrações de 23-

27 nM. As stellettapeptinas possuem características químicas estruturais da família de 

peptídeos com atividade antirretroviral que engloba as callipeltinas (Callipelta sp.), 

papuamidas (Theonella mirabilis e Theonella swinhoei), mirabamides 

(Siliquariaspongia mirabilis) e neamphamide (Neamphius huxleyi) (SHIN et al., 2015). 

Esses compostos interagem com o colesterol e possuem uma cauda hidrofóbica que 

pode insertar-se também no envelope viral causando sua desestabilização e perda de 

infectividade. De modo geral os ciclodepsipeptídeos de organismos marinhos agem no 

momento da fusão de membranas, do envelope viral do HIV com a membrana da 

células hospedeira (ANDAVAN & LEMMENS-GRUBER, 2010). Ainda se incluem 

neste grupo os celebesides A e B (Siliquariaspongia mirabilis), homophymine A 

(Homophymia sp.), microspinosamide (Sidonops microspinosa) e theopapuamides 

(Siliquariaspongia mirabilis), com atividade anti-HIV (RANGEL et al., 2016; 

ZAMPELLA et al., 2008; PLAZA et al., 2009; RASHID et al., 2001).  

Substâncias de outras espécies de organismos marinhos também apresentaram 

atividade anti-HIV, como por exemplo, frações lipofílicas de extratos metanólicos da 

medusa Cassiopea andromeda (cnidário), coletada no Mar Vermelho, exibiram forte 

ação inibitória (IC50: 0.84 µg/ml±0.05) sobre o HIV-1, mais precisamente sobre a 

protease viral e, sem ser citotóxica às linhagens celulares estabelecidas, duas 

neoplásicas, U937 e HeLa, e Vero, de fibroblastos renais de primata não humano 

Chlorocebus aethiops (ELLITHEY et al., 2014). Ou ainda, análogos sintéticos, T22, 
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dos AMPs tachyplesin e polyphemusin, obtidos da hemolinfa do caranguejo ferradura 

japonês (Tachypleus tridentatus) e americano (Limulus polyphemus) inibiram o efeito 

citopático (ECP) decorrente da infecção por HIV-1 em células estabelecidas 

linfoblásticas MT-4 (EC50: 2,6 nM), enquanto que a concentração citotóxica, (CC50: 

17,8 nM) foi 6,85 vezes a concentração com 50% de inibição do ECP. O efeito 

inibitório ocorreu tanto sobre cepas laboratoriais de HIV-1 e 2, como cepas clínicas de 

HIV-1 e resistentes ao AZT. Outros parâmetros para avaliar a inibição da infecção viral 

foram utilizados, além do ECP, como contagens de células infectadas por 

Imunofluorescência, Citometria de Fluxo, ELISA para quantificação do HIVp24 e 

amplificação gênica (PCR) para detectar a transcriptase reversa, utilizando-se outras 

linhagens linfoblásticas como MOLT-4 e U1 (NAKASHIMA et al., 1992).  

 

1.4.5 Peçonhas de Escorpiões 

A classe arachnida (subfilo chelicerata) compreende 11 ordens, das quais, os 

escorpiões são de interesse, particularmente neste estudo. Peçonhas de escorpiões têm 

sido exaustivamente estudadas, principalmente em decorrência dos efeitos clínicos da  

picada observados no homem, muitas das vezes levando a óbito (BRAITBERG & 

SEGAL, 2009; CHIPPAUX & ALAGÓN, 2008). Paradoxalmente, ao se conhecer o 

mecanismo de ação destas substâncias, vislumbrou-se a aplicação biotecnológica destes 

produtos (VORONTSOVA et al., 2011), muitas das vezes como medicamentos para 

diferentes patologias (SENFF-RIBEIRO et al., 2008; ROGOZA et al., 2006). 

Utilizada para defender-se de predadores e capturar suas presas para servir como 

alimento, a peçonha dos aracnídeos apresenta exuberante variedade molecular, em 

intrincado coquetel, em que os sistemas de regulação de expressão das proteínas e 

peptídeos constantes em sua composição ainda não são bem compreendidos (MA et al., 

2010; VASSILEVSKI et al., 2009).  

Há escassos relatos na literatura sobre experimentos testando a ação de peçonhas 

de aracnídeos frente a retrovírus, como o Vírus da Imunodeficiência Humana, Vírus da 

Imunodeficiência Símia, Vírus da Imunodeficiência Felina, dentre outros (CHEN et al., 

2012; COLE & LEHRER, 2003).  

Relativo à ação de peçonhas de escorpiões, ou de seus componentes, frente ao 

Vírus da Imunodeficiência Humana, foi reportado após experimentações, a existência 

de mimetismo molecular do receptor CD4 da célula hospedeira do HIV por toxinas de 

escorpião (HUANG et al., 2005; LI et al., 2001). O peptídeo escorpiônico modificado 
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scyllatoxin inibe a ligação da gp120 do HIV à molécula CD4 de células linfocíticas, 

suprimindo a infecção lentiviral (VAN HERREWEGE et al., 2008), da mesma forma 

que os peptídeos KN2-7 e mucroporin-S1 inibiram a interação dos co-receptores de 

quimiocinas CCR5 e CXCR4 com as glicoproteínas virais (CHEN et al., 2012). 

Investigações recentes mostraram que muitos AMPs obtidos de escorpiões e 

seus análogos, quimicamente modificados, exibem atividade antiviral potente. 

Principalmente pelo fato desses peptídeos atuarem através da ruptura direta do envelope 

viral e, consequentemente, excluir a capacidade infectante destes patógenos (HMED	et 

al., 2013). 

Com o rápido aumento do número de compostos de peçonha de escorpiões 

caracterizados, muitos candidatos a novos fármacos têm sido encontrados como 

potenciais medicamentos para lidar com a crescente ameaça global à saúde humana 

(ORTIZ et al., 2015). AMPs de escorpiões dispõem de extenso inventário de 

polipeptídeos com gama diversificada de bioatividade e alta especificidade às estruturas 

celulares (HMED et al., 2013). Estes AMPs biologicamente ativos são classificados 

como (1) Peptídeos com Ponte Dissulfeto (DBPs) e (2) Peptídeos sem Ponte Dissulfeto 

(NDBPs). Entre eles, os DBPs são os principais componentes das peçonhas de 

escorpião, sendo responsáveis pelos sintomas neurotóxicos e sinais observados durante 

escorpionismo, pois geralmente o alvo destes DPB são os canais iônicos de membranas 

celulares excitáveis (ALMAAYATAH & ALBALAS, 2014). Estas propriedades fazem 

com que estas moléculas sejam interessantes protótipos de fármacos para o tratamento 

de diversas doenças, que afetam particularmente o sistema neural (HMED et al., 2013). 

É relatado na literatura que alguns peptídeos escorpiônicos antivirais atuam 

neutralizando o vírus através da sua inserção ao envelope viral ou à membrana da célula 

hospedeira, fazendo com que a instabilidade gerada iniba a infecção viral de novas 

células (HMED et al., 2013). Por outras vias, alguns compostos amplificadores da ação 

antiviral, podem interferir ou obstruir a entrada do virion à célula, ocupando os 

receptores celulares utilizados pelas glicoproteínas virais (CHEN et al., 2012). Outras 

moléculas poderiam atravessar a membrana lipoproteica celular e internalizar-se no 

citoplasma e organelas, produzindo alterações no perfil das células hospedeiras, que 

poderia acrescentar na defesa contra o vírus ou também bloquear a expressão de genes 

virais na célula hospedeira, interferindo na disseminação do vírus a outras células 

(HMED, 2013). 
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1.5 Citotoxicidade 

 Células eucarióticas, quando submetidas a estresse por determinados agentes 

alteram sua morfologia, detectável por microscopia ótica, embora sem muitos detalhes. 

Em muitos casos, com o auxílio de corantes, como exemplo o azul de Trypan, que 

penetra a célula lesada, através de perturbações da membrana citoplasmática, é possível 

indicar a inviabilidade celular ou morte (STODDART, 2011). Detalhes da estrutura 

morfológica da célula podem ainda ser detectados em níveis nanométricos, revelando a 

ultraestrutura celular sob análise da microscopia eletrônica, em que feixes de elétrons 

são refletidos de estruturas celulares processadas, em que há maior depósito de sais de 

metais pesados, estruturas estas denominadas elétron-densas. Dessa forma, a imagem se 

forma decorrente das diferenças de densidade e consequente reflexão dos feixes de 

elétrons que criam sombras em diferentes tons (BYKOV, 2016).  

A morte celular pode ocorrer por vários mecanismos, classificada 

tradicionalmente em 3 tipos, distintos por características morfológicas, como apoptose, 

morte celular autofágica e necrose. A apoptose caracteriza-se por mudanças típicas na 

morfologia nuclear, incluindo condensação da cromatina e fragmentação, redução geral 

no tamanho da célula, bolhas na membrana plasmática e formação de corpos 

apoptóticos que contém material citoplasmático ou nuclear. Na morte celular autofágica 

ocorre massivo acúmulo de duplas membranas contendo vacúolos conhecidos como 

autofagossomas que subsequentemente se fundem com vacúolos lisossomais. A necrose 

não apresenta nenhuma das características descritas para a apoptose e morte celular 

autofágica (SHUBIN, 2016). 

 Geralmente em baixas doses, moléculas tóxicas podem induzir apoptose mas em 

altas doses, podem causar necrose. 

 Uma das formas para diferenciar o tipo de morte celular é o emprego do ensaio 

de citometria de fluxo, o qual é utilizado para contar, examinar e classificar partículas 

microscópicas suspensas em meio líquido em fluxo, permitindo analisar diversos 

parâmetros simultaneamente (OMBREDANE, 2016).   

 A análise do tipo de morte induzida por determinado tratamento realiza-se com 

a utilização de Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo. Este teste permite a identificação 

e quantificação de subpopulações de células em apoptose, necrose e também de células 

viáveis. A avaliação de fragmentação de DNA e ciclo celular das células tratadas 

determina-se com a adição de Iodeto de propídeo (PI), que é um dos corantes com 

afinidade por DNA, capaz de se intercalar entre pequenas sequências de nucleotídeos 
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(OMBREDANE, 2016). Em paralelo, a Anexina V é uma proteína utilizada para 

identificar as células em fase inicial de apoptose e possui alta afinidade à fosfatidilserina 

(fosfolipídio presente na superfície interna da membrana plasmática, que é translocado 

para a camada externa durante a apoptose, funcionando como sinalizador para a 

fagocitose) (OMBREDANE, 2016). Nas análises por FACS, a Anexina está associada a 

um fluorocromo tipo FITC usada simultaneamente com o PI. Dessa forma, apenas as 

células mortas ou com membrana danificada são permeáveis ao PI que é um indicador 

de apoptose tardia e/ou morte celular por necrose.  

Ademais da detecção de toxicidade celular por alterações morfológicas, tais 

como lesão da membrana plasmática, pode-se ainda detectar sinais químicos resultantes 

dessas lesões, como é o caso da enzima citoplasmática desidrogenase láctica (LDH), 

liberada rapidamente no sobrenadante de cultivo de células. A atividade de LDH pode 

ser facilmente detectada e quantificada por análise espectrofotométrica, após 

acoplamento a ensaio enzimático que resulta na conversão de sais de tetrazólio em 

produto de cor vermelha, o formazan (SMITH et al., 2011).  

 

2. JUSTIFICATIVA 

 É crescente a demanda por novos fármacos e produtos terapêuticos naturais para 

fazer frente aos patógenos multirresistentes como é o caso dos retrovírus. Ainda que a 

quantidade de antirretrovirais pareça ser suficiente para se estabelecer a baixa carga 

viral e os níveis satisfatórios de células TCD4+, as variantes antígeno-genômicas do 

HIV-1 em único portador do vírus multiplicam-se rapidamente, buscando evadir-se da 

resposta imune do hospedeiro. Dessa forma, quanto mais novos medicamentos forem 

desenvolvidos, obviamente que maior será o armamentário da clínica médica para fazer 

frente às patologias associadas à infecção por HIV-1.  Aliada a esta urgente 

necessidade, o país dispõe de imenso e diverso potencial biótico, em grande parte 

inexplorado, e muitas das vezes, espécies encontram-se em vias de extinção. Venenos e 

peçonhas de animais contêm inúmeras moléculas, destacando-se peptídeos com ampla 

variedade de atividades biológicas, portanto potencialmente passíveis de processamento 

para geração de produtos terapêuticos. O Brasil depende quase que exclusivamente da 

indústria farmacêutica e biotecnológica multinacional, não se conhece ainda no mercado 

um único medicamento antirretroviral desenvolvido no país e oriundo de produtos 

naturais autóctones. Portanto, acredita-se que avaliar a atividade antirretroviral de 

produtos naturais autóctones, no próprio país, seja investimento lucrativo, ainda que a 
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curto prazo nenhum medicamento possa ser gerado, mas os métodos utilizados e os 

resultados obtidos ou que se venha a obter a longo prazo, é experiência que se pode 

aperfeiçoar para aplicação em outros produtos naturais.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 Prospectar atividade antirretroviral de peptídeos sintéticos com base em 

sequências obtidas de bibliotecas de cDNA de glândulas de peçonhas de escorpiões, 

utilizando o Vírus da Imunodeficiência Símia/SIV e o Vírus da Imunodeficiência 

Humana/HIV defectivo como modelos de retrovírus. 

 

3.2 Específicos 

• Investigar a toxicidade de peptídeos escorpiônicos sintéticos em linhas 

celulares humanas linfoblásticas estabelecidas e leucocitárias primárias; 

• Quantificar a produção de proteínas virais em células infectadas com 

SIV, previamente tratadas com peptídeos; 

• Investigar a produção de citocinas em sobrenadante de células tratadas 

com peptídeos escorpiônicos sintéticos e infectadas ou não com SIV; 

• Discutir possíveis mecanismos de ação dos peptídeos escorpiônicos 

sintéticos que apresentarem atividade antirretroviral; 

• Analisar a capacidade de inibição da morfogênese de HIV em células 

transfectadas com plasmídeo carreando genes do HIV, por peptídeos 

escorpiônicos sintéticos.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Fluxograma de atividades experimentais 

 

 
 

 

4.2 Cepas Virais 

Foram utilizadas as cepas apatogênicas do Vírus da Imunodeficiência Símia, 

SIVmac251 e SIVBK-28, mantidas em células HUT-78 e 174x100, em que tanto as cepas 

virais como as linhagens celulares foram gentilmente cedidas pelo Programa de 

Reagentes para HIV/AIDS do Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos (NIH 

AIDS REAGENT PROGRAM, 2013).  

  

4.3  Linhagens Celulares  

Nos ensaios preliminares foram utilizadas 3 linhagens de células linfoblásticas 

estabelecidas em suspensão: células HUT-78 e H9 originadas de linfoma cutâneo de 

linfócitos de sangue periférico de paciente com síndrome de Sezary (GAZDAR et al., 

1980) e células 174X100, linhagem resultante da fusão de linfócitos B humanos da 

linhagem 721.174 e linfócitos T humanos da linhagem 100 (SALTER et al.,1985),  
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Análise	de	Células	HUT-78	tratadas	com	P6	e	

infectadas	com	SIVmac251	
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com	P6	e	infectadas	com	SIVmac251	

Tratamento	e	Infecção	de	células	estabelecidas	e	leucocitárias	primárias	humanas	

com	P6	e	P1	e	infecção	com	SIV	para	dosagem	de	citocinas	IFN-γ,	IL-4,	IL-6,	IL-8	e	

IL-10	
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Assay):Quanti^icação	de	SIV	e	Citocinas	
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DNA	plasmidial	(pCHIV)	e	tratado	com	
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Seleção	de	linhas	celulares	e	Peptídeos	Escorpiônicos	

Tratamento	de	Células	HUT-78	e	174X100	com	Peptídeos	Escorpiônicos	

Ensaios de  Viabilidade Celular e Citotoxicidade: Ensaios	de	Azul	de	tripan,	LDH	(Desidrogenase	

Lática)	e	Citometria	de	^luxo	(FACS)	
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enfatizando-se que estas linhagens foram selecionadas para o trabalho devido 

apresentarem alta suscetibilidade à infecção pelo SIV, adequadas para o estudo de 

infecção e replicação viral.  

  Também foram utilizadas células 293T, obtidas a partir da transfecção da 

linhagem celular do rim de embrião humano com o gene codificando a proteína T do 

vírus SV40, e as células HeLa P4 (HeLa-CD4-LTR-lacZ) originadas de 

adenocarcinoma de cérvix humano transfectadas com o gene codificando para a 

proteína de superfície (posteriormente glicosilada) CD4 e lacZ. Ambas linhagens 

aderentes de células são cultivadas a 37°C, 5% de CO2 em Meio Dulbecco modificado 

de Eagle (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de 

penicilina/estreptomicina, 4 mM glutamina e 10 mM Hepes. 

 Células leucocitárias primárias humanas, de sangue periférico, foram obtidas por 

centrifugação de sangue heparinizado a 400 g por 30 min. em gradiente de sacarose, 

Histopaque-1077 (SIGMA), em proporção de 3 mL de sangue total heparinizado sobre 

3 mL de gradiente de sacarose. Após 3 lavagens em solução salina estéril, centrifugadas 

a 250 g por 10 min., e cultivadas em Meio RPMI complementadas com soro fetal 

bovino e antibiótico, a 37oC e 5% de CO2 sob umidade, em incubadora automatizada. 

 

4.4 Plasmídeo pCHIVeyfp  
O plasmídeo pCHIVeyfp foi gentilmente cedido por Dra. Barbara Müeller do 

Departamento de Doenças Infecciosas, Virologia, do Hospital Universitário de 

Heidelberg, Alemanha.  

O plasmídio pCHIVeyfp é derivado do esqueleto genômico do HIV carreando o 

gene eyfp, incrementador da expressão da proteína fluorescente amarela, insertado na 

fase aberta de leitura da sequência gênica de gag, entre os domínios da matrix (MA) e 

do capsídeo (CA), a montante (“upstream”) do sítio de processamento proteolítico entre 

MA e CA, após a tradução. A transfecção de células 293T com pCHIVeyfp resulta na 

expressão de todas as proteínas virais, exceto Nef, sob controle do promotor do 

citomegalovírus (CMV), e geração e liberação de partículas virais “like” (virus like 

particle) competentes, capazes de infectar a célula. O genoma codificado por 

pCHIVeyfp é incapaz de se replicar, devido a deleção completa da região terminal 

repetitiva longa (LTR), essencial para a transcrição reversa e integração (HERMLE et 

al., 2010). Dessa forma, células 293 T transfectadas com pCHIVeyfp foram tratadas 

com os peptídeos em estudo, avaliando-se se interferem na produção das proteínas 
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virais e consequente encapsidação do genoma viral e brotamento através da membrana 

celular. 

 

4.5  Peptídeos utilizados 

 As sequências correspondentes aos peptídeos utilizados foram traduzidas in 

silico a partir de biblioteca de cDNA de glândulas de peçonhas de diferentes espécies de 

escorpiões (Tabela 3), sintetizados pela empresa Gen One Soluções em Biotecnologia 

(Rio de Janeiro). Todos os peptídeos foram solubilizados em água, na concentração de 

10 mg/mL e mantidos a -20oC. 

 
Tabela 3. Características dos Peptídeos Escorpiônicos 
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4.6 Preparação de Meios de Cultivo  

Utilizaram-se os meios RPMI-1640 e DMEM (SIGMA) para linhagens celulares 

em suspensão e aderentes respectivamente, reconstituídos em 1 L de água deionizada, 

acrescido de 2 g/L de bicarbonato de sódio, ajustando-se o pH em torno de 6,8. O meio 

foi esterilizado por filtração em membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 

0,22 µm (MILLIPORE) sob pressão de bomba de vácuo (PRISMATEC, São Paulo) e 

mantido a 4oC. O teste de esterilidade foi realizado utilizando-se o meio Brain Heart 

Infusion (BHI HIMEDIA), incubando-se as amostras em estufa B.O.D (NOVA ÉTICA, 

São Paulo) a 37oC por 48 horas. Confirmada a esterilidade do meio, suplementou-se 

com 10% de soro fetal bovino estéril/SBF (GIBCO/Thermo Fisher Scientific), 

previamente inativado a 56oC em banho-maria por 30 minutos e solução de antibiótico a 

1%, penicilina/estreptomicina (SIGMA).  

 

 4.7  Manutenção das Células  

As linhagens celulares foram cultivadas em placas de 25 e 75 cm2 (TPP) 

estéreis, em meio de cultivo RPMI ou DMEM suplementado com SBF e antibiótico, de 

acordo a necessidade experimental, foram mantidas em incubadora (SANYO), em 

atmosfera com 5% de CO2, umidade controlada e temperatura constante de 37°C. À 

medida que ocorria a proliferação celular/metabolização, o meio ácido foi removido 

após centrifugação das células a 250 x g por 5 minutos, em caso de células em 

suspensão, adicionando-se meio novo ao sedimento celular. Para manutenção das 

linhagens celulares em estoque, o sedimento celular foi ressuspendido em 90% de SBF 

e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO), congeladas em criotubos, inicialmente a -20oC, 

transferidas a -80oC, e finalmente em nitrogênio líquido a -196oC. Para os ensaios, as 

células foram rapidamente descongeladas a 37°C e cultivadas em meio adequado como 

já descrito. Os cultivos foram rotineiramente observados em microscópio invertido 

(QUIMIS).  

 

4.8 Preparação de Inóculo Viral 

 

Para a replicação in vitro do SIV, foram utilizadas as linhagens celulares citadas 

anteriormente, que já estavam previamente cultivadas em placas de poliestireno de 25 

cm2 com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiótico. 
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Após centrifugação por 5 minutos a 250 x g, o sedimento foi ressuspendido em 

meio RPMI, e inoculados 100 µL de SIVmac251 ou SIVBK-28 (200 pg de SIVp27), 

preferencialmente em células HUT-78, obtendo-se linhagem celular cronicamente 

infectada, adicionando-se periodicamente células não infectadas, incubadas a 37oC com 

5% de CO2 e umidade (SANYO). Para a realização dos experimentos, o sobrenadante 

obtido do cultivo foi filtrado em membranas com poros de 0,22 µm e quantificado o 

SIVp27 por ELISA.  

 

4.9 Ensaios de Viabilidade Celular  

 

4.9.1 Contagem de Células com Azul de Trypan 

 Periodicamente as células em suspensão foram contadas, utilizando-se a 

coloração vital de azul de Trypan. Coletou-se alíquota de 10 µL de suspensão de células 

homogeneizadas e adicionou-se 10 µL de azul de trypan, preparado em concentração a 

0,4 % p/v em PBS (INVITROGEN, 2012). A solução homogeneizada foi transferida a 

câmara de Neubauer e contadas as células em 4 quadrantes.  

As células mortas captam o corante, tingindo-se em azul, o que não ocorre com 

as células vivas. O número de células viáveis por mililitro é calculado conforme a 

equação: Viabilidade Celular (VC) = total /4 x 20000 = número de células/mL. 

Após a contagem, ajustou-se o volume de meio RPMI ao número de células 

necessárias ao experimento, quer seja em placas de 25 cm2, placas de 24 e 96 poços 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4. Densidade celular, volume do inóculo viral, quantidade de SIVp27 e volume total de meio 

de cultura em diferentes placas de cultivo. 

Placa No. de células Inóculo 

viral (mL) 

Volume total 

(mL) 

SIVp27(pg/mL) 

25 cm2 1x105 
2,5 

7,0 2.288 

24 poços 5-6x105 0,2-0,6 1,4-2,0 2.288 

96 poços 1x104-1,6x105 0,04-0,096 0,1-0,24 2.288 
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4.9.2 Ensaio de Citotoxicidade por Dosagem de Desidrogenase Lática 

 

Foi avaliada a viabilidade celular por quantificação da enzima citoplasmática 

desidrogenase lática (LDH), liberada pela mitocôndria em meio extracelular, quando 

ocorre ruptura da membrana plasmática, em células sob estresse. Para tanto utilizou-se o 

kit Cytotoxicity Assay (LDH) (Promega, Madison, USA). Neste ensaio foram 

adicionados 90µL de suspensão celular (1x106 células viáveis/mL) por poço em uma 

placa de cultivo de 96 poços (TPP) e 50µL do peptídeo, em diferentes concentrações. 

Após incubação por 4 horas a temperatura ambiente, adicionou-se 20µL de Triton a 9% 

(v/v) aos poços controle, incubando-se por mais 45-60 minutos a 37°C. Após esse 

período, 50µL do substrato reconstituído (constituído de NADH 1,55 mol/L e azida 

sódica 146 mmol/L) foram adicionados, e a placa de cultivo mantida a temperatura 

ambiente, protegida da luz, por 30 minutos. Sequencialmente, 50µL de ácido acético a 

1M (solução de parada) foram adicionados a cada poço e a absorbância foi lida em 

comprimento de onda de 490 nm. A coloração observada foi proporcional à quantidade 

de células lisadas. 

O percentual de viabilidade celular foi calculado conforme a equação: 

% Citotoxicidade = (DOs) / (DO100) x 100 

Sendo “DOs” a densidade óptica da amostra e “DO100” a densidade óptica do 

controle positivo para a viabilidade celular. 

 

4.9.3  Determinação de Parâmetros Quali e Quantitativos por Citometria de Fluxo 

 

Células HUT-78 em densidade de 1x105 foram cultivadas e tratadas por 24 horas 

com o peptídeo P6 em concentrações seriadas (3,12µM/1,56µM/0,78µM e 0,39 µM). 

Decorrido o tempo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas 

em 100 mL de tampão de ligação de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 

mM de CaCl2 – pH 7,4) contendo 5mL de anexina-V, por 15 minutos a temperatura 

ambiente, protegidas da luz. Após este período, 400 µL do tampão de ligação da 

Anexina V foram adicionados aos tubos que foram mantidos em gelo, com posterior 

adição de 500 mL da solução de PI (PBS e Iodeto de Propídio – em concentração final 

de 2mg/mL). Para controle positivo da morte celular utilizou-se peróxido de hidrogênio 

(H2O2) na concentração de 2mM. As células foram incubadas por mais 5 minutos em 

gelo, e analisadas no citômetro FACSVerse (Becton Dickinson) com aquisição dos 



54	

	

dados realizado com o auxílio do software BD FACS suite. As análises foram realizadas 

a partir de 3 experimentos independentes realizadas em monoplicata. Durante as 

análises por citometra de fluxo (FACS), 10000 eventos foram adquiridos para cada 

amostra e experimento. Os resultados foram analisados no programa FlowJo (EUA) e os 

gráficos foram plotados no programa Prism®5 (EUA) representando a média e desvio 

padrão da média.  

 

4.10 Curva de crescimento de células tratadas e não tratadas com peptídeos 

escorpiônicos e infectadas ou não com SIV e quantificação viral de SIVp27 

 

A cada experimento, ajustou-se o número de células ao recipiente de cultivo e 

volume de Meio RPMI (Tabela 4). Desta forma, obteve-se a cinética de crescimento 

populacional das células linfoblásticas tratadas em diferentes concentrações de 

peptídeos sem infecção lentiviral e pós infecção. Preliminarmente, as células 

estabelecidas (HUT-78 e 174X100) foram tratadas com diferentes concentrações dos 

peptídeos escorpiônicos (Tabela 5). Os controles positivos consistiram de células 

infectadas com SIV não tratadas com os peptídeos escorpiônicos (PEs), tratadas e não 

tratadas com antirretrovirais, Azidotimidina e Efavirens, enquanto que os controles 

negativos contavam com células sem quaisquer tratamentos. Em placas de 24 e 96 

cavidades, as linhagens celulares em densidades que variaram entre 5x105 a 6x105 

células/1.400-2.000µL de meio RPMI, as quais foram tratadas com 20 µL de cada 

peptídeo, em triplicata. Após 24 horas de tratamento, as células (HUT-78 ou 174X100) 

foram contadas e inoculou-se 200 a 600 µL de SIVmac251 (2.288 pg/mL). 
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Tabela 5 . Concentrações iniciais dos peptídeos escorpiônicos 

Peptídeo Concentrações 

para HUT-78 

Concentrações 

para 174X100 

 

Peptídeo 1 82,84 µM e 41,42 µM               29,11 µM 

Peptídeo 2 81,26 µM e 40,63 µM 
 

Peptídeo 4 81,21 µM e 40,60 µM 
 

Peptídeo 5 79,92 µM e 39,96 µM 
 

Peptídeo 6 
46,92 µM e 23,46 µM 

                 16,49 µM 

               7,3525 µM e  3,6762 µM 

Peptídeo 7 51,08 µM e 25,54 µM 
 

Peptídeo 8 105,73µM e 52,86 µM 
 

Peptídeo 9 113,94 µM e 56,57 µM 
 

Peptídeo 10 
98,21 µM e 49,10 µM 

 

 

4.11 Seleção de Peptídeos, Linhagens Celulares e Cepas Virais 

 

Após seleção dos peptídeos 1 e 6 e a linhagem celular HUT-78 para os ensaios 

finais de atividade antirretroviral, em placas de 25 cm2, utilizou-se o protocolo 

otimizado, em que inicialmente 1x105 células foram submetidas a tratamento com o P1 

e P6 em 3 diferentes concentrações (Tabela 5), e como controle foram utilizadas células 

infectadas com SIVmac251 e tratadas com o antirretroviral azidotimidina (AZT),  células 

somente infectadas com SIVmac251 e células não infectadas. Após 12 horas de tratamento 

com esses peptídeos, as células foram contadas, transferidas a tubos cônicos de 15 mL e 

centrifugadas. Após remoção do sobrenadante, adicionou-se ao sedimento das células 

tratadas com os peptídeos, ao controle de células infectadas e a serem tratadas com 

AZT, 2,5 mL de inóculo viral em concentração de 2.288 pg/mL. Após  2 horas de 

centrifugação (espinoinoculação) a 300 g, o sobrenadante das células foi removido, e 
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lavadas as células por 2 vezes e adicionado 7 mL de meio novo, assim como AZT às 

células controles não infectadas e infectadas com AZT. A cada 24 horas as células 

foram contadas e 2 mL do sobrenadante foi removido para quantificação de SIVp27 por 

ELISA, e reposto o mesmo volume de meio removido. 

 
Tabela 6. Quadro sinóptico dos experimentos finais de atividade antirretroviral com os Peptídeos 1 

e 6. 

Descrição do tratamento 
Controle negativo de células HUT-78 não infectadas  

Células HUT-78 tratadas com P1 a 25 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 tratadas com P1 a 12,5 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 tratadas com P1 a 6,25 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 tratadas com P6 a 1,56 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 tratadas com P6 a 0,78 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 tratadas com P6 a 0,39 µM não infectadas e infectadas com SIVmac251 

Células HUT-78 não infectadas e infectadas com SIVmac251 tratadas com AZT a 187,26 µM  

Controle positivo de células HUT-78 infectadas com SIVmac251 

 

4.12 Detecção da atividade antirretroviral 

 

4.12.1 Quantificação de SIVp27 por ELISA 

 Para avaliar a atividade antirretroviral, quantificou-se a proteína viral SIVp27 pelo 

ensaio imunoenzimático (ELISA), em amostras de sobrenadante dos cultivos celulares, 

previamente tratados por 24 horas com os peptídeos e sequencialmente infectados com 

SIVmac251. O ELISA fundamentou-se na sensibilização com anticorpo monoclonal 

murino 47 anti-SIVp27, de cavidades da placa de poliestireno em fundo chato, 

conforme instruções do kit comercial em uso, “SIV p27 Antigen Capture Assay” 

(ADVANCED BIOSCIENCE LABORATORIES, INC). 

Adicionou-se a todas as cavidades sensibilizadas com o anticorpo monoclonal, 

25 µL de solução tampão com 2,5% de triton e, sequencialmente 100 µL de cada 

alíquota de sobrenadante dos cultivos de células linfoblásticas HUT-78 infectadas com 

SIV (e posterior tratamento com os peptídeos), e células HUT-78 e 174X100, tratadas 
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com os peptídeos, posteriormente infectadas com inóculo viral e centrifugadas a 250 g 

durante 5 minutos para remoção de debris celulares.  

Para validação do teste e quantificação da produção viral dos sobrenadantes 

celulares, utilizou-se o antígeno SIVp27 em 6 diluições em meio RPMI, em 

concentrações de 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg, conforme recomendações do kit. 

O controle negativo constitui-se de meio de cultivo RPMI. Após incubação em câmara 

úmida a 37oC por 1 hora, as cavidades foram lavadas por 4 vezes com tampão de salina 

fosfatada com “tween” 20 e secadas em papel toalha. Solução de anticorpo monoclonal 

anti-SIVp27 conjugado à peroxidase “horseradish” foi distribuída em volume de 100 

µL a cada cavidade e incubada a placa por mais 1 hora nas mesmas condições 

anteriores. Ao término da reação, as cavidades foram novamente lavadas como já 

descrito, secadas e adicionado 100 µL do substrato, 3,3,5,5’-tetrametilbenzidina 

(TMB)/peróxido de hidrogênio (H2O2), a cada cavidade. Decorridos 30 minutos, a 

reação foi neutralizada, por adição de 100 µL de ácido sulfúrico a 2N em cada cavidade.  

 A leitura da densidade ótica foi realizada em espectrofotômetro/leitor de ELISA, 

em comprimento de onda de 450 nm. Considera-se o ensaio de ELISA validado se a 

concentração de 2000 pg de SIVp27 apresentar valores de densidade ótica entre 1,2 a 

2,4, e para os controles negativos, apenas meio de cultivo, não maior que 0,15. Subtrai-

se o valor de densidade ótica do controle negativo e aplica-se a regressão linear 

(Graphpad Prism 7), extrapolando-se os valores da diluição seriada do SIVp27 aos 

valores obtidos para a concentração proteica e para as  contagens celulares.  

 

4.12.2 Tratamento de Virions de SIV com Peptídeos Escorpiônicos 

 Sobrenadantes de células HUT-78 infectadas com SIVmac251 foram coletados após 

centrifugação a 250 x g durante 5 minutos para remoção de debris celulares e filtração 

em poros de 0,22 nm.  Após ajuste do inóculo viral a 2.288 pg/mL, as alíquotas do 

inóculo viral foram separadamente tratadas com o peptídeo 1 e peptídeo 6 conforme as 

concentrações descritas na tabela 5. Sequencialmente, células HUT-78 foram 

inoculadas com as alíquotas virais tratadas com os peptídeos conforme descrito 

anteriormente. 
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4.12.3 Análise da produção de HIV defectivo por transfecção de células Hela P4 e 

293T 

Células 293T e HeLa P4 foram tripsinizadas, lavadas sob centrifugação a 150 x 

g por 5 minutos em solução salina estéril e contadas, ajustando-se o número de células a 

3x105 células/mL/poço (microplacas de 96 poços) em DMEM sem soro fetal bovino. 

Para placas de 96 pocinhos prepara-se 960 µL de DMEM sem SBF (10 µL/poço) com 

38,4 µL do reagente transfectante, FuGene6 (Roche). Após 5 minutos de incubação a 

temperatura ambiente, 19,2 µg de DNA plasmidial foi adicionado à mistura e incubado 

por mais 15 min a temperatura ambiente. Subsequentemente, 9,6 mL da suspensão 

celular foi adicionada, e 110 µL da mistura de transfecção foi semeada por poço. Após 

14 horas da realização da transfecção, os peptídeos 1 e 6 foram individualmente 

adicionados, utilizando-se volume e concentração não tóxicas às células, conforme 

ensaios prévios de citotoxicidade. Após 36 horas da transfecção e incubação a 37°C 

com 5% de CO2, as placas foram centrifugadas (100 g por 8 min) e 87,5 µL do 

sobrenadante foi transferido a nova placa de 96 poços. O sobrenadante residual foi 

removido, e 100 µL de detergente não iônico, Igepal CA630 a 0.1% (Sigma-Aldrich) 

em PBS foi adicionado a cada poço, seguido de 1 ciclo de 

congelamento/descongelamento para promover a lise celular. A produção das partículas 

virais defectivas foi avaliada determinando-se as intensidades de fluorescência do 

sobrenadante e do lisado celular utilizando-se o leitor de microplacas Victor X2 (Perkin 

Elmer) ajustado para excitação e emissão em comprimentos de onda de 512 nm e 528 

nm respectivamente. Para avaliar o ruído de fundo (background) da fluorescência, 

células não transfectadas foram utilizadas, assim como controle positivo, utilizando-se 

em lugar de peptídeos, AZT, e como controle negativo, células não tratadas.   

4.12.4 Análise Ultraestrutural de células estabelecidas e primárias tratadas com 

peptídeos escorpiônicos e infectadas com SIV. 

 Para a microscopia eletrônica de transmissão, as  células foram tratadas com P6 

e infectadas com SIV após 48 horas de tratamento. Às 72 horas do experimento, as 

células foram fixadas em glutaraldeído a 2%, paraformaldeido a 2%, CaCl a 5mM e 

sacarose a 3% em tampão de cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2 a 4°C por 

aproximadamente 12 horas. Em sequência, as células foram pós-fixadas por 1 hora em 

tetróxido de ósmio a 2%, ferricianeto de potássio a 1,6% em tampão cacodilato de sódio 
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0,2M, e contrastadas in block em solução aquosa de acetato de uranila 0,5% por 2 horas. 

A desidratação das amostras foi realizada em série de acetona (30-100%) e embebidas 

em resina Spurr’s. As secções dos cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de 

uranila e citrato de chumbo, e posteriormente as amostras foram examinadas e 

fotografadas em Microscópio Eletrônico de Transmissão Jeol 1011 a 80 kV.  

 

4.13 Delineamento estatístico 

Para os ensaios realizados, em cultivos de célula, tratados e não tratados com os 

peptídeos escorpiônicos, sob infecção ou não infecção com SIV, e tratados ou não com 

antirretroviral conhecido para controle do teste, usualmente em intervalos de tempo 

múltiplos de 24 horas, os dados obtidos foram analisados com auxílio do programa 

estatístico Graphpad Prism versão 5, utilizando-se os testes: One-way ANOVA, Two-

way ANOVA e testes auxiliares com regressão linear e não linear, assim como os testes 

de Tukey e Bonferroni, com intervalos de confiança de 95% e P<0,0001 a P<0,05.  

 

5. RESULTADOS 

 

5.1  Ação dos Peptídeos Escorpiônicos sobre Células Linfoblásticas Estabelecidas 

não Infectadas e Infectadas com SIV. 
 

As análises iniciais do trabalho foram direcionadas a selecionar linhas celulares 

linfoblásticas estabelecidas e cepas virais de SIV melhor adequadas para a busca de 

atividade antirretroviral entre peptídeos escorpiônicos. Dentre as linhas celulares 

linfoblásticas estabelecidas utilizadas, a que melhor se acoplou às necessidades dos 

experimentos foi a HUT-78, visto que em condições normais rapidamente se recuperou 

da criomanutenção dividindo-se com robustez, com imagens nítidas e claras à 

microscopia ótica. Das cepas virais de SIV trabalhadas, a SIVmac251 mostrou-se 

constante quanta à replicação e produção viral. 

	 Nos primeiros ensaios, as células HUT-78 foram previamente tratadas por 24 

horas com os diferentes peptídeos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 em altas concentrações 

(Figura 4), e posteriormente infectadas com SIVmac251.  Observou-se que em 24 horas 

de tratamento essas populações celulares exibiram diferentes respostas quanto à 

proliferação (células tratadas com os peptídeos 8, 9 e 10, mostraram–se mitogênicas 

comparadas ao controle de células não tratadas, enquanto que os outros grupos de 
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tratamento não observou-se diferença siginificativa quanto à proliferação celular). Às 48 

horas, as células tratadas com os peptídeos e infectadas com o SIVmac251 por mais 24 

horas, observou-se que não houve diferença significativa entre a proliferação celular da 

população controle (não tratadas e não infectadas com SIVmac251) e as tratadas 

independentemente com os peptídeos 1, 4, 5, 6, 8, 9 e 10. As populações tratadas com 

peptídeos 2 e 7, exbiram diferença significativa, no entanto, com menos proliferação de 

suas populações que a controle. Às 124 horas de cultivo,  observou-se diferença 

significativa na ação dos peptídeos 1, 2, 5 e 6 em comparação ao controle, em que as 

populações tratadas com os peptídeos 1, 2 e 5 tiveram redução na proliferação celular 

enquanto que, as tratadas com o P6, apresentaram incremento na população de células. 

Os peptídeos 4, 7, 8, 9 e 10 não apresentaram diferença significativa quanto à 

proliferação celular quando comparadas com o controle. Às 168 horas de cultivo, 

apenas os peptídeos 6, 8 e 10 exibiram diferença significativa quando confrontadas com 

a população de células do controle, com maior proliferação de células, principalmente 

as tratadas com o P6. 

 

 
 Figura 4. Quantificação de células HUT-78 tratadas previamente com peptídeos escorpiônicos em 

diferentes concentrações e após 24 horas de tratamento, foram infectadas com SIVmac251, exibiram 

diferentes respostas quanto à proliferação celular ou toxicidade, utilizando-se como controle células 

HUT-78 não infectadas e não tratadas com peptídeos (C). (Two-way ANOVA com teste de Bonferroni 

com múltiplas comparações, com 95% de intervalo de confiança, ****P<0,0001; ***P=0,0002; 

*P=0,0251). 
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 Sequencialmente, nos ensaios de quantificação da proteína viral SIVp27 em 

células HUT-78, dobrou-se as concentrações dos 9 peptídeos utilizados no ensaio 

anterior de densidade celular, a fim de se verificar a ação dos mesmos na replicação 

viral, conforme expresso nas Figuras 5, 6A e 6B. 

Na Figura 5, observou-se que houve a redução significativa da produção viral 

quantificada por SIVp27 ocorreu com a população de células tratadas com P6 quando 

comparada com as células sem nenhum tratamento, mas infectadas com SIVmac251, ou 

controle positivo/CP. Os demais tratamentos não apresentaram diferença significativa 

quanto à redução da produção viral. Observe-se que, o tratamento com o antirretroviral 

AZT, também reduziu significativamente a produção viral quando comparada à 

população de células sem nenhum tratamento, mas infectadas com SIVmac251. 

Decorridas 168 horas de cultivo, as células tratadas com os P1, P2, P4, P5, P6, P7 e P8 

apresentaram redução estatisticamente significativa da produção viral quando 

comparadas com o controle positivo, com maior redução da produção viral em células 

tratadas com o P6. 

 

 
Figura 5. Quantificação da proteína viral SIVp27 em células HUT-78 tratadas com os peptídeos 

escorpiônicos e infectadas com  SIVmac251, utilizando-se como controles células não infectadas e não 

tratadas com os peptídeos (CN) e células unicamente infectadas com SIVmac251(CP), (Two-way ANOVA 

com teste de múltiplas comparações de Bonferroni, com 95% de intervalo de confiança, ****P<0,0001).  
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 Utilizando células HUT-78, verificou-se com os tratamentos em alta 

concentração dos peptídeos, a produção viral via quantificação por ELISA da SIVp27 

em células HUT-78 (Figura 6A e 6B). Observou-se que nos intervalos iniciais, às 48 

horas de cultivo, nenhum tratamento com os peptídeos reduziu a produção viral em 

comparação à população de células controle, unicamente infectadas com SIVmac251, 

enquanto que o tratamento com P6 reduziu abruptamente o número de células. Em 

menor escala, o P2, P7 e P5 também reduziram o número de células. Os outros 

tratamentos mantiveram a densidade celular equivalente ao CP, com maior número de 

células para os tratamentos com P9 e P10. No intervalo seguinte, às 96 horas de cultivo, 

o P6 reduziu em quase a metade a produção viral em relação ao CP, ao mesmo tempo 

que a densidade celular equivalia a da população do CP. Em menor ação, o P7, P4 e P2 

também reduziram a produção viral, equivalente aproximadamente a 25% do CP, no 

entanto a densidade celular nas populações tratadas com P2 e P4 encontrava-se 

reduzida, quase a metade da população do CP,  enquanto que a população de células 

tratadas com P7 apresentava a mesma densidade, aproximadamente equivalente a do 

CP. Os outros peptídeos pouco alteraram a produção viral em relação ao CP, com 

incremento significativo na densidade celular em populações tratadas com o P9 e P10. 

No intervalo final, às 144 horas, a redução da produção viral imposta por P6 não se 

manteve nas mesmas proporções do intervalo anterior, embora pouco menos que a do 

CP, no entanto, a densidade celular experimentou abrupto incremento, 

aproximadamente 25% a mais do CP. Os tratamentos com os outros peptídeos, não 

reduziram a produção viral, tanto que, em populações tratadas com P5, P9 e P10 

quantificou-se maior produção viral que o CP, enquanto apenas o P10 manteve a 

densidade celular pouco acima do CP, excetuando-se o tratamento com P1, altamente 

mitogênico, que exibiu em torno de 40% a mais da densidade celular do CP (Figura 6A 

e 6B) 
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Figura 6. Número de células HUT-78 tratadas com peptídeos escorpiônicos, posteriormente infectadas 

com SIVmac251 às 24 horas de tratamento (6A), e quantificação de SIVp27, nessas mesmas células (6B) 

nos mesmos intervalos de tempo (Two-way ANOVA com teste de múltiplas comparações de Bonferroni, 

com 95% de intervalo de confiança, ****P<0,0001; *P≤0,0338 e P≥0,0271; **P≤0,0066 e P≥0,0032; 

***P≤0,0003 e P≥0,0001). 
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próximas etapas do trabalho. 
 

 Os peptídeos 1 e 6, foram testados em outras linhagens celulares, conforme 

expresso na figura 7, em que células 174X100 foram tratadas independentemente com 

o P1 e AZT, e após 24 horas, submetidas por 2 horas a infecção com SIVBK-28, 

constatou-se, após submissão ao ensaio estatístico que, após as 24 horas iniciais de 

tratamento com P1 e AZT, diferença significativa quanto à proliferação de células, 

comparando-se células não infectadas (CN) com células tratadas com o P1 e com AZT. 

Após 2 horas pós-infecção viral, às 26 horas de cultivo, com células tratadas com o P1 e 

AZT, tanto infectadas como não infectadas, observou-se diferença significativa, quando 

comparadas às células somente infectadas com SIV-BK-28, em que todos os tratamentos 

reduziram o número de células nas populações tratadas, com maior efeito nos 

tratamentos com o P1, tanto em células não infectadas como em infectadas. Às 74 horas 

de cultivo,  tanto o tratamento com o P1 como com AZT, quer seja em células não 

infectadas como infectadas, apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

quando comparadas à população de células somente infectadas, com redução das células 

nos diferentes tratamentos, com maior intensidade em células tratadas com o P1. No 

intervalo seguinte, às 168 horas, houve redução estatisticamente significativa em 

número de células de populações tratadas com o P1, tanto de infectadas como de não 

infectadas, assim como em células não infectadas tratadas com AZT em comparação a 

população controle, de células somente infectadas, enquanto que, células infectadas e 

tratadas com AZT, tiveram o número de células incrementado em comparação ao CP. 

No intervalo final de tempo, às 240 horas de cultivo, apenas o tratamento com AZT de 

células infectadas diferiu de forma estatisticamente significativa do controle de células 

unicamente infectadas com SIV-BK-28. As células não infectadas, tratadas com AZT, 

foram todas mortas. Os tratamento com o P1, tanto em células não infectadas como 

infectadas, não diferiu de forma estatisticamente significativa em relação ao CP, que 

também apresentou bastante redução de células em sua população. Comparando o CP, 

de células unicamente infectadas com SIV-BK-28, e células não infectadas designadas 

como CN, observa-se que às 24 h, 26 h e 74 h, não houve diferença estatística 

significativa entre esses controles, CP e CN, relativo ao número de células nas 

populações em análise, enquanto que, às 168 h e 240 h, houve diferença 

estatisticamente significativa, quanto à proliferação de células, com incremento elevado 

do CN e bastante redução do CP. 
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Figura 7. Células 174x100 tratadas com o P1, infectadas e não infectadas com SIVBK-28 e, infectadas e 

não infectadas tratadas com AZT (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com 

múltiplas comparações, ****P<0,0001; ***P=0,0006; **P≥0,0024 e P≤0,0098). 

 

 Na figura 8, em que populações de células 174X100, não infectadas e infectadas 

com SIVBK-28, foram tratadas com o P6 em duas concentrações seriadas, e como 

controles, foram utilizadas células não infectadas e infectadas tratadas com AZT, assim 

como células não infectadas e infectadas como controle negativo e positivo (CN e CP), 

observou-se que às 24 horas de cultivo, células tratadas com o P6 na concentração de 

7,35 µM, incrementaram o número de células de forma significativa, quando 

comparadas aos controles, enquanto que, o P6 na menor concentração, não mostrou 

diferença significativa. Células infectadas e não infectadas, tratadas com AZT, 

mostraram diferença significativa, quando comparadas com o CP. O tratamento de 

células não infectadas com o P6 nas duas concentrações utilizadas não mostrou 

diferença significativa quando comparadas ao CP, relativo à proliferação celular. Às 48 

horas de cultivo, apenas as células não infectadas, tratadas com o P6 nas duas 

concentrações, exibiram diferença na proliferação celular de forma significativa, quando 

comparadas ao controle positivo de células infectadas com SIV-BK-28, enquanto os 

outros tratamentos não apresentaram resultados significativos. No intervalo às 144 
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células não infectadas com o P6 em ambas concentrações, mostraram resultados 

significativos, com elevado incremento no número de células quando comparadas ao 

controle positivo, enquanto que os outros tratamentos não resultaram em diferenças 

significativas. Ao se comparar o controle negativo, de células não infectadas com o 

controle positivo de células infectadas, ambos controles sem nenhum tratamento, 

observa-se que o CN apresentou maior proliferação celular que o CP, de forma 

significativa, exceto no intervalo final de 240 horas. As células não infectadas tratadas 

com o P6 nas duas concentrações, apresentaram diferença significativa relativo à 

proliferação de células não infectadas, utilizadas como CN, nos intervalos de 24 h e 240 

h, em que às 24 h de cultivo, células não infectadas tratadas com o P6 nas duas 

concentrações proliferaram menos que o CN, enquanto que, a partir das 48 h de cultivo 

até o final, proliferaram mais as células não infectadas tratadas com o P6. 

 

 
Figura 8. Células 174X100, infectadas com SIVBK-28 e não infectadas, tratadas com duas concentrações 

seriadas do P6, utilizando-se como controles, células infectadas e não infectadas tratadas com AZT e 

controles de células infectadas e não infectadas (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de 

Bonferroni com múltiplas comparações, ****P<0,0001; ***P=0,0004; **P=0,0041). 

 

Células H9 foram quantificadas após tratamento com o P1 e P6, em diferentes 

concentrações (Figura 9) e os resultados analisados estatisticamente. Às 24 horas de 

tratamento, não houve diferença significativa quanto ao número de células em 

populações controle, sem nenhum tratamento, e populações tratadas com o P6 nas 

concentrações de 0,2404 e 2,404 µM, enquanto que, populações tratadas com o P1 em 

concentrações de 0,424, 4,244 e 42,44 µM, houve diferença significativa, no entanto, o 

P6 na concentração de 24,04 µM, houve diferença significativa no quantitativo de 
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células na população comparativamente ao controle. Às 48 horas de tratamento, não 

houve diferença significativa em populações tratadas com o P6 nas concentrações de 

0,2404 e 2,404 µM em comparação com a população controle de células. Houve 

diferença significativa no tratamento das populações de células com o P1 nas 3 

concentrações utilizadas. Novamente, o tratamento da população de células com o P6 na 

concentração de 24,04 µM resultou em diferença significativa no número de células em 

comparação ao controle. No intervalo de 72 horas de cultivo, tanto o P1 quanto o P6 em 

todas as concentrações utilizadas no tratamento das populações de células mostraram 

quantitativos significativamente diferentes. Às 96 horas de cultivo, houve diferença 

significativa quanto ao quantitativo de células, no tratamento com o P1 e P6, em todas 

as concentrações utilizadas, em comparação ao controle. No intervalo final, às 168 

horas, o P1 nas concentrações de 0,4244 e 42,44 µM apresentaram ao tratamento das 

populações, diferença significativa em comparação ao controle, relativo ao quantitativo 

de células, enquanto que o tratamento com o P1 em concentração de 0,2404 µM, não 

apresentou diferença significativa aos parâmetros já citados. Relativo ao tratamento com 

o P6, apenas a concentração de 0,2404 µM diferiu significativamente da população 

controle. As outras concentrações do P1 e P6 não apresentaram diferenças significativas 

em seus tratamentos às populações de células em comparação ao controle negativo, 

referente ao quantitativo dessas células. Em resumo, às 24 horas, o P1 nas 3 

concentrações utilizadas (0,4244-42,44 µM) apresentou-se tóxico às células H9, que no 

caso do P6, apenas a concentração de 24,04 µM foi tóxica. Posteriormente, às 48 horas, 

o P1 nas 3 concentrações ainda apresentou-se tóxico, enquanto o P6 apresentou-se 

tóxico apenas na concentraçãoo de 24,04 µM, enquanto a menor concentração de P6, de 

0,2404 µM apresentou efeito mitogênico sobre as células H9, em referência ao controle. 

Às 72 horas, a única concentração tóxica foi do P1 a 42,44 µM, enquanto todas as 

outras concentrações exerceram efeito mitogênico. Às 96 horas, houve redução geral no 

quantitativo de células em comparação ao controle, enquanto que no intervalo final de 

168 hs, o P1 na concentração de 4,244 µM apresentou número de células equivalente ao 

controle, assim como o P6 nas concentrações de 2,404 e 24,04 µM. As outras 

concentrações apresentaram efeito tóxico sobre as células H9.  
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Figura 9. Quantificação de células H9 tratadas com diferentes concentrações de P1 e P6 ((Two-way 

ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas comparações, ****P<0,0001; 

***P≤0,0007 e P≥0,0005; **P≤0,0095 e P≥0,0012). 
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previamente à infecção por SIVmac251, observa-se que células HUT-78 tratadas com o P6 

e AZT foram reduzidas significativamente em número, em comparação às células sem 

nenhum tratamento. O tratamento com o P1 não mudou o comportamento da população 

de células em tratamento em comparação ao controle negativo.  Às 96 horas de cultivo,  
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unicamente infectadas com SIVmac251, tomadas com controle positivo, CP, não tiveram o 

número de células em suas populações significativamente diferentes das células do 

controle negativo. Após 144 h de cultivo, apenas as células tratadas com o P6 e 

infectadas com SIVmac251 incrementaram de modo significativo o número de células na 

população tratada em comparação ao controle negativo, enquanto que os outros 

tratamentos e mesmo a população de células do controle positivo, apenas infectadas 

com SIVmac251, não apresentaram diferença significativa quando comparadas ao controle 

negativo. Às 192 horas de cultivo, apenas os tratamentos com o P1 e AZT, mostraram 

diferenças significativas em relação ao número de células da população controle. Os 

outros tratamentos não alteraram o número de células nas populações em tratamento 

tomando como referência o controle negativo. Às 240 horas de cultivo, os tratamentos 
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com o P1, AZT, SIVP1, SIVP6, SIVAZT e CP(SIV), reduziram o número de células 

nas populações em comparação ao controle negativo.  

 
Figura 10. Quantificação de células HUT-78 tratadas com o P1 e P6 tomando como controles, células 

não infectadas e infectadas com SIVmac251, tratadas ou não com AZT (Two-way ANOVA, com 95% de 

confiança, teste de Bonferroni com múltiplas comparações, ****P<0,0001; ***P=0,0001; **P=0,0099). 

 

 Na figura 11 reportou-se análise estatística da produção de SIVp27 em células 

tratadas com o P1 e P6 e infectadas com SIVmac251. Às 48 horas de cultivo, não houve 

diferenças significativas em nenhum dos tratamentos, incluindo os controles de células 

tratadas com AZT, quanto à produção de SIVp27 por células HUT-78 e, células 

unicamente infectadas. Às 96 horas de cultivo, também não houve diferença 

significativa entre os tratamentos, quanto à produção de SIVp27, em comparação ao 

controle positivo. Às 144 e 192 horas de cultivo, tão pouco se encontrou diferenças 

significativas entre os tratamentos realizados. Às 240 horas de cultivo, observou-se 

diferença significativa quanto à produção de SIVp27 entre os tratamentos com P1 e P6, 

em que células tratadas com P1 produzem mais SIVp27 que células tratadas com o P6. 

No intervalo final, às 288 horas, houve diferença bastante significativa quanto à 

produção viral entre os tratamentos com o P1 e P6, em que o P6 reduziu a produção a 

metade do que reduziu o P1. Também houve diferença significativa entre células 

tratadas com AZT e o controle positivo, com redução significativa de SIVp27 por AZT. 

O tratamento tanto com o P1 quanto com o P6 reduziram bastante de modo significativo 

a produção de SIVp27 em comparação ao controle positivo, com maior redução 

resultante do tratamento com o P6. Comparando-se à redução de SIVp27 entre os 

tratamentos com AZT e P6, também houve diferença significativa, com maior redução 

operada por AZT, similarmente com o P1.   
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Figura 11. Produção de SIVp27 em células HUT-78 tratadas com o P1 e P6 e infectadas com SIVmac251. 

(Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas comparações, 

****P<0,0001). 

 

 

5.2 Ação dos Peptídeos Escorpiônicos 1 e 6 sobre virions de SIVmac251 

Sobrenadantes de células HUT-78 infectadas com SIVmac251 foram tratados com 

o P1 e P6 durante 1 hora, e posteriormente, os virions (do sobrenadante) tratados foram 

utilizados para infecção de células HUT-78, utilizando-se as concentrações de 12,5 µM 

para o P1 e  3,12 µM para P6 e como controle, após a infecção viral, as células foram 

tratadas com AZT, isoladamente ou em combinações, AZT+P6 e AZT+P1. Conforme 

se observa na figura 12, às 24 horas de cultivo, todos os tratamentos realizados, exceto 

com AZT, apresentaram resultados significativamente diferentes do controle (SIV), de 

células infectadas sem nenhum tratamento, em que virions tratados com o P1 e a 

combinação AZT+P1, produziram mais SIVp27 que as células controles infectadas com 

SIVmac251, enquanto que, os tratamentos com o P6, AZT e a combinação de P6+AZT, 

reduziram a quantidade de SIVp27 produzida pelas células infectadas em comparação 

ao controle. Às 48 horas de cultivo, todos os tratamentos apresentaram resultados que 

diferiram significativamente do controle, em que o AZT, P6 e a combinação de 

P6+AZT, reduziram a produção de SIVp27, distintamente aos tratamentos com o P1 e 

AZT+P1, que incrementaram significativamente a produção viral quando comparadas 

ao controle. Às 72 horas de cultivo, todos os tratamentos, exceto com AZT, diferiram 

significativamente quanto à produção de SIVp27 em relação ao controle, de forma que, 
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os tratamentos com o P1 e P1+AZT incrementaram a produção viral e, com o P6 e 

P6+AZT, houve redução significativa da produção, quando comparados ao controle. Às 

96 hs de cultivo, todos os tratamentos, exceto com a combinação de P1+AZT, diferiram 

significativamente em relação à produção viral quando comparadas ao controle, 

destacando-se que o tratamento com AZT, P1 e P1+AZT aumentaram a produção viral 

e, com P6 e P6+AZT, houve redução significativa da produção viral. No intervalo 

seguinte, às 120 h de cultivo, apenas o tratamento com o P1 não diferiu da produção 

viral do controle, mas o tratamento com AZT, P1 e P1+AZT incrementaram a produção 

viral, enquanto que o tratamento com o P6 e P6+AZT reduziram a produção viral em 

relação ao controle. Às 144 h de cultivo, todos os tratamentos diferiram significamente 

quanto à produção viral do controle de células somente infectadas com SIVmac251. O 

tratamento com AZT e P1 resultaram em incremento na produção viral, enquanto que o 

P6, P6+AZT, P1 e P1+ AZT, reduziram a produção viral.  

 

 
Figura 12. Produção de SIVp27 após tratamento de virions com P1 e P6. Virions de SIVmac251 

submetidos a diferentes tratamentos, com  P1, P6 e AZT e combinações, utilizados para infectar células 

HUT-78 para posterior quantificação de SIVp27 (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de 

Bonferroni com múltiplas comparações, ****P<0,0001). 

 

5.3 Citotoxidade dos Peptídeos Escorpiônicos sobre Células Linfoblásticas  

5.3.1 Quantificação da Desidrogenase Lática 

 No ensaio de citotoxicidade, utilizando-se como parâmetro a quantificação de 

desidrogenase lática por células HUT-78 infectadas ou não com SIVmac251, submetidas a 

24 48 72 96 12
0

14
4

0

1000

2000

3000

Tempo em horas

S
IV

p2
7 

pg
/m

L

SIV

SIV/AZT 187,26µM

SIV/P6 46,92µM

SIV/P1 82,84µM

SIV/P1/AZT 

SIV/P6/AZT

**** **** **** ****
****

**** **** ****



72	

	

diferentes tratamentos, com o P1, P6 e AZT, constatou-se, conforme a figura 13, que à 

medida que se reduz de forma significativa a concentração de P1, de 50 a 12,5 µM, 

tanto em células não infectadas como infectadas com SIVmac251, aumenta a produção de 

desidrogenase lática.  Células tratadas com AZT em células não infectadas como em 

infectadas, a produção de desidrogenase lática é significamente distinta da população de 

células controle. Células não infectadas e infectadas tratadas com o P6, nas três 

concentrações de 12,5 a 3,125 µM apresentaram de forma significativa diferença na 

produção de LDH por células da população controle. Comparando-se a população de 

células do controle negativo com células da população do controle positivo, unicamente 

infectadas com SIVmac251, observou-se diferença significativa quanto à liberação de 

desidrogenase lática. Em resumo, células tratadas com o P1 na concentração de 50 µM, 

infectadas ou não, liberaram muito menos LDH que células do controle negativo. Da 

mesma forma, células tratadas com o P6, nas 3 concentrações, tanto em células 

infectadas como não infectadas, reduziu significativamente a liberação de LDH 

comparativamente a população de células do controle negativo. As populações de 

células tratadas com o P1 em concentrações de 25 e 12,5 µM, infectadas ou não, 

tratadas com AZT, em células infectadas ou não, e controle positivo, de células 

unicamente infectadas, apresentaram maior liberação de LDH que as células da 

população controle, sem infecção e sem tratamento. 
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Figura 13. Quantificação de desidrogenase lática em células HUT-78 submetidas a diferentes 

tratamentos, como P1, P6 e AZT em células não infectadas e infectadas com SIVmac251 (One-way 

ANOVA com múltiplas comparações no teste de Bonferroni, com 95% de confiança, ****P<0,0001). 

 

5.3.2 Avaliação de Citotoxicidade por Citometria de Fluxo 

 
 
Figura 14 A. Avaliação da morte celular através da marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo 
(IP), por Citometria de fluxo após exposição das células HUT-78 ao P6 e P6 + SIVmac251 em várias 
diluições (1d-2d-3d-4d e 5d) por 24 horas. Na Figura 14A observa-se células mortas (Anexina-, PI+) 
Neste ensaio, as células infectadas com SIVmac251 e tratadas com AZT apresentaram maior porcentagem 
de células mortas, enquanto que células somente tratadas com P6 e em mais baixas concentrações 
apresentaram menor porcentagem de células mortas, efeito este mais visível em células infectadas com 
SIV e tratadas com o P6, com maior porcentagem nos tratamento de maior concentração de P6. Test 
ANOVA e post-teste Bonferroni, diferença significativa quando comparado com controle 
(*P<0,01;**P<0,001 e ***P<0,0001). 
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Figura 14B Avaliação da morte celular através da marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo 

(IP), por Citometria de fluxo após exposição das células HUT-78 ao P6 e P6 + SIVmac251 em várias 

diluições (1d-2d-3d-4d e 5d) por 24 horas. A figura 14B observa-se estágio de apoptose tardia ou necrose 

(Anexina +, PI+). Detectou-se neste ensaio que células infectadas com SIVmac251 e tratadas quer seja com 

P6 ou AZT apresentam maior porcentagem de células em apoptose tardia ou necrose, enquanto que 

células não infectadas e células apenas tratadas com o P6, menor porcentagem de apoptose tardia ou 

necrose. Test ANOVA e post-teste Bonferroni, diferença significativa quando comparado com controle 

(*P<0,01;**P<0,001 e ***P<0,000). 
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Figura 14C Avaliação da morte celular através da marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo 

(IP), por Citometria de fluxo após exposição das células HUT-78 ao P6 e P6 + SIVmac251 em várias 

diluições (1-2-3-4 e 5) por 24 horas.  Na Figura 14C observa-se  que a maior porcentagem de células em 

estágios iniciais de apoptose, encontram-se entre células HUT-78 infectadas e tratadas com o P6 e AZT, 

enquanto que células unicamente tratadas com AZT e sem nenhum tratamento não infectadas, 

apresentaram a menor porcentagem de células em estágios iniciais de apoptose, embora células tratadas 

com concentração elevada de P6, apresentaram maior porcentagem de células neste estágio. Test 

ANOVA e post-teste Bonferroni, diferença significativa quando comparado com controle 

(*P<0,01;**P<0,001 e ***P<0,000). 
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Figura 14D Avaliação da morte celular através da marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de propídeo 

(IP), por Citometria de fluxo após exposição das células HUT-78 ao P6 e P6 + SIVmac251 em várias 

diluições (1-2-3-4 e 5) por 24 horas. Na Figura 14D observa-se células não apoptóticas ou viáveis 

(Anexina -, PI-). As células infectadas e tratadas com P6 apresentaram menores níveis e equivalentes de 

células viáveis, enquanto que células não infectadas e não tratadas assim como células somente tratadas 

com P6 apresentaram maior porcentagem de células viáveis, exceto células tratadas com P6 em maior 

concentração.Test ANOVA e post-teste Bonferroni, diferença significativa quando comparado com 

controle (*P<0,01;**P<0,001 e ***P<0,000). 

 

 

 

 

5.4. Produção de citocinas por células linfoblásticas e células leucocitárias 

primárias quando submetidas a tratamento com o peptídeo 6. 

Não houve produção de IFN-γ, IL-8, IL-4, IL-6 e IL-10 em nenhum grupo de 

células HUT-78 submetidas aos tratamentos com o P6, com ou sem infecção viral e, 

ainda em células infectadas ou não e tratadas ou não com AZT. Apenas células tratadas 

com AZT, quer seja células infectadas ou não com SIVmac251 apresentaram baixos níveis 

de IL-8, em torno de 31,3 pg/mL desta citocina. 

As células leucocitárias primárias, de modo geral, sob quaisquer tratamento, 

produziram citocinas, havendo no entanto, variação, dependendo do tratamento ao qual 

essas células foram submetidas. Como denotado na Figura 15, após análise estatística, 

A- / PI-

0

50

100

Tratamentos

P
or

ce
nt

ag
em

 d
e 

cé
lu

la
s 

(%
)

***** ** ***

Controle

P6 1d

P6 2d

P6 3d

P6 4d

P6 5d

P6 1d + SIV

P6 2d + SIV

P6 3d + SIV

P6 4d + SIV

P6 5d + SIV

cell + AZT

cell + SIV

AZT + SIV

D



77	

	

células leucocitárias infectadas com SIVmac251(LEU SIV) são as que mais produzem 

IFN-γ, seguido das células leucocitárias tratadas com P6 (LEU P6) e infectadas com 

SIVmac251(LEU P6/SIV). Observa-se que no intervalo inicial de 120 horas de cultivo, 

não se detectou níveis significativos de produção de IFN-γ, mas no intervalo seguinte, 

após as 240 horas de cultivo, não houve diferença significativa na produção de IFN-γ 

quando se compara as células leucocitárias com as tratadas com P6, enquanto que as 

células tratadas com AZT infectadas e não infectadas, tratadas com o P6 e infectadas, e 

apenas infectadas, apresentaram diferenças significativas ao comparar-se com células 

leucocitárias não infectadas sem nenhum tratamento, em que a maior produção de IFN-γ 

ocorreu com células tratadas com o P6 e infectadas, e unicamente infectadas. No 

intervalo seguinte, às 360 horas de cultivo, todos os tratamentos tiveram 

significativamente maior produção de IFN-γ que a população de células controles, sem 

nenhum tratamento e sem infecção, destacando-se a maior produção de IFN-γ por 

células tratadas com P6 e infectadas. Às 480 horas de cultivo, houve diferença 

significativa em todos os tratamentos comparativamente ao controle negativo, em 

relação à produção de IFN-γ, em que células infectadas com SIVmac251 e também células 

unicamente tratadas com o P6, apresentaram maior produção de IFN-γ. Às 600 h de 

cultivo, todos os tratamentos diferiram significativamente da produção de IFN-γ por 

células de população controle negativo, em que células unicamente infectadas e células 

apenas tratadas com P6 tiveram maior produção de IFN-γ, e células tratadas com AZT, 

e células tratadas com o P6 e infectadas, apresentaram menor produção de IFN-γ. No 

intervalo final de tempo, às 720 h, todos os tratamentos, exceto com o P6, resultaram 

significativamente distintos quanto à produção de IFN-γ comparados ao controle 

negativo, em que apesar da diferença, houve bastante redução na produção de IFN-γ. 
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Figura 15. Produção de IFN-γ por células leucocitárias primárias sob tratamentos com o peptídeo 

escorpiônico 6 (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas 

comparações, ****P<0,0001). 

 

Conforme ilustrado na Figura 16, após análise estatística, observa-se que nos 

intervalos iniciais de cultivo até as 480 horas, a produção de IL-4 por células 

leucocitárias primárias humanas sob os diferentes tratamentos foi ínfimo, sem 

diferenças significativas referentes ao controle negativo, de células não infectadas, sem 

nenhum tratamento. Às 600 h de cultivo, com baixa significância, observou-se diferença 

entre células controle e células infectadas com SIVmac251 e tratadas com AZT, enquanto 

os outros tratamentos não apresentaram diferença significativa. No intervalo final, 

decorridas 720 h de cultivo, observou-se que células tratadas com o P6 e infectadas, 

células infectadas com SIV e tratadas com AZT e células unicamente infectadas com 

SIVmac251, apresentaram diferenças significativas quando comparadas com a população 

de células do controle negativo, enquanto que os outros tratamentos não diferiram 

significativamente do controle negativo. Células unicamente infectadas produziram 

bastante IL-4, seguidas pelas tratadas com o P6 e infectadas.  
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Figura 16. Produção de IL-4 por células leucocitárias primárias tratadas com o peptídeo escorpiônico 6 

(Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas comparações, 

****P<0,0001). 

 

 Não se detectou produção de IL-8 em células leucocitárias em quaisquer dos 

tratamentos submetidos. 

 Conforme a Figura 17, após análise estatística, no intervalo inicial de 120 h de 

cultivo, observou-se que houve diferença significativa em todos os tratamentos 

avaliando-se a produção de IL-6 tomando como comparação a produção por células 

leucocitárias humanas não infectadas e sem nenhum tratamento, em que todos os 

tratamentos produziram menos IL-6 que a população de células controle (LEU). No 

intervalo seguinte de tempo, às 240 h, todos os tratamentos apresentaram diferença 

significativa quanto à produção de IL-6 comparando com o controle negativo, 

destacando-se que apenas a população de células unicamente infectadas com SIVmac251 

apresentou maior produção de IL-6 que as demais populações em tratamento. Às 360 h 

seguintes de cultivo, ainda persistiu a diferença significativa de todos os tratamentos 

versus o resultado de produção de IL-6 em células sem nenhum tratamento não 

infectadas, da população controle, em que se obervou redução drástica na produção de 

IL-6 em todas as populações de células, incluindo-se o controle. No intervalo seguinte, 

às 480 hs de cultivo, ainda houve diferença significativa em quanto à produção de IL-6 

em comparação a população de células controle. Nos intervalos finais de cultivo, às 600 
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e 720 horas de cultivo, todos os tratamentos resultaram em diferença significativa 

quanto à produção de IL-6 tomando como referência o controle.   

 
Figura 17. Produção de IL-6 por células leucocitárias primárias sob tratamento com o peptídeo 

escorpiônico 6 (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas 

comparações, ****P<0,0001). 

 

A produção de IL-10 por células leucocitárias primárias está detalhado na 

Figura 18, após análise estatística, em que nos intervalos iniciais, não houve produção 

de IL-10. Sequencialmente, às 240 h, todos os tratamentos resultaram em diferenças 

significativas quanto à produção de IL-10, comparadas ao controle, sem infecção nem 

tratamento, dos quais, os tratamentos com AZT, tanto em células infectadas como não 

infectadas, e células tratadas com o P6 e, células infectadas com SIVmac251. No intervalo 

seguinte, após 360 h de cultivo, houve diferença significativa nos resultados 

concernentes à produção de IL-10 em comparação ao controle negativo, em que células 

tratadas com o P6, infectadas ou não, exibiram maior produção de IL-10, assim como 

células tratadas com AZT, não infectadas. No seguinte intervalo, às 480 h de cultivo, 

todos os tratamentos resultaram em produção de IL-10 significativamente distintos do 

controle de população de células sem tratamento e sem infecção, exceto a população 

tratada com AZT. Nesse intervalo, não se detectou produção de IL-10 em população de 

células do controle, tão pouco a população unicamente tratada com AZT. Nos intervalos 

finais de tempo, às 600 e 720 horas de cultivo, todos os tratamentos diferiram 

significativamente quanto à produção de IL-10 por células da população controle. 

Nesses intervalos, detectou-se novamente a produção de IL-10 por células da população 
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controle, só não superando no intervalo de 600 hs a população de células tratada com o 

P6 e infectada com SIVmac251, enquanto que no intervalo final, o controle superou a 

produção de todas as outras populações.   

 
Figura 18. Produção de IL-10 por células leucocitárias submetidas a tratamento com o peptídeo 

esocrpiônico 6 (Two-way ANOVA, com 95% de confiança, teste de Bonferroni com múltiplas 

comparações, ****P<0,0001).  
 

5.4.1 Análise Ultraestrutural de Células Submetidas a Diferentes Tratamentos

  

Células leucocitárias primárias humanas foram submetidas a tratamentos com o 

P6, tanto em células infectadas com SIVmac251 como em células não infectadas e 

utilizado como controles, células infectadas com SIVmac251 e tratadas com AZT e células 

não infectadas sem nenhum tratamento. Conforme se observa na Figura 19, a célula 

polimorfonuclear (centralizada) apresenta vesículas volumosas no citoplasma, em 

processo de liberação de vesículas e consequente extravasamento de seus grânulos e 

destruição de citoplasma da célula adjacente, na mesma figura observa-se ainda célula 

com morfologia típica de linfócito (direita superior) com destruição citoplasmática. 
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Figura 19. Células leucocitárias primárias infectadas com SIVmac251 e tratadas com AZT (Aumento de 10 

K). Setas na imagem esquerda indicam vesículas citoplasmáticas e na imagem à direita, destruição do 

citoplasma. 

 Observa-se na Figura 20, célula com morfologia linfocítica típica com 

citoplasma em fase de destruição com indicação de processo apoptótico, progressivo, 

quando ainda se detecta o núcleo celular com morfologia conservada.  

	  
 
Figura 20. Células leucocitárias primárias tratadas com o peptídeo escorpiônico 6 e infectadas com 

SIVmac251. Setas em ambas imagens indicam processo apoptótico progressivo (Aumento de 10K e 25 K). 

 

 Em célula com morfologia típica de linfócitos, exibida na Figura 21, observa-se 

estruturas brotando da membrana citoplasmática que sugerem ser virions, visto que são 

células infectadas com SIVmac251 sem nenhum tratamento. 
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Figura 21. Células leucocitárias primárias infectadas com SIVmac251 sem tratamento. Setas indicam 

brotamento de virions e exossomas. (Aumento de 20K e 30 K) 

 

Células leucocitárias sem nenhum tratamento não infectadas, exibem, conforme a 

Figura 22, morfologia sem alterações. 

 
Figura 22. Células leucocitárias primárias não infectadas sem nenhum tratamento (Aumento de 15 K e 25 

K). 

 

 Células leucocitárias, com morfologia condizente com linfócitos,  tratadas com o 

P6, exibem extravasamento do conteúdo nuclear, denotado na Figura 23, em que se 

observa igual densidade do material nuclear e citoplasmático, exceto na região 

perinuclear, com acúmulo de cromatina e poro nuclear bem definido. 
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Figura 23. Células leucocitárias tratadas por 72 hs com o peptídeo escorpiônico 6 (Aumento de 20 K e 25 

K). 

 

Na figura 24, observa-se célula com morfologia linfocítica típica, tratadas com 

AZT, em que há bastante comprometimento do material e organelas citoplasmáticas.  

 

 
Figura 24. Células leucocitárias humanas tratadas com AZT (Aumento de 20 K e 30K). 

 

5.4.2. Análise de Produção de HIV defectivo 

 Células HeLa P4 foram transfectadas com pCHIV e controles, realizando-se a 

quantificação da produção de virions defectivos de HIV por luminescência, decorrente 

da presença da proteína amarela fluorescente. Não houve diferença significativa entre o 

controle, de células transfectadas tratadas com AZT, e células tratadas com o P6, 

previamente e posteriormente à transfecção, conforme demonstrado na Figura 25, 

enquanto que, comparando-se o tratamento com o P6, pré e pós-transfecção observou-se 

que houve diferença significativa, em que a produção de virions defectivos no 

sobrenadante é maior em tratamento pós-transfecção que no pré-transfecção. 
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Figura 25 Células HeLa P4 transfectadas com pCHIVefp, submetidas a diferentes tratamentos (One-Way 

ANOVA, Teste de Bonferroni em múltiplas comparações, **P=0,0046). 

 

6. DISCUSSÃO 

  

As análises iniciais do trabalho evidenciaram que  dos peptídeos escorpiônicos 

sintéticos, o P6 e P1 apresentaram melhor performance em ensaios de citotoxicidade e 

atividade antirretroviral. Inicialmente, conforme descrito na figura 4, em concentrações 

elevadas dos peptídeos, entre 23,46 µM (P6) a 56,97 µM (P9), observou-se que no 

intervalo inicial, o P1 (41,42 µM), P6 e P4 (40,60 µM) foram mais tóxicos, no entanto, 

nos intervalos seguintes, o P2 (40,63 µM) foi o mais tóxico. O P10 (49,10 µM) 

apresentou atividade mitogênica em todos os intervalos de tempo, embora o P6 entre às 

124 horas a 168 horas tenha apresentado atividade mitogênica.  

Apesar de que, buscou-se entre os peptídeos atividade antirretroviral e que, 

dentre os vários mecanismos de atividade antiviral, há aqueles que interferem com o 

metabolismo celular, visto que a replicação viral depende da maquinaria biosintética da 

célula, geralmente os antivirais apresentam determinado grau de toxicidade para a 

célula hospedeira. Cita-se como exemplo, com o advento da terapia antirretroviral 

altamente ativa (HAART), a AIDS e patologias associadas têm sido controladas, mas 

por outro lado, tornou-se frequente a incidência de distúrbios neurocognitivos 

associados ao HIV-1, em que a associação da 3'-azido-2',3'-deoxitimidina (AZT) e 

indinavir (IDV) podem interferir na fisiologia das células endoteliais da barreira 

hemato-encefálica, amplificando ainda mais a condição descrita. Detectou-se níveis 

anormais de espécies reativas de oxigênio (ROS) durante a exposição, indicando que 

mecanismos que induzem estress oxidativo estavam envolvidos, com a perda do 
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potencial de membrana da mitocôndria (MANDA et al., 2011).  Por outro lado, 

peptídeos que exerçam atividade mitogênica são importantes como agentes que 

revertem a latência lentiviral, de forma a induzir a expressão dessas formas latentes, 

tornando-as alvos aos agentes antirretrovirais (SHAN et al., 2012; BARTON et al., 

2016). Como previamente revisado, durante a infecção lentiviral, as formas replicativas 

geram progênies distintas da infecção inicial, e os provírus da infecção original, 

integrados ao genoma da célula hospedeira, residem latentes em locais de difícil acesso 

aos medicamentos antirretrovirais, chamados santuários celulares e anatômicos, 

principalmente nas criptas intestinais e sistema nervoso central  (GUTIÉRREZ et al., 

2015).  

 Observou-se nesses ensaios iniciais, de avaliação de atividade citotóxica e 

mitogênica dos peptídeos em estudo, que em altas concentrações, o P1 mostrou-se 

tóxico e o P6 nos intervalos iniciais reduziu o número de células na população, no 

entanto, do intervalo intermediário ao final, apresentou atividade mitogênica (Figura 4).  

 Trabalhando com a linha celular 174X100, em que se avalia a densidade celular 

decorrente do tratamento com o PE1 (29,11 µM) e posterior infecção com SIVBK-28, 

observou-se que às 24 h reduziu-se bastante o número de células na população tratada 

com P1, e às 48 h, após 24 h de infecção viral, e nos intervalos subsequentes, até às 240 

h de cultivo, o número de células permaneceu reduzido em relação ao controle de 

células não infectadas, CN, e células unicamente infectadas, CP. As células tratadas 

com AZT reduziram-se a cada intervalo de tempo, até desaparecerem completamente no 

intervalo final, enquanto as células infectadas e tratadas com AZT foram incrementado 

seu número, chegando a aproximadamente a metade do número de células da população 

do CN (Figura 7). 

 Importante enfatizar que células infectadas com SIV, independente da cepa 

(viral strain), ou qualquer outro lentivírus, entram em rápida proliferação, em infecção 

natural, tendendo a tornar-se crônica, levando a depleção dessas células alvo (XU et al., 

2015; CHEW et al., 2016). Em cultivos “in vitro” observou-se também a rápida 

proliferação de células infectadas, HUT-78, 174X100 ou H9, mas que geralmente ao 

fim do experimento, em torno de 300 a 400 horas de cultivo, as células morrem (DA 

MATA et al., 2011). 

 Da mesma forma que analisou-se o efeito do tratamento de P1 em células 

174X100, realizou-se com P6 em concentrações de 7,35 e 3,68 µM (Figura 8). Nas 24 

horas iniciais de cultivo, o número de células após o tratamento com P6, nas duas 
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concentrações, é equivalente ao da população controle. Às 48 horas de cultivo, 24 horas 

após a infecção viral, a população de células tratadas com P6, com maior ênfase para a 

maior concentração, apresentou maior número de células que o controle negativo, de 

células não infectadas e sem nenhum tratamento, e também maior número de células do 

que o CP, aproximadamente 2/3 mais de células. Às 144 horas de cultivo, o tratamento 

com o P6, nas duas concentrações, resultou em densidade celular similar ao do CN, 

enquanto que o CP apresentou redução extrema de sua população. No intervalo final, às 

240 horas, o número de células na população tratada com P6, na maior concentração, 

representou aproximadamente 2/3 na população de células do controle negativo, 

enquanto a menor concentração, reduziu a metade das células da concentração maior do 

P6. Em relação as células tratadas com P6 e posteriormente infectadas com SIVBK-28, 

assim como as infectadas e não infectadas tratadas com AZT, observou-se que às 48 h 

de cultivo, ou 24 h pós-infecção, a população de células tratadas com P6 e infectadas, 

reduziram-se aproximadamente a metade do número de células da população do CN e 

pouco maior que do grupo controle de células infectadas, CP, similarmente ao que 

ocorreu com as tratadas unicamente com AZT e, infectadas e tratadas com AZT. Às 144 

h de cultivo, todos os tratamentos, exceto com P6, nas duas concentrações, reduziram 

drasticamente o número de células em suas populações, embora o controle negativo, de 

células não infectadas sem tratamento, apresentaram número de células equivalente ao 

de células tratadas com P6 na maior concentração. No intervalo final, repetiu-se o que 

ocorreu no intervalo anterior, exceto que o número de células tratadas com P6 na menor 

concentração teve maior redução no múmero de células na população que a 

concentração maior. 

 Utilizando-se células H9, conforme a Figura 9, avaliou-se a variação da 

densidade celular em tratamentos com P1 e P6 em 3 concentrações seriadas. Às 

primeiras 24 h de tratamento, o P1 nas concentrações de 0,4244 e 4,244  µM, a 

população reduziu seu número de células a aproximadamente 2/3 do número de células 

da população controle, enquanto o tratamento com a maior concentração de P1, 42,44 

µM, destruiu totalmente  as células. Neste mesmo intervalo, a população de células 

tratadas com P6 nas menores concentrações, 0,2404 e 2,404 µM, praticamente 

apresentaram quantitativo similar de células na população em relação ao controle de 

células sem tratamento, enquanto que a maior concentração do P6, 24,04 µM, reduziu o 

número de células a níveis equivalentes ao número de células das populações tratadas 

com P1, nas duas menores concentrações. No intervalo seguinte de 48 h, houve 
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incremento geral no número de células em todos os tratamentos, com maior efeito 

decorrente do tratamento com P6 na menor concentração, 0,2404 µM. Os outros 

tratamentos reduziram o número de células, com maior impacto para o P6 na 

concentração de 24,04 µM. No intervalo de 72 hs de cultivo, todos os tratamentos 

incrementaram o número de células em suas populações, inclusive ultrapassando o 

número de células do controle. Às 96 h seguintes, todos os tratamentos reduziram o 

número de células em suas populações, com maior redução com o P1 a 0,4244 µM e P6 

a 0,2404. No intervalo final, o P1 na concentração de 4,244 µM, e o P6 nas 

concentrações de 2,404 e 24,04 µM, incrementaram o número de células equivalentes 

ao controle, enquanto que, o tratamento com P1 a 0,4244 µM e P6 a 0,2404 µM 

reduziram o número de células na população de forma similar, equivalente a 1/3 do 

número de células na população controle. Observou-se que P6 nas maiores 

concentrações apresentou-se mitogênico, enquanto P6 em menor concentração, tóxico. 

Quanto ao P1, a menor concentração apresentou-se tóxico, e a maior, de 4,244 µM não 

alterou o comportamento das células. 

Selecionando-se menores concentrações de P1, 12,5 µM, e PE6, 3,12 µM, 

analisou-se a variação do número de células HUT-78 (Figura 10). O tratamento com o 

P1 de modo geral acompanhou a oscilação da densidade celular similarmente ao que 

ocorreu com as células sem tratamento e não infectadas, CN, nos intervalos iniciais, de 

48 a 144 h e, nos intervalos intermediários a finais, de 192 às 336 h, ocorreu redução no 

número de células. O tratamento com o P6, inicialmente, das 48 às 96 h, reduziu o 

número de células em comparação ao controle negativo, e posteriormente, das 144 às 

336 h, o número de células mantiveram-se equivalentes ao CN. Relativo ao tratamento e 

posterior infecção com SIVmac251, observou-se que com P1, no intervalo das 48 às 192 

horas, o número de células permaneceram equivalentes ao CN e, sequencialmente, no 

intervalo de 240 a 288 h de cultivo, o número de células reduziu-se a aproximadamente 

1/3 da população controle. Com o tratamento com P6 e posterior infecção viral, 

observou-se redução substancial no número de células na população, correspondente a 

metade do número de células da população controle. No intervalo seguinte, às 96 h, 

houve recuperação do número de células na população, muito próximo ao número de 

células da população controle. Às 144 h, houve um pico bastante elevado no número de 

células na população, correspondente a mais que o dobro do número de células do 

controle negativo e positivo. Posteriormente, o número de células descendeu, próximo 

aos níveis da população do controle negativo, mas ainda o dobro de células do controle 
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positivo, igualando-se no intervalo final, 336 h, ao controle negativo. O tratamento com 

AZT, tanto de células não infectadas como infectadas, de modo geral reduziu o  número 

de células, exceto no intervalo de 96 h, quando pouco ultrapassou o número de células 

do controle negativo. Células infectadas, tratadas com AZT, apresentaram 

comportamento similar as não infectadas tratadas com AZT, pouco diferindo com o 

tratamento com P1, e menos eficiente na redução de células que o P6. 

Com vistas a avaliar a produção viral em células HUT-78, tratadas com o P1 e 

P6, observou-se que não houve diferença significativa durante o período de 168 horas 

de cultivo, mesmo com o uso de AZT, sem que houvesse redução da produção viral. 

Dessa foram, tomou-se como referência, os resultados anteriores, explicitados na 

Figura 11, em que às 240 h de cultivo, houve diferença significativa quanto à produção 

viral, em que células tratadas com P6 reduziu mais a produção viral que P1, embora não 

menos que células tratadas com AZT. 

De modo geral, o tratamento com o P6, nos intervalos iniciais comportou-se 

como citotóxico e posteriormente mitogênico, o que faz-se supor que debris celulares ou 

fatores envolvidos em apoptose ou mesmo necrose induziriam a mitose de células 

sobrevientes em maior velocidade. O P1 em concentrações elevadas comportou-se 

como citotóxico e em concentrações menores, praticamente não alterou o 

comportamento das células. 

A ação direta do P1 e P6 sobre virions de SIV foi avaliada, tratando-se o 

sobrenadante de células HUT-78 infectadas com SIVmac251 com esses Ps (Figura 12). 

Como previamente o sobrenadante destas células infectadas foi quantificado por ELISA 

para a produção de SIVp27, observou-se que, não houve nenhum efeito inibitório da 

infecção viral sobre novas células HUT-78, com os sobrenadantes tratados, visto que a 

produção de SIVp27 continuou elevada, sem nenhuma redução, portanto, descartou-se 

possível ação dos peptídeos sobre o envoltório viral e, como o virion adquire seu 

envoltório ao brotar da célula infectada, com rearranjo da bicapa lipídica para inserção 

das glicoproteínas virais, é muito provável também que esses Ps não exerçam efeitos 

citotóxicos atuando sobre a membrana da célula hospedeira. Embora nestes ensaios 

tenha-se utilizado AZT, a não redução da produção viral era esperada, visto que este 

antirretroviral não atua sobre o envoltório viral e sim, durante o mecanismo de 

transcrição reversa, em que o AZT é incorporado competitivamente em lugar dos 

deoxinucleotídeos utilizados para a síntese de DNA (PAPADOPULOS-ELEOPULOS 

et al., 1999).  
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Nos ensaios de citometria de fluxo em que se avalia a morte celular, quer seja 

programada, apoptose, ou necrose, observou-se que quanto mais concentrado P6, mais 

tóxico. Quando se compara os tratamentos de células infectadas com SIVmac251, 

previamente a infecção com P6 ou posteriormente a infecção como ocorre com AZT, 

ainda é mais tóxico o AZT, no entanto, não há dados suficientes para avaliação destes 

parâmetros. Há correspondência entre os dados obtidos com a citometria de fluxo com 

as contagens de células vivas coradas com azul de tripan, embora a citometria forneça 

mais detalhes, informando o tipo de morte celular pelos marcadores com anexina e 

iodeto de propídio. Da mesma forma, os ensaios de quantificação de LDH em células 

submetidas ao P6 e P1, redundaram nos mesmos resultados, que quanto maior a 

concentração do peptídeo (P1/50µM e P6/12,5 µM), mais tóxico a célula, com 50% de 

viabilidade, expressando-se por maior produção de LDH e ainda, células infectadas e 

tratadas com os Ps ou com AZT, maior é a toxicidade, destacando-se com maior 

evidência a toxicidade por o P6, que mesmo em concentrações menores, 6,25-3,125 

µM, persiste o efeito tóxico. Em intervalos mais longos, em ensaios de viabilidade 

celular com azul de tripan, observou-se a reversão do efeito citotóxico, para a 

proliferação celular. 

Estudos de outros autores (DANIELE-SILVA et al., 2016) que também 

utilizaram peptídeos sintéticos, embora obtidos do transcriptoma da glândula do veneno 

de Tityus stigmurus,  Stigmurin e TsAP-2, foram tóxicos a células estabelecidas 

aderentes HepG2 em 20 e 40µM, reduzindo a viabilidade celular em 35 e 68 % 

respectivamente. As células utilizadas nos ensaios derivam de carcinoma hepático, o 

que torna difícil a comparação com os estudos aqui realizados, além do que outras 

linhas celulares aderentes utilizadas apresentaram variações na toxicidade. Importante 

ressaltar que análises de citotoxicidade em linhagens estabelecidas, quer sejam 

aderentes ou em suspensão, é de significado restrito, pois não correspondem a sistemas 

in vivo, adequando-se melhor células de cultivos primários. De qualquer forma, em 

comparações generalizadas, observa-se que o P6 em menores concentrações, 24,04 µM 

(Figura 9) e 3,12 µM (Figura 10) em células H9 e HUT-78 respectivamente, foi mais 

tóxico (Figura 10) que os reportados para os peptídeos sintéticos de Tityus stigmurus. 

Em outros estudos, de SIMON (2014), o P1 deste estudo, causou hemólise 

abaixo de 50% em concentrações de até 50 µM, e em testes de citotoxicidade em 

macrófagos murinos primários. Em concentrações de até 25 µM foi detectado mais que 

50% de viabilidade celular, enquanto que em células estabelecidas de monócitos 
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humanos, THP-1, apresentaram maior resistência à toxicidade que em células primárias, 

e não apresentou atividade fungicida. Na concentração de 12,5 µM, este peptídeo foi 

capaz de reduzir a produção de TNF-α em macrófagos murinos primários. Comumente 

ao encontrado por SIMON (2014), as células estabelecidas que aqui se trabalha, são 

mais resistentes à toxicidade que células primárias, obviamente que devido a 

transformação e malignização destas células (FUKUDA et al., 2016).  

Os medicamentos antirretrovirais, como visto, atuam em diferentes sítios e em 

mecanismos celulares intrínsecos, enquanto que, os fatores de restrição, como também 

já revisado, são induzidos em resposta à infecção viral, pela própria célula hospedeira. 

Com as informações obtidas acerca da citotoxicidade e atividade mitogênica dos 

peptídeos em estudo, avaliou-se também o perfil da produção de determinadas citocinas 

quando submetidas ao tratamento com o P6. Inicialmente submeteu-se células HUT-78 

ao tratamento com o P6, e em diferentes intervalos de cultivo, quantificou-se a produção 

de IFN-γ, IL-8, IL-4, IL-6 e IL-10, sem que houvesse detecção de nenhuma das 

citocinas. Apenas em células tratadas com AZT detectaram-se baixos níveis de 

produção de IL-8, aproximadamente 31,3 pg/mL.  

Considerando-se que a linhagem estabelecida HUT-78 deriva de neoplasmas, de 

duas formas de linfoma cutâneo de células T, com localização na pele, mycosis 

fungoides e também circulante no sangue “Sezary syndrome”, com fenótipo de 

linfócitos T auxiliares diferenciados, que, in vitro (BUNN e FOSS, 1996),  não tem 

colaboração de células com diferentes funções no sistema imunológico, poderia explicar 

a incapacidade na produção de citocinas após estímulo com os peptídeos em estudo. 

Dessa forma, utilizou-se células leucocitárias humanas primárias, obtidas em gradiente 

de sacarose, sem separação das diferentes populações, exceto hemácias e plaquetas. A 

cooperação entre as diferentes populações de células, tais como células apresentadoras 

de antígeno (APCs), representadas por células dendríticas ou mesmo linfócitos B e 

macrófagos, além de outras linhagens como monócitos, linfócitos T e os diferentes 

granulócitos (eosinófilos, neutrófilos e basófilos), permitiu que dentre estas células 

leucocitárias submetidas ao tratamento com os peptídeos selecionados, fosse possível a 

produção de citocinas. Observou-se que células leucocitárias, tanto infectadas como não 

infectadas, produziram IFN-γ. Usualmente, esta citocina pró-inflamatória é detectada na 

corrente circulatória de indivíduos infectados com HIV, estando ou não em tratamento 

antirretroviral. SELIMOVA et al., (2016) reportaram a detecção de IFN-γ em 94% dos 
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pacientes infectados com HIV, em tratamento ou não. Dentre as células leucocitárias, 

reporta-se a produção de IFN-γ por células NK (P=0,038), obtidas de indivíduos 

avirêmicos, infectados com HIV-1 sob terapia antirretroviral, em que suas células foram 

incubadas com MGN1703, molécula ligante de receptores Toll-like 9 (TLR9) 

(OFFERSEN et al., 2016). Após a interação de receptores TLR9 com ligandos tais 

como motivos dinucleotídicos não metilados de citosina guanina, ocorre a expressão de 

IFN-α por células dentríticas plasmacitóides. Interferons alfa/beta (IFN-alpha and -beta) 

induzidos por infecção viral são potentes indutores de citotoxicidade mediada por 

células NK, as quais são diferenciadas a partir de células tronco-hematopoéticas na 

medula óssea, e variado número de moléculas de superfície são expressas nestas células 

em estágios específicos de diferenciação na linhagem linfóide. Essas células e ainda as 

iNKT, com duplos marcadores de células NK e T, são braços efetores da imunidade 

inata, capazes de organizar e desfechar rápida e efetiva ação antiviral em células 

infectadas (KIM et al., 2016).  

Dentre as células leucocitárias, as NK são as que produzem IFN-γ em maior 

abundância, no entanto, células NK em símios infectados com SIV, apresentam 

diminuida habilidade em secretar IFN-γ, TNF-α e IL-2, com escalada progressão à 

doença, mas ainda sustentando a proliferação de NK citotóxicos, no entanto com menos 

atividade lítica (SCHAFER et al., 2015). Em hospedeiros naturais do SIV 

assintomáticos, embora com viremia alta e elevada carga viral intestinal, o controle 

precoce da inflamação é crucial para o estabelecimento de equilíbrio entre a infecção 

viral e a homeostase do sistema imune. Nos estágios iniciais da infecção, células 

dendríticas plasmacitódes, células dendríticas mielóides e células NK são reduzidas a 

niveis mínimos, mas são restabelecidos ao fim da infecção aguda (HUOT et al., 2016). 

Em paralelo aos sistemas in vitro aqui utilizados, percebe-se que, apesar de que não se 

detectou as diferentes populações de células no cultivo de leucócitos primários, a 

produção de IFN-γ indica a presença de células NK e iNKT. Em termos gerais, o P6, em 

concentração de 3,12 µM comportou-se como potente indutor de IFN-γ, com maior pico 

de produção de 500 pg/mL às 480 h de cultivo (Figura 15). 

Observações microscópicas dos cultivos de leucócitos indicaram a presença 

constante de células fagocitárias (Figura 26). A diferenciação de monócitos circulantes 

a macrófagos teciduais é induzida por sinalização durante eventos inflamatórios, 

eventos estes com papel fundamental da IL-4, a qual induz o acúmulo de macrófagos 
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teciduais via auto-renovação. Por sua vez, dentre células produtoras de IL-4, destacam-

se linfócitos T auxiliares foliculares, linfócitos T auxiliares do tipo 2, eosinófilos e 

basófilos. Toda esta operação visa fazer frente a agressões, diferenciando e mobilizando 

macrófagos para eliminar patógenos, quer via fagocitose ou por liberação de citocinas 

que amplificam a resposta imune ou enzimas, óxido nítrico e espécies reativas de 

oxigênio (JENKINS et al., 2011; O'NEILL & PEARCE, 2016). Nos ensaios realizados 

neste trabalho, a IL-4 só foi detectada às 720 horas de cultivo, em células tratadas com 

P6 e infectadas com SIVmac251. Não houve indícios que o tratamento com P6 fosse capaz 

de induzir a produção de IL-4. 

	

Figura 26. Visualização frequente de células fagocitárias nos cultivos primários de leucócitos humanos.	

Células imunosupressoras liberam fatores imunosupressivos, dentre os quais IL-

6 e IL-10 (KOZŁOWSKA et al., 2013). Usualmente, a IL-6 juntamente com IFN-α, 

Fator Necrotizante de Tumor alfa (TNF-α), IL-1 e IL-8 estão entre as primeiras 

citocinas produzidas durantes os estágios mais iniciais da infecção (VAN REETH et al., 

2002). Recentemente, Strutt et al. (2016) demonstraram a ação indispensável da IL-6 na 

sinalização precoce e direta à células T CD4 de memória na programação máxima da 

resposta secundária efetora no local da infecção, durante desafios heterosubtípicos, 

apontando para novo papel desta citocina co-estimulatória em respostas em 

reemergência de patógenos. Analisou-se neste trabalho, nos intervalos iniciais de 

cultivo, das 120 às 240 h, a elevada produção de IL-6 por todas as populações de células 

leucocitárias (Figura 17), com maior produção de forma espontânea, por células sem 

tratamento, seguido por células infectadas com SIVmac251, células tratadas com AZT, 

células infectadas e tratadas com AZT, células tratadas com P6 e células tratadas com 
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P6 e infectadas com SIVmac251, sequencialmente incrementando-se mais a produção de 

IL-6 em células infectadas, seguida de células sem nenhum tratamento e não infectadas, 

células tratadas com AZT, células tratadas com P6 e infectadas. Nos intervalos finais, 

houve redução brusca da produção de IL-6 em todas as populações de células, 

independentemente do tratamento, se infectadas ou não. De modo geral, a produção de 

IL-6 é ubíqua entre células leucocitárias, quer seja tratadas ou não com o P6 e AZT, 

infectadas ou não com SIV. 

Macrófagos ativados por IFN-γ exibem perfil pró-inflamatório (M1), enquanto 

que os que são ativados por citocinas do tipo TH2, IL-4 e IL-13, expressam 

propriedades anti-inflamatórias e reparadoras de tecido (M2). Dessa forma, nas análises 

deste trabalho, os macrófagos ativados são do tipo M1, e visto que, a IL-10 está 

envolvida em processos de desativação do macrófago (HERBEIN & VARIN, 2010 ), 

propõe-se que, às 360 h de cultivo, ocorre reversão da atividade macrofágica, com 

elevada produção de IL-10 (Figura 18) por linfócitos T CD4+. In vivo, estes 

mecanismos culminam em imunossupressão, com a inoperância das células 

macrofágicas, inclusive a sinalização por essas células, comprometendo a rede de 

comunicações entre as diferentes células do sistema imune. Por outro lado, em 

carreadores assintomáticos do HTLV-1, reporta-se alta frequência de monócitos pró-

inflamatórios e produção de IL-10/T CD4+ e IL-10/T CD8+ anti-inflamatórios, como 

mecanismo imunoregulatório para neutralizar a produção de TNF-α produzido por 

monócitos (GONCALVES et al., 2008). Embora não se tenha dosado a produção de 

TNF-α neste trabalho, observou-se a longa duração dos cultivos, até 3 meses, o que 

sustenta a ação da IL-10 detectada em altos níveis nos ensaios deste trabalho, 

impedindo a ação tóxica de TNF-α sobre as células leucocitárias. No estudo de SIMON 

(2014) de viabilidade de macrófagos murinos primários, o mesmo P6 deste estudo, 

apresentou baixa toxicidade  na concentração de 6,25 µM, tão pouco alterou a produção 

de TNF-α, porém apresentou potencial fungicida sobre Cryptococcus neoformans. 

A inibição e quantificação morfológica da produção de virions por células 

infectadas in vitro com SIVmac251 foi avaliada em estudos de imagem em microscopia 

eletrônica de transmissão. Células HUT-78 e leucocitárias primárias tratadas com PE6, 

infectadas ou não, assim como células tratadas com AZT e, células infectadas e 

posteriormente tratadas com AZT, foram processadas conforme descrito em material e 

métodos e as micrografias eletrônicas exibidas em resultados. Conforme observado na 
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figura 19, em células leucocitárias infectadas com SIVmac251 e tratadas com AZT não se 

observou o brotamento de virions, embora lesões citoplasmáticas tenham sido 

evidenciadas, com destruição do citoplasma, mas aparente conservação da estrutura 

nuclear. A toxicidade do AZT é patente na imagem observada na Figura 24, visto que o 

SIV não é citopático e, possíveis lesões são reportadas com a formação de sincícios e 

não destruição de estruturas citoplasmáticas (NARDACCI et al., 2015). Dentre as 

drogas aprovadas para uso humano mas que se reporta toxicidade, cita-se o AZT, com 

forte efeito sobre mitocôndrias, preponderantemente do músculo cardíaco (VARGA et 

al., 2015). Células leucocitárias tratadas com P6 sofreram também lesões difusamente 

localizadas no citoplasma (Figura 20), assim como extravasamento do material nuclear 

e acúmulo de cromatina internamente a carioteca (Figura 23). Não foi possível detectar 

o brotamento de virions em células tratadas com P6 e infectadas com SIVmac251. Apenas 

em células controles, infectadas sem nenhum tratamento, foi possível visualizar-se o 

brotamento de partículas virais e possivelmente de exossomas, vesículas carreando 

virions. A produção de exossomas, em sofisticado mecanismo enzimático, de proteção e 

exportação de virions, não é exclusivo de retrovírus, mas de diferentes famílias virais, 

incluindo de vírus não envelopados (PETRIK, 2016). 

Tanto o SIV como o HIV são membros da mesma subfamília, lentivirinae, assim 

sendo, como forma segura, sem risco biológico, optou-se por avaliar a atividade do 

peptídeo em estudo, na produção de HIV defectivos, codificados em plasmídeo, pCHIV 

carreando gene codificando para a proteína amarela, transfectando células HeLA P4, 

previamente tratadas com P6  e, como controle, tratadas após a transfecção, com AZT. 

Conforme mostrado na Figura 25, a intensidade relativa de fluorescência foi menor em 

células tratadas com P6 e posteriormente transfectadas com HIV, correspondendo a 

aproximadamente a metade de fluorescência detectada em células transfectadas sem 

tratamento, tratadas com AZT e em tratamento posterior com P6 e consequente 

transfecção com pCHIV. Estes resultados ainda são preliminares, visto que seria 

importante haver controle sem transfecção e comparação com o lisado de células de 

todos os tratamentos. 

 

7. Conclusão 

Exclui-se a possibilidade que P1 e P6 tenham ação sobre membranas biológicas 

diretamente, pois ao se tratar virions de SIV, envelopados, não se registra a perda de 

infectividade. Aventa-se a hipótese de indução de citocinas e quimiocinas por ação 
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desses peptídeos em discussão (JIANG et al., 2003; PUCCA et al., 2016), ou ainda de 

fatores de restrição da célula hospedeira, pelo fato de se ter detectado neste estudo, a 

produção de citocinas em células tratadas com os peptídeos em evidência achado já 

reportado, embora sem envolvimento de peptídeos escorpiônicos (SAIDI et al., 2016). 

Os estudos de citotoxicidade, avaliada por produção e liberação de desidrogenase lática 

por mitocôndrias de células em sofrimento ou por marcadores celulares de apoptose e 

necrose celular em citometria de fluxo, mostram que a ação de P6 não é citolítica, mas 

indutora de apoptose.  

Embora não se possa definitivamente demonstrar que P6 esteja interferindo na 

produção de virions de lentivírus, pode-se afirmar que há redução de SIVp27. 

Adicionalmente, em células leucocitárias primárias tratadas com P6, analisadas por 

microscopia eletrônica, não se observou o brotamento de partículas virais, enquanto que 

células infectadas por SIVmac251 sem nenhum tratamento, é evidente o brotamento de 

virions da membrana citoplasmática. Outro lentivírus, HIV modificado, para inserção de 

seu genoma em plasmídio com marcador para a tradução de proteína amarela, foi 

utilizado para transfectar células HeLa P4, após tratamento com P6, observando-se que 

estas células tratadas previamente à transfecção, apresentaram redução na progênie de 

HIV defectivo, enquanto células tratadas após a transfecção e controles, não tiveram os 

níveis de produção viral reduzidos. 

Particular peculiaridade de P6, foi sua atividade tóxica nos estágios iniciais do 

cultivo celular e posterior ação mitogênica, como forma de resposta celular à agressão 

inflingida pelo peptídeo, que de certa forma também afetou o ciclo de replicação viral, 

reduzindo a síntese da SIVp27. 

 

8. Perspectivas 

 A análise proteômica das células sob os diferentes tratamentos será fundamental 

para que se possa compreender os mecanismos envolvidos na citotoxicidade decorrente 

do tratamento com os peptídeos sintéticos experimentados neste trabalho, assim como a 

interferência no metabolismo viral pela maquinaria celular, com redução de proteínas 

virais e inabilidade para a montagem de novos virions. A possível manipulação dos 

peptídeos sintéticos com marcadores de baixo peso molecular poderia permitir o 

rastreamento destas moléculas nos diferentes compartimentos celulares, o que facilitaria 

a compreensão dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade, proliferação celular e 

interferência nos mecanismos de replicação viral.  
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Antiviral activity of animal venom peptides
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Abstract

Viruses exhibit rapid mutational capacity to trick and infect host cells, sometimes assisted through virus-coded peptides
that counteract host cellular immune defense. Although a large number of compounds have been identified as
inhibiting various viral infections and disease progression, it is urgent to achieve the discovery of more effective agents.
Furthermore, proportionally to the great variety of diseases caused by viruses, very few viral vaccines are available, and
not all are efficient. Thus, new antiviral substances obtained from natural products have been prospected, including
those derived from venomous animals. Venoms are complex mixtures of hundreds of molecules, mostly peptides, that
present a large array of biological activities and evolved to putatively target the biochemical machinery of different
pathogens or host cellular structures. In addition, non-venomous compounds, such as some body fluids of invertebrate
organisms, exhibit antiviral activity. This review provides a panorama of peptides described from animal venoms that
present antiviral activity, thereby reinforcing them as important tools for the development of new therapeutic drugs.

Keywords: Antiretroviral agents, Antiviral agents, HIV, Scorpion venom, Snake venom, Amphibian venom, Insect venom,
Marine animal peptides

Background
Considering the most common pathologies in humans
and other animals, cardiovascular and infectious diseases
and cancer are among the leading causes of deaths. The
cultural and educational background of affected people
largely influences the prevention and treatment of hu-
man diseases; nevertheless, the availability of new drugs
contributes greatly to mitigating diseases.
More than 200 viruses are known to cause human dis-

eases [1, 2]. Some of them present high public health im-
portance, such as cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr
virus (EBV), hepatitis B and C viruses (HBV and HCV, re-
spectively), herpes simplex virus (HSV), human immuno-
deficiency virus (HIV), rabies virus and Ebola virus. The
most recent worldwide estimates presented by the World
Health Organization (WHO) reported 1.5 million deaths
caused by HIV in 2012, 400 million people living with
hepatitis B or C, 80% of liver cancer deaths caused by
hepatitis viruses, 500 thousand cases of cervical cancer

caused by HPV infection, and over 250 thousand cervical
cancer deaths each year [3].
The very few antiviral drugs commercially available

can induce severe and considerable adverse effects, espe-
cially to those patients receiving lifelong treatment for
diseases such as HIV. Furthermore, viruses possess rapid
mutational capacity to trick and infect host cells. All
these facts together have propelled the prospection for
new antiviral drugs, particularly from natural products,
as they constitute more than 25% of the new drug proto-
types approved in the last decades [4]. Among sources
of natural products, animal venoms have revealed a great
potential for drug discovery [5–7], and despite the harm-
ful action mechanism of animal venoms, most of them
have components holding potential medicinal properties
to cure diseases.
It is widely reported in the literature that animal venoms

are rich sources of antimicrobial substances, and contain a
vast array of active biological compounds with distinct
chemical structures [8]. Thus, antimicrobial peptides
(AMPs)— a diversified group of peptides that exert essen-
tial function in the innate immune host response, when
invaded by pathogenic organisms, such as bacteria, fungi
and virus — are considered the first line of defense of
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many organisms, including plants, insects, bacteria and
vertebrates [9, 10].

Possible action mechanism of antiviral
compounds
Some peptides exhibit direct virucidal activity; others dis-
turb attachment of virus particles to the cell membrane
surface or interfere with the virus replication. Because of
the limited efficiency of commonly used drugs and emer-
ging resistance of viruses, antiviral peptides may have the
potential for development as putative therapeutic agents
[11]. In addition to their reduced market availability, the
collateral effects and toxicity of the synthetic antiviral
drugs have triggered an expanded search for natural com-
pounds displaying antiviral activities [12, 13]. Any com-
pound to be utilized as an antiviral should comply with the
virus pathways during the cellular infectious cycle. Initially,
any RNA or DNA virus, enveloped or not, expresses glyco-
proteins that are responsible for the interaction with sur-
face molecules, receptors, usually glycosylated proteins,
integrated in the host cell membrane. At this step, any po-
tential antiviral candidate must compete for the cell recep-
tor by inhibiting the virus attachment to the cell
membrane, thereby aborting the viral infection.

Other candidates may act intracellularly by interacting
with the virion capsid to prevent its decapsidation; there-
fore, the viral nucleic acid would not be freed and tran-
scribed. Concerning retroviruses, the antiviral candidates
can act by inhibiting (i) the viral reverse transcriptase ac-
tivity; (ii) the pre-integration complex, thus avoiding the
transport of circular viral DNA to the nucleus; (iii) and
also by inhibiting the action of the viral integrase, which
would not allow the viral DNA to integrate into the cellu-
lar chromosome. The proviral DNA, after transcription, is
transduced into a polyprotein that requires the viral prote-
ase in order to generate small proteins to assemble the
viral capsid. In this manner, an antiviral compound could
inhibit the viral protease by blocking the retroviral mor-
phogenesis (Fig. 1) [14]. Some retroviral proteins play a
major role in the pathogenesis, by down regulation of
CD4 and MHC molecules of the host cell, driving them to
the proteasome for degradation. If supposed antiviral can-
didates target these viral proteins, HIV-1 Nef, Tat and Vpr,
their actions can be restrained. All the mentioned mecha-
nisms are directly performed by retroviral molecules [15],
but other mechanisms could also be triggered, such as
those involved in the innate immune system, e.g. (i) the
induction of toll-like receptor expression, that interacts

Fig. 1 Action mechanism of animal venom peptides or derivatives at different retrovirus replication cycle phases. (1) The ChTx and Scyllatoxin-based
mimetics, such as CD4M33, inhibit the attachment of the viral glycoprotein (gp120) to the host cell receptor CD4. (1a) The peptides cecropin A,
magainin 2, papuamide A, dermaseptin DS4, caerins 1.1 and 1.9 and maculation 1.1 disintegrate the viral envelope. (1b and 1c) The peptides
CD4M33, BmKn2, Kn2-7, polyphemusin, tachyplesin, immunokine and p3bv obstruct the interaction of the viral gp 120 to the CXCR4 and CCR5
co-receptors. (2) The peptides miramides A–H inhibit the fusion of the viral envelope to the host cell membrane. (3) The peptides melittin, didemnis A,
B and C interfere with the reverse transcription process, aborting the synthesis of double-stranded viral DNA. (6) The peptides hecate and TVS-LAO act
in the post-translation process, in the cleavage of the GAG/POL protein precursor thus interfering in the assembly of the viral capsid and in the
organization of the polymerase complex
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with viral nucleic acid, or (ii) production of cytokines that
stimulate the action of T cytotoxic cells, and NK cells, and
even host cell expression of the major histocompatibility
complex molecules, in order to present viral peptides to
the other cells of the immune system [16]. Furthermore,
antiviral compounds may activate innate restriction fac-
tors coded by the host cell [17].

Mechanisms of viral resistance to drugs
The viral DNA integration in the host cell chromosome
represents the major problem to be overcome in a retro-
viral infection. Until now, there is no available drug cap-
able of completely clearing the virus from the host [18].
Furthermore, silent retroviral infection is hidden at ana-
tomical sites that are difficult to reach by drugs, such as
the gut-associated lymphoid tissues, lymph nodes and
central nervous system. Infected cells, including macro-
phages, are quiescent in these tissues and it is not
known when they will activate and release new viral pro-
genies. Another challenge for an antiviral candidate is
posed by the mutation rate of viral genes, mainly among
RNA virus, due to the polymerase synthesis error. This
is much more intriguing among retroviruses, as the initial
virion genome, maintained in quiescent cells in “sanctuary
niche”, are distinct, mutated from each round of cell in-
fection. Thus, in each cycle of viral infection, the hijacked
cell produces a growing number of recombinant new
virions [19].

Antiviral peptides obtained from animal venoms
Scorpion venoms
The arachnid venoms, utilized as a tool for defense and
attack, by killing or immobilizing their prey for feeding
or their possible competitors and predators, are composed
of a rich molecular diversity and complex mixture, with an
intricate protein and peptide expression by mechanisms of
gene regulation still under investigation [20, 21]. Scorpion
venoms have been exhaustively studied, mainly due to
the clinical effects after envenomation in humans, which
sometimes lead to death [22]. Paradoxically, biotechno-
logical applications are devised by the increased under-
standing of the action mechanisms of venom components,
and therefore, many research works deal with the gener-
ation of new drugs based on the structure and function of
molecules found in these venoms [23–25].
With the rapid increase in the number of characterized

scorpion venom compounds, many new drug candidates
have been identified as potential medicines to deal with
emerging medical global threats [8, 20]. In scorpions
the biologically active peptides are classified as disulfide-
bridged peptides (DBPs) and non-disulfide-bridged peptides
(NDBPs) [26, 27], with the former being the main compo-
nents of scorpion venoms, responsible for the neurotoxic
symptoms and signs observed during scorpionism. Usually

these DBPs target the ion channels of excitable and
non-excitable cell membranes. These properties make
these molecules interesting prototypes of drugs for the
treatment of diverse diseases, particularly those affect-
ing the neural system [8].
In relation to the activity of scorpion venom compounds

against retroviruses, such as HIV/SIV, it has been reported
that some DBPs can bind to HIV gp120 glycoprotein due
to molecular mimicry of lentiviruses host cell CD4+ recep-
tor. As a result, they abolish the gp120-CD4 interaction,
which is essential to initiate the conformational changes
in the viral envelope that trigger viral entry into host cells
[28]. These CD4 mimetic scorpion toxins contain about
30 amino acid residues, with three or four disulfide brid-
ges, characterized by the cysteine-stabilized α/β motif
(CS-α/β), in which a β-turn between the two β-strands in
these peptides resembles the CDR2 loop of CD4.
Both charybdotoxin (ChTx) and scyllatoxin, isolated

from Leiurus quinquestriatus hebraeus venom, present
the CS-α/β motif and are capable of blocking K+ channels
[29–32]. These toxins have been used effectively as molecu-
lar scaffolds for gp120-CD4 interaction assays [28, 33, 34].
Since the amino acid residues Phe43 and Arg59 of CD4 were
shown to be critical for CD4 binding to gp120, equivalent
amino acid residues were added to the new compounds.
Examples of mimetic peptides using ChTx as a scaffold

include CD4M and TXM1, with 33 and 32 amino acid
residues, respectively [33, 35]. Among the main modifi-
cations, the CD4 CDR2 loop sequence 40QGSF43 was
inserted in the equivalent position of the β-turn of ChTx.
Thus, Phe28 of CD4M, or Phe27 of TXM1, would function
as Phe43 in CD4. The remaining sequence is similar be-
tween the two analogs, except in two positions: Arg20

in TXM1 (Arg25 in ChTx) is replaced by Lys in CD4M,
and TXM1 has a Gly1 as the N-terminal residue in
place of Val1-Ser2 residues in CD4M. Thus, the charged
N-terminus of the Gly1 residue in TXM1 is in a pos-
ition similar to that of the charged side-chain of Arg59

in CD4 [33]. CD4M was able to inhibit gp120 binding
to CD4 with an IC50 value of 20 μM [35]. Likewise,
TXM1 also competed with CD4 for gp120 binding, be-
sides causing a CD4-like enhancement in gp120 binding
to the antibody 17b [33]. Subsequently, other CD4 mi-
metics exhibiting gp120 affinity were successfully gener-
ated by phage epitope randomization of the β-turn loop in
a ChTx-based scaffold [28].
As to scyllatoxin scaffold-based mimetics, a 27-amino

acid residue miniprotein named CD4M3 was constructed,
which inhibited CD4 binding to gp120 with an IC50 value
of 40 μM [34]. Structural and functional analysis
performed with CD4M3 suggested additional mutations
that, once incorporated in the new compound (CD4M9),
caused an increased affinity for gp120, with IC50 values of
0.1–1.0 μM, depending on the viral strains. Additionally,
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CD4M9 inhibited infection of CD4+ cells by different
HIV-1 strains [34]. Its β-turn sequence (20AGSF23) is simi-
lar to that of TXM1. After that, based on CD4M9 struc-
tural analysis, a potent mimetic with bona fide CD4-like
properties was synthesized [36]. Denominated CD4M33,
it inhibited CD4-gp120 binding in different viral strains
with 4.0–7.5 nM IC50, with these values being comparable
to those obtained with CD4. CDM33 also inhibited HIV-1
cell-cell fusion and infection of cells expressing CD4 and
either the CCR5 or CXCR4 co-receptors at similar con-
centrations to CD4 [36]. Its three dimensional structure
was further analyzed in complex with gp120 [37]. Then,
another analog was designed, denominated F23, which
differs from CD4M33 due to the presence of Phe23 in
replacement by biphenylalanine in position 23 (Bip23).
The authors showed that F23 had higher mimicry of
CD4 than CD4M33. In addition, F23 presented increased
neutralization against isolates of phylogenetically related
primate lentiviruses [37].
The scorpion venom AMPs belong to NDBPs; many of

them and their analogs exert strong antiviral activity, as
shown in Table 1. Some of these compounds act by dir-
ect rupture of the viral envelope, thereby decreasing viral
infectivity [8]. AMPs could also prevent or block the vir-
ion from entering into the cell by occupying cell recep-
tors utilized by the viral glycoproteins [38]. Other AMPs
do not compete with viral glycoproteins to get attached to
cell receptors. Instead, they can cross the cell lipoprotein
membrane and internalize themselves in the cytoplasm
and organelles, yielding alterations in the profile of host
cells that can enhance the defense against the virus or
may also block the expression of viral genes in the host
cell, halting viral dissemination to other cells [9].

Mucroporin is a cationic 17-amino-acid residue AMP
isolated from Lychas mucronatus venom. One of its de-
rivatives, named mucroporin-M1, has an enhanced net
positive charge, and besides having antibacterial activity,
presented antiviral activity against Measles, SARS-CoV
and Influenza H5N1 viruses (Table 1), possibly through
a direct interaction with the virus envelope [39]. Addition-
ally, it has been shown to reduce the production of HBV
antigens and viral DNA in cell culture microenvironment
and also to hinder HBV infection in mouse models [40].
The molecular mechanism implicated reveals the specific
activation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs)
leading to down-regulation of HNF4α expression and con-
sequently less binding to the HBV pre-core/core promoter
region [40]. Mucroporin-M1 also presented anti-HIV-1
activity [38].
An amphipathic α-helical peptide, Hp1090, was screened

from the cDNA library of Heterometrus petersii venomous
gland. This 13-amino-acid residue NDBP inhibited the
HCV infection (Table 1), acting as a viricide against HCV
particles and preventing the initiation of HCV infection by
permeabilizing the viral envelope and decreasing virus
infectivity [41]. Also from H. petersii venom gland cDNA
library, other α-helical NDBPs were synthesized. Two of
them, Hp1036 and Hp1239, exhibited potent virucidal
activity against HSV-1 (Table 1) [42]. They showed inhibi-
tory effects on multiple steps of the virus replication cycle,
caused the destruction of the viral morphology and also en-
tered the infected cells where they reduced viral infectivity.
From the cDNA library of Mesobuthus martensii

venom gland, a compound denominated BmKn2 — with
13 amino acid residues — was cloned and synthesized.
Based on its sequence, Kn2-7 was designed by making

Table 1 Scorpion peptides and derivatives with antiviral activity
Scorpion Peptide name Virus EC50 Reference

Lychas mucronatus Mucroporin-M1 MeV 7.15 μg/mL (3.52 μM) [39]

SARS-CoV 14.46 μg/mL (7.12 μM) [39]

H5N1 2.10 μg/mL (1.03 μM) [39]

HBV – [40]

HIV-1 – [38]

Heterometrus petersii Hp1090 HCV 7.62 μg/mL (5.0 μM) [41]

Hp1036 HSV-1 0.43 ± 0.09 μM [42]

Hp1239 HSV-1 0.41 ± 0.06 μM [42]

Mesobuthus martensii Kn2-7 HIV-1 2.76 μg/mL (1.65 μM) [38]

Bmkn2 HIV-1 – [38]

Chaerilus tryznai Ctry2459 HCV 1.84 μg/mL [43]

Ctry2459-H2 HCV 1.08 μg/mL [43]

Ctry2459-H3 HCV 0.85 μg/mL [43]

EC50 peptide concentration required to reduce virus infection by 50%, HIV-1 human immunodeficiency virus type 1, MeV measles virus, HBV hepatitis B virus, HCV
hepatitis C virus, SARS-CoV severe acute respiratory syndrome/coronavirus, H5N1 influenza virus, HSV-1 herpes simplex virus type 1. Adapted from Hmed et al. [8]
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the substitutions G3K, A4R and S10R, enhancing its net
positive charge and α-helix structure [38]. Both com-
pounds exerted anti-HIV-1 activity through inhibition of
chemokine receptors CCR5- and CXCR4-mediated ac-
tivities and replication of the viruses, of which Kn2-7
was the most potent (Table 1) [38].
Another NDBP, screened from Chaerilus tryznai scor-

pion venom gland, Ctry2459, was able to inhibit initial
HCV infection in Huh7.5.1 cells by inactivating infec-
tious viral particles (Table 1) [43]. However, due to the
low bioavailability of this 13-amino-acid residue peptide,
Ctry2459 could not suppress an established infection.
Thus, in order to enhance the helicity, amphiphilicity
and endosomal escape of peptides, the authors designed
histidine-rich peptides based on a Ctry2459 template.
Denominated Ctry2459-H2 and Ctry2459-H3, they were
more effective against HCV than Ctry2459 (Table 1), sig-
nificantly reducing intracellular viral production. Unlike
Ctry2459, these analogs reduced the viral RNA by 40
and 70%, respectively; however, Ctry2459 diminished
viral infectivity in a manner similar to that of wild-type
peptide [43].
Recently, the antiviral activities of Scorpio maurus pal-

matus and Androctonus australis crude venoms were
shown against HCV. They presented IC50 values of 6.3
± 1.6 and 88.3 ± 5.8 μg/mL, respectively. S. maurus pal-
matus venom was considered a good natural source for
characterizing new anti-HCV agents targeting the entry
step, since it impaired HCV infectivity in cell culture,
but not intracellularly, through a virucidal effect. This ef-
fect was not inhibited by a metalloprotease inhibitor or
heating at 60 °C [44].

Snake venoms
Snake venoms are composed of a mixture of proteins,
peptides (90–95%), free amino acids, nucleotides, lipids,
carbohydrates and metallic elements coupled to proteins
(5%) [45]. Some studies have reported the antiviral activ-
ity of snake venoms and their components against mea-
sles virus, Sendai virus, dengue virus (DENV), yellow
fever virus (YFV) and HIV [46–50]. Thus, snake venoms
are sources of promising candidates for new antiviral
drugs (Table 2). In relation to antiretroviral activity, the
benefits of treating a patient with multidrug-resistant
HIV with a snake venom preparation in addition to the
antiretroviral therapy were demonstrated in clinical prac-
tice [51]. The response was a decreased viral load and ele-
vated T CD4+cell count. The authors suggest that this
activity may be related to the presence of some snake
venom molecules that are homologous to HIV-1 glycopro-
tein or proteases [51, 52].
This homology occurs between the 30–40 highly con-

served amino acid residues of snake venom neurotoxins
long loop and the sequence 164–174 of short segment

HIV-1 gp120. As a result, both may compete for the
same receptor or binding site and present anti-HIV ac-
tivity [50]. The sequence homology between HIV gp120
and snake neurotoxins, such as cobratoxin and bun-
garotoxin, had generated some antiretroviral patents
[53–55]. Linking the gp120 fragment to the HIV pep-
tide fusion inhibitors (fragments of gp41 ectodomains)
was shown to improve their anti-HIV efficacy [56]. Be-
sides structural homology, other action mechanisms of
snake venoms against HIV are also discussed in the lit-
erature, such as catalytic/inhibitory activity through en-
zymes, binding interference (receptor/enzyme), and
induction/interaction at the membrane level [50].
The L-amino acid oxidases (LAAOs or LAOs, EC1.4.3.2),

which constitute one of the most studied main components
of snake venoms, are oxidoreductase flavoenzymes with
molecular masses around 110 to 150 kDa and are usually
non-covalently linked homodimeric glycoproteins [57, 58].
These compounds are widely distributed in other organ-
isms and play an important role in biological activities such
as apoptosis induction, cytotoxicity, inhibition or induction
of platelet aggregation, hemorrhaging, hemolysis and
edema, as well as anti-HIV, antimicrobial and antipara-
sitic activities [59]. TSV-LAO, characterized from Tri-
meresurus stejnegeri snake venom, seems to be the first
snake venom LAO reported to present antiviral activity
(Table 2) [60].
TSV-LAO is a glycoprotein with a molecular weight of

about 58 kDa that also forms homodimers, similarly to
LAOs from other snake venoms. Its precursor sequence,
obtained by cDNA analysis, codes for a polypeptide of
516 amino acid residues, including an 18-amino-acid po-
tential signal peptide that is identical to those of LAOs
from other snake species. TSV-LAO inhibited HIV-1 in-
fection and replication in a dose-dependent manner, and
seems to act at nanomolar concentrations by inhibiting
syncytium formation (EC50 of 1.5 nM) and HIV-1 p24
antigen expression (EC50 of 4.1 nM) [60].
Additionally, another LAO, isolated from Bothrops jar-

araca venom and denominated BjarLAAO-I (Table 2),
reduced the viral load in cells infected with dengue virus
type 3 strain exposed to the toxin in comparison to con-
trols [61]. Its cDNA-deduced sequence has 484 amino
acid residues and is similar to other snake venom LAOs.
These flavoenzymes also produce hydrogen peroxide
(H2O2) as a free radical, which appears to enhance their
antiviral activity [60].
Other compounds found in snake venoms that exhibit

antiviral activity are the phospholipases A2 (PLA2). Among
their biological effects, they seem to interact with the host
cells and prevent the intracellular release of virus capsid
protein, suggesting that they block viral entry into the cells
before virion uncoating [7, 49, 62]. The PLA2 isolated from
Crotalus durissus terrificus venom (PLA2-Cdt, Table 2)
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Table 2 Examples of animal peptides presenting antiviral activity
Source Species Peptide name Virus Action mechanism Reference

Frog Xenopus laevis Magainin 1 and 2 HSV-1 and HSV-2 Cellular target [115]

Frog Rana brevipodaporsa Brevinin-1 HSV Viral inactivation [116]

Frog Phyllomedusa Dermaseptin S4 HSV-2 Viral envelope disruption [69]

Frog Phyllomedusa Dermaseptin DS4 HIV-1 Viral envelope disruption [117]

Frog – Dermaseptin S4 HSV-1 Viral membrane disruption [118]

Frog Litoria caerulea Caerin 1.1 HIV Viral envelope disruption [70]

Frog Litoria chloris Caerin 1.9 HIV Viral envelope disruption [70]

Frog Litoria genimaculata Maculatin 1.1 HIV Viral envelope disruption [70]

Insect Vespula lewisii MP7-NH2 HSV Viral envelope disruption [74]

Insect Apis mellifera Melittin HIV CXCR4 and CCR5 tropic
inhibition
HIV-1 infectivity

[79]

Insect Synthetic (from melittin) Hecate HSV Cellular target [83]

Insect Bee venom bvPLA2 HIV Virion entry blocking into
host cell

[65]

Insect Synthetic (from bvPLA2) p3bv HIV HIV glycoprotein fusion
inhibition to CXCR4 cell
receptor

[76]

Insect Calliphora vicina Alloferons 1 and 2 IAV/HSV Immunomodulatory activity [88]

Insect Hyalophora cecropia Cecropin A-magainin 2 HIV Virion entry blocking into
host cell

[85]

Ophidian Trimeresurus stejnegeri TSV-LAO HIV-1 Syncytium formation inhibition
and HIV-1 p24 antigen reduction

[60]

Ophidian Bothrops jararaca BjarLAAO-I DENV-3 Infected cells reduction [61]

Ophidian Crotalus durissus terrificus PLA2-Cdt DENV, YFV Virus envelope cleavage and
protein destabilization

[48, 63]

HIV Gag p24 processing inhibition [62, 64]

Ophidian Bothrops leucurus BlK-PLA2; BlD-PLA2 DENV Viral RNA levels reduction [65]

Ophidian Naja kaouthia (Naja
siamensis)

Immunokine HIV CCR5 and CXCR4 receptors
interaction

[7, 66]

Marine sponge Sidonops microspinosa Microspinosamide HIV Cytopathic effect inhibition [111]

Marine sponge Siliquariaspongia mirabilis
and Stelletta clavosa

Mirabamides A-H HIV Viral glycoprotein fusion
neutralization to the cell
receptors

[94, 95]

Marine sponge Homophymia sp. Homophymine A HIV Virion entry inhibition [96]

Marine sponge Theonella sp. Papuamides A and B HIV Virion entry inhibition [106]

Marine sponge Theonella swinhoe Theopapuamide A HIV Virion entry inhibition [105, 106]

Marine sponge T. swinhoe and T. cupola Koshikamides F, H HIV Virion entry inhibition [104]

Marine sponge Siliquariaspongia mirabilis Theopapuamide B HIV Viral envelope disruption [108]

Marine sponge Siliquariaspongia mirabilis Celebesides A–C HIV Virion entry inhibition [108]

Marine sponge Callipelta sp. Callipeltin A HIV Virion entry inhibition [109]

Marine sponge Neamphius huxleyi Neamphamide A HIV Virion entry inhibition [110]

Horseshoe crab Tachypleus tridentatus Polyphemusin HIV Chemokine receptor,
CXCR4/viral co-receptor
attachment

[112]

Fish Pleuronectes americanus Pa-MAP HSV Viral envelope interaction [91, 92]

Tunicate Trididemnum solidum Didemnins A, B and C HSV-1 and 2; coxsackie
virus A-21 and equine
rhinovirus

Protein, DNA and RNA
synthesis inhibition

[97]

HIV human immunodeficiency virus, HSV herpes simplex virus, IAV influenza virus, VSV vesicular stomatitis virus, DENV dengue virus. Adapted from Jenssen et al.
[9] and Mulder et al. [77]
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inhibited both DENV and YFV in Vero E6 cells [48]. This
PLA2 is part of crotoxin, a heterodimeric protein com-
posed of two different subunits non-covalently linked: the
basic PLA2 (~16.4 kDa) and the acidic protein crotapotin
(~9.0 kDa) [48].
The mechanism proposed for PLA2-Cdt antiviral activ-

ity involves the cleavage of the glycerophospholipid virus
envelope and protein destabilization on the virion surface,
which partially exposes the genomic RNA and culminates
with viral inactivation, making it unable to access the cell
receptor [63]. PLA2-Cdt also showed in vitro activity
against HIV (Table 2) [62, 64], as well as the snake venom
PLA2s NmmCMIII from Naja mossambica mossambica,
taipoxin from Oxyuranus scutellatus, and nigexine from
Naja nigricollis [49]. Additionally, the PLA2 variants,
Lys49 and Asp49, denominated BlK-PLA2 and BlD-PLA2,
from Bothrops leucurus venom (Table 2), reduced dengue
viral RNA in cells treated with these compounds, and pre-
sented cytotoxic activity against DENV-infected cells in
vitro [65]. BlK-PLA2 and BlD-PLA2 have 121 and 122
amino acid residues, respectively, including seven disulfide
bonds.
Another example of the antiviral effect of biomolecules

extracted from snake venoms are the metalloprotease in-
hibitors, which could prevent the production of new HIV
particles by inhibiting the viral proteases [50]. In addition,
Immunokine® (OXO Chemie, Thailand), an oxidized de-
rivative of the α-toxin extracted from Naja siamensis
venom (Table 2), has been shown to inhibit infection of
lymphocytes by HIV through the chemokine receptors
CCR5 and CXCR4 [7, 66].

Anuran skin peptides
Many reports detail potent antiviral activity of amphibian
skin secretions. Such skin secretions constitute the am-
phibians’ first line of defense, consisting of their innate
immunity. The secretions produced by the anuran skin
granular glands have been screened for many biological
activities, including antimicrobial, antineoplastic, antiviral,
contraceptive and anthelminthic activities [67, 68].
The dermaseptin family of antimicrobial peptides com-

prise 24–34 amino acids, exhibiting a linear polycationic
molecule disposed as an amphiphilic α-helical structure
when associated with a lipid cell bilayer. Bergaoui et al.
[69] described the dermaseptin S4, a chemically synthesized
28-amino-acid drug derived from an amphibian skin anti-
microbial peptide, exhibiting anti-herpetic activity (HSV
type 2), with reduced cytotoxic effects after biochemical
modifications of the original peptide. It also reduced in
vitro HIV-1 infection of an established cell line, P4-
CCR5, expressing CD4, CCR5, and CXCR4 HIV-1 cell
receptors and, primary T lymphocytes, being capable of
acting on both R5 and X4 tropic HIV-1 virions. Upon

insertion in the viral envelope, the dermaseptin S4 dis-
rupts the virion [69].
Caerin 1.1, caerin 1.9 and maculatin 1.1, peptides also

derived from the skin secretions of the amphibians Litoria
caerulea, Litoria chloris and Litoria genimaculata, re-
spectively, completely abolished HIV infection of T cells,
after a few minutes of virion exposure to these modified
peptides, which disintegrates the viral envelope, prevent-
ing viral fusion to the cell membrane. Furthermore, these
molecules obstructed viral transfection from dendritic
cells to T cells. Caerin peptides are composed of 25 amino
acid residues in their structure, including four central
amino acid residues not present in maculatin peptides. In
lipid bilayer membranes, these peptides are adjusted to
two α-helices, interlinked by a flexible hinge region limited
by Pro15 and Pro19, which determine the disruption of
viral envelope and cell membrane [70].

Insect venoms
Mastoparan is a tetradecapeptide present in wasp (Ves-
pula lewisii) venom [71] that forms amphipathic helical
structures that insert into lipid bilayers of bacteria, eryth-
rocytes, mast cells and others, forming pores [72, 73].
Mastoparan-7, a mastoparan analogue, displayed a wide
spectrum of antiviral activity against enveloped viruses of
five different families (Rhabdoviridae, Poxviridae, Flaviri-
dae, Paramyxoviridae and Herpesviridae) in in vitro assays
(Table 2). Structural studies have indicated pore formation
by the insertion of the mastoporan amphiphilic α helix
into the viral lipidic envelope, causing its disruption [74].
HIV virions usually infect the host cells in the genital

mucosae, by infecting macrophages, being denominated
M-tropic virus; after migrating to the lymph nodes, they
infect T lymphocytes, changing into T-tropic virus [75].
Based on the HIV tropism, a phospholipase A2 from bee
venom, bvPLA2, blocked the replication of both M and
T-tropic HIV virions [65], while a small peptide derived
from bvPLA2, the p3bv, exclusively inhibited the repli-
cation of T-tropic virus, behaving as a ligand for the
HIV-1 co-receptor CXCR4 [49, 76] (Table 2).
AMPs isolated from invertebrate organisms presented

augmented antiviral activity in human diseases. Such pep-
tides enclose melittin, cecropin and alloferon molecules
[77] (Table 2). Melittin, isolated from honey bee (Apis mel-
lifera) venom, is an amphipathic peptide composed of 26
amino acid residues, arranged in two α helical segments.
Inserted in nanoparticles, melittin exhibited virucidal activ-
ity against HIV-1 in the VK2 cell line, an epithelial vaginal
cell line, and also inhibited HIV infection in TZM-bl
reporter cells (HeLa cell line expressing HIV receptors)
[78–80]. Among other antiretroviral mechanisms, melittin
complemented the azidovudin reverse transcription in-
hibition [81, 82]. Hecate, an analogue of melittin, select-
ively reduced the protein biosynthesis of virus-specified

da Mata et al. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases  (2017) 23:3 Page 7 of 12



glycoproteins B, C, D, and H of the HSV type 1 [83]. The
mechanism is similar to the one detected among HIV-1
infected lymphoblastic cells, previously treated with melit-
tin, by the intervention in the processing of the gag/pol
protein precursor. Therefore, specific intracellular events
are targeted by melittin and its derivatives [82, 84].
Cecropins, isolated mostly from the hemolymph of in-

fected pupae of the silk moth Hyalophora cecropia, but
also from other insects, tunicates and Ascaris nematodes,
are a family of AMPs, containing 35–37 amino acid resi-
dues arranged in two amphiphilic α-helices linked by a
Gly-Pro hinge. Synthetic hybrid peptides, namely cecropin
A (1–8)-magainin 2 (1–12), exhibited potent antiviral ac-
tivity by a mechanism mainly based on the compound
hydrophobicity and α-helical content, inhibiting the virus-
host cell fusion [85] (Table 2).
Alloferon 1 and 2 are peptides constituted of 12–13

amino acid residues, isolated from the hemolymph of the
blowfly Calliphora vicina. Alloferons exert immunomodu-
latory activities to control infection by the human influ-
enza virus in mice model of lethal pulmonary infection
[75], whereas their derivatives also inhibited in vitro HSV
replication in Vero cells [86, 87] (Table 2). These peptides
also displayed a relevant role in the innate immunity, be-
ing considered prospective peptides for the pharmaceut-
ical industry [88, 89].

Peptides from marine organisms
Sea organisms are also promising sources of antiviral
cationic peptides. They present a broad spectrum of
antiviral activity, while one single peptide may present
activity against different viruses and other pathogens.
The promiscuous antifreeze Pa-MAP peptide, which con-
sists of an α-helix composed of 11 amino acid residues,
was isolated from the polar fish Pleuronectes americanus
(Table 2). The Pa-MAP exerted antimicrobial activity
against bacteria, fungi, neoplastic cells, and also interacted
with the viral envelope of the HSV types 1 and 2, inhibit-
ing the infection of susceptible cells [77, 90–92].
Some sponge species contain linear or cyclic bioactive

peptides composed of atypical amino acid residues, gen-
erating unique structures that are rarely found in terres-
trial organisms [90, 93]. These compounds, particularly
the cyclic depsipeptides mirabamides A-H, isolated from
Siliquaria spongia mirabilis and Stelletta clavosa, obstruct
the HIV-1 virion entry into TZM-bl cells, thus neutraliz-
ing the viral glycoprotein fusion for expressing CD4 and
CCR5 HIV cell receptors [94, 95] (Table 2). Peptide con-
centrations between 40 and 140 nM were sufficient to in-
hibit infection by 50% (IC50). Another cyclodepsipeptide,
homophymine A, obtained from Homophymia sp., con-
ferred 50% cell protection at 75 nM concentration against
HIV-1 infection in vitro [96] (Table 2).

Discovered in the early 1980s, didemnins A, B and C
from the Caribbean tunicate Trididemnum solidum were
the first antiviral marine depsipeptides described. Didem-
nins were effective against vaccinia virus, HSV type 1 and
2, coxsackie virus A-21 and equine rhinovirus, presenting
strong activity at low doses [97]. Furthermore, these pep-
tides were active in in vivo assays in a rat model infected
with herpes simplex virus, reducing the skin lesions after
topical administration [98]. Didemnins inhibit protein,
DNA and RNA synthesis in cells [99, 100]. The protein
synthesis inhibition mechanism may be related to the
binding of didemnins to the elongation factor 1 alpha
(EF-1 alpha) [101]. Didemnin B underwent phases I
and II of clinical trials in the 1980s, but presented low
selectivity and therapeutic index, as well as toxic side
effects [102]. Dehydrodidemnin B (Aplidin®, Pharma Mar
SA, Spain) is currently under phase III of clinical trials as
an anticancer drug against multiple myeloma and T-cell
lymphoma [103].
Several antiviral peptides and depsipeptides have been

described in marine sponges from the genus Theonella
sp.: koshikamides F and H isolated from T. swinhoei and
T. cupola [104]; papuamides A and B, and theopapuamide
A from Theonella sp. and T. swinhoei, respectively
[105–107]. All of them inhibited HIV entry into T cells.
Theopapuamide B was isolated from an Indonesian
sponge, Siliquariaspongia mirabilis, and was also able
to inhibit HIV-1 entry into host cells [108]. Papuamide
A presented antiviral activity not only against HIV-1, but
also against vesicular stomatitis virus and amphotropic
murine leukemia virus. Due to its tyrosine residue and the
presence of a hydrophobic tail, the peptide may insert into
the viral membrane, causing its rupture [105].
Other peptides from marine sponges that inhibit HIV-1

entry into host cells are: callipeltin A, isolated from
sponges of the genus Callipelta, which displayed antiviral
activity with a high selectivity index (29) between the virus
and host cells (SI ratio 50% cytotoxic dose [CD50]/ED50)
[109]; celebesides A-C from Siliquariaspongia mirabilis
[108]; neamphamide A, from Neamphius huxleyi, a com-
pound with structural similarities to callipeptins and papua-
mides that exhibited low toxicity to host cells and a selectivity
index above 10 [110]; and microspinosamide, isolated from
Sidonops microspinosa [111].
Marine arthropod species have also yielded antiviral

peptides, tachyplesin and polyphemusin (T140), and shown
anti-HIV-1 activity by attachment to the chemokine recep-
tor, CXCR4, which is also the viral T cell co-receptor. He-
mocytes of horseshoe crabs (Tachypleus tridentatus and
Limulus polyphemus) are an abundant source of tachy-
plesin and polyphemusin. The tachyplesin consists of
17–18 amino acid residues, primarily arranged in three
tandem repeats of a tetrapeptide, hydrophobic amino
acid-Cys-aromatic amino acid-Arg and an amidated
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C-terminus, while the polyphemusin analog, T140, is
composed of 14 amino acid residues, exposing an anti-
parallel β-sheet conformation stabilized by a disulfide
bridge between Cys4 and Cys13 [112, 113].

Conclusions
As a consequence of the scarcity of new families of anti-
viral drugs, pharmaceutical companies have strengthened
their efforts to increase developments of known current
drugs, resulting in little or even no improvement to the
existing therapies. These new patent protections guarantee
the rights to the same stakeholders who are charging high
consumer prices due to the lack of competition [114]. At
the same time, the growing demand for new drugs and
natural therapeutic products is a matter of extreme neces-
sity to face the emergency of multiresistant viral patho-
gens. More than 45 compounds obtained from vertebrate
and invertebrate organisms presented in vitro or in vivo
antiviral activity. Although none of those has yet been
launched on the market as an antiviral drug, they present
chemical structures completely different from the current
drugs used in therapy, despite acting on similar targets.
Those compounds may lead to new classes of therapeutic
drugs after additional chemical and pharmacological
studies.
Emerging and reemerging viruses of medical relevance

challenge health authorities all around the planet. Some
viral vaccines have taken too long to be designed and ap-
proved for human and animal utilization, and even in
some cases could not be developed. Preventive and cura-
tive measures should always be in the hands of health
authorities to ensure control of epidemics, such as the
recent Ebola virus in Africa or arboviruses, particularly
in Brazil – represented by the dengue, chikungunya and
Zika viruses – or worldwide pandemics, such as influenza
and HIV. Therefore, prospection, screening and all other
phases of biological activity, validation, clinical develop-
ment of animal peptides represent an essential scientific
investment for protecting and perpetuating humankind.
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