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RESUMO 

 

O interesse crescente pela inseminação artificial em bovinos tem levado os pesquisadores a 

estudarem técnicas que viabilizem a conservação de sêmen sem comprometer a sua capacidade 

de fertilização. Esse projeto avaliou a atividade antiviral e antibacteriana do peptídeo 

indolicidina e seu potencial uso como agente antiviral de um produto de alto valor comercial, 

que é o sêmen de bovinos selecionados. Primeiramente foi avaliada a atividade antibacteriana 

do peptídeo de indolicidina frente a bactéria E. coli nas concentrações descritas na literatura. 

Baseando-se na Escherichia coli, foi avaliada a atividade antibacteriana do peptídeo nas 

concentrações 10 µM, 20 µM, 30 µM frente a Leptospira interrogans. Posteriormente, foi 

testado o peptídeo nas concentrações 10 µM, 20 µM, 30 µM sob as células em cultura (MDBK), 

no qual, não foi constatado nenhuma alteração da morfologia e viabilidade celular. Logo, foi 

analisada a atividade antiviral do peptídeo em células MDBK infectadas artificialmente com o 

alfaherpesvírus bovino do tipo-1 (BoHV-1), no qual, o peptídeo foi incubado nas concentrações 

4 µM, 6 µM, 8 µM, 10 µM, 20 µM e 30 µM, paralelamente, foi avaliada a inocuidade do 

peptídeo frente ao sêmen bovino segundo parâmetros de qualidade. O peptídeo de indolicidina 

apresentou inocuidade frente ao sêmen e as células em cultura. Nas bactérias a melhor 

concentração identificada foi 30 µM, enquanto no BoHV-1 a melhor concentração foi 8 µM.  

Até o presente momento nenhuma metodologia foi descrita para uma inativação eficiente do 

BoHV-1, nem mesmo para a minimização da concentração viral em sêmen bovino, o que torna 

este projeto interessante para a comercialização de sêmen no mercado nacional e internacional.  

 

Palavras-chave: BoHV-1, Leptospira, peptídeos bioativos, inativação viral. 
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ABSTRACT 

 

The growing interest in artificial insemination in cattle has led researchers to study techniques 

that make it possible to preserve semen without compromising its ability to fertilize. This 

project evaluated the antiviral and antibacterial activity of the peptide indolicidin and its 

potential use as an antiviral agent for a product of high commercial value, which is the semen 

of selected cattle. Firstly, the antibacterial activity of the indolicidin peptide was evaluated 

against the bacterium E. coli at the concentrations described in the literature. Based on 

Escherichia coli, the antibacterial activity of the peptide was evaluated at concentrations of 10 

µM, 20 µM and 30 µM against Leptospira interrogans. Subsequently, the peptide was tested at 

concentrations of 10 µM, 20 µM and 30 µM on cultured cells (MDBK), in which no changes 

in cell morphology or viability were observed. The antiviral activity of the peptide was then 

analyzed in MDBK cells artificially infected with bovine alphaherpesvirus type-1 (BoHV-1), 

in which the peptide was incubated at concentrations of 4 µM, 6 µM, 8 µM, 10 µM, 20 µM and 

30 µM, and the safety of the peptide against bovine semen was evaluated according to quality 

parameters. The indolicidin peptide was safe against semen and cultured cells. In bacteria, the 

best concentration identified was 30 µM, while in BoHV-1 the best concentration was 8 µM. 

To date, no methodology has been described for the efficient inactivation of BoHV-1, nor even 

for minimizing the viral concentration in bovine semen, which makes this project interesting 

for the commercialization of semen on the national and international markets. 

 

Keywords: BoHV-1, Leptospira, bioactive peptides, viral inactivation
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1. INTRODUÇÃO 

 

A eficiência reprodutiva é um dos principais fatores envolvidos na viabilidade 

econômica do setor de criação de animais. Estima-se que as perdas econômicas ocasionadas 

pelas infecções reprodutivas somam mais de dez bilhões de dólares por ano em todo o mundo1. 

A aplicação de técnicas apropriadas para conservação de sêmen bovino é de grande 

importância para reprodução animal e novos estudos vêm ganhando espaço. A minimização da 

propagação de patógenos possibilita o aproveitamento de animais que dispõem de alto mérito 

genético para comercialização em mercados nacionais e internacionais, assegurando a 

biossegurança e qualidade do produto2. 

Segundo a Associação Brasileira de Inseminação Artificial (ASBIA), a 

comercialização de sêmen de gado de corte e leite no Brasil cresceu 18% em 2019. Juntos, os 

dois segmentos venderam 16.436.741 doses de sêmen. A importação de sêmen também cresceu 

e chegou a 8.813.852 de doses. Já as exportações cresceram em relação aos demais anos, 

chegando a 485.340 doses exportadas e a produção nacional de sêmen foi de 10.940.746 doses3–

5. 

Assim, é possível observar que a pecuária vem investindo fortemente nas técnicas 

de inseminação artificial (IA), a produção in vitro de embriões (PIVE) e a transferência de 

embriões têm impulsionado o melhoramento genético e a eficiência reprodutiva em todo o 

mundo, inclusive no Brasil. Porém, os investimentos em tecnologias de nada adiantam se os 

animais ou rebanhos possuírem problemas sanitários, como, por exemplo, enfermidades que 

podem ser transmitidas por sêmen ou embriões, e que provocam, entre outros males, 

abortamentos, repetição de cio, infertilidade e esterilidade. Se considerarmos um preço médio 

de US$15/dose, estamos diante de um mercado potencial de 840 milhões de dólares 

Buscando garantir a qualidade sanitária do sêmen industrializado, as centrais de 

inseminação artificial realizam tratamentos celulares utilizando apenas antibióticos 

(normalmente nos diluentes comerciais) antes dos procedimentos de inseminação artificial e 

transferência de embriões. Além disso, alguns procedimentos como, isolamento de 

microrganismos em meios de cultura, inoculação em animais susceptíveis ou diagnósticos 

através de técnicas sorológicas, são realizadas para garantir o controle sanitário. Estas técnicas, 

entretanto, apresentam limitações principalmente de ordem prática, resultantes da sua 

complexidade, da infraestrutura necessária à sua realização, ou do tempo necessário para a 

detecção e caracterização dos agentes patogênicos nos procedimentos laboratoriais. 
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O uso dos antibióticos de amplo espectro tem se mostrado muitas vezes ineficaz no 

controle da proliferação microbiana, devido ao aumento da resistência dos microrganismos a 

esses compostos. Ainda assim, sua utilização vem crescendo a cada década, com a finalidade 

de combater as numerosas doenças existentes nos animais. Além disso, a indicação do uso de 

antibióticos se limita somente as bactérias, não sendo eficazes em diversos outros 

microrganismos de interesse reprodutivo presentes no sêmen, como os vírus, protozoários ou 

fungos oportunistas em meio de cultura6,7. Técnicas atualmente descritas para a lavagem do 

sêmen, como o gradiente descontínuo de Percoll® e o swim-up são utilizadas na separação de 

espermatozoides de alta mobilidade para uso em biotécnicas reprodutivas e reduzir 

contaminantes microbianos associados ao sêmen. Contudo, esses procedimentos de lavagem 

podem reduzir a viabilidade espermática8. 

Entre os principais agentes virais isolados no sêmen bovino está o alfaherpesvírus 

bovino-1 (BoHV-1). O BoHV-1 é um vírus da família Herpesviridae, subfamília 

Alphaherpesvirinae9. O vírus é constituído por uma cadeia dupla de DNA fechado em um 

nucleocapsídeo icosaédrico e rodeado por uma membrana lipídica derivada do hospedeiro com 

glicoproteínas virais incorporadas10. 

Neste contexto, os peptídeos bioativos com ação antimicrobiana e antiviral são uma 

alternativa interessante para a desinfeção de materiais biológicos ou subprodutos de origem 

animal. Seu modo de ação faz parte da tática defensiva do hospedeiro frente à um determinado 

agente infeccioso e foram identificados em diversos seres vivos, tais como, mamíferos, 

aracnídeos, anfíbios, plantas, fungos e até organismos unicelulares. Os peptídeos geralmente 

são moléculas curtas, contendo de 8 a 50 aminoácidos, com baixo peso molecular, em sua 

maioria catiônicos, anfipáticos, podendo agir em um amplo espectro de microrganismos tais 

como, os vírus, fungos, protozoários, bactérias Gram-negativa e Gram-positivas11. 

Entre os inúmeros peptídeos bioativos descritos na literatura, o peptídeo de 

indolicidina chama a atenção pela sua capacidade de inibir tanto bactérias quanto alguns vírus. 

A indolicidina é um peptídeo natural, pertencente à família das catelicidinas e é isolado em 

neutrófilos bovinos. É constituído por 13 resíduos de aminoácidos, sendo 5 triptofanos. O 

espectro de atuação desta molécula é abrangente, incluindo bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas, além da capacidade antiviral12. Logo, como objetivo deste trabalho, a avaliação da 

viabilidade deste peptídeo para a desinfeção de sêmen mostra-se importante como alternativa 

aos antibióticos tradicionalmente empregados pois, além de possibilitar a inativação de 

diferentes classes de patógenos em uma única dose, dificulta a seleção e/ou manutenção de 

cepas resistentes.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1.Alfaherpesvírus bovino-1 

 

O alfaherpesvírus bovino-1 (BoHV-1) é um vírus de fita dupla de DNA que infecta 

os tratos respiratório e genital de bovinos e búfalos, causando os sintomas clínicos que incluem 

rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite postular infecciosa em vacas e novilhas 

(IPV), balanopostite postular infecciosa em touros (IPB), conjuntivite, enterite, redução da 

produção de leite e diminuição da eficiência alimentar, levando à uma importante diminuição 

no ganho de peso13. Além disso, o BoHV-1 está relacionado problemas reprodutivos em vacas, 

como aumento do número de natimortos e  aborto14. Mesmo com baixa taxa de mortalidade, os 

animais acometidos pela infecção podem ser alvos de doenças secundarias e oportunistas15.  

Devido a sua capacidade de entrar em latência, touros infectados pelo BoHV-1 

tornam-se portadores do vírus ao longo da vida e transmitem o vírus intermitentemente ao 

sêmen16,17. Logo, o vírus tem uma alta prevalência na população bovina e estima-se que cerca 

de 50 a 90% dos rebanhos brasileiros sejam infectados pelo BoHV-114,18,19. Para detecção do 

vírus no sêmen bovino algumas técnicas podem ser empregadas. O isolamento do vírus em 

cultura celular é considerado o padrão-ouro para detecção do BoHV-1 no sêmen, porém essa 

técnica possui baixa sensibilidade, é cara e laboriosa20. Atualmente, o diagnóstico molecular 

vem sendo amplamente e utilizado por meio da técnica de reação em cadeia da DNA polimerase 

(PCR) em suas várias formas para a detecção do BoHV-1 em sêmen bovino, porém essas 

técnicas necessitam de equipamentos e reagentes caros e um laboratório para realização21. 

O principal método de erradicação e tratamento do BoHV-1 consiste na vacinação 

dos rebanhos em locais com altas taxas de prevalência13,22, porém, até o momento, não existe 

um protocolo para  a descontaminação de vírus em sêmen bovino.  

Mesmo com baixa mortalidade, o BoHV-1 é listado na Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE) como agente causador de doença notificável, demonstrando sua 

importância global com consequências para o comércio e/ou trânsito de animais e subprodutos 

de origem animal, sendo considerada uma importante doença na União Europeia (UE)15,23,24.  

Recentemente, diversos países da UE implementaram programas de erradicação do 

BoHV-1, facilitando a comercialização de gado, sêmen e embriões entre os países membros. 

Logo, os países livres do vírus proíbem a entrada de animais e insumos contaminados15,23. 

Como os rebanhos brasileiros apresentam altas taxas de prevalência do BoHV-1 mesmo com a 

vacina18, já que a vacinação não é compulsória, pode-se inferir que o sêmen brasileiro é um 
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possível vetor do vírus, prejudicando sua comercialização com os países do bloco europeu. 

Assim, métodos para rápida triagem e descontaminação viral do sêmen merecem atenção por 

parte dos pesquisadores brasileiros, com o objetivo de minimizar as sansões impostas às 

exportações, aumentando a possibilidade de negócios com diversos outros países. 

 

2.1.1.  Classificação do BoHV-1 

 

O BoHV-1 pertence ao Gênero Varicellovirus na subfamília Alphaherpesvirinae da 

Família Herpesviridae da Ordem Herpesvirales25. Baseando-se em análises genéticas e 

antigênicas encontram-se três subtipos bem definidos de BoHV-1: BoHV-1.1, BoHV-1.2a e 

BoHV-1.2b26,27. Existia também os subtipos BoHV-1.3a e BoHV-1.3b, contudo, esses subtipos 

atualmente compõem uma espécie separada denominada alfaherpesvírus bovino-5 (BoHV-

5)27,28.  

Os isolados do subtipo BoHV-1.1 são preponderantes na Europa, América do Norte 

ou América do Sul, sendo esse subtipo regularmente detectado no trato respiratório de fetos 

abortados e em bovinos acometidos por IBR. As cepas isoladas do subtipo BoHV-1.2a são 

predominantes no Brasil e são relacionadas as infecções respiratórias e no trato genital, 

abrangendo IBR, IPV, IPB e abortos29. Os isolados do subtipo BoHV-1.2b são constantemente 

isolados dos bovinos na Austrália ou na Europa, sendo correlacionado com doenças 

respiratórias, IPV e IPB30.  

Como parte da família Herpesviridae, o vírion do BoHV-1 tem aproximadamente 

200 a 300 nm e segue a mesma arquitetura que os demais membros da família (Figura 1): um 

núcleo acomodando um DNA genômico linear de fita dupla, capsídeo icosaédrico com 162 

capsômeros,  um envelope viral formado por bicamada lipídica oriunda do próprio hospedeiro 

com glicoproteínas virais incorporadas e proteínas de tegumento preenchendo o espaço entre 

envelope e capsídeo28,29,31.  Como parte da família Herpesviridae, algumas funções ocorrem de 

modo semelhante, como a transcrição do genoma e montagem do capsídeo no núcleo da célula 

hospedeira, produção da progênie infecciosa que leva a apoptose da célula hospedeira, 

capacidade de permanecer latente, enzimas para síntese de DNA e proteínas conservadas em 

toda família28. 

Assim como os outros membros da subfamília Alphaherpesvirinae, o BoHV-1 é 

denotado com uma faixa variável de hospedeiros (diferentes espécies), ciclo reprodutivo curto, 

infecção lítica nas células do hospedeiro e tendência a estabelecer latência nos gânglios 
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sensoriais periféricos32. Como integrante do gênero Varicellovirus, o BoHV-1 apresenta amplo 

tropismo aos tecidos28. 

 
Figura 1 - Arquitetura do vírion do BoHV-1 em uma microscopia eletrônica de transmissão e um modelo 

esquemático. 

Adaptado: Mettenleiter33. 

 

2.1.2. Ciclo de replicação do BoHV-1 na célula hospedeira 

 

O BoHV-1 é disseminado pelo contato direto entre animais ou aerossóis em 

distancias curtas, nas mucosas do trato respiratório superior, trato genital ou da conjuntiva. 

Além disso, o acasalamento pode transmitir o patógeno por meio do sêmen infectado, assim 

como pela inseminação artificial10. Geralmente, as primeiras células infectadas são as células 

epiteliais ou os linfócitos T, no qual ocorre a ligação da proteína gC, presente no envelope viral, 

com os glicosaminoglicanos da membrana da célula hospedeira. Seguido da ligação da proteína 

gD a receptores celulares específicos (Figura 2). No caso do BoHV-1, essa ligação ocorre 

apenas com a nectina-1 (uma proteína membro da superfamília das imunoglobulinas) e após a 

interação de alta afinidade da gD com os receptores celulares, a partícula viral se fusiona com 

a membrana plasmática da célula. Este processo de fusão conta com o auxílio de mais quatro 

GPs: gD, gB, gH e gL34. 

Após entrar no citosol, as partículas virais são transportadas para o núcleo da célula 

hospedeira por meio de um complexo motor associado aos microtúbulos, adentrando o núcleo 

através dos poros presentes e liberando o DNA viral para a replicação. Assim que a partícula 

viral adentra a célula, proteínas tugumentares virais são liberadas no citosol, interagindo com o 

ambiente e minimizando a reposta da célula frente ao vírus (Figura 3). No núcleo a DNA 
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polimerase viral é sintetizada e começa a replicação do DNA viral, assim como a produção de 

mRNA viral que dará origem aos diversos componentes que formam a partícula viral34. 

 

 
Figura 2 - Ciclo de replicação lítica do HSV como modelo esquemático para replicação do 

BoHV-1 devido as características inerentes da família Herpesviridae. 

Adaptado: Ibáñez et al.35 
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A montagem do vírion ocorre com as subunidades do capsídeo agrupando-se em 

um molde dentro do núcleo da célula hospedeira para formar uma partícula intermediaria do 

capsídeo. Durante o empacotamento do DNA viral dentro do capsídeo ocorre a maturação da 

partícula viral, assim que o BoHV-1 amadurece, os capsídeos deixam o núcleo para receber o 

envelope primário. No momento em que o capsídeo funde-se com a membrana externa do 

núcleo, ele perde o envelope primário, liberando somente o capsídeo no citosol. Já no citosol, 

os capsídeos recebem as proteínas do tegumento e o envelope secundário, provavelmente 

derivadas do complexo de Golgi repleto de proteínas virais e proteínas do tegumento externo, 

gerando o vírion maduro (Figura 3)36. Por fim, a partícula viral funde-se a membrana plasmática 

da célula hospedeira, levando a morte celular, em partes devido a apoptose, que é induzida por 

membros da família Bcl-2 nos estágios finais da infecção ativando a via das caspases37. 

 

 
Figura 3 - Modelo esquemático da maturação e saída do BoHV-1 das células hospedeiras. 

Adaptado: Owen, Crump e Graham36 

 

Após a destruição da célula hospedeira, as partículas virais são liberadas para 

infectar novas células e novos hospedeiros, principalmente por meio da dispersão de suas 

partículas na mucosa nasal e no sêmen. 
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2.1.3. Latência 

 

Estabelecer latência e se reativar são capacidades cruciais para transmissão do 

BoHV-1. Após a infecção aguda nas mucosas da cavidade oral, nasal ou ocular, o BoHV-1 

adentra o sistema nervoso periférico por meio do contato de célula-célula, sendo o local 

primário da latência os neurônios sensoriais nos gânglios trigêmeos (GT). O material genético 

do vírus é identificados de 2 a 6 dias após a infecção no GT. E a sua atividade lítica é encerrada 

e os neurônios infectados abrigam o genoma viral, estabelecendo assim a latência (Figura 4)38. 

 

 
Figura 4 - Trafego neural do BoHV-1 durante a entrada e saída no sistema nervoso periférico. 

Fonte: Owen, Crump e Graham.36 

 

Depois do hospedeiro se estressar ou ser suprimido imunologicamente, 

dexametasona mimetiza o estresse in vitro, o BoHV-1 é reativado e as partículas virias 

infecciosas são conduzidas intra-axonalmente aos tecidos periféricos novamente, podendo 

promover a apoptose de células do GT em bezerros infectados39–41. Uma característica 

especifica do BoHV-1, é que o vírus não migra ao sistema nervoso central após a latência, 

diferente do BoHV-5 que é conhecido pelos danos neurológicos ao sistema nervoso central34. 
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2.1.4. Transmissão do BoHV-1 através do sêmen bovino 

 

No sêmen bovino o patógeno viral majoritariamente encontrado é o BoHV-1, 

podendo ser transmitido pela monta natural ou pela inseminação artificial. Os touros com 

infecção genital do BoHV-1, tem a partícula viral se replicando no prepúcio, pênis e 

provavelmente na porção distante da uretra, no qual, possivelmente o sêmen é contaminado 

pelo contato com a mucosa infectada com partículas virais21,42. Logo, o sêmen é um excelente 

vetor para o BoHV-1, podendo ser transmitido mesmo após o congelamento e descongelamento 

do sêmen, sendo um importante vetor da doença por meio da inseminação artificial43–45. 

 

2.2.Leptospira interrogans 

 

Entre os patógenos bacterianos de interesse reprodutivo, a Leptospira spp. é digna 

de atenção. A leptospirose é uma infecção provocada por uma espiroqueta do gênero 

Leptospira, da Família Leptospiraceae e da Ordem Spirochaetales46,47. Além do seu impacto 

na saúde animal, a Leptospira é um caso de saúde pública principalmente nos países tropicais, 

devido a negligencia de doenças emergentes, logo essa zoonose é uma infecção emergente47. 

Essa antropozoonose bacteriana, de elevada prevalência, cosmopolita e 

diagnosticada em países tropicais, principalmente em períodos de elevados índices 

fluviométricos, infectando humanos, animais silvestres e animais domésticos é 

tradicionalmente subdivida em dois gêneros, as patogênicas como a Leptospira interrogans e a 

não patogênica saprófita como a Leptospira biflexa.  Além disso, as Lepstoria spp. pode ser 

classificada em mais de 20 espécies como as L. interrogans , L. biflexa , L. borgpetersenii , L. 

inadai , L. wolbachii , L. meyeri , L. noguchii , L. santarosai , L. weilii , L. kirschneri , L. fainei 

, L. alexanderi , L. broomii , L. wolffii , L. kmetyi , L. licerasiae , L. alstonii , L. terpstrae , L. 

yanagawae , L. idonii e L. vanthielii e em mais de 250 sorovares dependendo dos marcadores 

antigênicos encontrados47,48. 

As bactérias do gênero Leptospira são bactérias flageladas intituladas espiroquetas, 

apresentam formato helicoidal, alongado e fino exibindo espiras curtas e regulares no lado 

direito, seu tamanho aproximado é de 6,0 a 12 µm de comprimento 0,1 a 0,15 µm de espessura 

(Figura 5). São bactérias aeróbicas obrigatórias, não são visíveis em microscópios óticos 

convencionais (somente microscópios de campo escuro ou contrate de fase), sua temperatura 

ideal é entre 28oC a 30oC, com pH entre 7,2 a 7,6 e seu crescimento é lento (cerca de 20 horas) 

quando comparada com outras bactérias como a E. coli49,50. 
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Figura 5 - Microscopia eletrônica da Leptospira sp. 

Fonte da imagem: Drug Target Review 

 

2.2.1. Detecção da Leptospira em sêmen 

 

Diversos estudos avaliaram a possiblidade de se encontrar a Leptospira em sêmen 

de diversos animais51–53. No estudo realizado por Kim et al. foi identificado através da técnica 

de PCR a L. interrogans em sêmen e sêmen criopreservado52. Em camelos também foi 

identificado a Leptospira spp. através da técnica de PCR realizada por Al-Busadah, El-Bahr e 

Khalafalla em um estudo53. Em bovinos, essa história não é diferente, alguns estudos 

identificaram a Leptospira spp por meio da técnica de PCR em sêmen e em embriões54–56. 

Outro estudo, avaliou a presenta da Leptospira spp. em sêmen e fluido vaginal em 

caprinos57. Nesse estudo eles identificam a Leptospira em fluido vaginal e em sêmen por meio 

do microscópio de campo escuro, porém as culturas bacteriológicas dos fluidos apresentaram 

resultados negativos. Essas amostras também foram submetidas a PCR, apresentando um 

resultado positivo. Logo, imagina-se que o sêmen e o fluido vaginal possam ter dificultado a 

cultura bacteriológica do Leptospira. 

Em diversos estudos identificou-se a Leptospira em sêmen, porém o sêmen 

disponibilizado comercialmente é suplementado com antibióticos (penicilina, estreptomicina, 

gentamicina), todavia, o efeito do antibiótico é minimizado pela criopreservação tornando 

assim, a Leptospira uma patologia possivelmente transmitida também pela manipulação do 

sêmen congelado, necessitando de novos métodos de eliminação de patógenos presentes no 

sêmen.  
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2.3.Peptídeos bioativos 

 

Os peptídeos são polímeros curtos constituídos de aminoácidos unidos por ligações 

peptídicas58. Assim, os peptídeos representam uma classe de moléculas que se localizam entre 

pequenas moléculas, tais como fármacos e macrocomponentes, como as  proteínas em tecidos 

biológicos, embora diferem-se dos dois terapeuticamente e bioquimicamente58,59.  

Os peptídeos bioativos são moléculas compostas por aminoácidos ligados 

covalentemente entre si, que podem ter um amplo espectro de ação, incluindo atividade 

antibacteriana e antiviral60. A definição dos peptídeos bioativos baseada em suas funções é 

complexa, uma vez que, um mesmo peptídeo pode apresentar várias funções.61. Contudo, um 

exemplo de definição dos peptídeos bioativos é sua determinação como componente derivado 

de alimentos, que além de exercer valor nutricional, exercem efeitos fisiológicos no 

organismo62. Logo, não existe uma diretriz que consiga abranger todos os peptídeos bioativos, 

mas, flexionando um pouco a definição anterior de alimentos, podem-se tratar os peptídeos 

bioativos como moléculas biologicamente ativas que exercem efeitos fisiológicos no 

organismo. 

Os fármacos em geral, foram mais utilizados que os peptídeos devido ao seu tempo 

de meia-vida maior e sua biodisponibilidade oral, contudo, com o recente desenvolvimento de 

patógenos multirresistentes aos fármacos, os peptídeos estão ganhando cada vez mais espaço. 

Com os peptídeos análogos, novos métodos permitiram a modulação das propriedades 

farmacocinéticas e da especificidade do alvo por meio de modificações na sequência peptídica, 

incorporando novos aminoácidos na cadeia prolongando à meia-vida e/ou melhorando a 

solubilidade63. Dessa forma, os peptídeos proporcionam uma abordagem terapêutica mais 

eficiente que os fármacos, pois, a probabilidade de desenvolver resistência é menor, já que as 

atividades biológicas ocorrem em pouquíssimo tempo64. 

 

2.3.1.  Base química dos peptídeos 

 

Os peptídeos comerciais podem ser classificados em nativos, análogos e 

heterólogos. Os peptídeos nativos apresentam a mesma sequência que os peptídeos encontrados 

nos organismos vivos. Atualmente, grande parte dos peptídeos nativos do mercado são 

produzidos sinteticamente ou por expressão recombinante, diferente dos primeiros peptídeos 

adquiridos através do isolamento e purificação dos tecidos vivos de mamíferos.  Contudo, 

apresentam como adversidade tempo de meia-vida plasmática curta e biodisponibilidade oral 
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negligenciável. O curto tempo de meia-vida dos peptídeos terapêuticos é elucidado pela 

presença de numerosas peptidases e mecanismos de inativação, limitando seu uso. Outro 

empecilho é a biodisponibilidade oral, pois as enzimas digestivas responsáveis pela quebra das 

ligações peptídicas das proteínas da dieta são hábeis em clivar as ligações dos peptídeos 

terapêuticos, além disso, a alta polaridade e o peso molecular dos peptídeos limitam 

demasiadamente a absorção intestinal59. 

Já os peptídeos análogos são caracterizados como versões modificadas dos 

peptídeos naturais, no qual, se altera um ou mais aminoácidos da cadeia peptídica com o intuito 

de melhorar seu desempenho65. 

Os peptídeos heterólogos são sintetizados a partir de bibliotecas sintéticas, não 

sendo embasada em peptídeos naturais, logo sua descoberta baseia-se inteiramente por métodos 

computacionais66. 

Grande parte dos peptídeos terapêuticos disponíveis no mercado e em 

desenvolvimento são análogos, que embasam sua atividade intrínseca em hormônios nativos, 

porém com características farmacêuticas melhoradas59. 

 

2.3.2.  Peptídeos Antimicrobianos 

 

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas essenciais conservadas e 

evolutivas do sistema imune inato e adquirido, encontrado em todos os organismos vivos, 

incluindo bactérias, fungos e vírus. Os AMPs exercem uma função importante na proteção do 

hospedeiro e nos organismos multicelulares complexos durantes o processo evolutivo 67,68. Em 

animais, os AMPs constituem a primeira linha de defesa, sendo associados a macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos, revestindo as células epiteliais de tecidos e órgãos expostos ao ambiente 

externo, atuando na linha de frente da defesa imunológica68,69. Graças a sua ação de amplo 

espectro frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, protozoários, parasitas, 

células cancerígenas e diferentes tipos de vírus envelopados, os AMPs são uma excelente 

alternativa, visto que seus efeitos vão além da atividade antimicrobiana, desempenhando papéis 

nas respostas inflamatórias, angiogênese, sinalização celular e cicatrização67,69. 

O método de ação dos AMPs em bactérias pode ser classificado em dois tipos: lise 

da membrana celular e lise celular não membranosa (alvos intracelulares)69. Geralmente, as 

propriedades que levem a lise da membrana celular estão associadas às particularidades inter-

relacionados dos peptídeos, pois grande parte dos AMPs têm sua carga liquida positiva e 

propensão a ser anfipático, denotando que eles podem se contorcer em estruturas hidrofóbicas 
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e com superfície hidrofílica. A união destas propriedades facilita a interação com estruturas 

carregadas negativamente das bactérias. Logo, acredita-se que após a interação inicial dos 

AMPs com a membrana das bactérias, poros são formados perturbando o controle sobre o fluxo 

iônico da célula, conduzindo à lise osmótica e morte celular70. 

Atualmente, existem três modelos para ruptura da membrana por AMPs (Figura 6). 

O modelo barrel-stave propõe que os peptídeos se integram verticalmente na bicamada, no qual, 

monômeros peptídicos se inserem na membrana dispostos paralelamente e a porção hidrofílica 

está cobrindo o lúmen do canal, enquanto a porção hidrofóbica está voltada para fora. O modelo 

de poros toroidais indica que os peptídeos se inserem verticalmente na bicamada e induzem 

uma curvatura da membrana, ocasionando na dobra da membrana externa e interna para dentro. 

E o mecanismo do carpete, que sugere que os peptídeos absorvem paralelamente à membrana 

e logo que atinge uma densidade de revestimento eles desintegram a estrutura da membrana, 

causando a aparência de carpete11,70. 

 

 
Figura 6 - Modelos de ruptura da membrana bacteriana por AMPs. (A) Ruptura da 

membrana pelo modelo de poros tiroidais. (B) Ruptura da membrana pelo 

modelo de barrel-stave. (C) Ruptura da membrana pelo mecanismo do 

carpete. 

Fonte: Le, Fang e Sekaran.11 

 

Os AMPs podem atravessar a membrana celular e bloquear processos fisiológicos 

essências nas bactérias sem causar danos extensivos à membrana. Os principais alvos 

intracelulares são macromoléculas, como DNA, RNA, lipídeos II ou proteínas citoplasmáticas, 

inibindo assim os processos metabólicos, levando a morte celular71. O processo de entrada dos 

AMPs geralmente ocorre por penetração direta ou endocitose, sendo que a endocitose ocorre 

tanto pelo processo de micropinocitose ou por meio de vias medidas por receptor. Na 
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micropinocitose, a dinâmica é facilitada pela formação do macropinossoma carreador de AMPs 

através da membrana plasmática. Nas vias mediadas por receptores, a formação de vesículas no 

citoplasma é anteposto pela formação de cavidades mediada por proteínas de membrana11. 

Geralmente, os peptídeos antimicrobianos exercem ambas as funções no combate as bactérias 

e vírus, podendo exercer o efeito de ruptura da membrana celular em um microrganismo e a em 

outro ação não-membrano-lítica, e vice-versa69. 

Os peptídeos bioativos antivirais apresentam três principais mecanismos de ação. 

Os peptídeos que inibem a ligação do vírus com a membrana das células, impedindo a fusão 

viral. Existem duas propostas para o mecanismo de inibição da entrada do vírus pelos peptídeos. 

Na primeira proposta, a entrada do vírus pode ser bloqueada pela interação do peptídeo com 

uma proteína de membrana, na qual o agente vírus se liga para entrar na célula, alterando assim 

sua função, impedindo à ligação do vírus. Na segunda proposta, envolve a alteração da 

conformação de uma proteína de membrana da célula essencial para o vírus, impedindo a 

formação do endossoma e liberação do material genético viral na célula hospedeira72. Logo, os 

peptídeos que impendem à entrada do vírus na célula hospedeira são candidatos promissores 

para terapia viral. 

Outro mecanismo de ação dos peptídeos bioativos antivirais é através da destruição 

do envelope viral. O envelope viral é derivado da membrana das células do hospedeiro 

conjugadas com lipídios e rico em esfingolipídios e colesterol, atribuindo carga negativa e 

caráter anfipático ao envelope. Habitualmente, as interações peptídeo-membrana são mediadas 

por interações eletrostáticas e as rupturas na membrana ocorrem por diferentes meios. Graças a 

interação eletrostática, os peptídeos com cargas positivas são atraídos pela bicamada lipídica 

com carga negativa, inserindo-se na camada constantemente e quando atingem uma 

concentração crítica de peptídeos desencadeiam a ruptura da membrana. Esse episódio colabora 

para formação de poros no envelope, possibilitando que moléculas com baixo peso molecular 

penetrem no capsídeo, contribuindo com a destruição da bicamada lipídica e extravasamento 

dos componentes virais72.  

O terceiro mecanismo dos peptídeos antivirais inibem a replicação viral, no qual, 

um de seus principais alvos são as subunidades da RNA polimerase viral (Figura 7). Os 

peptídeos se ligam a uma subunidade e assim impedem a formação do complexo da polimerase, 

por meio do bloqueio do sítio de ligação, impedindo assim a replicação da material genético do 

vírus72.  
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Figura 7 - Mecanismo de Inibição da replicação viral por meio da ligação peptídica na subunidade PB2 

da RNA polimerase viral. 

Adaptado: Skalickova et al.72 

 

Independentemente da ação dos peptídeos bioativos, sendo antibacterianos ou 

antivirais, eles são alternativas a serem estudadas, para melhorar a qualidade de vida seja em 

animais, plantas ou em humanos. 

 

2.4.Peptídeo de Indolicidina 

 

 Entre os inúmeros peptídeos bioativos descritos na literatura, o peptídeo de 

indolicidina chama a atenção pela sua capacidade de inibir tanto bactérias e alguns vírus. A 

indolicidina é um peptídeo natural, pertencente à família das catelicidinas e é isolado em 

neutrófilos bovinos. É constituído por 13 resíduos de aminoácidos, dos quais cinco são 

triptofanos Figura 8. O espectro de atuação desta molécula é abrangente, incluindo bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas, além da capacidade antiviral73. 

 

 
Figura 8 - Estrutura primária da Indolicidina 
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A alta concentração de indolicidina induz permeabilidade da membrana sem que 

ocorra a lise celular. Logo, o aumento da permeabilidade facilita a entrada continua do peptídeo 

de citosol para inibir exclusivamente a biossíntese de DNA74–76. Além de ligar-se diretamente 

com o DNA, o peptídeo de indolicidina impede o afrouxamento do DNA pela inativação de 

DNA topoisomerase I. Surpreendentemente, este estágio ocorre sem o desenrolar da dupla 

hélice do DNA, sugerindo múltiplos papéis inibitórios da indolicidina contra várias enzimas 

associadas ao DNA bacteriano e viral77. Além disso, o peptídeo de indolicidina apresentou 

atividade inibitória contra o HSV-1 e HSV-278. Outro fato surpreendente sobre a indolicidina, 

é que um de seus análogos apresentou atividade membrana lítica, além da inibição intracelular 

do DNA, RNA e proteínas79. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.Objetivo geral 

 

Avaliar o uso do peptídeo indolicidina na descontaminação de sêmen bovino. 

 

3.2.Objetivos específicos 

 

● Avaliar a inocuidade do peptídeo frente ao cultivo de células MDBK; 

● Avaliar a atividade antiviral do peptídeo utilizando como modelo o BoHV-1 em 

células MDBK artificialmente infectadas; 

● Avaliar a atividade antibacteriana do peptídeo utilizando como modelos as bactérias 

Escherichia coli e Leptospira interrogans; 

● Determinar a inocuidade dos peptídeos sobre o sêmen bovino; 

● Avaliar a ação do peptídeo na desinfecção do sêmen bovino artificialmente 

infectado pelo BoHV-1 em células MDBK. 
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4. HIPÓTESES 

 

O peptídeo de indolicidina tem capacidade de eliminar patógenos de interesse 

reprodutivo no sêmen bovino fresco e congelado, sem causar danos ao espermatozoide. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1.Síntese do peptídeo 

 

O peptídeo de indolicidina foi cedido pelo Professor Dr. Esteban Nicolás Lorenzón 

da Unidade Acadêmica Especial de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Jataí. A 

metodologia utilizada foi à SPFS proposta por Merrifield80. A mesma é baseada no crescimento 

da cadeia peptídica, aminoácido por aminoácido, a partir de sua região C-terminal que se 

encontra ligada covalentemente ao suporte polimérico (resina). Assim, o crescimento da cadeia 

peptídica é no sentido do aminoácido C-terminal para o N-terminal. A remoção de subprodutos 

de reação e reagentes em excesso em cada etapa é realizada por filtração e lavagem. 

Baseando-se no protocolo padrão, os acoplamentos foram realizados mediante a 

ativação do grupo carboxila do Fmoc-aminoácido com N,N’-diisopropilcarbodiimida/N-

hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt) durante duas horas com agitação, utilizando como solvente 

50% de dimetilformamida (DMF) em diclorometano (DCM). Na reação foi utilizado excesso 

de Fmoc-aminoácidos e agentes acoplantes, na proporção de 2 vezes em relação ao número 

teórico de sítios reativos existentes na resina. A desproteção do grupo amino após acoplamento 

foi realizada em meio básico com uma solução 20% 4-metilpiperidina em DMF durante 20 

minutos. Entre os passos experimentais, foram efetuadas lavagens com DMF e DCM. O sucesso 

de cada etapa de acoplamento/desproteção foi monitorado mediante o teste da ninidrina81, sendo 

que no caso de resultado positivo (cor azul), a reação de acoplamento foi repetida. No caso de 

resultado negativo (cor amarela) a Fmoc-peptidil-resina foi desprotegida e o Fmoc-aminoácido 

seguinte foi acoplado. 

Para separar os peptídeos das resinas ao final das sínteses, foram realizadas reações 

de clivagem utilizando uma solução composta de supressores de reações colaterais (scavengers) 

em ácido trifluoroacético (TFA). As reações foram conduzidas sob agitação moderada durante 

2h à temperatura ambiente. Ao término, os peptídeos foram precipitados com éter etílico gelado 

e lavados 3 vezes com esse solvente para eliminação dos reagentes presentes na solução de 

clivagem. O precipitado obtido foi ressuspendido com uma solução aquosa contendo 0,045% 

de TFA. O sobrenadante contendo o peptídeo foi liofilizado e identificado como peptídeo bruto. 
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5.2.Purificação do peptídeo 

 

A purificação do produto da síntese foi realizada por HPLC82,83 em fase reversa no 

modo semipreparativo, utilizando uma coluna do tipo C18 e uma fase móvel constituída por 

água TFA 0,045% (solvente A) e acetonitrila TFA 0,035% (solvente B). Durante a purificação 

foram recolhidas diferentes frações, e a pureza dessas foi determinada por HPLC analítica, 

também em coluna C18 e mesma fase móvel. Os tubos contendo os peptídeos purificados foram 

reunidos e liofilizados. 

O peso molecular do produto da síntese foi determinado por EM84,85. A síntese, 

purificação e caraterização citadas foram desenvolvidas em colaboração com pesquisadores do 

Instituto de Química da UNESP, Araraquara. 

 

5.3.Ressuspensão do peptídeo indolicidina 

 

Foi ressuspendido 0,01 g do peptídeo indolicidina liofilizado em 500 µL de água 

Mili-Q autoclavada. Após a ressuspensão, foi determinada a real concentração do peptídeo 

observando sua absorbância por meio da espectrofotometria. Foi adicionado 1 µL da solução 

com o peptídeo no NanoView (Biosciences®, Brighton, EUA) a OD280 e utilizado água Mili-Q 

autoclavada como branco. Para definir a concentração do peptídeo, a equação de Lambert-Beer 

foi utilizada: 

𝐴 = 𝐶. 𝐿. ɛ 

Logo, A é dada como a absorbância OD280 identificada no NanoView, C é 

concentração do peptídeo, L é o caminho óptico percorrido pela luz e ɛ é a absorvidade molar, 

no qual foi utilizada a absorvidade do triptofano, pois o peptídeo é rico em triptofano. 

 

5.4.Atividade antibacteriana in vitro do peptídeo frente a E. coli 

 

Uma suspensão de E. coli (cepa DH5α) com OD600 inicial de 0,006 (1,0 x 108 

UFC/mL) em meio LB composto por 1% de tritona, 2% de NaCl e 0,5% de extrato de levedura 

foi incubado com peptídeos nas concentrações de (1 µM, 16 µM e 32 µM) e mantidas sob 

agitação de 250 rpm a 37oC durante toda a noite. Ao final do período de incubação, a OD600 

final foi avaliada em espectrofotômetro e comparadas à OD600 do grupo controle (sem 

peptídeo), sendo também determinada a concentração em UFC/mL.  
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5.5.Atividade antibacteriana in vitro do peptídeo frente a Leptospira interrogans 

 

O processo de proliferação e manutenção da cultura da Leptospira interrogans do 

sorovar Hardjo foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Leptospirose (LDL) da Escola 

de Veterinária e Zootecnia (EVZ/UFG), no qual, uma suspensão bacteriana com OD600 inicial 

de 0,001 em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), foi incubada com o 

peptídeo (nas concentrações de 10, 20 e 30 µM), por 1 hora em estufa com temperatura 

controlada a 29,3oC. Após a incubação, 100 μl de cada amostra foram adicionadas 

separadamente a 12 tubos de ensaio de vidro contendo 900 μl de meio EMJH para avaliar o 

crescimento da cultura em estufa com temperatura controlada à 29,3º C, após sete dias. Para 

avaliar a eficiência do tratamento, 30 μl das amostras foram submetidas à microscopia de campo 

escuro; e 900 μl de cada amostra foi avaliada novamente em espectrofotômetro, comparando o 

valor das OD600 finais com àquelas estabelecida no início do experimento e com o grupo 

controle (sem peptídeo). 

 

5.6.Fonte Viral 

 

O BoHV-1 da cepa de Los Angeles (LA) foi cultivado em células Madin-Darby 

Bovine Kidney (MDBK), cultivadas em meio essencial mínimo (MEM - GIBCO®, Grand 

Island, EUA), suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB - GIBCO®, Grand Island, EUA), 

antibiótico e antifúngico habituais a 10 mg/ml (penicilina e estreptomicina). Para obtenção da 

titulação inicial do vírus foi adotado o protocolo proposto por Trimmed Spearman-Karber86. 

 

5.7.Avaliação da toxicidade do peptídeo frente as células de cultura 

 

A toxicidade sobre as células MDBK em cultura foi realizada quadruplicatas para 

avaliar a inocuidade do peptídeo. Logo, as células foram cultivadas em MEM, suplementadas 

com SBA 10%, antibiótico e antifúngico a 10 mg/ml. Posteriormente, foram incubadas em uma 

placa de microtitulação (Maxisorp - Nunc - Sigma-Aldrich®) com o peptídeo nas concentrações 

de 10 µM, 20 µM, 30 µM e foram utilizadas amostras não tratadas com o peptídeo como 

controle negativo (somente células e meio) em estufa de CO2 a 37oC durante 72 horas. 

Decorrido às 72 horas, foi avaliada a morfologia e viabilidade celular em microscópio invertido. 
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5.8.Atividade antiviral in vitro do peptídeo frente ao BoHV-1 

 

Inicialmente o peptídeo de indolicidina nas concentrações de 10 µM, 20 µM e 30 

µM foi incubado com uma alíquota da suspensão viral contendo 105,75 TCID50/mL de BoHV-1 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Após o período de incubação, foram realizadas diluições 

seriadas (até 10-6) das amostras, em seguida, adicionadas a quatro poços de uma placa de 

microtitulação de 96 poços que continham uma suspensão de células MDBK. As monocamadas 

são suplementadas com 100 µL de MEM, 5% de SFB e incubadas (72h a 37°C) em uma 

atmosfera com 5% de CO2.  

Posteriormente e diante dos resultados obtidos com as concentrações peptídicas 

iniciais, um novo ensaio seguindo os parâmetros anteriores foi realizado com o peptídeo nas 

concentrações de 4 µM, 6 µM, 8 µM e 10 µM sendo incubado por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Após a diluição seriada, as monocamadas foram incubadas por 72 horas a 37oC.  

Decorrido as 72 horas foi avaliado o efeito citopático (CPE) característico da 

infecção pelo BoHV-1, por meio de microscópio invertido e uma nova titulação foi realizada 

para determinação da presença ou ausência de partículas virais infecciosas. 

 

5.9.Avaliação da toxicidade do peptídeo no sêmen 

 

A avaliação do sêmen foi realizada em parceria com o Setor de Reprodução Animal 

da Escola de Veterinária e Zootecnia (EVZ/UFG). Foi utilizado sêmen congelado de três touros 

das raças Angus, Gir e Nelore. Para avaliar a toxicidade do peptídeo no sêmen, 30 μM do 

peptídeo foi incubado com 50 μL de sêmen por 15 minutos. Após esse período, os parâmetros 

de qualidade e viabilidade espermática foram avaliados conforme recomendado pelo Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA). Para isso, uma alíquota com 50 μL do sêmen puro 

(controle negativo) e outra alíquota tratada com o peptídeo foi depositada em uma lâmina de 

vidro para microscopia após a incubação, pré-aquecida a 37°C em mesa aquecedora, coberta 

com uma lamínula também aquecida a 37°C e levada ao microscópio óptico binocular (aumento 

de 20X e 40X). Os valores de motilidade foram expressos em porcentagem que variaram de 0 

a 100%, sendo 0% para espermatozoides imóveis e 100% para desempenho máximo. O tipo de 

movimento espermático foi avaliado pelo vigor em uma escala de 0 a 5 (0 - sem motilidade, 1 

- movimento lateral fraco com alguma progressão, 2 - movimento lateral moderado com 

progressão ocasional, 3 - progressão lenta, 4 - progressão regular e 5 - progressão rápida)87. 
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Afim de confirmar a inocuidade do peptídeo frente ao sêmen, a análise 

computadorizada de espermatozoides (CASA) foi realizada em parceria com o Centro de  

Biotecnologia em Reprodução Animal, na Universidade Estadual de Goiás no campus de São 

Luís de Montes Belos. A análise consiste em adicionar 10 μL de sêmen fresco em uma lamínula 

especifica do equipamento, as amostras foram avaliadas e lhe são dadas um score em 

porcentagem baseadas na motilidade. Assim, foram utilizados três touros das raças Nelore, 

Angus e Wagyu, incubados com o peptídeo indolicidina nas concentrações de 30 e 100 μM por 

30 minutos, decorrido o tempo as amostras foram analisadas pelo CASA e comparadas com os 

seus respectivos controles. 

 

5.10. Titulação viral no sêmen 

 

O peptídeo indolicidina nas concentrações de 10 µM e 30 µM foi incubado com o 

sêmen infectado artificialmente com 105,75 TCID50/mL de uma suspensão de BoHV-1, durante 

1 hora a temperatura ambiente. Após o período de incubação, foram realizadas diluições 

seriadas (até 10-6) das amostras, em seguida, adicionadas a quatro poços de uma placa de 

microtitulação de 96 poços que continham uma suspensão de células MDBK. As monocamadas 

foram suplementadas com 100 µL de MEM, 5% de SFB e incubadas (72h a 37°C) em uma 

atmosfera com 5% de CO2. Após 72 horas as monocamadas foram examinadas e comparadas 

com o grupo controle negativo quanto à presença do CPE. Constatando a ausência do CPE, as 

placas foram submetidas a congelamento e descongelamento e reinoculadas em uma nova placa 

de microtitulação. Após três passagens cegas sem EC, as amostras foram avaliadas quanto a 

presença ou ausência do CPE, podendo ser classificadas como positivas ou negativas 

respectivamente. 

 

5.11. Analise estatística 

 

Os ensaios realizados com as bactérias e com o sêmen foram executados em 

triplicatas e os ensaios realizados com vírus e a cultura de células foram executados em 

quadruplicatas. Todos os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (SD) para 

cada ensaio. Para analisar a diferença entre os tratamentos, foi utilizada a análise de variância 

(ANOVA) seguido de teste de Tukey, utilizando-se do software GraphPad Prism 8.2.1 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, Estados Unidos). Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1.Síntese, purificação e caracterização do peptídeo 

 

Pelo perfil cromatográfico do peptídeo indolicidina na HPLC (Figura 9), fica 

evidenciado, que a síntese e purificação do peptídeo se deu de maneira satisfatória. O peptídeo 

absorve fortemente a luz ultravioleta e, pela diferença entre a luz incidida e a absorvida 

podemos observar um único pico em 220nm característico da pureza do material. 

 

 

Figura 9 - Perfil cromatográfico do peptídeo após a purificação. 

  

A Figura 10 corresponde ao espectro de massas do peptídeo após a purificação. É 

possível evidenciar 3 picos principais, 954,00, 636,33 e 477,50, correspondentes ao peptídeo 

carregado com 2, 3 e 4 cargas positivas, respectivamente.  
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Figura 10 - Espectro de massas do peptídeo puro. Os picos de 954,00, 

636,33 e 477,50 correspondem à relação carga/massa (m/z) 

do peptídeo com 2, 3 e 4 cargas positivas, respectivamente. 

 

Juntas, a Figura 9 e a Figura 10 mostram que o peptídeo utilizado nos experimentos 

desenvolvidos neste  trabalho corresponde à indolicidina com uma porcentagem de pureza 

acima de 99%. 

Após a ressuspensão do peptídeo a sua concentração foi determinada pela formula 

de Lambert-Beer e sua concentração determinada foi de 216 µM. 

 

6.2.Atividade antibacteriana do peptídeo 

 

O patógeno bacteriano que foi escolhido no estudo foi a Leptospira interrogans, 

devido a seu interesse reprodutivo, e a E. coli foi escolhida como controle da eficácia do 

peptídeo. Baseando-se na literatura, algumas concentrações foram escolhidas para o ensaio com 
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a E. coli, considerada neste trabalho como controle da atividade bactericida do peptídeo de 

indolicidina76,88. Por esse motivo as concentrações foram diferentes daquelas utilizadas no 

modelo Leptospira.  

É possível encontrar na literatura estudos demostrando que 16 µM é a concentração 

mínima necessária para inibir complemente a proliferação da E. coli64,71,89, porém nesse estudo 

não foi alcançado essa concentração. Nossos resultados corroboram com estudo realizado por 

Vergis et al. onde, utilizando a indolicidina em cepas de E. coli. Multirresistentes verificou que 

a concentração inibitória mínima foi de 32 µM90. 

Mesmo que a OD600nm apresentada pela concentração de 16 µM demonstre uma 

pequena queda em relação ao grupo controle e a concentração de 1 µM (Figura 11), os 

resultados não foram estatisticamente significativos, confirmada pela concentração semelhante 

entre os dois tratamentos (1 µM e 16 µM) comparados ao grupo controle (3,1x107 UFC/ml).  A 

completa inativação bacteriana foi alcançada no tratamento utilizando 32 µM de peptídeo 

(Figura 11). 

 
Figura 11 - Viabilidade de E.coli em meio de cultura LB após 

cultivo overnight. C – controle positivo (amostra 

não tratada); Inicial – OD inicial (meio de cultura 

+ bactéria). * significativo (p<0,05). ns - não 

significativo. 

 

Apesar do ligeiro aumento (não significativo) da OD600nm do grupo tratado (32 µM) 

comparado à OD600nm inicial (meio de cultura + bactéria), nenhuma unidade formadora de 

colônia (UFC/ml) foi observada no cultivo em LB ágar. Independentemente da ineficácia do 
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peptídeo na concentração de 16 µM, o principal objetivo foi alcançado, ou seja, a validação da 

capacidade bactericida do peptídeo observada em outros estudos 71,76,89–92. 

Confirmada a eficácia do peptídeo em E. coli, iniciou-se o experimento com 

Leptospira. Os resultados estão ilustrados nas Figura 12 e Figura 13. A viabilidade das 

Leptospiras em cultura é exibida na Figura 12 (OD600nm ao final de sete dias de cultivo nas 3 

concentrações descritas). Os resultados mostram que o peptídeo na concentração de 30μM foi 

mais eficiente na redução da viabilidade da bactéria comparado com o respectivo controle C3 

(Figura 12A). 

 

 
Figura 12 - Viabilidade da Leptospira em meio de cultura utilizando dois parâmetros de 

avaliação. A - OD a 600nm ao final de sete dias de cultivo em meio de cultura 

nas 3 concentrações (10, 20 e 30 µM). B – avaliação por score da viabilidade 

(motilidade e morte de Leptospiras) em microscopia de campo escuro ao final 

de sete dias de cultivo nas 3 concentrações (10, 20 e 30 µM). * significativo 

(p<0,05). ns - não significativo. 

 

Apesar de observado um aumento da OD final em todos os tratamentos comparados 

ao controle não tratado, nas amostras utilizando 30μM, depois de 7 dias de cultivo, praticamente 

todas as bactérias tiveram seu principal parâmetro de viabilidade (motilidade) alterado, logo 

foram consideradas neste estúdio como inviáveis (baixo score) quando avaliadas por 

microscopia de campo escuro, apesar de não ter sido realizado novo cultivo confirmatório  

(Figura 12B e Figura 13). 

Embora o melhor resultado exposto refere-se à concentração de 30 µM, a 

concentração de 20 µM exibiu um resultado significativo (Figura 12 e Figura 13). Esse 

resultado é evidenciado na microscopia, quando compara-se o painel A (controle) com o painel 

C da Figura 13, no qual, são observados vários grumos (aglomerado de bactérias provavelmente 
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mortas) e pouca motilidade das células remanescentes. O painel B (10 µM ) apresentou poucos 

grumos, compatíveis com os resultados de score apresentados na Figura 13. 

 

 
Figura 13 - Microscopia de campo escuro do efeito da indolicidina sob Leptospira 

interrogans: Painel A – Cultura de Leptospira sem tratamento (controle); 

Painel B – Cultura de Leptospira tratada com 10 µM do peptídeo; Painel C 

– Cultura de Leptospira tratada com 20 µM do peptídeo; Painel D – Cultura 

de Leptospira tratada com 30 µM do peptídeo. 

 

O resultado encontrado foi satisfatório e condizente com o esperado, pois o peptídeo 

de indolicidina apresenta um amplo espectro de atuação frente a microrganismos. Além da ação 

contra Leptospira apresentada nesse trabalho, existem diversos estudos demonstrando a 

capacidade bactericida da indolicidina frente à várias outras bactérias gram-negativas93–95. Em 

tais estudos, a sinergia entre o peptídeo e alguns antibióticos foi avaliada, porém o peptídeo de 

indolicidina por si só já foi capaz de inibir rapidamente a proliferação bacteriana. Acredita-se 

que essa capacidade bactericida do peptídeo decorra da sua carga (catiônica), favorecendo sua 

interação com a parede celular ou membrana plasmática presentes tanto em bactérias gram-

negativas quanto gram-positivas77,79,96. 

 

6.3.Atividade antiviral do peptídeo 

 

Considerando o primeiro ensaio antiviral realizado, em todas as concentrações de 

peptídeos avaliadas, podemos verificar a inativação completa do BoHV-1, com a redução do 

título viral a zero, comparado ao título da amostra controle C (105,75 TCID50/mL) em células 

MDBK artificialmente infectadas (Figura 14). Os resultados podem ser confirmados pelos 

painéis A, B (Figura 14), representando respectivamente o CPE característico da infecção pelo 

vírus na amostra controle (C) e a inativação viral caracterizada pela ausência do CPE na menor 

concentração de peptídeo utilizada. 

Pode-se concluir também que o tratamento com o peptídeo na concentração de 30 

µM foi inócuo as células MDBK em cultura, salientado pela ausência de qualquer alteração 
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morfológica detectável quando comparado ao controle utilizando células pura em cultura. 

(Figura 14 painel C). 

 
Figura 14 - Efeito de diferentes concentrações do peptídeo Indolicidina na viabilidade do vírus BoHV-

1 em cultura de célula MDBK (gráfico). Painel A – microscopia do CPE característico da 

infecção de células MDBK pelo vírus (vírus vivo) observado na amostra controle (C).  –

Painel B – microscopia das células MDBK sem CPE – característico da ausência de 

infecção viral (vírus inativado com peptídeo na concentração de 10µM). Painel C – 

microscopia das células MDBK tratadas com o peptídeo sem qualquer alteração 

morfológica detectável. * significativo (p<0,05). ns - não significativo. 

 

Buscando atingir a menor concentração com atividade antiviral do peptídeo, um 

novo ensaio foi realizado, no qual, é possível observar que a concentração de 4 µM não 

apresentou diferença significativa quando comparado ao controle não tratado, 6 µM foi capaz 

de diminuir significativamente o título viral e as concentrações de 8 µM e 10 µM foram capazes 

de inativar completamente o vírus (Figura 15).  
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Figura 15 - Efeito da Indolicidina nas concentrações de 4, 6, 8 e 10 µM 

sobre a viabilidade do vírus BoHV-1 em cultura de célula 

MDBK. 

 

É interessante notar nesse novo ensaio é que, na concentração de 6 µM, foi 

observado um menor CPE em toda extensão do poço na placa de microtitulação (Figura 16 

painel C), em comparação com o poço do grupo controle do vírus, sem tratamento (Figura 16 

painel B).  

  

 
Figura 16 - Microscopia (20X) do efeito da Indolicidina na viabilidade do BoHV-1 em 

cultura de MDBK: Painel A – Controle negativo (cultura pura - sem CPE); 

Painel B – CPE característico da infecção de células MDBK pelo vírus (vírus 

vivo) observado na amostra controle C (sem tratamento com peptídeo); Painel 

C – células MDBK tratadas com 6 µM de peptídeo, exibindo menor CPE; Painel 

D – células MDBK tratadas com 8 µM de peptídeo indicando menor CPE. 
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Além da possibilidade mais provável da ação peptídica sobre o envelope 

lipoproteico presente no BoHV-1, outra vantagem da indolicidina e seus análogos é sua 

conhecida interação com o DNA11. Obviamente ainda sem comprovação, neste sentido, a 

inativação viral se daria em diferentes vias, maximizando sua ação, podendo influenciar 

negativamente a reativação do material genético ainda presente em partículas virais não 

infecciosas, resultado da inativação pela indolicidina e, consequente produção de proteínas 

virais.  

Resultados semelhantes ao nosso foram encontrados em diferentes estudos 

conduzidos utilizando os vírus humanos HSV-1 e HSV-2 como alvo do peptídeo indolicidina97. 

No entanto, em nosso trabalho para a inativação completa do BoHV-1, a concentração inibitória 

mínima do peptídeo foi 13 vezes menor, impactando satisfatoriamente a produção desse insumo 

para uso na desinfeção de BoHV-1 em matérias biológicos.   

Talvez, outro fator que tenha corroborado com este fato, é que a indolicidina é um 

peptídeo naturalmente encontrado em neutrófilos bovinos, com tal característica o BoHV-1 

poderia apresentar maior suscetibilidade a indolicidina. 

A indolicidina também foi testada frente a outro vírus in vitro, o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), vírus de RNA71,98,99. Porém, a concentração utilizada para 

inibir o HIV foi demasiadamente alta (acima de 100 µM), dificultando o seu uso terapêutico, 

pois acima de 100 µM o peptídeo apresenta efeito hemolítico nas células em cultura89. Logo, a 

versatilidade desse peptídeo observada em diferentes tipos virais e cepas bacterianas credencia 

esta molécula à novos estudos com objetivo de ampliar sua ação aos demais microrganismos 

de interesse reprodutivo, ampliando a possibilidade de eliminação de patógenos não apenas em 

sêmen, mas em todos os materiais biológicos objetos das técnicas reprodutivas como oócitos e 

embriões, além dos insumos como meios de cultura e reagentes.      

 

6.4.Inocuidade do peptídeo frente ao sêmen bovino 

 

Os testes de inocuidade em sêmen foram feitos levando em consideração os 

parâmetros de qualidade de sêmen (motilidade e vigor) descritos pelo CBRA. Observando os 

dados iniciais obtidos na EVZ/UFG não houve diferença significativa em nenhum dos 

parâmetros de qualidade de sêmen após o tratamento com os peptídeos quando comparados as 

amostras controle sem tratamento (Figura 17). Em adição, nenhuma alteração estrutural nos 

espermatozoides foi observada. 
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Figura 17 - Teste de inocuidade do peptídeo (30 µM ) em sêmen. A – Motilidade total do 

espermatozoide expressos em porcentagem. B – Vigor de sêmen expressos em 

score. C1, C2 e C3 – amostras controle (não tratado com peptídeo) de sêmen 

fresco de três touros de raças diferentes. S1, S2 e S3 – amostras de sêmen dos 

mesmos touros tratadas com o peptídeo. ns - não significativo (p<0,05). 

 

Acredita-se que a concentração de 30 µM não apresentou efeito espermicida devida 

a baixa concentração utilizada no experimento. O efeito citotóxico do peptídeo de indolicidina 

e alguns análogos foi muito bem detalhado pelo estudo feito por Jindal et al. em 2015, no qual, 

o efeito citotóxico começa a ser evidente a partir da concentração de 62,5 µg/ml sem 

agravamento pelo tempo de exposição89.  

Confirmando os resultados observados, o teste no CASA foi realizado com 

duas concentrações, 30 e 100 µM. Essas concentrações foram escolhidas 

levando em conta a atividade antiviral do peptídeo e sua atividade bactericida. 

Além disso, o estudo feito por Jindal et al., demonstrou que o peptídeo 

indolicidina tem efeito citotóxico nas células em elevadas concentrações, 

logo, este ensaio buscou avaliar este efeito em células espermáticas conforme 

a  

Tabela 1 avaliando o score de motilidade do CASA. 

 

Tabela 1 - Teste da inocuidade do peptídeo no sêmen avaliados pelo CASA, 

no qual, é dado um score em porcentagem para motilidade dos 

espermatozoides, avaliando assim, o efeito espermicida do peptídeo. Controle 

– sêmen fresco (não tratado pelo peptídeo) de três touros de raças diferentes. 

30 e 100 µM – sêmen incubado com o peptídeo por 30 minutos. 

 

Os resultados 

obtidos no CASA, 

demostram que não houve 

diferença significativa entre 

as amostras de sêmen tratadas com o peptídeo de indolicidina em uma concentração de 30 µM 

e as amostras controle, confirmando sua inocuidade frente a concentração considerada de amplo 

Motilidade em porcentagem (Nª de células avaliadas) 

 Controle 30 µM 100 µM 

Touro 1 81(4692) 77(3806) 25(2501) 

Touro 2 76(2580) 74(5614 38(1200) 

Touro 3 81(4293) 78(4745) 17(1990) 
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espectro deste trabalho (bactericida e viricida).   Surpreendentemente, apesar da redução 

significativa da porcentagem de motilidade quando os espermatozoides foram submetidos ao 

tratamento com 100 µM, esta concentração não foi capaz de eliminar completamente a 

atividade espermática como esperado.  

 

6.5.Viabilidade do vírus em sêmen tratado com o peptídeo. 

 

O peptídeo de indolicidina foi capaz de diminuir a carga viral do BoHV-1 na 

concentração de 10 µM quando incubado com o sêmen, porém ele não foi capaz de eliminar 

completamente a infecção após as três passagens cegas. Conforme a Figura 18 e Figura 19, o 

peptídeo foi capaz de inibir o vírus até a concentração de 102,5 TCID50/mL. Essa diferença entre 

a eficiência do peptídeo sobre o vírus em meio de cultura e o vírus em sêmen, possivelmente 

deve-se aos constituintes do sêmen, que podem ter influência sobre a efetividade do peptídeo. 

 
Figura 18 - Efeito da Indolicidina nas concentrações de 10 e 30 

µM em sêmen artificialmente infectado pelo BoHV-1, 

observando a viabilidade do vírus em cultura de célula MDBK. 

C – controle não tratado com o peptídeo. 10 e 30 µM – 

concentrações da indolicidina. * significativo (p<0,05). 

 

No entanto, a concentração inicial em todos os ensaios de inativação viral foi 

superestimada. No tratamento utilizando 10 µM, podemos observar uma redução superior a 4 

Log aproximadamente, comparado ao título controle (105,75 TCID50/mL) (Figura 18).  Títulos 

menores aos utilizados neste trabalho são atribuídos às infecções naturais100, o que torna 
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improvável esta concentração no sêmen. Neste sentido, podemos considerar a concentração de 

10 µM também eficiente para a eliminação do vírus e desinfecção do sêmen. 

 

 

 
Figura 19 - Microscopia do efeito da Indolicidina na viabilidade do sêmen artificialmente 

infectado pelo BoHV-1 em cultura de MDBK: Painel A – Controle negativo da 

cultura sem CPE; Painel B – CPE característico da infecção de células MDBK 

pelo vírus (sem tratamento com peptídeo); Painel C – células MDBK tratadas 

com 10 µM de peptídeo, exibindo CPE na titulação 10-2,5TCID50/mL; Painel D – 

células MDBK tratadas com 30 µM de peptídeo não indicando CPE no centro do 

micropoço. 

 

Mesmo que a concentração de 10 µM seja incapaz de eliminar completamente o 

vírus do sêmen, a concentração de 30 µM foi capaz de elimina-lo completamente após o 

congelamento e descongelamento, além de que, essa concentração não apresentou efeito 

espermicida, mostrando-se como a melhor concentração para eliminar patógenos de origem 

viral e bacteriana. 

Recentemente nosso grupo tem demostrado nova metodologia, baseada no uso de 

imunoconjugados para a inativação fotodinâmica do BoHV-1 em sêmen101. No entanto, este 

trabalho, pela primeira vez, demostra a viabilidade do uso do peptídeo indolicidina para a 

desinfecção de sêmen. Nossos resultados de 30 µM garante a sanidade e a qualidade dos 

subprodutos de origem animal, importante para o rompimento das barreiras sanitárias impostas 

ao Brasil devido ao BoHV-1 na exportação de sêmen. 
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7. CONCLUSÃO 

 

O Brasil é um dos maiores produtores de carne bovina, assim como é reconhecido 

internacionalmente como um dos principais produtores de embriões in vitro. Entretanto, devido 

à presença de algumas doenças infecto contagiosas, as barreiras sanitárias nacionais e 

internacionais podem dificultar o comércio interno ou proibir a exportação destes produtos 

(sêmen e embriões). Desta forma, nossos os resultados colaboram para a minimização desses 

problemas fornecendo uma alternativa para a eliminação de patógenos (vírus e bactérias) 

presentes em subprodutos de origem animal. 

De acordo com os resultados apresentados, foi possível constatar que o peptídeo de 

indolicidina é capaz de inibir a proliferação da Leptospira interrogans e do alfaherpesvírus 

bovino-1. Também foi constatada a inocuidade do peptídeo frente ao sêmen bovino segundo os 

parâmetros de qualidade de sêmen descritos pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal. 

Além disso, foi confirmada a capacidade de eliminação do BoHV-1 em cultura de célula e a 

desinfecção do vírus pelo peptídeo em sêmen artificialmente infectado.   

Assim, os resultados comprovam a eficácia do peptídeo indolicidina frente aos 

patógenos de interesse reprodutivo, surgindo como uma nova alternativa para desinfecção do 

sêmen.  

Oferecendo uma alternativa aos antibióticos, a metodologia descrita nesse trabalho 

poderia ser incorporada aos protocolos sanitários atualmente utilizados para a eliminação de 

patógeno pois, além de ser inócuo ao espermatozoide e ao meio ambiente, possui atividade 

biológica rápida e de amplo espectro. 
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