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RESUMO

O vírus sincicial respiratório (RSV), pertencente ao gênero Pneumovirus da família 

Paramyxoviridae, é um vírus envelopado com tamanho médio de 120 a 300nm, de simetria 

helicoidal, que apresenta um genoma de RNA fita simples não segmentado de polaridade 

negativa. Este genoma codifica 11 proteínas, dentre as quais as glicoproteínas de 

membrana que são responsáveis pela infectividade do vírus. A proteína F, em associação 

com a proteína G e SH, é responsável pela fusão da membrana viral à célula que será 

infectada, ou seja, esta proteína proporciona a entrada e instalação do vírus na célula. 

Conhecer a forma de interação das proteínas da membrana viral com a célula que será 

infectada é importante para propor um mecanismo de inibição deste processo de infecção 

viral. Existem evidências que os glicosaminoglicanos são potenciais inibidores da infecção 

causada por vários vírus. A hipótese é de que este processo de inibição ocorra devido à 

ligação dos glicosaminoglicanos às proteínas da membrana viral, mais especificamente na 

proteína G, que apresenta um domínio de ligação para heparina, impedindo desta forma, 

que o vírus se ligue na célula hospedeira e que inicie o processo de infecção. O objetivo 

deste trabalho foi verificar a atuação de glicosaminoglicanos como potenciais inibidores da 

infecção viral. Esta análise foi realizada por meio de experimento de cultivo de células Hep2 

na presença dos glicosaminoglicanos heparina e dextrana sulfatada que foram inoculadas 

com o vírus sincicial respiratório do tipo A (RSVA) e analisados por meio das técnicas de 

PCR e Imunofluorescência Indireta. Os resultados mostraram que a heparina e a dextrana 

sulfatada apresentam efeito inibitório da infecção viral em cultivo de células Hep2. 

�
�
Palavras�chave:�Vírus�Sincicial�Respiratório,�Inibição,�Glicosaminoglicanos
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ABSTRACT�

The respiratory sincicial virus (RSV) is part of Pneumovirus genus of the Paramyxoviridae 

family, is an enveloped virus with average size of 120 to 300nm, helical symmetry, that 

presents a genome consisting of a single strand, no segmented, RNA negative. This genome 

codifies for 11 proteins including the membrane glycoproteins which are responsible for the 

infectivity of the virus. Protein F in association with protein G and SH is responsible for the 

fusion of the viral membrane with the cell that will be infected, that is, this protein provides 

the entrance and the virus to settle in the cell. To know the form of interaction of viral 

membrane proteins with the cell that will be infected is important to propose a mechanism to 

inhibit of this process of viral infection. Evidences exist that the glycosaminoglycans are 

potential inhibitors of the infection caused by some viruses. The hypothesis is that this process 

of inhibition occurs more specifically due to the interation between glycosaminoglycans and 

the proteins of the viral membrane, more specifically in protein G, that presents a domain of 

linking for heparin, avoiding the virus to bind to the host cell and initiating the infection 

process. The aim of this work was to verify the performance of glycosaminoglycans as 

inhibitors of the viral infection. This analysis was accomplished through experiments of Hep2 

cell culture in the presence of these glycosaminoglycans (heparin and dextran sulfate) that 

was inoculated with the respiratory sincicial virus type A (RSVA) and analyzed through the 

technique of PCR and Indirect Imunofluorecence. The results had shown that the heparin and 

the dextran sulfate presented an inhibitory effect of the viral infection in Hep2 cells culture.  

Keywords:�Respiratory Sincicial Virus, Inhibition,�Glycosaminoglycans�
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Epidemiologia 
 

O Vírus Sincicial Respiratório (RSV) infecta principalmente células epiteliais do trato 

respiratório causando infecções primárias que são em geral sintomáticas, com manifestações clínicas que 

variam de infecção aguda do trato respiratório, infecções na orelha média que progridem à otite aguda, 

pneumonia, bronquiolite severa, até um simples resfriado (OGRA, 2004). O indivíduo pode apresentar 

ainda sintomas tais como rinorréia e sibilância (ROCHA et al., 2007). Tem-se verificado como fatores de 

risco para doença respiratória: idade (lactentes jovens e idosos), aglomeração (lares com maior número de 

irmãos e creches); sexo masculino, desnutrição protéico-calórica, ausência de aleitamento materno e 

poluição ambiental (tabagismo materno e uso de lenha e gás dentro dos domicílios) (POST et al., 1992, 

MILLÁN et al., 1995). Em relação à evolução clínica desfavorável, os fatores mais fortemente associados 

ao pior prognóstico são as anormalidades anatômicas, metabólicas, imunológicas e genéticas (DENNY, 

2001). 

O Vírus Sincicial Respiratório (RSV) é um dos principais causadores de doenças respiratórias em 

crianças (LOVATO et al., 2007). O RSV tem pico de incidência entre 2 e 7 meses de vida, com 

predomínio no inverno e primavera (ROCHA et al., 2007). Recém nascidos prematuros e indivíduos 

imunossuprimidos têm risco aumentado de morte durante a infecção pelo RSV. Estima-se que o RSV seja 

responsável por 3000 a 4000 mortes por ano, sendo assim, importante estudá-lo e caracterizar a 

epidemiologia molecular do mesmo (OGRA, 2004). 
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Esse vírus embora seja sensível à temperatura, é recuperado após mais de uma hora em luvas 

contaminadas com secreção nasal infectada pelo vírus. Esta estabilidade hospitalar contribui para colocá-

lo como um patógeno nosocomial (CARVALHO et al., 2007).   

A replicação desse vírus é restrita a células epiteliais do trato respiratório onde induz a expressão 

de um conjunto de citocinas. Por esse motivo, o epitélio é considerado o local iniciador primário da 

inflamação pulmonar na infecção por RSV (ZHANG et al., 2001). Estudos epidemiológicos indicam que 

todas as faixas etárias apresentam infecção em freqüência considerável por esse vírus, mas a maior 

incidência ocorre nos lactentes institucionalizados que não apresentam infecções prévias (98%) (STAAT, 

2002). A infecção por vírus sincicial respiratório (RSV) em lactentes é uma das principais causas de 

internação durante o inverno (BORSOTTI et al., 2008). 

Em média, 45% das crianças hospitalizadas por uma semana e 100% das hospitalizadas por um 

mês adquirem a infecção na vigência de surtos epidêmicos e aproximadamente metade da equipe 

hospitalar que trabalha com essas crianças também adquire a infecção, sendo que a forma mais importante 

de transmissão se dá por meio de partículas de secreção nasal, saliva e pela inoculação ou pelo contato 

com superfícies contaminadas (STAAT, 2002). O período de incubação entre a exposição e o 

aparecimento da doença é de 4 à 5 dias e a eliminação do vírus pode persistir por 1 à 3 semanas 

(BROOKS et al., 2000). 

1.2 Caracterização e morfologia do RSV 
 

O Vírus Sincicial Respiratório (RSV) é um vírus envelopado de simetria helicoidal, com genoma 

de RNA fita simples de polaridade negativa, não segmentado, pertencente ao gênero Pneumovirus da 

família Paramyxoviridae, que inclui outros patógenos humanos tais como o vírus do sarampo e o vírus 

parainfluenza (MORTON, 2003). 
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O envelope viral é composto por uma membrana plasmática derivada da bicamada lipídica 

contendo proteínas transmembrânicas virais (Figura 1). A RNA polimerase viral é encapsulada com o 

virion e transcreve o RNA genômico em mRNA (DUDAS & KARRON, 1998). 

O RNA contém cerca de 15200 nucleotídeos e é transcrito em mRNAs poliadenilados 

monocistrônicos. O genoma viral (RSV) codifica 9 proteínas estruturais e 2 não estruturais (Figura 2). 

Dentre as proteínas estruturais estão as glicoproteínas de fusão (F), a glicoproteína de ligação (G) e a 

proteína SH que são essenciais para a entrada do vírus nas células epiteliais do trato respiratório. Estas 

proteínas são também importantes no desenvolvimento da resposta imune (OGRA, 2004). 

A proteína F, em associação com a proteína G e SH, é responsável pela ligação do envelope do 

vírus à célula que será infectada, ou seja, esta proteína proporciona a entrada e instalação do vírus na 

célula hospedeira (LANGEDIJK et al., 1998).  

Após a entrada do vírus na célula hospedeira, a RNA polimerase viral transcreve o RNA e são 

sintetizados múltiplos mRNAs que, após a tradução originam as proteínas virais específicas. Das onze 

proteínas, duas são não estruturais (NS1 e NS2), três (N, P e L) estão associadas com o nucleocapsídeo e 

seis, estão associadas com o envelope, três das quais (F, G e SH) são transmembrânicas de superfície e 

três (M, M2-1 e M2-2) são proteínas de matriz (DUDAS & KARRON, 1998).  
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Figura-1: Representação esquemática da morfologia e constituição do RSV evidenciando a 

proteína F de fusão, a proteína G de ligação, a matriz, o complexo ribonucléico e a membrana 

lipídica (www.virology.net/ Big_Virology/BVRNApara.html). 

 

 

 

Figura-2: Representação esquemática do genoma do Vírus Sincicial Respiratório. NS1 e NS2 são 

proteínas não estruturais; N, P e L são proteínas que estão associadas ao nucleocapsídeo; F, G e 

SH são proteínas transmembrânicas de superfície e M, M2-1 e M2-2 são proteínas de matriz 

(www.micro.msb.le.ac.uk).
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Após a síntese das proteínas, o nucleocapsídeo helicoidal é montado e a proteína de matriz 

promove a interação da célula com o envelope sendo o vírus liberado por brotamento através da 

membrana celular (LEVINSON & JAWETZ, 1998).  

As glicoproteínas (F) e (G) são importantes na infectividade e na patogênese do RSV, sendo um 

dos principais alvos para o desenvolvimento de vacina (ZHAO et al., 2000).  

Os vírus RSV são classificados em dois grupos (A e B) com base na sua reatividade com 

anticorpos monoclonais. Estudos de seqüência dos genes da nucleoproteína N, da fosfoproteína P, da 

proteína hidrofóbica SH e da proteína de ligação G têm confirmado essa divisão em grupos A e B, e 

identificado também outras variantes ou linhagens dentro de cada um dos grupos (PERET et al., 1998, 

ROCA et al., 2001). 

1.3 Proteínas Transmembrânicas 
 

1.3.1 Proteína F 

A proteína F é uma das proteínas de membrana que apresenta papel importante para a replicação 

viral in vitro e in vivo. Além do mais, ela possui muitos aspectos característicos semelhantes com 

proteínas homólogas de outros Paramyxovirus (MATHEWS et al., 2000). Essa proteína é classificada 

como uma glicoproteína do tipo I por ser uma proteína de envelope que contém coiled-coils, como as 

demais proteínas de fusão dos Paramyxovirus e a glicoproteína 160 do HIV (gp160) entre outras 

glicoproteínas (DIMITROV, 2004).  

A proteína F é sintetizada como um precursor inativo (F0) de 574 aminoácidos e peso molecular 

de 67 kDa. O precursor F0 é clivado durante o transporte para a superfície da célula por proteases furina-

like em dois polipeptídeos, F1 e F2, ligados por uma ponte de dissulfeto, sendo que o polipeptídeo F2 é 

proveniente da extremidade N-terminal e o polipeptídeo F1 é proveniente da extremidade C-terminal de  
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F0 (GONZÁLES-REYES et al., 2001). Esse processamento proteolítico ocorre em dois sítios distintos 

que são separados por 27 aminoácidos (RUIZ-ARGUELLO et al., 2002). A clivagem em ambos os sítios 

é requerida para a aquisição do potencial de fusão de membrana da proteína F. Estudos em microscopia 

eletrônica mostraram que após a clivagem dos dois sítios ocorre uma mudança conformacional na 

proteína que é importante para a concretização do processo de infecção (GONZÁLES-REYES et al., 

2001). Além dessa, outras mudanças conformacionais ocorrem durante a ligação e a fusão do vírus à 

célula hospedeira (ZHU et al., 2003). Com isso, as seqüências de partes internas da proteína, capazes de 

desestabilizar a membrana da célula hospedeira, são externalizadas (DIMITROV, 2004). 

Há evidências de que interações da proteína F com proteoglicanos heparan-sulfato (HSPG) 

facilitam a ligação e a entrada do vírus na célula hospedeira, o que mostra que os glicosaminoglicanos 

(GAGs) da superfície da célula podem representar um tipo de receptor para RSV (SHMIDT et al., 2004). 

Após a ligação com o receptor, a proteína é marcada por mudanças conformacionais que direcionam o 

processo de entrada do vírus na célula hospedeira (DIMITROV et al., 2004).  
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1.3.2 Proteína G 

A proteína G é uma das três glicoproteínas encontradas na superfície viral, e é sintetizada como 

uma proteína nuclear de 298 aminoácidos. Ela apresenta características incomuns comparadas a outras 

glicoproteínas do Paramyxovirus (BOURGEOIS, 1998). 

A proteína G é sintetizada como um precursor de 36kDa que é modificado pela adição de 

açúcares na região N-terminal originando um complexo intermediário de 45kDa. Estes açúcares são 

convertidos para tipos complexos e estão ligados ao grupo dos açúcares que são adicionados para produzir 

a molécula madura de aproximadamente 90kDa. Esta proteína apresenta altos índices dos aminoácidos 

serina, treonina e prolina. (BOURGEOIS, 1998; MELERO, 2004). 

A glicoproteína G é produzida como uma proteína transmembrânica do tipo II, Gm, que 

apresenta uma região hidrofóbica insolúvel e como uma proteína solúvel, Gs, que é secretada pelas 

células infectadas. A proteína G é uma proteína responsável por mediar a maioria das interações entre o 

vírus sincicial respiratório e as células alvo ligando-se aos proteoglicanos da superfície celular, já que a 

proteína G apresenta um domínio de ligação para a heparina (proteoglicanos). Este domínio está 

representado por regiões ricas em aminoácidos básicos, ou seja, carregadas positivamente, que se ligam às 

cargas negativas da heparina (MELERO, 2004). 

 
1.3.3 Proteína SH 

Outra proteína, nomeada SH, é uma glicoproteína hidrofóbica encontrada na superfície viral, e 

sua função é desconhecida. Porém existem algumas especulações de que a proteína SH parece mediar a 

fusão da proteína F com a membrana (BOURGEOIS, 1998). 
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Estudos baseados na expressão recombinante das proteínas F, G e SH, mostraram que apenas a 

coexpressão das proteínas F e G não resultaram na fusão celular, enquanto a coexpressão das proteínas F 

e SH resultaram na indução de significante fusão celular em cultura de células. Isto sugere que a proteína 

SH tem importância na formação do sincício juntamente com a proteína F (HEMINWAY et al, 1994). 

Outro fator que corrobora esse estudo é que a proteína SH é expressa em altos níveis na superfície das 

células infectadas, mas é incorporada ineficientemente na partícula viral (RUIZ-ARGUELLO et al., 

2002). 

1.4 Polissacarídeos Sulfatados 

Polissacarídeos sulfatados e polissacarídeos modificados (com grupos hidroxilas convertidos à 

grupos sulfato com diferentes graus de substituição) solúveis em água têm proporcionado um grande 

número de aplicações no campo biomédico e farmacêutico (CRESCENZI, 1994). Estudos com estes 

polissacarídeos mostram que esses sistemas podem ser usados, por exemplo, como modificadores de 

viscosidade, matrizes para imobilização de enzimas e drogas, como materiais que servem como suporte 

para cromatografia hidrofóbica e como agente terapêutico no tratamento de pacientes com trombose e em 

pacientes com risco de desenvolvê-la (LONGHI, 2001). Entre os polissacarídeos modificados com 

utilizações farmacêuticas a heparina e a dextrana têm sido os mais estudados (LU et al., 1995). 

 

1.4.1 Heparina 
 

Descoberto acidentalmente em 1916 por um estudante de medicina chamado Jay Mclean, esse 

glicosaminoglicano tem sido utilizado há quase 70 anos, e é mais conhecido por suas propriedades como 

agente anticoagulante e antitrombótico (PAVÃO, 2002). Trata-se de um importante agente terapêutico no 

tratamento de pacientes com trombose e em pacientes com risco de desenvolvê-la (LONGHI, 2001). 
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Estruturalmente, as heparinas são glicosaminoglicanos sulfatados de peso molecular variável, 

compostos de unidades de ácido idurônico e glucosamina, que se alternam unidas por ligações 

glicosídicas (VOET, 1995; BOURGEOIS, 1998; VACCARI et al., 2003). A heparina apresenta uma 

relação de 2,5 grupos sulfatados (SO3
-) para 1 grupo carboxílico (COO-) por unidade dissacarídica 

(VOET, 1995; FOSSEY, 2003). Estes dois grupos, carboxila e sulfato, desempenham papel importante na 

formação de proteoglicanos e na ligação de ligantes carregados, como por exemplo, proteínas e íons 

bivalentes (CRESCENZI et al., 1989). A fórmula estrutural de um dissacarídeo da heparina pode ser 

observada na Figura 3. 

Figura-3� Representação da unidade dissacarídica da heparina (modificado de VOET, 1995). 

 

Sob o ponto de vista químico a heparina é um glicosaminoglicano sulfatado com grande 

quantidade de cargas elétricas; constitui-se no ácido macromolecular mais forte existente no organismo e 

assim pode se ligar a resíduos de aminoácidos básicos de proteínas. Pode ser distinguida de outros 

polissacarídeos pela sua extrema acidez, decorrente da presença de radicais sulfatados (SO3
-) e do grupo 

carboxílico (COO-) na sua molécula (CASU, 1989). O polímero apresenta micro-heterogeneidade 

estrutural devido a sulfatação e a acetilação variáveis (MULLOY, 1996). 
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As heparinas são solúveis em água e são metabolizadas pelo fígado, possuindo meia vida entre 

90 minutos e 2 horas que pode ser afetada por alterações do fluxo sangüíneo hepático, metabolismo e 

hipotermia (26ºC a 28ºC) (BARROSO, 2002). 

A heparina produzida pelo nosso próprio organismo é sintetizada pelos mastócitos (CATANI et 

al., 2001), e não tem função bem esclarecida ainda. Admite-se que atue no mecanismo de defesa 

imunológica contra infecções bacterianas, na geração de neocapilares e no metabolismo de lipídeos 

(GRAVLEE et al., 1988; OLIVERCRONA et al., 1989). 

Os mastócitos são definidos por conterem grânulos em seu citoplasma que são marcados com 

corantes básicos que indicam a presença de glicosaminoglicanos sulfatados. Os mastócitos contêm 

grandes quantidades de heparina localizadas em seus grânulos intracelulares. Estudos mostram que os 

glicosaminoglicanos sulfatados são os maiores polissacarídeos sintetizados pelos mastócitos da mucosa 

intestinal de camundongos. (OLIANI et al., 1997) 

A molécula de heparina, utilizada na área farmacêutica, é extraída de tecidos altamente 

vascularizados como a mucosa intestinal de suínos ou de células pulmonares de bovinos, com ação 

anticoagulante e atua na prevenção de trombose (BARROWCLIFFE, 1989). Durante isolamento, as 

cadeias glicosaminoglicanas tornam-se levemente degradadas produzindo mistura heterogênea de 

fragmentos com massa molecular entre 3.000 e 30.000 Da (VACCARI et al., 2003). 

A interação da heparina com a antitrombina desempenha um papel importante nos mecanismos 

de regulação da coagulação. Estudos da estrutura cristalográfica do complexo antitrombina-heparina 

indicam que algumas regiões de contato dessa proteína apresentam um grande número de resíduos 

básicos. Estes resultados sugerem que a interação eletrostática entre grupos básicos da proteína e grupos 

ácidos do polissacarídeo desempenha um papel fundamental no reconhecimento molecular entre 

antitrombina e heparina (FOSSEY, 2003). 
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Apesar de ser amplamente utilizada no tratamento de tromboses a heparina tem vários efeitos 

colaterais. Além disso, o custo da extração da heparina é mais elevado do que o da dextrana, pois a 

heparina é extraída da mucosa intestinal de suíno enquanto uma das fontes mais usual de extração da 

dextrana é a partir de uma bactéria presente na cana-de-açúcar (YAMADA et al., 1997). 

 
1.4.2 Dextrana Sulfatada 

 

A estrutura primária da dextrana é composta de resíduos de D-glicose unidos por ligações 

glicosídicas (� 1�6) formando uma cadeia longa e flexível, apresentando 2 grupos sulfatos (SO3
-) por 

unidade dissacarídica (Figura-4) (JEANES, 1996). 

A dextrana é um polissacarídeo de alto peso molecular produzido a partir da sacarose por várias 

bactérias, mas somente Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc dextranicum são usadas para propósito 

comercial (WITVROUW & DE CLERQ, 1997).  

A dextrana sofre um processo de modificação e recebe grupos sulfatos no lugar dos grupos 

hidroxilas, o que permite a sua sulfatação. A possibilidade de modificação da estrutura da dextrana deve-

se, sobretudo, à presença dos grupos hidroxílicos (ELAMAK et al., 2000). 

A conversão ou modificação é comumente definida como “grau de substituição” (�), expresso 

como número médio de substituintes por resíduo, e como cada monossacarídeo da estrutura possui três 

grupos hidroxílicos livres, o grau de substituição (�) pode variar de zero a três e a dextrana passa a ser 

então sulfatada. A modificação de dextrana com grupos carregados é feita em geral por meio de reações 

específicas como a carboximetilação (CHAUBET et al., 1995) ou sulfatação (ELAMAK et al., 2000). 

A dextrana sulfatada foi estudada para agir como substituinte da heparina no tratamento de 

trombose por ter características físico-químicas semelhantes e menor efeito colateral, sendo também  
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utilizada em ensaios de inibição da atividade viral do HIV (CRESCENZI et al., 1989; YAMADA et al., 

1997). Sua utilização no campo médico-farmacêutico inclui a aplicação em procedimentos que envolvem 

transfusão de sangue (FISHER et al., 1985), e sua função tem sido objeto de vários estudos pelo fato da 

escolha de grupos apropriados poder atrasar a coagulação do plasma (KRENTSEL et al., 1997). 

 

Figura-4: Representação da unidade dissacarídica da Dextrana (DONOSO, 2003).

 

1.5 Interação da Proteína G com Polissacarídeos Sulfatados 
 

1.5.1 Proteína G e Heparina 
 

Muitos vírus, incluindo herpesvírus (FLYNN, 1995), os vírus da imunodeficiência humana, os 

Flavivírus, os Picornavírus e os Alphavírus, utilizam a heparina sulfatada para mediarem o ataque e a 

infecção das células alvo (FELDMAN, 1999). 

Estudos mostraram que o RSV poderia ligar-se a heparina, enquanto nenhum receptor específico 

foi descrito para reconhecer a glicoproteína G (KRUSAT, 1997). In vivo, a heparina é encontrada 

primariamente nos grânulos de mastócitos e basófilos, entretanto um composto similar a heparina  
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sulfatada é encontrado também na superfície da maioria dos tipos celulares de mamíferos e na matriz 

extracelular (FELDMAN, 1999). 

A heparina liga-se a proteína G por meio de interações eletrostáticas. Esta ligação é gerada entre 

as cargas negativas dos grupos sulfatos da heparina e as cargas positivas dos aminoácidos das proteínas.  

Esta ligação ocorre dentro do domínio de ligação da heparina contido na proteína G (HBD), (CARDIN, 

1989, FLYNN, 1995, TRYBALA, 1996). 

O domínio de ligação da proteína G contém conjuntos de aminoácidos positivamente carregados 

(180P - K233) correspondente à região imunodominante da proteína. Postulou-se então que as interações 

entre o RSV e a heparina estariam mediadas nesta região imunodominante da proteína G. Entretanto, não 

houve nenhuma evidência experimental para corroborar esta suposição (KRUSAT, 1997). 

Existem alguns experimentos descritos na literatura em que inibidores moleculares ou peptídeos 

glicosilados foram utilizados e a infectividade viral foi reduzida, sugerindo assim que os inibidores 

glicosilados reduzem a infectividade viral. Os polissacarídeos sulfatados, incluindo a heparina, foram 

utilizados para inibir o efeito citopático do RSV, e sugeriu-se que estes inibidores interferem na fusão do 

vírus com a célula (FELDMAN, 1999). 

 
1.5.2 Proteína G e Dextrana Sulfatada 

 
As moléculas polianiônicas grandes, tais como polissacarídeos sulfatados (incluindo dextrana sulfatada e 

heparina solúvel), polímeros polianiônicos sintéticos e as proteínas negativamente carregadas foram 

utilizados para inibirem amplamente diversos vírus envelopados. Foi relatado recentemente que a carga 

negativa líquida do peptídeo é um fator determinante para sua atividade antiviral e que ele, como outros 

polianiônicos, inibe o acesso do vírus à célula hospedeira. Experimentos de citometria de fluxo mostraram  
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que a dextrana inibe a ligação do vírus às células à temperatura de 4°C nas mesmas concentrações 

eficazes que impedem a infectividade viral (BUDGE, 2004). 

Interessantemente, as experiências de adição de glicosaminoglicanos em intervalos de tempos em 

culturas de células infectadas com vírus, mostraram que a heparina solúvel pode também inibir a 

infectividade de vírus quando pré-ligada às células a 4°C, este resultado também foi observado com a 

dextrana sulfatada. Esta experiência sugere um papel potencial dos glicosaminoglicanos na inibição da 

infecção causada por RSV. Experimentos de neutralização com vírus recombinantes e dextrana sulfatada 

mostraram atividades antivirais reduzidas na ausência de glicoproteína G de RSV, confirmando que os 

glicosaminoglicanos se ligam a proteína G (BUDGE, 2004). 
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2. OBJETIVOS 
 

O objetivo geral do estudo foi avaliar o efeito de glicosaminoglicanos (heparina e dextrana 

sulfatada) como potenciais inibidores de infecção causada por Vírus Sincicial Respiratório do tipo A em 

cultura de célula Hep2.  

Os objetivos específicos realizados foram: 

1- Avaliar por meio das técnicas de PCR e Imunofluorescência Indireta se houve infecção viral e 

determinar a concentração mínima de heparina ou dextrana sulfatada suficiente para inibir a infecção 

viral, utilizando-se concentrações de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9�M;  

2- Verificar por meio das técnicas de PCR e Imunofluorescência Indireta, entre os 

glicosaminoglicanos (heparina ou dextrana sulfatada), qual seria o mais eficiente no processo de inibição 

da infecção pelo RSV em cultura de célula; 

3- Verificar por meio das técnicas de PCR e Imunofluorescência Indireta se a eficiência na 

prevenção da infecção por RSV seria mais eficaz quando as células fossem tratadas com os 

glicosaminoglicanos antes da inoculação viral ou se a eficiência seria maior quando o vírus fosse tratado e 

não a célula antes do processo de inoculação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 Os experimentos foram realizados duas vezes. 

 

3.1 Polissacarídeos Sulfatados 
 

3.1.1 Heparina 
 

Amostras do glicosaminoglicano heparina de procedência Sigma Co de massa molecular 12.000 

Da, com uma relação de 2,5 grupos sulfatados para 1 grupo carboxílico por unidade dissacarídica, foram 

utilizadas em concentrações de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9�M.  

 

3.1.2 Dextrana Sulfatada 
 

As amostras do polissacarídeo sulfatado dextrana utilizadas em concentrações de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8 e 9�M, apresentam massa molecular de 8.000 Da de procedência Sigma Co. 

3.2 Cultura de células 
 

3.2.1 Manutenção de linhagens celulares 
 

As amostras de células Hep2 (Human Epithelial Cells), originárias de carcinoma de laringe

estocadas em nitrogênio líquido, foram expostas à temperatura ambiente por aproximadamente 10 

minutos. Depois desta etapa foi adicionado 1ml destas células e 4 ml de meio completo (DEMEM) 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 10mg/ml de penicilina, 50mg/ml de sulfato de gentamicina, 

10mM dos aminoácidos não essenciais e 100mM de piruvato de sódio em garrafas de 25 cm2, e mantidas 

a 37�C em estufa sob atmosfera de 5% de CO2. O meio foi trocado após 48 horas. 
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Quando a cultura tornou-se confluente (tapete celular completo), o meio foi desprezado e depois 

o tapete celular foi lavado com PBS (tampão fosfato salino) 1x, pH 7,0. Em seguida foi adicionada à 

garrafa 2ml de tripsina–EDTA (Cultilab). Nesta etapa movimentou-se suavemente a garrafa de 30 a 60 

segundos por inversão e a mesma foi mantida em estufa a 37�C por aproximadamente 10 minutos, quando 

foi observado o descolamento das células. 

A seguir as células foram ressuspensas em 10 ml de meio essencial contendo 10% de soro fetal 

bovino, 10mg/ml de penicilina e 50mg/ml de sulfato de gentamicina, 10mM de aminoácido não essencial 

e 100mM de piruvato de sódio, homogeneizando bem a garrafa e adicionou-se mais 10ml de meio. Este 

conteúdo foi distribuído em placas (Figura-5) que foram mantidas em estufa a 37�C em atmosfera de 5% 

de CO2. O meio foi trocado a cada 48 horas até que as células atingissem semi-confluência (tapete celular 

quase completo), estando prontas para a inoculação do vírus. 

 

        Figura-5: Esquema da placa utilizada para cultivo celular. 
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3.3 Inoculação viral 
 

No referido experimento foram realizados dois tipos de inoculações. Na primeira placa cada 

“well” (poço) contendo células Hep2 ao atingirem semi-confluência teve o meio desprezado e o tapete 

celular lavado duas vezes com 100�l de tampão PBS 1X pH 7,0. Em seguida, as células de cada “well” 

foram imersas em 200μl de solução de polissacarídeos sulfatados (heparina e dextrana sulfatada) nas 

concentrações que variaram de 1 a 9 �M e depois de meia hora foi realizada à inoculação viral com 15�l 

de vírus RSV do tipo A (por “well”), este inóculo foi espalhado uniformemente sobre o tapete celular para 

que ocorresse a adsorção viral. Na segunda placa, as amostras virais (15�l de RSVA) foram submetidas a 

200μl de soluções destes polissacarídeos sulfatados em concentrações que variaram de 1 a 9 �M para 

cada “well” e depois de meia hora, essas soluções (polissacarídeo e RSVA) foram adicionadas a cada 

“well” da cultura celular, novamente o inóculo foi espalhado uniformemente para que ocorresse a 

adsorção viral. Este experimento foi realizado utilizando heparina e dextrana sulfatada. 

Nesse experimento foram utilizados um controle negativo e um positivo, sendo que no controle 

negativo as células não foram inoculadas com o RSVA e nem receberam solução de polissacarídeos 

(heparina e dextrana sulfatada), enquanto no controle positivo foi inoculado 15�l de RSVA e não foi 

adicionada nenhuma solução de polissacarídeo sulfatado. Depois de cada inoculação foram adicionados 

500�l de meio de manutenção (MEM 2%) enriquecido com 2% de soro fetal bovino em cada “well” da 

placa. Em seguida, as placas foram incubadas a 37�C em atmosfera de 5% de CO2. Estas culturas foram 

observadas diariamente, até o surgimento do efeito citopático (4 dias depois da inoculação).  

Os experimentos foram realizados de maneira que um “well” apresentasse cultura celular e o 

outro “well” ficasse vazio na placa, como representado na Figura-6. 
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Figura-6: Esquema ilustrativo da montagem do experimento, (amarelo) = controle 

negativo, (vermelho) = diferentes concentrações dos polissacarídeos sulfatados e (azul) = controle 

positivo. 

3.4 Preparação das amostras 
 

Depois de 4 dias da inoculação, as células de cada “well” foram raspadas e para 250�l de 

amostra foram adicionados 750μl de  Trizol-LS (GIBCO) e estocadas em freezer a -80ºC para posterior 

extração de RNA. Os 450�l do material restante foram utilizados para a preparação das lâminas de 

imunofluorescência. 
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3.5 Extração de RNA 
 

Nas alíquotas de cada amostra contendo Trizol-LS foram adicionados 200μl de clorofórmio puro 

(Merck). As amostras foram então homogeneizadas e refrigeradas em gelo por 5 minutos. O material foi 

centrifugado a 12000 rpm (Centrifuge 5415R – Eppendorf) por 15 minutos, a 4ºC. O sobrenadante 

contendo RNA foi transferido para os tubos que continham 400μl de isopropanol gelado e então, 

homogeneizados por 5 segundos, refrigerados em gelo por 15 minutos e centrifugados a 12000 rpm por 

15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados aos tubos 800μl de etanol 75% 

gelado (Merck), seguido de uma centrifugação a 8000 rpm por 8 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

novamente desprezado e o “pellet”, após secagem, ressuspenso em 12,5μl de solvente contendo 12,375μl 

de água tratada com DEPC e 0,125μl de RNAse OUT (Invitrogen) por amostra. 

3.6 Transcrição Reversa 
 

O cDNA foi sintetizado utilizando-se 12,5μl de RNA total ao qual foi adicionado 12,5μl de 

“Mix” contendo 2,5μl de RT Tampão, 2,5μl Primer Randômico, 1μl dNTP, 1,25μl de Transcriptase 

Reversa Multiscribe (Applied) e 5,25μl de água DEPC para cada amostra. Em seguida, o material foi 

levado ao termociclador nos seguintes ciclos: a 25ºC por 10 minutos, seguido a 37ºC por 2 horas e foi 

mantido à temperatura de 4ºC por curto intervalo de tempo. 
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3.7 Amplificação do gene da �-actina  
 

O cDNA obtido dos experimentos foram utilizados para a realização da PCR do gene 

constitutivo, sendo o gene utilizado o da �-actina, o qual serviu de controle para a verificação da inibição 

da PCR.  

As reações foram realizadas em 12,5μl para cada amostra, utilizando 0,5μl de cDNA, 0,10μl da 

enzima Taq DNA polimerase (5U/μl),  2,10μl de dNTPs mix (1,25mM),  1,25μl Tampão (10X),  0,375μl 

de MgCl2 (50mM), 0,50μl dos primers  (10μM) e 7,2μl de água DEPC. 

A reação compreendeu uma desnaturação inicial de 4 minutos a 94ºC, 30 ciclos de 30 segundos a 

94ºC, 1 minuto a 60ºC, para o anelamento dos iniciadores, e 1 minuto a 72ºC, para extensão das cadeias, 

além de 7 minutos a 72ºC, para a extensão final. 

Após a reação, o produto da reação foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1%, para 

verificar a amplificação de um fragmento de 613pb referente ao gene �-actina. Os géis foram corados com 

brometo de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta. 

As seqüências de bases dos iniciadores utilizados para amplificação do fragmento de 613pb do 

gene �-ACTINA estão descritas a seguir: 

5' GGCATCGTGATGGACTCC G 3'  

3' GCTGGAAGGTGGACAGCG 5' 
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3.8 Amplificação  
 

Para a verificação do efeito dos glicosaminoglicanos na prevenção da infecção pelo RSV foram 

realizadas reações de PCR (Reação de polimerização em cadeia), visando amplificar um fragmento de 

650pb correspondente à posição 504 do gene da proteína G até a posição 186 do gene da proteína F do 

RSV. As reações foram realizadas em 25μL, contendo 2,5 �l de cDNA diluído em 22,5�l de solução 

contendo para cada amostra 16�l de água DEPC, 2,5�l de tampão (10X), 0,5�l dNTP 10μM, 0,75�l 

MgCl2+ 50Mm, 1,25�l primer FV- (10pmol) 5’-YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT-3’, (PERET et al., 

2000), 1,25�l primer GAB+(10pmol) 5’ CAACTCCATTGTTATTTGCC-3’ (PERET et al., 1998)  e 0,25 

�l de Taq DNA Polimerase. Em todos os experimentos, um dos tubos não recebeu DNA, tal procedimento 

foi usado como controle negativo da amplificação (branco). 

A reação compreendeu uma etapa inicial de 5 minutos a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 1 minuto 

a 94ºC, 1 minuto a 55ºC e 1 minuto a 72ºC, além de 7 minutos a 72ºC. Após estes ciclos as amostras 

foram submetidas a 4ºC por curto intervalo de tempo. Os produtos das reações de PCR foram analisados 

por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 �g/ml de brometo de etídio e submetidos à 

transiluminação UV. 

3.9 Imunofluorescência Indireta 
 

 A investigação da presença do vírus foi realizada também por Imunofluorescência Indireta 

utilizando o kit da Chemicon International Inc. As alíquotas de cultura de célula foram centrifugadas a 

8000 rpm por 10 minutos e lavadas com PBS pH 7,2 por 2 vezes. O “pellet” foi então ressuspenso em 

PBS e depositado em lâmina. As lâminas foram secas em fluxo laminar e fixadas com acetona a 4°C por 

10 minutos. A seguir, as lâminas foram embrulhadas em papel absorvente e papel alumínio e armazenadas 

a -20°C, por até quatro dias. 
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Após estabilizar as lâminas à temperatura ambiente, foi realizada a reação utilizando como 

primeiro anticorpo, o Mabs, que é um anticorpo contra a proteína G. A reação foi incubada a 37°C em 

câmara úmida por 30 minutos. Em seguida as lâminas foram lavadas com PBS com pH 7,2 contendo 

Tween 20-0,05%. Após a secagem, foi utilizado como segundo anticorpo um conjugado anti-IgG de 

camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC). O material foi incubado por 30 minutos 

a 37°C em câmara úmida e lavado com PBS. Depois de secas, as lâminas foram montadas com glicerina 

tamponada e analisadas no microscópio de fluorescência (ZEISS) com epi-iluminação. 

Como controle do experimento de Imunofluorescência Indireta foi utilizado a lâmina do Kit, 

como mostrada na Figura 7. Nesta figura podemos observar: em A, as células estão vermelhas, devido ao 

corante de contraste Azul de Evans presente no conjugado FITC, este resultado indica que as células não 

estão infectadas, e em B, podemos observar que algumas células são delimitadas com uma coloração 

fluorescente verde brilhante, indicando que as células estão infectadas pelo RSV. 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

Figura-7: Figura resultante da lâmina de controle do kit de identificação viral. A: 

controle negativo e B: controle positivo. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Controle para a verificação da inibição da PCR  
 

Os resultados para a verificação de inibição da PCR foram obtidos por meio da amplificação por 

PCR de um fragmento de 613pb do gene �-Actina, o qual serviu de controle para a verificação da inibição 

da PCR pelos glicosaminoglicanos (Heparina e Dextrana Sulfatada). 

Os nossos resultados evidenciam que a Heparina e a Dextrana Sulfatada nas concentrações de 1 a 

8�M não inibem a PCR. Esse resultado pode ser observado na Figura 8, que mostra o gel de agarose 1%, 

evidenciando a amplificação do gene da �-Actina nas amostras de células Hep2 tratadas com Heparina 

nas concentrações de 1 a 8�M.  

Esse resultado também foi observado para a Dextrana Sulfatada, onde foi verificada a 

amplificação do gene da �-Actina, nas amostras de células Hep2 tratadas com concentração de 1 a 9�M 

de Dextrana Sulfatada.  

Quando foi utilizada a concentração de 9�M, tanto de heparina quanto de dextrana sulfatada, não 

ocorreu a amplificação do gene da �-Actina, indicativo de que nessa concentração e em concentrações 

maiores de 9�M os potenciais inibidores interferem na PCR. Esse resultado pode ser observado na 

canaleta 9 da Figura 8 que representa a concentração de 9�M de heparina, onde não há a banda 

correspondente ao gene da �-Actina.      
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 Figura 8: Gel de agarose 1% evidenciando a amplificação do gene �-actina (613pb) nas 

amostras de células Hep2 tratadas com Heparina nas concentrações de 1 a 9�M. L: Marcador de 

peso molecular (100 pb), Os números representam as concentrações, em �M, de Heparina 

utilizada no experimento, + : Controle positivo do experimento e + + : Controle positivo padrão. 

4.2 Heparina 
 

4.2.1 Células tratadas com concentrações que variaram de 1 a 9�M 
 

Nos resultados da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), obtidos quando as células foram 

tratadas nas concentrações de 1 a 9�M de Heparina, antes da inoculação viral, podemos observar que as 

concentrações 1 e 2�M de Heparina mostram positividade viral, visualizada pela presença de banda que 

corresponde a um produto de amplificação de 650 pb, painel A da Figura 9. Já nas concentrações de 3 à 

9�M não houve amplificação. Podemos observar também banda correspondente a 650 pb no controle 

positivo do experimento na canaleta +, onde a inoculação foi realizada sem o acréscimo de Heparina. 
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Os resultados obtidos por meio da técnica de Imunofluorescência Indireta nas concentrações de 1 

a 9�M de Heparina podem ser observados no painel B da Figura 9, onde o painel B (-) mostra o controle 

negativo e o painel B (2) mostra o resultado obtido com as células que foram tratadas com Heparina na 

concentração de 2�M e que foram posteriormente inoculadas com o RSVA, nesse caso, podemos 

observar que ocorreu uma fluorescência verde brilhante indicativo de infectividade viral, esse resultado 

também foi observado na concentração de 1�M, mostrando que a Heparina na concentração abaixo de 

2�M não inibe a infectividade viral. 

O painel B (8) da Figura 9 está representando os resultados obtidos quando as células foram 

tratadas com Heparina nas concentrações de 3 a 9�M para depois serem inoculadas com o RSVA sendo 

que o painel apresentado neste caso refere-se à concentração de 8�M, nessas concentrações as células 

apresentavam-se vermelhas, indicativo de que não ocorreu a infecção viral. Já o painel B (+) da Figura 9 

mostra o controle positivo, nesse caso, observamos uma reação positiva devido à fluorescência verde 

brilhante observada.  

Os nossos resultados evidenciam que em concentrações acima de 3�M a Heparina está inibindo a 

infectividade viral. 
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Figura 9: Painel comparativo dos resultados de PCR em Gel de Agarose e 

Imunofluorescência Indireta quando as células foram tratadas com Heparina. Painel A: Foto do 

Gel de Agarose. L: Marcador de peso molecular (100 pb); - : Controle negativo do experimento; 

+ : Controle positivo do experimento; + + : Controle positivo padrão. Os números indicam as 

concentrações de Heparina utilizadas no experimento. Painéis B: Imunofluorescência Indireta das 

células tratadas com Heparina. - : Controle negativo do experimento; + : Controle positivo do 

experimento; 2 e 8: Representam as concentrações de 2�M e 8�M de Heparina.  

 
 

4.2.2 Vírus tratado com concentrações que variaram de 1 a 9μM 
 

Os resultados obtidos através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) demostram que quando 

o vírus foi tratado em diferentes concentrações de Heparina que variaram de 1 a 9�M antes da inoculação 

observou-se que nas concentrações de 1 a 4μM ocorreu amplificação do gene correspondente a 650pb, 

como mostrado no painel A da Figura 10.  

Os resultados obtidos pela técnica de Imunofluorescência Indireta com concentrações de 

Heparina que variaram de 1 a 9μM estão demonstrados no Painel B da Figura 10. Podemos observar no 

painel B (1) da Figura 10 à ocorrência da coloração verde fluorescente na célula, indicativo da presença  
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de vírus. Nesta e nas concentrações de até 4�M de Heparina o vírus consegue infectar a célula, mas em 

concentrações maiores que variam de 5 a 9�M de Heparina como representado no painel B (8) da figura 

10 que mostra a concentração de 8�M, as células estão vermelhas, indicativo de ausência de vírus, 

mostrando assim que nessas concentrações de Heparina não ocorreu à infecção viral. 

Os nossos resultados evidenciam que nas concentrações de Heparina, abaixo de 4�M, o vírus 

consegue infectar a célula, mostrando uma eficiência na inibição da infecção viral em concentrações 

acima de 4�M de Heparina quando o vírus é tratado com esse glicosaminoglicano antes da inoculação.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Painel comparativo dos resultados de PCR em Gel de Agarose e 

Imunofluorescência Indireta quando o vírus foi tratado com Heparina. A: Foto do Gel de 

Agarose. L: Marcador de peso molecular (100 pb); - : Controle negativo do experimento; + : 

Controle positivo do experimento; + + : Controle positivo padrão. Os números indicam a 

concentração de Heparina utilizada no experimento. B: Imunofluorescência Indireta do vírus 

tratado com Heparina. - : Controle negativo do experimento; + : Controle positivo do 

experimento; 1 e 8: Representam as concentrações de 1�M e 8�M de Heparina. 
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4.3 Dextrana Sulfatada 
 
4.3.1 Células tratadas com concentrações que variaram de 1 a 9�M 

 
Nos resultados obtidos através da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) observou-

se que quando as células foram tratadas nas concentrações de 1 a 9�M de Dextrana Sulfatada constatou-se 

que ocorreu amplificação nas concentrações de 1 a 4μM. Este resultado mostra que estas concentrações 

não são suficientes para inibirem a infecção viral, já acima destas concentrações representadas pelas 

concentrações de 5 a 9μM, observou-se que não houve amplificação, como mostrado no painel A da 

Figura 11.  

O painel B da Figura 11 mostra os resultados obtidos através da técnica de Imunofluorescência 

Indireta. O painel B (2) da Figura 11 mostra as células que foram tratadas com Dextrana Sulfatada na 

concentração de 2�M que apresentaram fluorescência verde brilhante, indicativo de presença viral, nestes 

resultados observamos presença viral em concentrações de até 4�M. Acima da concentração de 4�M de 

Dextrana Sulfatada já começa a ocorrer a inibição da infecção viral como mostrado no painel B (7) da 

Figura 11. 

Os nossos resultados mostraram uma eficiência na inibição da infecção viral em concentrações 

acima de 4�M de Dextrana Sulfatada quando as células são tratadas com esse glicosaminoglicano antes 

da inoculação. 
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Figura 11: Painel comparativo dos resultados de PCR por Gel de Agarose e 

Imunofluorescência Indireta quando as células foram tratadas com Dextrana Sulfatada. A: Foto 

do Gel de Agarose. L: Marcador de peso molecular (100 pb); - : Controle negativo do 

experimento; + : Controle positivo do experimento; + + : Controle positivo padrão. Os números 

indicam a concentração de Dextrana Sulfatada utilizada no experimento. B: Imunofluorescência 

Indireta das células tratadas com Dextrana Sulfatada. - : Controle negativo do experimento; + : 

Controle positivo do experimento; 2 e 7: Representam as concentrações de 2�M e 7�M de 

Dextrana Sulfatada. 

 
 
4.3.2 Vírus tratado com concentrações que variaram de 1 a 9�M 

 
Quando a técnica da Reação em Cadeia da Polimerase foi utilizada, nas concentrações de 

Dextrana Sulfatada que variaram de 1 a 9�M observou-se que não ocorreu amplificação nas amostras que 

representam as concentrações de 2 a 9�M, indicativo de que ocorreu inibição da infecção viral a partir da 

concentração de 2μM, conforme mostrado no painel A da Figura 12.  

Na avaliação dos resultados através da técnica de Imunofluorescência Indireta, os resultados obtidos 

quando foram utilizadas concentrações de Dextrana Sulfatada que variaram de 1 a 9μM podem ser 

observados no painel B da Figura 12. O painel B (1) da Figura 12 mostra o resultado obtido quando foi  
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utilizada a concentração de 1�M de Dextrana Sulfatada, nesse caso, ocorreu uma reação positiva, visto 

que as células apresentam uma fluorescência verde brilhante, evidenciando a ocorrência da infecção viral.   

O painel B (8) da Figura 12 demonstra o resultado obtido quando foram utilizados 8�M de 

Dextrana Sulfatada, nesse caso, não ocorreu a infecção viral, visto que, as células apresentam-se 

vermelhas, evidenciando dessa forma que o vírus RSVA quando tratado com Dextrana Sulfatada nessa 

concentração inibe totalmente a infectividade viral. Esse resultado também foi observado nas 

concentrações que variaram de 2 a 9μM. 

Os nossos resultados mostraram uma eficiência na inibição da infecção viral em concentrações 

acima de 2μM de Dextrana Sulfatada quando o vírus é tratado com esse glicosaminoglicano antes da 

inoculação. 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 12: Painel comparativo dos resultados de PCR por Gel de Agarose e 

Imunofluorescência Indireta quando o vírus foi tratado com Dextrana Sulfatada. A: Foto do Gel 

de Agarose. L: Marcador de peso molecular (100 pb); - : Controle negativo do experimento; + : 

Controle positivo do experimento; + + : Controle positivo padrão. Os números indicam a 

concentração de Dextrana Sulfatada utilizada no experimento. B: Imunofluorescência Indireta do 

vírus tratado com Dextrana Sulfatada. - : Controle negativo do experimento; + : Controle positivo 

do experimento; 1 e 8: Representam as concentrações de 1�M e 8�M de Dextrana Sulfatada. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A ligação e a penetração do vírus na célula hospedeira são etapas essenciais para a infecção por 

vários vírus e esses são mediados pela interação com os glicosaminoglicanos celulares (THAMMAWAT 

et al., 2008), entre eles estão alguns vírus envelopados tais como o Herpes vírus, o Vírus Sincicial 

Respiratório (RSV), o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), bem como vírus não envelopados tais 

como o Adenovírus. O fato das células apresentarem glicosaminoglicanos na sua superfície pode estar 

relacionado a outros fatores como concentrar o vírus na superfície celular, localizar outros ligantes como 

fatores de crescimento e aumentar a eficiência de receptores secundários (SIMON et al., 2002). 

Os glicosaminoglicanos são encontrados na superfície de tipos celulares de mamíferos, em 

tecidos e na matriz extracelular. Vários vírus, incluindo o RSV, têm utilizado os glicosaminoglicanos, 

particularmente a heparina, para a ligação celular e entrada do vírus à célula. Estudos recentes mostram 

que a infecção por RSV é inibida na presença de soluções, tal como, heparina e pela remoção enzimática 

de glicosaminoglicanos da superfície celular (THAMMAWAT et al., 2008). 

O vírus sincicial respiratório (RSV), que é um paramyxovirus como o metapneumovírus 

humano, é o vírus humano mais relacionado com o metapneumovírus. Experimentos com uma abordagem 

semelhante à utilizada para o RSV, determinaram que os glicosaminoglicanos têm um papel importante 

na infecção por metapneumovírus humano. O tratamento das células com glicosaminoglicanos reduz a 

infecção e ligação do metapneumovírus humano com a proteína G (THAMMAWAT et al., 2008). 

O tratamento com heparina não tem efeito sobre o crescimento ou viabilidade das células Hep2, 

indicando que o decréscimo da infecção não é devido à toxicidade celular. Em estudos recentes foi  

 



 39

Discussão__________________________________________________________________________
 

observado que a heparina diminui em 60% a infecção por metapneumovírus humano. O tratamento prévio 

do metapneumovírus humano com heparina e dextrana sulfatada antes da inoculação nas células Hep2 

inibiu a infecção por esse vírus em uma forma dose-dependente, enquanto o pré-tratamento do vírus com 

dextrana não sulfatada não teve qualquer efeito (THAMMAWAT et al., 2008).  

Nos experimentos realizados no nosso estudo, com polissacarídeos sulfatados em cultura celular 

e amostras virais, observou-se por meio das técnicas de PCR e Imunofluorescência Indireta que a 

heparina e a dextrana sulfatada podem inibir a infecção viral, o que está de acordo com a literatura 

referente a estudos de inibição causada pelo RSVA onde a heparina diminui a efetividade do vírus 

exibindo uma alta especificidade (STEVEN et al., 2000). 

Os nossos resultados mostraram que a heparina, quando utilizada para tratar a célula antes da 

inoculação viral, inibiu a infecção viral a partir da concentração de 3�M. No entanto, os resultados 

obtidos quando utilizou a heparina para tratar o vírus antes da inoculação viral a eficiência da inibição da 

infecção viral ocorreu a partir da concentração de 5�M. Os nossos resultados do experimento utilizando 

heparina no vírus levantam uma questão referente à importância dos glicosaminoglicanos na contribuição 

da infecção.  

Notamos que a eficiência da heparina é maior quando se trata a célula do que quando se trata o 

vírus antes da inoculação viral. Uma explicação para esta diferença pode ser devido à existência de uma 

maior quantidade de receptores virais para a heparina do que as concentrações utilizadas (1 a 4�M). Dessa 

forma, concentrações abaixo de 4�M de heparina não seria suficiente para bloquear os receptores virais 

que estariam livres e interagindo com a célula, prosseguindo assim o processo de infecção.  

Possivelmente a maior eficiência ao tratar a célula em relação ao vírus também ocorre porque os 

glicosaminoglicanos formam uma camada sobre a superfície celular, impedindo que o vírus encontre os  
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receptores da superfície celular para iniciar o processo de ligação do vírus a célula, em outras palavras, 

pode ser que ainda exista receptores virais livres nesta concentração de heparina, mas os receptores 

celulares não estão expostos para permitir que ocorra a interação e conseqüentemente o vírus infecte a 

célula.  

Em estudos semelhantes ao nosso, a infecção por metapneumovírus humano tem sido inibida 

pela presença da heparina na cultura celular, sugerindo que a ligação desse vírus à célula hospedeira pode 

ser mediada pela interação com proteínas virais principalmente com a proteína G (THAMMAWAT et al., 

2008). 

Segundo Peeples (2000), não está claro que tipo de glicosaminoglicano e quais componentes 

destes glicosaminoglicanos estão envolvidos, e nem se a importância dos glicosaminoglicanos está em 

bloquear os receptores virais ou celulares, e em que magnitude eles contribuem na infecção. 

Dados da literatura mostram que a proteína G é o alvo para a ligação da heparina, mas nenhum 

receptor foi descrito para o RSV e que comparações de seqüências da proteína G dos vírus dos dois 

grupos antigênicos (RSVA e RSVB) identificaram um segmento de 13 aminoácidos conservado no meio 

do ectodomínio da proteína G (aa 164-167). Este segmento conservado, que é estritamente hidrofóbico, 

foi proposto como um suposto sítio receptor de ligação da heparina. (MARTINEZ et al., 2000).  

Estudos mais minuciosos, realizados recentemente, evidenciam que ocorre a ligação da proteína 

G ao tipo selvagem das células CHO que apresentam glicosaminoglicanos padrões, enquanto em células 

CHO com GAGs deficientes não ligação houve infecção viral. Esses resultados mostram que os 

glicosaminoglicanos da superfície celular e a interação da proteína G desempenham um papel 

fundamental na infectividade do metapneumovírus humano (THAMMAWAT et al., 2008). 
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Além disso, no trato respiratório de camundongos, a replicação do vírus com falta da proteína G 

foi altamente restrita, indicando que a proteína G é necessária para a infecção do RSV in vivo 

(THAMMAWAT et al., 2008).  

Embora tenha sido demonstrado que tanto a infectividade do metapneumovírus humano e a 

ligação da proteína G são mediados por interações com os glicosaminoglicanos, isto não é 

necessariamente indicativo que o mecanismo de inibição da infectividade está relacionado unicamente 

pela redução da ligação na proteína G. No caso do RSV, a proteína F também desempenha um papel 

mediador na infecção através do mecanismo dependente de GAG (THAMMAWAT et al., 2008). 

A ligação das proteínas aos glicosaminoglicanos celulares é frequentemente mediada por 

interações eletrostáticas. Vários vírus utilizam os glicosaminoglicanos da superfície celular para facilitar a 

ligação e/ou a fusão do vírus à célula hospedeira. Esse processo é frequentemente mediado por essas 

interações eletrostáticas que ocorrem entre as cargas positivas das proteínas do vírus e a carga negativa 

dos glicosaminoglicanos da superfície celular (THAMMAWAT et al., 2008). 

Os resultados encontrados quando foi utilizada a dextrana sulfatada mostraram também um 

efeito inibitório deste glicosaminoglicano. Observou-se que, ao contrário da heparina, a dextrana sulfatada 

apresenta eficiência maior quando o vírus é tratado antes da inoculação do que quando a célula é tratada, 

pois concentrações acima de 2�M de dextrana sulfatada no vírus foram suficientes para causar a inibição, 

quando comparado aos 5�M na célula. Este resultado mostra ainda a diferença na eficiência de inibição 

da infecção viral para os dois glicosaminoglicanos e, ainda, que estes têm eficiências diferentes, quando 

se trata o vírus e quando se trata a célula antes da inoculação. A explicação para esta diferença de 

condição de eficiência pode estar associada às características físico químicas destes dois 

glicosaminoglicanos. 
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Os glicosaminoglicanos celulares que contêm ácido idurônico, incluindo a heparina inibem a 

infecção por RSV (THAMMAWAT et al., 2008). Peeples (2000) relata que o fato de um polissacarídeo 

sulfatado apresentar ácido idurônico faz com que ele iniba a infecção. Em contrapartida, o fato de não 

apresentar este ácido permite que o RSV se instale na célula. O que nos levaria a pensar que a heparina 

inibe a infecção por apresentar ácido idurônico, porém a dextrana sulfatada não apresenta ácido idurônico 

e inibe a infecção viral, sugerindo que exista outro mecanismo que auxilie no efeito inibitório além da 

presença do ácido idurônico.  

Outro possível mecanismo envolvido no processo pode ser o grau de sulfatação dos 

polissacarídeos sulfatados, porque quanto mais grupos sulfatados um polissacarídeo possui mais cargas 

negativas (SO3
-) ele possuirá, o que aumentará a sua afinidade pela proteína G.  

Melero (2004) demonstra que a proteína G apresenta um domínio de ligação para a heparina rico 

em aminoácidos básicos, carregadas positivamente, que se ligam às cargas negativas da heparina. 

Portanto, apesar da dextrana sulfatada não possuir ácido idurônico ela possui em média dois grupos 

sulfatos por dissacarídeo. Já a heparina apresenta tanto o ácido idurônico quanto alto grau de sulfatação 

(aproximadamente 2,5 grupos sulfatos por dissacarídeo), evidenciando assim o maior poder de inibição da 

infecção viral mesmo em concentrações tão baixas: sob tratamento na célula inibe a partir de 3�M e no 

vírus inibe em concentrações superiores a 4�M.  

Estes resultados evidenciam ainda que o grau de sulfatação tem um certo limite na interação (2,0 

grupos sulfatos por dissacarídeo) e acima deste não apresenta aumento na eficiência. Esta evidência 

mostra que a dextrana está apresentando uma maior eficiência na presença da infecção viral do que a 

heparina. Estes resultados foram confirmados por meio das duas técnicas utilizadas: PCR e 

Imunofluorescência Indireta. 
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Outra explicação pode ser que a proteção que os glicosaminoglicanos proporcionam impede a 

infecção viral, uma vez que o vírus não consegue se adsorver à membrana da célula, em tempo suficiente 

para que ocorra a fusão viral, processo fundamental para que a infecção viral se concretize. 
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6. CONCLUSÕES 
 

1. A heparina e a dextrana sulfatada são eficientes inibidores de infecção por RSV em 

cultivo de células Hep2; 

2. As duas técnicas (PCR e Imunofluorescência Indireta) mostram coerência nos resultados 

obtidos, elas se complementam; 

3. A concentração de heparina que apresenta efeito para inibição da infecção viral é a partir 

de 3�M quando as células são tratadas antes da inoculação e a partir de 5�M quando o 

vírus é tratado antes da inoculação viral. A concentração de dextrana sulfatada que 

apresenta efeito para inibição da infecção viral é a partir de 5�M quando as células são 

tratadas antes da inoculação e a partir de 2�M quando o vírus é tratado antes da 

inoculação viral; 

4. A heparina apresenta maior eficiência na inibição da infecção viral quando as células são 

tratadas antes da inoculação viral, enquanto a dextrana sulfatada apresenta maior 

eficiência na inibição da infecção viral quando o vírus é tratado antes da inoculação. 
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