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RESUMO 

As infecções relacionadas à assistência à saúde (IrAS), são uma das 

principais causas de mortalidade e aumento dos custos hospitalares em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento. Nos casos em que um paciente adquire 

uma IrA e esta não é tratada adequadamente, a mesma pode evoluir para um 

quadro mais grave, podendo levar a sepse e consequentemente na maioria dos 

casos a morte. A sepse representa um importante problema de saúde pública, 

entretanto, um tratamento eficaz para esta síndrome ainda não foi encontrado. 

Peptídeos antimicrobianos foram relatados para modular a resposta à infecção 

bacteriana na sepse, independente dos mecanismos de resistência conhecidos 

para os antibióticos. Desta forma, procurou-se investigar a atividade 

imunomodulatória de duas formas de clavaninas sobre monócitos RAW 264.7, 

bem como a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade in vitro. Em ensaios in 

vivo a genotoxicidade, a ação das clavaninas sobre a migração de neutrófilos e 

a eficácia do tratamento com as clavaninas em um modelo de infecção de 

ferida operatória por S. aureus e sepse polimicrobiana grave também foram 

avaliadas. Os estudos in vitro demostraram que as clavaninas inibiram 

completamente o crescimento de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus, 

preveniram a secreção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-12) e NO, e 

aumentaram a secreção de IL-10. Além disso, as clavaninas não apresentaram 

atividade citotóxica sobre as células RAW 264.7. Nos experimentos in vivo, as 

clavaninas não apresentaram genotoxicidade, além de apresentarem-se 

quimoatraentes para neutrófilos. As clavaninas, também, reduziram 

significativamente as unidades formadoras de colônias de S. aureus no modelo 

experimental de ferida operatória, e reduziram a mortalidade dos animais 

sépticos em mais de 50%, quando comparados com animais controle. Devido à 

sua ação direta sobre células do sistema imune e microorganismos, as 

clavaninas aparentam ser compostos potenciais para o tratamento de infecções 

bacterianas graves como a sepse, demonstrando alto valor biotecnológico. 

 

Palavras-chave: infecções relacionadas à assistência à saúde, sepse, 

peptídeos antimicrobianos, clavaninas. 
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ABSTRACT 

Healthcare-associated infections (HAIs) are a major cause of mortality, 

also increasing hospital costs in developed and developing countries. When a 

patient acquires HAIs and this is not properly handled, disease may clearly 

worst, leading to sepsis and consequently in major to death. Despite of sepsis 

represents an important public health problem, any effective treatment for this 

syndrome was obtained until now. In this view, antimicrobial peptides have 

been reported as modulators of immune response to bacterial infection in 

sepsis, with independent activity of mechanisms that lead to antibiotic. Thus, 

the immunomodulatory activity of two different forms of clavanins over RAW 

264.7 monocytes, as well the in vitro antimicrobial and cytotoxic activities were 

here investigated. Furthermore, in vivo genotoxicity assays, the evaluation of 

clavanins activity on neutrophil migration and also the efficacy of treatment with 

clavanins in a wound S. aureus infection model and severe polymicrobial sepsis 

were also evaluated. Moreover, in vitro studies demonstrated that clavanins are 

able of inhibit the growth of E. coli, K. pneumoniae and S. aureus. Clavanins 

also prevented the secretion of proinflammatory cytokines (TNF-α, IL-12) and 

NO, and increased the IL-10secretion. In addition, clavanins showed none 

cytotoxicity on RAW 264.7 cells. During in vivo experiments, the clavanins 

showed no genotoxicity, showing however, a clear chemotactic effect for 

neutrophils. Clavanins also significantly reduced the colony-forming units of S. 

aureus in an experimental model of surgical wound infection and reduced the 

mortality of septic animals in more than 50 %, when compared to control group. 

Due to their direct activities over immune cells and microorganisms, clavanins 

are potential compounds for the treatment of serious bacterial infections such 

as sepsis, showing an enormous and remarkable biotechnological value. 

 

Keywords: Healthcare-associated infections, sepsis, antimicrobial peptides, 

clavanins. 

 

 



VI 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

µg – Microgramas  

µM – Micromolar  

ADP – Adenosina difosfato 

ATCC – The American type culture collection. 

BSA – Albumina do Soro Bovino. 

CDC – Centers for Disease Control and Prevention. 

CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute. 

CO2 – Dióxido de carbono.  

COBEA – Conselho Brasileiro de Experimentação Animal. 

DAMPs – Padrões moleculares associados a danos celulares 

DC – Dicroísmo circular 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO – Dimetilsulfóxido  

DNA – Ácido desoxirribonucléico  

EDTA – ácido etilenodiamino tetra-acético 

ERK – Quinase regulada por sinal extracelular. 

g – Grama 

HCl – Ácido clorídrico 

IFN- – Interferon gama. 

IL – Interleucina 

IrAS  – Infecções relacionadas à assistência à saúde. 

kDa – kilodaltons 

LPS – Lipopolissacarídeo  

mg – Miligrama  



VII 

 

MIC – Concentração inibitória mínima 

MIF – Fator inibidor da migração de macrófagos  

mL – Mililitro  

mM – milimolar 

MRSA – Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

MTT – (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) 

NaCl – Cloreto de sódio 

NCCLS – National Committee for Clinical Laboratory Standards. 

NF-k β – factor nuclear kappa beta. 

NO – Óxido nítrico  

ºC – Graus Celsius 

p38 – Proteína quinase ativada por mitógeno 

PAMPs – Padrões moleculares associados à patógenos 

PAMs – Peptídeos antimicrobianos 

PARP – Poli (ADP-ribose) polimerase 

PBS – Tampão fosfato salino 

pg – Picograma  

pH – Potencial hidrogeniônico 

PI3K – Fosfoinositídeo 3-quinase 

PMN – células polimofonucleares  

RAW – Mouse leukaemic monocyte macrophage cell line 

rhAPC – Proteína C ativada recombinante humana 

RNA – Ácido ribonucléico 

rpm – Rotações por minuto 

RPMI- Roswell Park Memorial Institute Medium 

SDS – Dodecil sulfato de sódio 

SEM – Desvio padrão da média 

SMH – Shai-Matsuzaki-Huang 

SOAP – Sepsis Occurrence In Acutely Ill Patients 



VIII 

 

Th1 – Célula T help do tipo 1 

Th2 – Célula T help do tipo 2 

TLRs – Receptores Toll-like 

TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa 

UFC – Unidade formadora de colônia  

UV – Radiação ultravioleta 

W3C – World Wide Web Consortium 

ηm – Nanometro  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IX 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Agentes mais comuns de infecções relacionadas à assistência à 

saúde. 

Tabela 2. Sequência primária das clavaninas A-D. 

Tabela 3. Concentração inibitória mínima da clavanina A para diferentes 

estirpes bacterianas e fungos. 

Tabela 4. Sequência de peptídeos utilizados no presente estudo. 

Tabela 5. Efeito da clavanina A e MO sobre bactérias Gram-negativas e Gram-

positiva patogênicas humanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Exemplos de estruturas de peptídeos antimicrobianos. 

Figura 2. Mecanismos de ação mais conhecidos dos peptídeos 

antibacterianos. A membrana bacteriana é representada como uma bicamada 

lipídica (a) e os peptídeos como bastões (b). Moléculas de peptídeoglicanas 

associadas à parede celular são representadas como cilindros (c). O 

mecanismo de permeabilização da membrana é indicado de A-E. Os PAMs se 

interagem com as cargas negativas da membrana exterior. “A“ formação de um 

‘tapete’ de peptídeos na superfície da membrana, “B” poro toroidal, “C” poros 

do tipo barril, “D” ação do tipo detergente, “E” permeabilização da membrana 

sem desestabilização.  Vários PAMs atuam em processos intracelulares, tais 

como a inibição da síntese de mRNA (F), inibição da síntese protéica (G), 

inibição da atividade ATPase da DnaK, uma enzima envolvida no 

enovelamento de proteínas (H), além da inibição de enzimas envolvidas na 

modificação dos aminoglicosídeos (I). alguns PAMs  inibiram a formação de 

componentes estruturais, como a parede celular (c; J), inibindo a 

transglicosilação de lipídios II, que é necessária para a síntese do 

peptídeoglicano.  

Figura 3. Base física da atividade seletiva de disrupção do potencial de 

membrana dos peptídeos antimicrobianos catiônicos. 

Figura 4. As clavaninas são produzidas pelo tunicado Styela clava. Observe na 

foto indivíduo solitário aderido a um recife de corais. 
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Figura 6. Espectro de atividade da catelicidina LL-37. A LL-37 induz alterações 

na expressão gênica global dos monócitos, através da sinalização por p38, 

ERK, PI3K, e as vias de NF-kB, promovendo a expressão de quimiocinas e de 

outros genes envolvidos na comunicação celular. A LL-37 funciona como um 

quimioatraente direto para monócitos, neutrófilos, células T e mastócitos 

através do receptor FPRL1 e do receptor Gi-coupled. A LL-37 apresenta forte 

atividade anti-endotóxica, inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias de 

monócitos em resposta ao LPS e, a maturação de células dendríticas derivadas 

de monócitos. Monócitos tratados com LL-37 modulam o processo de 

diferenciação de células dendríticas. Outras atividades da LL-37 incluem a 

promoção de funções antimicrobiana dos neutrófilos e mastócitos. A LL-37 

suprime a apoptose das células epitelial e neutrófilo, através da ativação do 

FPRL1 ou P2X7. Nos queratinócitos, a LL-37 induz a expressão de IL8, a 

migração e cicatrização de feridas. Em células epiteliais das vias aéreas, LL-37 

ativa p38 e ERK induzindo a secreção de quimiocinas, mediado por receptores: 

FPRL1 das metaloproteases da família ADAM e EGFR, através da 

internalização de peptídeos ativos. LL-37 também promove a angiogênese, 

mediada pelo receptor FPRL1. 

Figura 7.  Peptídeos antimicrobianos com atividade imunomodulatória. 

Figura 8. Avaliação da atividade antibacteriana. Escherichia coli foi cultivada 

na presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  MO 

(quadrado). A cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 100%. 

Cloranfenicol foi utilizado como controle positivo. Os dados são representativos 

de três experimentos independentes (média ± DP). 

Figura 9. Avaliação da atividade antibacteriana. Klebsiella pneumoniae foi 

cultivada na presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  

MO (quadrado). A cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 
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100%. Cloranfenicol foi utilizado como controle positivo. Os dados são 

representativos de três experimentos independentes (média ± DP). 

Figura 10. Avaliação da atividade antibacteriana. Staphylococcus aureus foi 

cultivada na presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  

MO (quadrado). A cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 

100%. Cloranfenicol (Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo. Os 

dados são representativos de três experimentos independentes (média ± DP). 

Figura 11. Avaliação dos efeitos hemolíticos  da clavanina A (círculo), 

clavanina MO (quadrado) e LL-37 (asterísco) sobre eritrócitos humanos. 0,1 % 

de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) serviu como controle positivo (100% de 

hemólise). A liberação de hemoglobina foi medida a λ 550 ηm e é expresso 

como % de hemólise. Os dados são representativos de três experimentos 

independentes (média ± DP). 

Figura 12. Efeito da LL-37 sobre a viabilidade de células RAW 264.7. Os 

peptídeos foram diluídos de 1,77 a 14,16 μM. As células foram incubadas 

durante 24 horas (círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas (triângulo), a 

viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a 

média de três experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como 

média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste t de 

Student. *, p<0,05 como significativo em relação ao controle. 

Figura 13. Efeito da Clavanina A sobre a viabilidade de células RAW 264.7. 

Os peptídeos foram diluídos de 3 a 191,96 μM. As células foram incubadas 

durante 24 horas (círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas (triângulo), a 

viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a 

média de três experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como 

média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste t de 

Student. *, p<0,05 como significativo em relação ao controle. 



XIII 

 

Figura 14. Efeito da Clavanina MO sobre a viabilidade de células RAW 

264.7. Os peptídeos foram diluídos de 2,41 a 157,5 μM. As células foram 

incubadas durante 24 horas (círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas 

(triângulo), a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados 

representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo 

expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada 

utilizando teste t de Student. *, p<0,05 como significativo em relação ao 

controle. 

Figura 15. Dosagem de TNF-α em sobrenadante de cultura de células 

RAW 264.7. As células foram estimuladas por 24 horas com clavanina A (3 e 6 

μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou 

ausência de antigeno bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou sem IFN-γ (10 

ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos realizados em 

triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística 

foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p 

<0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ns, não significativo em relação ao controle.  

Figura 16. Dosagem de IL-10 em sobrenadante de cultura células RAW 

264.7. As células foram estimuladas por 72 horas com clavanina A (3 e 6 μM), 

clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de 

antigeno bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os 

dados representam a média de três experimentos realizados em triplicata, 

sendo expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p 

<0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ns, não significativo em relação ao controle. 

Figura 17. Dosagem de IL-12 em sobrenadante de células RAW 264.7. As 

células foram estimuladas por 24 horas com clavanina A (3 e 6 μM), clavnina 

MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de antigeno 

bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados 

representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo 

expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada 
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utilizando teste de Bonferroni, com P <0,05 como significativo. *, p <0,05; **, p 

<0,01; ***, p <0,001; ns, não significativo em relação ao controle. 

Figura 18. Participação das clavaninas A e MO e da LL-37 na produção de 

NO por células RAW 264.7. As células foram estimuladas por 72 horas com 

clavanina A (3 e 6 μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na 

presença ou ausência de antigeno bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou 

sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos 

realizados em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão. A 

análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com P <0,05 

como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ns, não significativo em 

relação ao controle. 

Figura 19. Avaliação da migração de leucócitos para a cavidade peritoneal 

de camundongos tratados com as clavaninas A e MO. Foi avaliada a 

migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 

tratados com  diferentes concentrações de clavanina A e MO (10, 30 e 90 

µg.mL-1), após 6 horas de tratamento. Como controle positivo utilizamos 

Tioglicolato 4%. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. A 

análise estatística foi realizada utilizando teste t de Student. *, p<0,05 como 

significativo em relação ao controle. 

Figura 20. Avaliação do potencial de atividade indutora de neutrófilos 

murinos in vivo das clavaninas A e MO. Foi avaliada a migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 tratados com 

diferentes concentrações de clavanina A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), após 6 

horas de tratamento. Como controle positivo utilizamos Tioglicolato 4%. Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p 

<0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001 em relação ao controle. 

Figura 21. Densidade média de micronúcleos em eritrocitos do sangue 

periférico de camundongos em diferentes tratamentos. Foi a formação de 
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micronucleos em camundongos C57BL/6 tratados com diferentes 

concentrações de clavanina A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), após 24, 48, 72 e 96 

horas de tratamento. Como controle positivo utilizamos colchicina 40 mg/kg. Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p 

<0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001 em relação ao controle. EPCMN: Eritrócitos 

policromáticos com micronúcleos; ENCMN: Eritrócitos normocromáticos com 

micronúcleos. 

Figura 22. Análise histológica de feridas tratadas com clavaninas A e MO. 

As feridas foram inoculadas com 105 células/mL de S. aureus e tratadas com 1 

mg.mL-1 
de sulfato de neomicina bacitracina zincica (A), 37,5 µM de clavanina 

A (B), 37,5 µM  de clavanina MO (C), PBS (D) e com gel de natrosol (E) 

durante 15 dias. As feridas não tratadas exibiram uma grave infiltração celular 

composta por células mononucleares (seta branca) e macrófagos (seta preta). 

Este infiltrado foi acompanhado por edema e necrose em fase inicial. Em 

contraste, as feridas tratadas com clavanina A e MO apresentaram menor 

infiltrado celular e uma resposta inflamatória atenuada. Vasos sanguineos 

(ponta de seta). Imagens representativas de cinco camundongos examinados 

por grupo. Barra (30 μm, de A-E). 

Figura 23. Recuperação da carga bacteriana (CFU por grama de tecido – 

ferida) após 15 dias de tratamento de camundongos C57BL/6 infectados 

com S. aureus. As feridas foram inoculadas com 105 células/mL de S. aureus 

e tratadas com 1 mg.mL-1 de sulfato de neomicina bacitracina zincica, 37,5 µM 

de clavanina A e MO (C), PBS e com gel de natrosol, durante 15 dias. Os 

dados são representativos de cinco camundongos examinados por grupo. Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão.A análise estatística foi 

realizada utilizando teste de Bonferroni, com p<0,05 como significativo. *, 

p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em relação ao controle. SNBZ: sulfato de 

neomicina bacitracina zincica; CFU: Unidade formadora de colônia. 
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Figura 24. Influência da clavaninas A e MO na sobrevida de camundongos 

submetidos a sepse polimicrobiana grave. Camundongos C57BL/6 foram 

inoculadas intraperitonealmente com 105 células/mL (S. aureus e E. coli). Os 

animais foram tratados com  diferentes concentrações de clavanina A (a) e 

clavaninas MO (b) (10, 30 e 90 µg.mL-1), durante 7 dias. Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão.  
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LISTA DE BOXERS  
 
 

Conclusão experimental 1: As clavaninas A e MO foram eficazes na inibição 

do crescimento in vitro de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. 

Conclusão experimental 2: As clavaninas não foram citotóxicas nas 

concentrações de 1 a 100 µg.mL-1 (clavanina MO) e de 1 a 512 µg.mL-1 

(clavanina A). 

Conclusão experimental 3: As clavaninas A e MO estimularam a 

viabilidade/proliferação de células RAW 264.7. 

Conclusão experimental 4: As clavaninas A e MO estimularam a secreção de 

IL-10 e inibiram/não alteraram os níveis de NO, TNF-α e IL-12 pelas células 

RAW 264.7. 

Conclusão experimental 5: As clavaninas A e MO estimularam a migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal dos camundongos após 6 horas de 

tratamento. 

Conclusão experimental 6: As clavaninas A e MO não causaram qualquer 

efeito genotóxico em nível cromossômico. 

Conclusão experimental 7: O tratamento tópico com as clavaninas A e MO, 

contribuíram para a melhora na cicatrização do ferimento e reduziu 

significativamente a carga bacteriana. 

Conclusão experimental 8: As clavaninas A e MO aumentaram a sobrevida 

de camundongos submetidos a sepse policrobiana grave. 

Conclui-se desta forma que: As clavaninas A e MO apresentam efeito 

antimicrobiano e imunomodulador importantes para potencial terapêutico de 

feridas cirúrgicas e quadros de sepsisemia. 
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1 INTRODUÇÃO 

As infecções relacionadas à assistência à saúde (IrAS) ou infecções 

hospitalares (IHs), são uma das principais causas de mortalidade e aumento 

nos custos hospitalares em países desenvolvidos e em desenvolvimento, além 

de contribuírem para o aumento da resistência dos microorganismos aos 

antibióticos (Pittet et al., 2008). Estima-se que a incidência das IrAS ocorre em 

torno de 5-10% nos países desenvolvidos e com uma frequência média de 27% 

nos países em desenvolvimento (Rezende et al., 1998; Pittet et al., 2008). Nos 

Estados Unidos, segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention 

(CDC), as IrAS representam cerca de 1,7 milhões de infecções, causando 

99.000 mortes a cada ano, a um custo aproximado de US$ 4,5 bilhões 

(McKibben et al., 2005; Klevens et al., 2007). Destas, 32% de todas as 

infecções associadas aos cuidados de saúde são as infecções do trato 

urinário;   22% são infecções de sítio cirúrgico; 15% são infecções pulmonares 

e 14% são infecções da corrente sanguínea (Klevens et al., 2007). 

No Brasil, segundo levantamentos feitos pelo Ministério da Saúde, estima-

se que a taxa média de IrAS  no país é de 15,5% (APECIH, 2005; Brasil, 2004). 

No entanto, as taxas de mortalidade por IrAS  no Brasil não são precisas,  uma 

vez que não existe um programa de controle de qualidade que ofereça 

condições satisfatórias para a coleta, processamento e gerenciamento das 

informações sobre as mesmas no  Brasil. Os patógenos comumente envolvidos 

na etiologia das IrAS são bactérias, fungos e vírus, no entanto, merecem 

destaque as bactérias constituintes da microbiota humana normal, as quais 

podem causar infecção em indivíduos imunodeprimidos (Brasil, 2004). As 

bactérias mais comuns associadas a IrAS  podem ser observadas na  Tabela 1. 

 

 

  

 



 

2 

 

Tabela 1. Agentes bacterianos mais comuns causadores de infecções relacionadas à 

assistência à saúde. 

*Modificado de Brasil, 2004. 

Um fator importante relacionado às IrAS é o aumento acentuado no 

aparecimento de bactérias resistentes aos antibióticos nas últimas décadas, 

bem como à disseminação das bactérias resistentes para a comunidade. 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), por exemplo, que 

inicialmente foi encontrado em ambiente hospitalar, tem se tornado hoje, 

comum em ambientes comunitários durante as duas últimas décadas, isso, 

apesar de todos os esforços para conter sua propagação. Ao longo do tempo, a 

resistência de estafilococos a várias outras classes de antibióticos vem sendo 

observada (Taubes, 2008). Esta vasta disseminação da resistência aos 

antibióticos é em parte devido aos mecanismos sofisticados de ganhos de 

resistência das bactérias, incluindo a capacidade das bactérias para trocar 

material genético de uma cepa para a outra (Taubes, 2008). Esta troca de 

informação genética é muito mais provável de ocorrer com a exposição 

repetida a concentrações elevadas de antibióticos específicos. As terapias 

atuais, como a profilaxia com antibióticos de largo espectro, só aumentam este 

problema (Lynch & Robertson, 2008).  

Patógeno Sítios comuns de isolamento do patógeno 

Bactérias Gram-negativas  

Escherichia coli Trato urinário, feridas cirúrgicas, sangue 

Pseudomonas sp Trato urinário, trato respiratório, queimaduras 

Klebsiella pneumoniae Trato urinário, trato respiratório, feridas cirúrgicas 

Proteus sp Trato urinário, feridas cirúrgicas 

Enterobacter sp Trato urinário, trato respiratório, feridas cirúrgicas 

Serratia sp Trato urinário, trato respiratório, feridas cirúrgicas 

Bactérias Gram-positivas  

Streptococcus sp Trato urinário, trato respiratório, feridas cirúrgicas 

Staphylococcus aureus Pele, feridas cirúrgicas, sangue 

Staphylococcus epidermitis Pele, feridas cirúrgicas, sangue 
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As IrAS  são um grave problema de saúde pública, com uma tendência de 

agravamento ainda maior. Devido entre outros fatores, a aglomeração e 

tamanho da população que estão em aumento contínuo, além do uso 

indiscriminado de antibióticos, propiciando o surgimento cada vez maior de 

microorganismos resistentes às terapias disponíveis. 

 

1.1 Sepse  

As IrAS são infecções bastante comuns, mas quando tratadas rápida e 

adequadamente, não são perigosos para o paciente. No entanto, nos casos em 

que um paciente adquire uma infecção e esta não for tratada adequadamente, 

a mesma pode evoluir para um quadro mais grave, podendo levar a sepse, 

lesão grave, que pode levar a morte do hospedeiro (Perry, 2007). 

A sepse pode ser definida como uma resposta inflamatória sistêmica a 

microrganismos patogênicos em tecidos e fluídos normalmente estéreis 

(sangue, líquido cefalorraquidiano), onde ocorre uma produção exacerbada de 

uma série de mediadores inflamatórios, tais como citocinas e proteínas de fase 

aguda e ativação excessiva de células inflamatórias, podendo levar a disfunção 

ou falência de um ou vários órgãos (Ayres, 1985; Balk & Bone, 1989; Kilpatrick 

et al., 1998). 

Em um estudo observacional realizado em unidades de terapia intensiva 

européias, desenvolvido pelo SOAP (Sepsis Occurrence In Acutely Ill Patients), 

foram acompanhados 3.147 pacientes adultos, com idade média de 64 anos. 

Destes pacientes, 1.177 apresentaram sepse, incluindo 777 pacientes que 

manifestaram sepse na admissão, levando a 313 falecimentos, totalizando um 

índice de mortalidade alarmante de 45%. Nos pacientes com sepse, o pulmão 

foi o local mais comum de infecção (68%), seguido pelo abdome (22%). Os 

microorganismos mais freqüentes foram Staphylococcus aureus (30%, 

incluindo 14% resistente à meticilina), espécies de Pseudomonas spp. (14%) e 

Escherichia coli (13%) (Vincent, et al., 2006).  
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Apesar do grande impacto sócio-econômico que a sepse causou e tem 

causado em todo o mundo e dos inúmeros estudos realizados até o presente, a 

patogênese da sepse ainda continua obscura. Sabe-se que um estímulo 

inflamatório microbiano é detectado pelos receptores de padrões moleculares 

associados à patógenos (PAMPs), além disso, proteínas intracelulares ou 

mediadores que são liberados por células mortas, também são reconhecidos 

pelo sistema imune (Rittirsch et al., 2008). Essas proteínas que são conhecidas 

como "alarminas”, juntamente com os PAMPs, são conhecidas como padrões 

moleculares associados a danos celulares (DAMPs) (Bianchi, 2007). Os 

DAMPs são reconhecidos pelos receptores Toll-like (TLRs), que são receptores 

cruciais para a iniciação da resposta inflamatória (Rittirsch et al., 2008). 

Durante a sepse, a resposta imune adaptativa deixa de ter uma resposta 

inicial mediada por células Th1 caracterizada pela produção de interferon gama 

(IFNγ) e de interleucina 12 (IL-12), e passa a ter uma resposta mediada por 

células T helper 2 (Th2), caracterizada pela liberação de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-

13, o que pode resultar em imunossupressão profunda (Rittirsch et al., 2008). 

Além das células Th1 e Th2 outra população de Th foi recentemente 

descoberta, as células Th17, um subconjunto de células Th que produz IL-17 

(Harrington, 2005). Esta resposta é importante para o hospedeiro numa 

resposta a infecção por microorganismos que não são eliminados por Th1 ou 

Th2 (Rittirsch et al., 2008).  

Nos indivíduos acometidos pela sepse há uma completa ativação da 

resposta imune sistêmica devido à liberação de altos níveis de DAMPs de 

microorganismos invasores e / ou tecido do hospedeiro lesado, o que leva à 

super estimulação de células do sistema imune. Como resultado, a sepse é 

acompanhada por uma resposta acentuadamente desequilibrada de citocinas, 

com isso as respostas que normalmente são benéficas no combate a 

infecções, acabam levando a um intenso processo inflamatório, causando 

sérios danos ao hospedeiro (Rittirsch et al., 2008).  

Sabe-se agora que a resposta inflamatória na sepse envolve uma 

complexa interação de diferentes sistemas biológicos e tipos celulares, 
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resultando em grave desregulação da resposta inflamatória, tornando 

necessária a aplicação de abordagens interdisciplinares (Rittirsch et al., 2008). 

Outro fator intrigante que tem chamado bastante à atenção dos pesquisadores, 

na última década, é um forte indício de que uma resposta inflamatória 

exacerbada na verdade não seja o principal responsável pelo óbito de 

pacientes portadores desta patologia. Tal observação se baseia no fato de que, 

embora alguns pacientes venham a óbito durante a fase inicial da resposta 

inflamatória exacerbada desencadeada durante a sepse, a maioria dos 

pacientes falece em momentos posteriores a este evento, o qual está 

associado a um extenso estado de imunossupressão (Rittirsch et al., 2008). 

Notavelmente, os neutrófilos podem sofrer “paralisia imunológica” durante a 

sepse, que envolve um completo fechamento de importantes vias de 

sinalização intracelular e disfunção do sistema imune adaptativo, a qual é um 

fator importante que contribui para a imunossupressão que se observa nas 

fases posteriores da sepse (Rittirsch et al., 2008). 

A teoria de que a morte por sepse foi atribuída a uma hiper estimulação 

do sistema imune, não foi por acaso e é datada de um longo período de 

estudo. Contudo o “calcanhar de Aquiles” de tal teoria deve-se ao fato de que 

esta foi baseada em estudos realizados em modelos animais, os quais 

parecem não refletir o quadro clínico em humanos (Fink & Heard, 1990; Deitch, 

1998; O’Reilly et al., 1999). Esses estudos utilizaram grandes doses de 

endotoxina ou uma carga bacteriana muito alta, consequentemente, os níveis 

de citocinas circulantes, como o fator de necrose tumoral (TNF-α), são 

exponencialmente maiores nos animais do que em pacientes com sepse 

(Deitch, 1998). Nestes estudos, os animais morreram pelo que chamamos de 

"tempestade de citocinas", e o emprego de macromoléculas e outros 

compostos que bloqueiam a produção desses mediadores normalmente 

melhoraram a sobrevida dos animais (Fink & Heard, 1990; Deitch, 1998; 

O’Reilly et al., 1999). 

Em certas formas de sepse, como por exemplo, na meningococcemia, os 

níveis circulantes de TNF-α são elevados e correlacionados com a mortalidade 

(Girardin et al., 1988; Hatherill et al., 2000). Em um estudo realizado com 55 
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crianças com infecção causada por Neisseria meningitidis, 46 apresentarvam 

níveis elevados de TNF-α circulante (Girardin et al., 1988). No entanto, estudos 

têm demonstrado que a frequência de uma resposta inflamatória sistêmica 

exacerbada é inferior ao que foi originalmente pensado (Debets et al., 1989; 

Rogy et al.,  1994; Pruitt et al., 1997; Oberholzer et al., 2000). Debets e 

colaboradores (1989) observaram que, apenas 11 dos 43 pacientes com sepse 

(25%) apresentaram níveis detectáveis de TNF-α circulantes (limite de 

detecção, de 5 a 10 pg. mL-1). Em outro estudo, com 87 pacientes com sepse, 

apenas sete apresentavam níveis mensuráveis de TNF-α ou IL-1 (Pruitt et al., 

1997; Oberholzer et al., 2000). Estes estudos indicam que em humanos parece 

não haver uma produção exacerbada de citocinas como se pensava, ou como 

é observado em modelos animais.  

Vários autores consideram as citocinas como grandes vilãs durante a 

sepse, todavia, as mesmas são de extrema importância no tratamento desta 

patologia (Hotchkiss & Karl, 2003). Estudos em um modelo animal de peritonite 

demonstraram que o bloqueio de TNF-α reduziu a sobrevida dos animais em 

mais de 50% (Eskandari et al., 1992; Echtenacher et al., 2001). Em suma, o 

bloqueio total de receptores ou das respectivas citocinas tendem a 

comprometer ainda mais o estado clínico do paciente. Estudos datados da 

segunda metade do século XX (Meakins et al., 1977), apresentavam indícios 

de como o organismo reagia após resistir à resposta inflamatória exacerbada 

que marca o início do agravamento da sepse. Nestes estudos, foi observado 

que pacientes com sepse apresentam características compatíveis com 

imunossupressão, incluindo uma perda de hipersensibilidade tardia, uma 

incapacidade de eliminar os agentes infecciosos e uma predisposição a IrAS  

(Meakins et al., 1977; Lederer et al., 1999; Oberholzer et al., 2000). 

Inicialmente, a sepse é caracterizada pelo aumento de mediadores 

inflamatórios, mas à medida que a síndrome persiste, há uma mudança em 

direção a um estado de imunossupressão (Lederer et al., 1999; Oberholzer et 

al., 2000). Há fortes evidências de que a imunossupressão está presente num 

estado tardio da doença. Foi observado que quantidades pequenas de 

citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-1 estavam presentes no sangue total 
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de pacientes estimulados com LPS (Ertel et al., 1995). Além disso, em 

pacientes que apresentavam imunossupressão durante a sepse, tal quadro foi 

revertido após a administração de TNF-α. Desta forma, o TNF-α 

aparentemente estimulou a proliferação de macrófagos melhorando a 

sobrevida destes pacientes (Docke et al., 1997). 

Nas duas últimas décadas, os estudos sobre a patogênese da sepse tem 

se intensificado, juntamente com a busca por um tratamento eficaz. Nesta 

busca, diversos novos agentes têm demonstrado eficácia em modelos animais 

clinicamente relevantes, oferecendo esperança no tratamento da sepse 

(Hotchkiss & Karl, 2003). O'Suilleabhain e colaboradores (1996) demonstraram 

que a IL-12, é um potente estimulante imunológico e indutor de Th1, reduzindo 

a mortalidade por sepse, quando administrada após ferimento ou queimadura. 

A administração de anticorpos contra a ativação do sistema complemento e 

consequente liberação do fator C5a, reduziu a frequência de bacteremia, evitou 

a apoptose de células Th e acabou melhorando a sobrevida dos animais 

(Czermak et al., 1999; Guo et al., 2000; Huber-Lang et al., 2001). Calandra e 

colaboradores (2000) relataram que altas concentrações do contra fator inibidor 

da migração de macrófagos estavam (MIF) presentes em pacientes com sepse 

e que a administração de anticorpos que inibem MIF em camundongos 

aumenta a sobrevida dos animais em um modelo de peritonite aguda. Estudos 

que utilizam fatores que inibem a apoptose de linfócitos e células epiteliais 

gastrointestinais têm melhorado a sobrevida em modelos experimentais de 

sepse (Chung et al., 1998; Hotchkiss et al., 1999; Hotchkiss et al., 2000; 

Oberholzer et al., 2001a; Oberholzer et al., 2001b; Coopersmith et al., 2002). 

Camundongos com sepse deficientes em poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) 

apresentaram uma melhora na sobrevida e a administração de um inibidor de 

PARP, aumentou a sobrevida de porcos portadores de um modelo 

experimental de sepse (Goldfarb et al., 2002; Soriano et al., 2002). Além dos 

fatores descritos anteriormente, o sistema nervoso central é um importante 

modulador da inflamação, a estimulação elétrica do nervo vago protege contra 

choque endotóxico (Borovikova et al., 2000).  
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A proteína C ativada recombinante humana (rhAPC), um anticoagulante, 

é o primeiro agente anti-inflamatório, que apresentou atividade no tratamento 

da sepse (Bernard et al., 2001; Matthay et al., 2001). Em pacientes com sepse, 

a administração da rhAPC resultou em uma redução de 19,4% no risco de 

morte (Bernard et al., 2001). A rhAPC ativada inativa os fatores Va e VIIIa, 

evitando, assim, a geração de trombina (Matthay et al., 2001). A eficácia de um 

agente anticoagulante em pacientes com sepse tem sido atribuída à reação 

entre o sistema de coagulação e da cascata inflamatória (Hotchkiss & Karl, 

2003).  A inibição da geração de trombina pela rhAPC ativada diminui a 

inflamação pela ativação plaquetária, recrutamento de neutrófilos, 

degranulação dos mastócitos (Hotchkiss & Karl, 2003). A rhAPC ativada 

apresenta propriedades antiinflamatória direta, incluindo o bloqueio da 

produção de citocinas por monócitos e bloqueio da adesão celular (Hotchkiss & 

Karl, 2003). 

Como exposto anteriormente, uma variedade de agentes prometem novas 

terapias eficazes no tratamento da sepse. Todavia, os dados aqui 

apresentados são de experimentos laboratoriais (exceto, o uso da rhAPC) e 

como bem sabemos o caminho do laboratório até as prateleiras  das farmácias 

é dispendioso. O que se faz hoje na prática é a utilização de antibióticos 

convencionais como ampicilina, estreptomicina, vancomicina dentre outros, 

sozinhos ou em combinação. No entanto, um dos fatores limitantes de tal 

terapia é a ineficácia, na maioria dos casos, destes compostos. A sepse em 

sua quase totalidade é polimicrobiana, e outro agravante, que coíbe a eficácia 

de tal terapia está relacionado com a identificação dos patógenos envolvidos 

na síndrome. A identificação do patógeno é importante para o tratamento e, 

como se sabe, o método mais difundido para identificação dos patógenos 

envolvidos na sepse é a hemocultura, técnica relativamente demorada. Este 

processo atrasa o relatório médico em vários dias, o que na maioria dos casos 

compromete o tratamento, sendo um dos fatores que contribuem de forma 

significativa, para o elevado número de óbitos na sepse.   

Diante do exposto, observamos que a sepse não pode ser mais atribuída 

exclusivamente a uma ação desordenada do sistema imunitário, podendo 
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indicar um sistema imunológico que está gravemente comprometido e incapaz 

de erradicar patógenos. Os mecanismos que levam a falência de órgãos e o 

óbito de pacientes com sepse, ainda permanecem desconhecidos, sendo que, 

os estudos de autópsias não revelam necrose generalizada. Os avanços 

clínicos no tratamento da sepse incluem: a terapia com rhAPC, o controle da 

glicose no sangue e terapia alvo-dirigida. Terapias futuras podem ser 

direcionadas para aumentar ou inibir a resposta imunológica do paciente, 

dependendo de polimorfismos genéticos, a duração da doença e as 

características do patógeno particular (Hotchkiss & Karl, 2003). 

 

1.2 Peptídeos antimicrobianos 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas evolutivamente 

antigas constituintes do sistema imune inato (Nijnik & Hancock, 2009). São 

relativamente pequenas, apresentando entre 6 a 100 resíduos de aminoácidos, 

tendo sido isolados de microorganismos unicelulares, insetos e outros 

invertebrados, plantas, anfíbios, aves, peixes e mamíferos, incluindo seres 

humanos (Martin et al., 1995; Wang Wang et al., 2004). Os PAMs são um 

importante mecanismo de defesa para diversos organismos, por isso eles 

também são conhecidos como antibióticos naturais. Nos invertebrados 

marinhos, por exemplo, os quais dependem exclusivamente dos mecanismos 

de defesa da imunidade inata, que incluem tanto uma resposta humoral, quanto 

uma celular (Wright, 1981). Estando a imunidade humoral nestes animais 

caracterizada pela presença de compostos antimicrobianos, presentes nas 

células do sangue e plasma (Wright, 1981). Há evidências de que os PAMs são 

amplamente distribuídas em invertebrados (Charlet et al., 1996), sendo 

encontrados especialmente em tecidos como o intestino e órgãos respiratórios. 

Apesar da grande diversidade em suas sequências e estruturas, a maioria 

dos PAMs apresenta carga positiva, alto teor de resíduos hidrofóbicos e 

resíduos de aminoácidos organizados em uma estrutura onde os resíduos 

hidrofóbicos e catiônicos estão espacialmente localizados em pontos distintos 

da molécula (anfipáticos). Em decorrência de tal característica os mesmos são 
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solúveis em água e capazes de interagir fortemente com membranas biológicas 

(Powers & Hancock, 2003; revisado em Brogden, 2005). Os PAMs apresentam 

um amplo espectro de atividade antibacteriana, antifúngica, em alguns casos 

antiviral, antiparasitária e antitumoral (Martin et al., 1995; Bulet et al., 2004; 

Wang Wang et al., 2004).  

Apesar das inúmeras características compartilhadas pelos PAMs, vale 

destacar aqui que os PAMs isolados de invertebrados marinhos são dotados 

em sua maioria de modificações pós-traducionais. A plicatamida e outros 

peptídeos isolados de acídias (Tincu et al., 2006; Azumi et al., 1990), como as 

halociaminas, são caracterizados por um resíduo aromático descarboxilado na 

região C-terminal. Esta modificação pós-traducional pode representar uma 

alternativa de resistência proteolítica de amidação C-terminal (Otero-González 

et al., 2010). Outro exemplo é a stielina D, a qual apresenta dois novos 

aminoácidos aminados a di-hidroxi-arginina e di-hidroxi-lisina, e dois 

aminoácidos anormais, o 6 bromo-triptofano e 3,4- di-hidroxi-fenilalanina, bem 

como uma amidação C-terminal. Além disso, a stielina D apresenta micro-

heterogeneidade devido à hidroxilação diferencial de seus resíduos de lisina. A 

stielina D apresenta atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas em 200 mM de NaCl. O papel das extensas modificações pós-

translacionais, acredita-se estar relacionado com a preservação da atividade 

em pH baixo ou em condições de elevadas concentrações de sal (Taylor et al., 

2000). 

Os PAMs são classificados em vários grupos por compartilharem algumas 

características físico-químicas em comum, tais como composição de resíduos 

de aminoácidos (os resíduos mais abundantes são catiônicos e hidrofóbicos), 

carga líquida (a maioria dos PAMs são carregados positivamente em pH 

fisiológico e alguns subgrupos são peptídeos aniônicos), anfipaticidade 

(conferida pela sua composição de aminoácidos e arranjo) e estrutura 

tridimensional (incluindo α-hélices, folhas-β, e estruturas não-convencionais). 

As estruturas mais estudadas dos PAMs são: α-hélices, folhas-β, uma mistura 

de estruturas em α-hélices/folhas-β, macrocíclica e estruturas irregulares 
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(Figura 1) (Boman, 1995; Hancock, 1997; Gennaro & Zanetti, 2000; Vizioli & 

Salzet, 2002). 

 

Figura 1. Exemplos de estruturas de peptídeos antimicrobianos. 

 

1.2.1 Mecanismo de ação dos PAMs 

Os PAMs apresentam uma grande variedade de mecanismos de ação, 

sendo aqueles apresentados pelos peptídeos antibacterianos, os mais 

estudados até o momento. Os mecanismos de ação apresentados pelos PAMs 

incluem a inibição da formação da parede celular, formação de poros na 

membrana celular resultando na interrupção do potencial de membrana com 

eventual lise da célula e inibição da síntese de ácidos nucléicos, de proteínas, 

de atividade enzimática e da parede celular (Hancock & Rozek, 2002; Zasloff, 

2002; Brogden, 2005).  

Um dos modelos mais bem aceitos para explicar a atividade dos PAMs é 

o modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) (Figura 2) (Matsuzaki, 1999; Shai, 
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1999; Yang, 2000). Este modelo propõe a interação do peptídeo com a 

membrana, seguido pelo deslocamento de lipídios, alteração na estrutura da 

membrana e em certos casos, a entrada do peptídeo no interior da célula-alvo.  
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Figura 2. Mecanismos de ação mais conhecidos dos peptídeos antibacterianos. A membrana bacteriana é representada como uma bicamada lipídica (a) e 

os peptídeos como bastões (b). Moléculas de peptídeoglicanas associadas à parede celular são representadas como cilindros (c). O mecanismo de 

permeabilização da membrana é indicado de A-E. Os PAMs se interagem com as cargas negativas da membrana exterior. “A“ formação de um ‘tapete’ de 

peptídeos na superfície da membrana, “B” poro toroidal, “C” poros do tipo barril, “D” ação do tipo detergente, “E” permeabilização da membrana sem 

desestabilização.  Vários PAMs atuam em processos intracelulares, tais como a inibição da síntese de mRNA (F), inibição da síntese protéica (G), inibição da 

atividade ATPase da DnaK, uma enzima envolvida no enovelamento de proteínas (H), além da inibição de enzimas envolvidas na modificação dos 

aminoglicosídeos (I). Alguns PAMs  inibiram a formação de componentes estruturais, como a parede celular (c; J), inibindo a transglicosilação de lipídios II, 

que é necessária para a síntese do peptídeoglicano.  

*Adaptado de Zasloff 2002; Nicolas 2009. 
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Durante muitos anos tem-se discutido sobre o mecanismo de ação dos 

PAMs, em um momento inicial. Acreditava-se que a ação desses peptídeos era 

única e exclusivamente sobre a membrana celular. Todavia, hoje há uma 

aceitação de que os PAMs, além de suas propriedades de permeabilização e 

disrupção da membrana (Figura 2), também operem por meio de interações 

com alvos intracelulares ou interrupção dos principais processos celulares 

(Figura 2) (Nicolas, 2009). 

Independentemente do mecanismo de ação, a atividade dos peptídeos 

antibacterianos são, em sua maioria, dependentes da interação entre o 

peptídeo e a membrana celular (Hancock & Rozek, 2002). Sendo que o 

mecanismo de ação dos PAMs pode variar de acordo com a célula com a qual 

interage, o que depende da composição e característica das membranas 

celulares. As membranas bacterianas, por exemplo, são organizadas de tal 

forma que a membrana externa da bicamada é densamente rica em lipídios 

com as “cabeças” dos fosfolipídios carregados negativamente. Em 

contrapartida, a membrana externa da bicamada em plantas e animais é 

composta principalmente por lipídeos com nenhuma carga líquida, a maioria 

dos lipídios com cabeças carregadas negativamente estão presentes na 

membrana interna da bicamada (Figura 3) (revisado por Zasloff, 2002; 

Matsuzaki, 1999).  

Uma das características que torna os PAMs moléculas bastante atraentes 

quando se pensa em seu uso terapêutico é a seletividade tóxica apresentada 

por muitos PAMs. Muitos deles são completamente inativos a células 

eucarióticas, a base para essa seletividade parece estar relacionada com a 

composição lipídica da membrana-alvo (fluidez, densidade de carga negativa, e 

a ausência / presença de colesterol) (Nicolas, 2009). A presença de colesterol 

na membrana, geralmente reduz a atividade dos PAMs, uma vez que o 

colesterol auxilia na estabilização da bicamada lipídica, podendo haver ainda 

interações entre o colesterol e os PAMs (Figura 3) (Matsuzaki, 1999).  
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*Adaptado de Zasloff, 2002. 

Figura 3. Base física da atividade seletiva de disrupção do potencial de membrana dos 

peptídeos antimicrobianos catiônicos. 

 

1.3 Clavaninas  

As clavaninas compõem uma família de peptídeos com atividade 

antimicrobiana isolada dos hemócitos do tunicado marinho Styela clava (Figura 

4) (Lee et al., 1997). De acordo com Menzel e colaboradores (2002), as 

clavaninas estão presentes nos grânulos citoplasmáticos e/ou citoplasma de 

cinco diferentes tipos de granulócitos e também ocorrem em todo o citoplasma 

de macrófagos. Essa família é composta por quatro isoformas “A”, “B”, “C” e 

“D” (Tabela 2), esses peptídeos possuem 23 resíduos de aminoácido, estrutura 

em α-hélice (resolvido por DC), são ricas em histidina, glicina e fenilalanina, 

possuem o C-terminal amidado, além da presença de oito dos vinte e três 

aminoácidos em posições idênticas para cada um dos peptídeos descritos. 
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Estes peptídeos apresentam características catiônicas e anfipáticas muito 

comuns a peptídeos antimicrobianos (Lee et al., 1997). 

 

 

Figura 4. As clavaninas são produzidas pelo tunicado Styela clava. Observe na foto indivíduo 

solitário aderido a um recife de corais (wdfw.wa.gov/.../species_images/styela_clava.jpg). 

 

Uma característica marcante das clavaninas é o C-terminal na forma 

carboxamida no lugar do ácido carboxílico. A amidação é uma das 

modificações pós-traducionais mais comuns que ocorrem nos PAMs, a qual 

envolve a descarboxilação do carbono de um resíduo terminal de glicina num 

processo enzimático de duas etapas. A presença da carboxamida na porção C-

terminal impede a clivagem do peptídeo por carboxipeptidases e permite a 

formação de uma ligação de hidrogênio adicional na formação de estruturas em 

α-hélice (Bradbury & Smyth, 1987; revisado por Andrew & Rivas, 1998). 

Todavia, não existe ainda uma correlação direta entre a amidação do C-

terminal e a atividade biológica, não havendo diferenças significativas entre as 

formas modificadas e as formas originais. No entanto, em alguns experimentos 

utilizando peptídeos sintéticos com o grupo carboxamida presente, houve um 

aumento significativo na atividade antimicrobiana comparativamente aos 

análogos não modificados (Mor & Nicolas, 1994; revisado por Andrew & Rivas, 

1998). 
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                            Tabela 2. Sequência primária das clavaninas A-D. 

Peptídeo Sequência 

Clavanin A  VFQFL GKIIH HVGNF VHGFS HVF-NH2 

Clavanin B  VFQFL GRIIH HVGNF VHGFS HVF-NH2 

Clavanin C  VFHLL GKIIH HVGNF VYGFS HVF-NH2 

Clavanin D  AFKLL GRIIH HVGNF VYGFS HVF-NH2 

 

As clavaninas são amplamente eficazes contra bactérias gram-positivas, 

incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina, bem como bactérias 

gram-negativas e fungos. Estes peptídeos são ativos em altas concentrações 

de sal e mais ativos em pH ácido do que em pH neutro (Lee et al., 1997). 

A clavanina “A” apresenta uma sequência rica em resíduos de histidina, 

fenilalanina e glicina. Esse PAM atua em nível de membrana através de um 

mecanismo dependente do pH. Em pH neutro, quando o peptídeo apresenta 

uma carga ligeiramente positiva, ele atua de forma inespecífica, 

desestabilizando a bicamada lipídica (van Kan et al., 2001; van Kan et al., 

2002; van Kan et al., 2003). Estudos utilizando microscopia de força atômica 

(AFM) mostraram que a clavanina A desestabilizou a bicamada lipídica, 

sugerindo que o mecanismo de ação é semelhante ao descrito para o modelo 

“carpet-like”, dado esse que foi confirmado pela liberação de 

carboxifluoresceína, calceína e FITC- dextran, compostos esses com mais de 9 

kDa (van Kan et al., 2003).  

Em condições ácidas (pH 5,5), quando os resíduos de histidina estão 

protonados, a Clavanina A apresenta atividade antimicrobiana superior (~10x) 

que aquela apresentada em pH neutro. Este aumento da atividade é 

acompanhado por um aumento da capacidade de colapso do potencial de 

membrana. Apesar da alta afinidade pelos lipídios de membrana em pH 5,5,  a 

clavanina A se mostrou incapaz de liberar íons pequenos e calceína das 

vesículas lipídicas em condições ácidas. Em tais condições, o peptídeo não 

mata as bactérias pela permeabilização da membrana, de acordo com alguns 

autores, neste pH há fortes indícios de que o peptídeo utilize outro mecanismo 
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de ação, sendo o mais provável à interação com proteínas envolvidas na 

translocação de prótons (van Kan et al., 2002). Esses resultados sugerem que 

a clavanina A atue sobre proteínas de membrana envolvidas no gradiente de 

prótons transmembrana ou gradientes de íons, tais como ATP sintases ou 

bombas de prótons, alvos mais prováveis da clavanina A. Todavia, o 

mecanismo exato das interações entre a clavanina A com componentes 

específicos das membranas biológicas ainda não foram descritos (van Kan et 

al., 2002).  Independentemente dos mecanismos apresentados pela clavanina 

A, os resíduos de glicina facilitam/promovem a flexibilidade 'conformacional’ do 

peptídeo. As clavaninas são produzidas nos grânulos citoplasmáticos e/ou 

citoplasma de cinco diferentes tipos de granulócitos e em todo o citoplasma de 

macrófagos deste organismo e são armazenadas em grânulos citoplasmáticos 

e compartimentos celulares em que, acredita-se, o pH interno seja em torno de 

5 (Menzel et al., 2002; van Kan et al., 2002). A clavanina A apresenta um amplo 

espectro de atividade antimicrobiana, atuando sobre fungos e bactérias Gram-

positivas e negativas (Tabela 3) (van Kan et al.,2002).  
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima da clavanina A para diferentes estirpes bacterianas e 

fungos.  

 

 
 
 
 
 

Patógeno  Concentração inibitória mínima (µg.mL
-1

) 

 pH 

 5,5 6,5 7,0/7,4 

Bactérias Gram negativas  

Escherichia coli ML-35p - 2,3 - 

E. coli mcr 106 - 1,7 - 

E. coli BAS 849 - 0,4 - 

Salmonella typhimurium 14028S - 2,1 - 

S. typhimurium 7953S - 0,6 - 

Klebsiella pneumoniae 2270 - 4,2 - 

Pseudômonas aeruginosa SBI-N - 0,4 - 

P. aeruginosa MR2123 - 0,4 - 

P. aeruginosa MR3007 - 0,8 - 

Bactérias Gram positivas    

S. aureus 930918-3 - 1,4 - 

S. aureus 30371 (MRSA) - 3.8 - 

S. aureus 28841 (MRSA) - 1,4 - 

Enterococcus faecalis CDC 21 - 1,1 - 

Enterococcus faecium 94-132 - 0,2 - 

E. faecium  - 0,4 - 

L. monocytogenes EGD - 0,2 - 

Micrococcus flavus -  13,07 

Lactobacillus sake 1,6 17,6 - 

Fungos   

Candida albicans 5,0  20,0 
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Com dois notáveis e distintos mecanismos de ação, a clavanina A 

distingue-se de muitos outros PAMs de ocorrência natural.  No entanto, cabe 

ainda a realização de estudos complementares e mais detalhados sobre a ação 

in vivo deste peptídeo, além de estudos estruturais. 

 

1.4 Peptídeos antimicrobianos com atividade imunomodulatória 

Além de sua ação frente a microorganismos, os PAMs apresentam 

atividades relacionadas à imunidade inata e adaptativa (ação 

imunomodulatória) como, por exemplo, a indução ou a modulação da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, quimiotaxia, apoptose, transcrição 

de genes, inibição da resposta inflamatória, recrutamento e estímulo da 

proliferação de macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e linfócitos T (Finlay & 

Hancock 2004; Bowdish et al., 2005; Nijnik & Hancock, 2009), ativação e 

diferenciação de células dendríticas (Figura 5) (Biragyn  et al., 2002; Davidson 

et al., 2004).  
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*Adaptado de Hancock & Sahl, 2006.  

Figura 5. Visão geral do amplo espectro de ação dos peptídeos de defesa. Os peptídeos de 

defesa além de sua ação direta sobre os patógenos eles podem apresentar atividade 

antimicrobiana indireta, incluindo os efeitos imunomoduladores sobre a imunidade inata e 

adaptativa, embora apresentem essas duas atividades, certos peptídeos têm uma ou outra 

atividade preferencialmente. 

Vários PAMs são encontrados no mesmo sitio de infecção, havendo assim 

um forte indício de que estes peptídeos agem em conjunto no combate a 

infecção (Auvynet & Rosenstein, 2009), e em alguns casos sua atividade 

parece sobrepor. Em experimentos com camundongos knockout para o gene 

que codifica a β-defensina-1 (mBD-1), esses animais apresentam capacidade 

reduzida para eliminar Haemophilus influenzae dos pulmões (Moser et al., 

2002) e em outro experimento com camundongos deficientes no gene que 

codifica LL-37, foi observado que esses animais são susceptíveis a infecção 

por Streptococcus do grupo A (Nizet et al., 2001).  

A catelicidina LL-37 (hCAP18), a qual é um peptídeo catiônico encontrado 

em humanos no epitélio bucal e na saliva, são derivados dos neutrófilos e das 

glândulas salivares (Murakami et al., 2002). Além da atividade microbicida, a 

LL-37 apresenta importantes funções adicionais na defesa do hospedeiro, 
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incluindo propriedades quimiotáticas e modulação da resposta inflamatória, 

atraindo neutrófilos, monócitos, células T e mastócitos (Figura 6) (Zanetti, 2004; 

Bowdish et al., 2005). Além da LL-37 outros peptídeos apresentam importante 

atividade sobre o sistema imune, onde estão envolvidos no recrutamento de 

neutrófilos e monócitos, como é o caso das α-defensinas, HNP1-3 e β-

defensinas hBD3 e hBD4, já os mastócitos são atraídos para o local da 

infecção pela LL-37, HNP1-3 e hBD2 (Davidson et al., 2004). Além disso, hBD1 

e hBD3 são quimiotáticos para células dendríticas imaturas e células T de 

memória, enquanto que α-defensinas humanas induzem seletivamente a 

migração de células humanas CD4+ CD45+ e CD8+ naive (Lai & Gallo, 2009).  

Além de suas propriedades intrínsecas quimioatraentes, que promovam 

diretamente a locomoção e a chegada de diferentes grupos celulares até o 

local da lesão, os PAMs podem indiretamente favorecer a quimiotaxia 

induzindo ou aumentando a secreção de quimiocinas. A LL-37, por exemplo, 

induz a liberação de IL-8 por linhagens de células epiteliais pulmonares (Scott 

et al., 2002; Tjabringa et al., 2003), as defensinas humanas HNP1-3 também 

favorecem o recrutamento de neutrófilos através da indução da ativação e 

degranulação de mastócitos, aumentando o influxo de neutrófilos e estimulando 

a transcrição e produção de IL-8 por células epiteliais brônquicas (Echtenacher 

et al., 1996; Malaviya et al., 1996; Befus et al., 1999; Niyonsaba et al., 2001). 
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*Adaptado de Nijnik & Hancock, 2009. 

Figura 6. Espectro de atividade da catelicidina LL-37. A LL-37 induz alterações na expressão 

gênica global dos monócitos, através da sinalização por p38, ERK, PI3K, e as vias de NF-kB, 

promovendo a expressão de quimiocinas e de outros genes envolvidos na comunicação 

celular. A LL-37 funciona como um quimioatraente direto para monócitos, neutrófilos, células T 

e mastócitos através do receptor FPRL1 e do receptor Gi-coupled. A LL-37 apresenta forte 

atividade anti-endotóxica, inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias de monócitos em 

resposta ao LPS e, a maturação de células dendríticas derivadas de monócitos. Monócitos 

tratados com LL-37 modulam o processo de diferenciação de células dendríticas. Outras 

atividades da LL-37 incluem a promoção de funções antimicrobiana dos neutrófilos e 

mastócitos. A LL-37 suprime a apoptose das células epitelial e neutrófilo, através da ativação 

do FPRL1 ou P2X7. Nos queratinócitos, a LL-37 induz a expressão de IL-8, a migração e 

cicatrização de feridas. Em células epiteliais das vias aéreas, LL-37 ativa p38 e ERK induzindo 

a secreção de quimiocinas, mediado por receptores: FPRL1 das metaloproteases da família 

ADAM e EGFR, através da internalização de peptídeos ativos. LL-37 também promove a 

angiogênese, mediada pelo receptor FPRL1. 

 

Outra característica interessante dos PAMs com atividade 

imunomodulatória é a capacidade de protegerem o hospedeiro contra 
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patógenos potencialmente nocivos através de sua atividade antimicrobiana e 

ação sobre a imunidade inata, ao mesmo tempo, que protegem o organismo 

contra os efeitos prejudiciais de uma resposta inflamatória excessiva (Auvynet 

& Rosenstein, 2009). As α-defensinas e β-defensinas induzem a liberação de 

histamina e prostaglandinas D2 (Niyonsaba et al., 2001). A HPN1-3 se liga a 

proteína C1q e ativa o sistema complemento através da via clássica 

(Prohaszka et al., 1997), aumentando a produção de TNF-α e IL-1β e 

diminuição da produção de IL-10 dos monócitos (Befus et al., 1999; Chaly et 

al., 2000; Niyonsaba et al., 2001). Além disso, β-defensina-2 funciona como um 

ligante endógeno para o receptor Toll-like 4 (TLR-4), ativando células 

dendríticas imaturas, provocando uma forte resposta de células Th1 (Biragyn  

et al., 2002). A LL-37 induz a liberação de IL-1β, IL-8, TNF-α, IL-6 e do fator 

estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) pelos 

queratinócitos, e a liberação de TNF-α e IL-6 por células dendríticas imaturas 

(Davidson et al., 2004; Braff et al., 2005).  

A LL-37 funciona como molécula antiinflamatória, protegendo 

camundongos e ratos após administração de uma dose letal de LPS (Scott et 

al., 2002; Cirioni et al., 2006). Além disso, a LL-37 inibe a expressão de 

moléculas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 e a translocação nuclear de 

NFκB p50/p65 induzida pelo TLR-2 e TLR-4 em resposta ao ácido lipóico e 

LPS, respectivamente (Mookherjee et al., 2006). O fator antipolisacarídeo 

Limulus (LALF) é um peptídeo isolado do caranguejo-ferradura, apresenta 

atividade bactericida para bactérias Gram-negativas, sendo sua principal 

característica a capacidade de neutralizar o LPS (Vallespi et al., 2000). Em 

estudos, in vivo, o LALF aumentou a sobrevivência de camundongos após 

administração de uma dose letal de Pseudomonas aeruginosa, que foi 

correlacionada com a diminuição da síntese de TNF- e elevação sistêmica 

mRNA de IL-2, IL-12 e IL-13, no baço e no fígado (Vallespi et al., 2000; Vallespi 

et al., 2003).  

Outros peptídeos com atividade imunomodulatória são as hepcidinas de 

tilápia 2 e 3 (TH2-3). As hepcidinas são peptídeos antimicrobianos ricos em 

cisteína, expresso predominantemente no fígado humano, no entanto, esses 
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peptídeos foram identificados em outros animais como camundongos e peixes 

(Park et al., 2001).  As hepcidinas 1-5 foram isoladas de tilápia (Oreochromis 

mossambicus), estes peptídeos apresentam forte atividade antimicrobiana 

(Huang et al., 2007). Em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, as TH2-3, 

reduziram a secreção de TNF-α, IL-1α, IL-1β e IL-6 (Rajanbabu et al., 2010). 

Os TH2-3 inibem a secreção de TNF-α e de outras citocinas pró-inflamatórias 

através da regulação dos genes COX-2 e PDE4D, por mecanismos 

dependentes de pERK1/2. 

Na figura 7 podem ser encontrados alguns PAMs com atividade 

imunomodulatória. 

 

 

Figura 7. Peptídeos antimicrobianos com atividade imunomodulatória. 

 

Os PAMs são moléculas de grande relevância para a indústria 

farmacológica, biotecnológica e alimentícia. Uma vez que há uma grande 

demanda por novos antibióticos no mercado mundial, como insumo para a 

biopreservação de alimentos. Um interesse maior tem sido a utilização dos 

PAMs para produção de novos fármacos que venham a substituir os 

antibióticos convencionais, uma vez que os mesmos se mostram ineficazes 

devido ao surgimento de cepas multi-resistentes, além disso, inúmeros 

trabalhos têm demonstrado que a utilização de PAMs em combinação com 

antibióticos convencionais para obtenção de um efeito sinérgico aumentou a 

atividade antibacteriana e dificultou o desenvolvimento da resistência aos 
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mesmos (Darveau et al., 1991; Giacometti et al., 2000; Fehri et al., 2007). Além 

disso, muitos PAMs mostram especificidade para procariontes com baixa 

toxicidade para as células eucarióticas (Fehri et al., 2007). Esta é uma 

característica que tem favorecido a sua investigação e exploração como 

potenciais novos antibióticos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

A busca por novos antibióticos tem se tornado mais intensa nas últimas 

décadas, como resposta aos relatos cada vez mais frequentes de patógenos 

multi-resistentes, ou pelos efeitos colaterais apresentados pelos antibióticos 

hoje disponíveis no mercado. Apesar do notável aumento nos esforços para se 

buscar novas drogas, o número de antibióticos descobertos nos últimos anos é 

baixo, tornando-se necessário o desenvolvimento de estratégias alternativas 

para o tratamento de infecções bacterianas. A pesquisa por novas substâncias 

com atividade antimicrobiana à partir de fontes naturais é de grande 

importância. Dentre essas moléculas, os peptídeos se destacam, por 

apresentarem naturalmente atividade antimicrobiana. Outra característica que 

tem chamado à atenção para estas moléculas é a atividade imunomodulatória 

apresentada por alguns desses peptídeos. Tal atividade é de grande 

importância, uma vez que a descoberta de novos compostos com atividade 

imunomodulatória abre a possibilidade de aplicações terapêuticas numa 

variedade de distúrbios, tais como neoplasias, doenças inflamatórias, doenças 

auto-imunes e imunodeficiências. Visando o desenvolvimento de terapias 

alternativas no combate a IrAS  e sepse, uma vez que essas patologias são a 

principal causa de morte em UTI’s, no presente trabalho avaliamos a atividade 

de dois peptídeos antimicrobianos em um modelo experimental de ferida 

operatória infectada por S. aureus e em um outro experimento avaliamos a 

ação destes peptídeos em um modelo de sepse polimicrobiana experimental. 

Os peptídeos antimicrobianos vêm se mostrando bons candidatos para o 

tratamento das IrAS , e os dados aqui obtidos indicam que estes peptídeos 

com dupla atividade, são candidatos potenciais para o desenvolvimento de 

novas terapias eficazes no tratamento das IrAS  e da sepse.  
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3 OBJETIVOS 

O presente trabalho apresentou como objetivo avaliar o potencial 

antibacteriano de duas formas de clavanina in vitro e a atividade 

imunomodulatória in vitro utilizando a linhagem de monócitos RAW 264.7. Bem 

como in vivo, em um modelo experimental de ferida operatória e em um modelo 

experimental de sepse polimicrobiana. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro das diferentes formas de 

clavaninas. 

2. Avaliar o efeito hemolítico das diferentes formas de clavaninas. 

3. Avaliar o potencial imunomodulatório in vitro através da avaliação da 

produção de TNF, IL-12, IL-10 e NO em linhagem de células RAW 264.7 

tratadas com as diferentes formas de clavaninas. 

4. Avaliar o efeito das diferentes formas de clavaninas sobre a migração 

de leucócitos para a cavidade intraperitoneal. 

5. Avaliar o possível efeito genotóxico das diferentes formas de 

clavaninas pelo ensaio de micronúcleo. 

6. Avaliar o potencial terapêutico das diferentes formas de clavaninas em 

camundongos portadores de infecção da ferida operatória por S. aureus. 

7. Avaliar o efeito das diferentes formas de clavaninas com potencial ação 

antimicrobiana na sobrevida de camundongos submetidos à sepse 

polimicrobiana grave.  
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4 MATERIAL & METÓDOS 

 

4.1 Considerações éticas   

Os ensaios in vivo foram realizados junto ao Programa de Pós-Graduação 

em Patologia Molecular, da Faculdade de Medicina da UnB, e do Programa de 

Pós-graduação em Biotecnologia da Universidade Católica Dom Bosco, sendo 

desenvolvidos após aprovação dos protocolos experimentais pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da UnB nº 0177-07 (ANEXO 1). 

Foram adotados os Princípios Éticos em Experimentação Animal, 

recomendados pelo Conselho Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

instituição filiada ao International Council for Laboratory Animal Science, e 

respeitados os preceitos apresentados pela Legislação Brasileira de Animais 

de Experimentação, Lei nº 11.794, de 09 de outubro de 2008. 

 

4.2 Obtenção da clavanina MO  

No presente trabalho, utilizamos a clavanina A e uma modificação deste 

peptídeo denominado clavanina MO. A clavanina MO é uma modificação da 

clavanina A, através da adição de cinco resíduos de aminoácidos apolares na 

região C-terminal do peptídeo (FLPII VFQFL GKIIH HVGNF VHGFS HVF-NH2). 

Esta pequena sequência foi obtida após comparação com peptídeos descritos 

na literatura com atividade imunomodulatória.   

 

4.3 Síntese de peptídeos  

A sequência dos peptídeos utilizados no presente estudo encontra se na 

tabela 4. Os peptídeos foram sintetizados pela Shanghai Hanhong Chemical 

Co., LTD., República Popular da China, segundo o método de síntese em fase 

sólida através da estratégia F-moc (Hirata et al., 1994). Os peptídeos foram 
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purificados por cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RT-

HPLC). A massa molecular e a pureza dos peptídeos sintetizados foram 

confirmadas por espectrometria de massas MALDI-TOF. Em seguida os 

peptídeos foram liofilizados, acondicionados em tubos cônicos e enviados para 

o Centro de Análises Proteômicas e Bioquímicas da Universidade Católica de 

Brasília. Todos os peptídeos sintetizados apresentaram pureza superior a 97% 

para serem empregados em ensaios biológicos.  Os peptídeos foram diluídos 

em H20 (5 mM solução estoque), e armazenados a -20 °C, até o uso.  

 

Tabela 4. Sequência de peptídeos utilizados no presente estudo. 

 Peptídeos Sequência Massa molecular 
(Da) 

Clavanina A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF 2667.10 

Clavanina MO FLPIIFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF 3250.90 

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 4493.33 

 

4.3.1 Quantificação dos Peptídeos 

Os peptídeos foram quantificados pela absorção UV a 215 e 220 ηm, 

utilizando a seguinte fórmula de concentração mg.mL-1  = (A 215-A 225) × 

0,144 (Waddell, 1956).  

 

4.4 Ensaios in vitro 

4.4.1 Avaliação da atividade antibacteriana  

A avaliação da atividade antibacteriana in vitro dos compostos 

antimicrobianos foi avaliada pelo ensaio modificado de inibição do crescimento 

por microdiluição em caldo, de acordo com o NCCLS (National Committee for 
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Clinical Laboratory Standards) (NCCLS, 2003). Foi determinado o MIC para as 

bactérias gram-negativas Escherichia coli ATCC8739 Klebsiella pneumoniae e 

da gram-positiva S. aureus ATCC 25923. Cinquenta microlitros de meio 

Mueller-Hinton (Himedia – Índia) contendo 105 células/mL na metade da fase 

logarítmica de crescimento foram adicionados aos poços de uma placa 

contendo 50 µL de diluições seriadas de clavanina A e clavanina MO (600 a 

4,68 µM), ampicilina (344,65 a 43,08 µM). Após 24 horas de incubação, a 37 

ºC, em um leitor de microplaca com incubação (Bio-Tek PowerWave HT - 

USA), o crescimento bacteriano foi avaliado pela determinação da absorbância 

a 595 ηm. A menor concentração que inibiu 100% do crescimento bacteriano 

foi considerada a concentração inibitória mínima (MIC).  

 

4.4.2 Avaliação da atividade hemolítica  

O ensaio para determinar a atividade hemolítica foi realizado de acordo 

com o Bignami (1993). As células foram separadas do plasma por 

sedimentação e preparada a 1% (v/v) da suspensão de eritrócitos de sangue 

humano (lavado três vezes com NaCl 0,15 M, Tris-HCl 0,01 M, pH 7,4). As 

frações foram ressuspensas em 50 μL do tampão salino e adicionados a tubos 

de polietileno com 50 μL da solução de hemácias. Após 60 minutos de 

incubação à temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm 

por 2 minutos. Uma porção de 100 μL de cada sobrenadante será transferida 

para uma placa multi-poços e realizada a leitura em 550 ηm em um leitor de 

ELISA (Bio-Tek PowerWave HT - USA). As amostras de referência serão 

empregadas utilizando 1% (v/v) da suspensão de eritrócitos incubada com 0,1 

% (v/v) de Triton X-100 como controle negativo e 1% (v/v) da suspensão de 

eritrócito com solução salina como controle positivo. 
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4.4.3 Avaliação do potencial imunomodulatório das clavaninas ‘A’ e ‘MO’ 

Para avaliação do potencial imunomodulatório dos peptídeos (clavanina A 

e MO) foi utilizada uma linhagem celular de monócitos RAW 264.7, derivadas 

de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o vírus 

da leucemia murina de Abelson.  As células RAW 264.7 foram obtidas do 

Banco de Células do Rio de Janeiro (CR108). As mesmas foram mantidas em 

meio de cultura DMEM (Gibco – EUA) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 U/mL) em estufa contendo 

CO2, a 37°C, em atmosfera úmida. O meio de cultura foi trocado a cada três 

dias e as passagens foram realizadas sempre que as culturas atingiram 80% 

de confluência.  

 

4.4.4 Grupos experimentais 

A viabilidade celular e as propriedades imunomodulatórias foram 

avaliadas, após a exposição das células aos seguintes tratamentos: 

Grupo I: ausência de tratamento 

Grupo II: clavanina A 

Grupo III: clavanina MO 

Grupo IV: LL-37 (controle) 

 

4.4.5 Concentrações utilizadas 

Para avaliação do potencial imunomodulatório das clavaninas ‘A’ e ‘MO’, 

os grupos 2, 3 e 4 foram avaliados em um estudo piloto prévio nas seguintes 

concentrações:  

Grupo II: 95,98; 47,99; 24; 12; 6; 3; 1,5 e 0,75  µM. 
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Grupo III: 78,75; 39,4; 19,7; 9,8; 4,9; 2,45; 1,22 e 0,61 µM. 

Grupo IV: 57,0; 28,5; 14,2; 7,1; 3,55; 1,77; 0,88 e 0,44 µM. 

 

4.4.6 Avaliação da viabilidade celular utilizando MTT 

Para avaliar a viabilidade celular da linhagem RAW 264.7 de monócitos, 

nos tempos 24, 48 e 72 horas dos diferentes grupos, utilizamos o ensaio 

colorimétrico MTT (Sigma - USA). As células foram plaqueadas na 

concentração de 1x105 células/mL em meio DMEM-s (volume final de 200 µL 

por poço), as mesmas foram incubadas por períodos de 24, 48 e 72 horas. 

Após cada período, 155 µL do sobrenadante foi removido, e acrescentado 10 

µL de MTT (5 mg.mL-1)/poço. As placas foram incubadas por 3 horas. Após 

esse período, a reação foi bloqueada com 60 µL/poço de solução isopropanol-

HCl 0,04M, homogeneizadas para completa solubilização do conteúdo celular e 

a absorbância determinada em leitor de ELISA a 575 ηm (Bio-Tek PowerWave 

HT - USA). A viabilidade celular nos grupos experimentais foi expressa em 

porcentagem após subtração da absorbância do meio de cultura e comparada 

ao grupo controle negativo, representado pela cultura celular em solução de 

lise (10 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA e 0.1% triton X-100) (Kurien & Scofield, 

2006). 

 

4.4.7 Obtenção dos antígenos bacterianos 

No ensaio para avaliação da produção de citocinas (TNF-α, IL-10, IL-12) e 

de NO, utilizamos a linhagem de células RAW 264.7 na presença de IFN-γ e 

antígenos bacterianos de E. coli e S. aureus. Os antígenos foram obtidos como 

descrito a seguir. As culturas bacterianas foram obtidas conforme descrito no 

item 4.4.1. O número de bactérias foi obtido pelo grau de absorbância de luz (1 

D.O. = 8x108 células/mL). Após a quantificação, as bactérias foram 

centrifugadas a 1500 x g, a 4 °C, por 10 minutos e ressuspendidas em PBS pH 

7,4. Essas foram levadas a autoclave até que a temperatura atingisse 100 °C; 
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ali permaneceram por 10 minutos (Ribeiro Sobrinho et al., 2002). Após a morte 

dos microorganismos, os frascos foram mantidos sob refrigeração a 4°C, até o 

uso. Os antígenos bacterianos foram utilizados na concentração de 5x105 

UFC/mL, nos experimentos de mensuração da produção para a TNF-α, IL-12, 

IL-10, e NO. 

 

4.4.8 Dosagem de citocinas (TNF-α, IL-10, IL-12) 

A produção de citocinas (TNF-α, IL-10, IL-12), do sobrenadante das 

culturas de células RAW 264.7, após incubação com antígenos de S. aureus e 

E. coli (5x105 UFC/mL), com e sem IFN- (10 ηg.mL-1) (Peprotech - EUA) 

recombinante, além dos peptídeos em estudo. Em seguida, as placas foram 

incubadas por 24h (TNF-α, IL-12) e 72h para (IL-10) em estufa a 37° C, com 

5% de CO2. As concentrações de TNF-α, IL-10 e IL-12 no sobrenadante das 

culturas foram determinadas pelo método de ELISA,  de acordo com as 

especificações do fabricante (Peprotech - EUA). Os níveis de citocinas foram 

expressos em picogramas por mililitro (pg.mL-1). 

 

4.4.9 Dosagem de Óxido Nítrico (NO) 

A dosagem de óxido nítrico foi verificada no sobrenadante da cultura, 

segundo as mesmas condições experimentais estabelecidas para verificação 

da dosagem de IL-10. Após o período de incubação das placas contendo as 

culturas celulares, o sobrenadante da cultura foi recolhido e avaliado para a 

presença de NO. A produção de nitritos nos sobrenadantes das culturas foi 

avaliada pelo método de Green et al. (1982), com algumas adaptações. 

Resumidamente, 100 L dos sobrenadantes de cultura foram colocados em 

placas de 96 poços (TPP – EUA), acrescidos de 100 L de DMEM (Gibco – 

EUA), nos poços em branco e nos poços da curva padrão. Em seguida, 

adicionou-se 100 L de uma mistura de sulfanilamida a 1 %, em ácido fosfórico 

2,5%, e naftiletilenodiamina 1%, em ácido fosfórico 2,5 %, na proporção de 1:1. 
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Após 10 minutos de incubação à temperatura ambiente, procedeu-se a leitura 

em leitor de ELISA (Bio-Tek PowerWave HT - USA) a 540 ηm. A quantidade de 

nitrito foi calculada, usando-se uma curva padrão de nitrito de sódio (200 M a 

1,5625 M).  

 

4.5 Ensaios in vivo 

4.5.1 Animais 

Para realização dos ensaios in vivo foram utilizados camundongos 

C57BL/6, com 6 a 8 semanas e peso médio de 30 g. Os animais utilizados nos 

experimentos de infecção de ferida operatória foram adquiridos do biotério da 

Universidade de São Paulo, Campus Ribeirão Preto – USP/RP e mantidos no 

alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília – 

UnB. Os animais utilizados nos experimentos para avaliar a migração de 

neutrófilos para a cavidade intraperitoneal e avaliação dos peptídeos na 

sobrevida de camundongos submetidos à sepse polimicrobiana grave, foram 

provenientes do biotério da Universidade Católica Dom Bosco. Os animais 

foram mantidos em temperatura ambiente, controlada entre 22-24 ºC, timer 

programado para 12h de iluminação diária, alimentação e água ad libitum, com 

troca diária de maravalha. 

 

4.5.1.1 Desenho experimental   

A. Para a avaliação da migração de leucócitos e genotoxicidade, os animais 

foram separados randomicamente em grupos de 6 animais cada de acordo 

como o tratamento a ser recebido: 

Grupo I. Tratado com 10 μg.mL-1 de clavanina A. 

Grupo II. Tratado com 30 μg.mL-1 de clavanina A. 

Grupo III. Tratado com 90 μg.mL-1 de clavanina A. 
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Grupo IV. Tratado com excipiente (xarope simples – Lab. Caiçara, Brasil). 

Grupo V. Tratado com PBS. 

 

B. Para os experimentos de ferida operatória os animais foram separados 

randomicamente em grupos de 6 animais cada, de acordo como o tratamento a 

ser recebido: 

Grupo I. Infectado e tratado com clavanina A. 

Grupo II. Infectado e tratado com clavanina MO. 

Grupo III. Infectado e tratado com sulfato de neomicina bacitracina 

zincica (Multilab, Brasil). 

Grupo IV. Infectado e tratado com excipiente (gel natrosol – Manipulatum, 

Brasil). 

Grupo V. Infectado e tratado com PBS. 

 

C. Para a avaliação do modelo experimental de sepse polimicrobiana grave os 

animais foram separados randomicamente em grupos de 5 animais cada de 

acordo como o tratamento a ser recebido: 

Grupo I. Infectado e tratado com 10 μg.mL-1 de clavanina A. 

Grupo II. Infectado e tratado com 30 μg.mL-1 de clavanina A. 

Grupo III. Infectado e tratado com 90 μg.mL-1 de clavanina A. 

Grupo IV. Infectado e tratado com 10 μg.mL-1 de clavanina MO. 

Grupo V. Infectado e tratado com 30 μg.mL-1 de clavanina MO. 

Grupo VI. Infectado e tratado com 90 μg.mL-1 de clavanina MO. 

Grupo VII. Infectado e tratado com excipiente (xarope simples – Lab. 

Caiçara, Brasil). 
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Grupo VIII. Infectado e tratado com PBS. 

 

4.5.2 Avaliação da migração de leucócitos para a cavidade peritoneal  

Os camundongos foram previamente anestesiados com cloridrato de 

cetamina 10% (80mg/Kg) (Agener União – Brasil) e cloridrato de xilazina (10 

mg/Kg) (Agener União – Brasil) administrado via intraperitoneal. 

Posteriormente, os animais foram tratados conforme o item 4.5.1.1 A. 

A migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal foi avaliada 6 horas 

após o tratamento. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, 

posteriormente a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de PBS/ EDTA K3 

(5%). À partir do exudato, foram feitas a contagem total e diferencial das células 

presentes.  

 

4.5.2.1 Contagem total de leucócitos  

A contagem total de células foi realizada em contador automático de 

células (Coulter) e expressa como nº de células x 106/ mL.  

 

4.5.2.2 Contagem diferencial de leucócitos 

Após os animais serem tratados com os peptídeos, fez-se a contagem 

diferencial a partir dos exudatos obtidos 6 horas e preparados em centrífuga 

(Cytospin 4; Shandon) e corados em corante panótico rápido (Diff Quik). As 

células foram examinadas em microscópio óptico, sendo contadas 200 células 

por lâmina, diferenciando-se três tipos celulares: neutrófilos, eosinófilos e 

mononucleares. A quantidade de cada tipo celular presente na cavidade 

peritoneal foi calculada pela percentagem dessas células contadas nos 

esfregaços e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os 

resultados foram expressos como nº de cada tipo celular x 106/ mL. 
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4.5.3 Avaliação da genotoxicidade (teste de micronúcleos) 

O teste de micronúcleos foi realizado a partir de esfregaços de sangue 

periférico e aspirado de medula óssea de camundongos submetidos a teste 

experimentais (4.5.2).  O sangue colhido (24, 48, 72 e 96 horas após o 

tratamento) foi gotejado sobre uma lâmina para ser realizado o esfregaço, com 

secagem do material por 12 horas e coloração com Giemsa. Para a avaliação 

do potencial genotóxico, a frequência de micronúcleos em eritrócitos foi 

avaliada pela contagem 2000 células por animal, conforme HEDLLE (1991). A 

confecção das lâminas e a contagem forão realizadas pelo procedimento duplo-

cego, as lâminas forão examinadas em microscópio óptico (Nikon Eclipse E-

200), em objetiva de imersão (1000x).  

4.5.4 Preparo dos microorganismos 

Uma colônia de S. aureus ATCC 25923 (microorganismo utilizada no 

modelo experimental de ferida operatória) e colônias de S. aureus ATCC 6538 

e E. coli ATCC 25122 (microorganismos utilizadas no modelo experimental de 

sepse polimicrobiana), provenientes de cultura previamente inoculada em 

camundongos, foram incubadas em 10 mL meio de infusão de coração e 

cérebro (Himedia – Índia), por 24 horas, a 37 ºC, sob agitação, a 220 rpm. 

Após esse período, todo o conteúdo foi centrifugado a 1000 x g, por 5 minutos. 

O sedimento foi coletado e levado três vezes em PBS (pH 7,2). Após a última 

lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 5 mL de PBS e o número de 

células por mL dessa solução foi determinado por O.D., e mantidas no gelo até 

o uso. 

 

4.5.5 Modelo experimental de ferida operatória 

4.5.5.1 Indução da lesão e infecção dos camundongos com S. aureus 

Os camundongos foram previamente anestesiados como descrito no item 

4.5.2. Procedeu-se a assepsia e anti-sepsia do local cirúrgico, uma lesão 
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subcutânea com 1 cm de extensão foi realizada no dorso do animal. Uma 

suspensão bacteriana de 105 células/mL de S. aureus (item 4.5.2) foi aplicada 

sobre a área da lesão. Os animais foram, então, mantidos individualmente em 

gaiolas, a fim de proteger as lesões contra mordidas/lambidas de outros 

animais. 

 

4.5.5.2 Tratamento  

Os camundongos portadores de infecção da ferida operatória por S. 

aureus, foram tratados com clavanina A e MO (37,5 µM**) e sulfato de 

neomicina bacitracina zincica (5 mg/g). Os peptídeos foram previamente 

incorporados ao veículo (gel natrosol). O tratamento dos grupos teve início um 

dia após os animais terem sido inoculados com S. aureus e foram realizados 

durante 15 dias, sendo os tratamentos administrados a cada 24 horas.   

**A concentração utilizada teve como base o MIC para S. aureus. 

 

4.5.5.3 Análise histopatológica   

Ao fim do tratamento todos os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e a pele dorsal foi removida assepticamente e fixada em 

solução de formol 10% tamponado e preparados de acordo com as técnicas de 

rotina para embebição em parafina. Cortes histológicos foram realizados e os 

mesmos corados por hematoxilina e eosina, seguido pela observação em 

microscopia de luz.  

 

4.5.6 Modelo de sepse experimental 

No presente trabalho utilizamos o modelo de sepse polimicrobiana letal, 

com a inoculação intraperitoneal de bactérias Gram positivas e Gram 
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negativas. Os camundongos foram anestesiados conforme o item 4.5.2, sendo 

em seguida inoculadas intraperitonealmente, 10 L (1,15x1012 UFC/mL). Os 

animais foram observados quanto à sobrevida até o sétimo dia. Após o sétimo 

dia, os animais sobreviventes foram eutanasiados. 

 

4.7 Análises estatísticas  

Os resultados foram representados pela média ± desvio padrão. Foram 

utilizados, two-way ANOVA para avaliar a significância dos resultados obtidos 

no modelo murino de ferida cirúrgica, e one-way ANOVA para dosagem de 

citocinas, ambos seguido pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni. 

Para a comparação do tempo de sobrevida dos animais foi utilizando a curva 

de sobrevida de KAPLAN-MEIER. Os resultados obtidos para viabilidade 

celular foram analisados utilizando teste t de Student. As análises foram 

realizadas utilizando o software Bioestat versão 5.0 e o GraphPad PRISMA® 

versão 5.0. Os resultados foram considerados significativos, quando ρ<0,05.  
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5 RESULTADOS  

Estudos in vitro 

 

5.1 Verificação da pureza dos peptídeos 

Com o objetivo de confirmar a pureza dos peptídeos, e assim assegurar a 

eficácia dos ensaios biológicos. A pureza dos peptídeos sintéticos foi 

confirmada por espectrometria de massa. Os espectros obtidos (Anexo 1) 

indicaram um excelente grau de pureza (>97%) para todos os peptídeos, 

demonstrando massas moleculares de 2667.1 Da (clavanina A), 3250.9 Da 

(clavanina MO) e 4493.3 Da (LL-37), bem como menores contaminantes, não 

sendo, portanto, necessária a purificação dos mesmos. 

 

 5.1.1 Avaliação da atividade antibacteriana in vitro das clavaninas A e MO 

A fim de confirmar a atividade da clavanina A sintética, e investigarmos se 

o peptídeo modificado (Clavanina MO) possui atividade antibacteriana, ambos 

os peptídeos foram avaliados contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. Os resultados demonstraram que não houve crescimento de E. coli 

quando tratada com 256 µg.mL-1 de clavanina A (95,98 µM) e MO (78,75 µM). 

O controle positivo utilizado neste experimento (cloranfenicol), quando 

administrado 35 µg.mL-1 (99,07 µM), inibiu em 100 % o crescimento bacteriano 

(Figura 8).  
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Figura 8. Avaliação da atividade antibacteriana. Escherichia coli foi cultivada na 

presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  MO (quadrado). A 

cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 100%. Cloranfenicol foi 

utilizado como controle positivo. Os dados são representativos de três experimentos 

independentes (média ± DP). 

 

Avaliou-se também a atividade antibacteriana das clavaninas A e MO 

sobre o crescimento de K. pneumoniae (Figura 9). Como pode ser visto não 

houve crescimento deste microorganismo quando tratado com 256 µg.mL-1 

(95,98 µM) de clavanina A e com 128 µg.mL-1 (39,4 µM) de clavanina MO. 

Semelhante ao que ocorreu no ensaio anterior frente a E. coli,, cloranfenicol 

inibiu em 100% o crescimento bacteriano quando administrado a uma 

concentração de 35 µg.mL-1 (99,07 µM).  
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Figura 9. Avaliação da atividade antibacteriana. Klebsiella pneumoniae foi cultivada na 

presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  MO (quadrado). A 

cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 100%. Cloranfenicol foi 

utilizado como controle positivo. Os dados são representativos de três experimentos 

independentes (média ± DP). 

 

Na figura 10, estão apresentados os dados da avaliação da atividade 

antibacteriana das clavaninas A e MO sobre S. aureus. Como pode ser 

observado, não houve crescimento deste microorganismo quando desafiado 

com 512 µg.mL-1 (192,0 µM) de clavanina A e 256 µg.mL-1 (78,75 µM) de 

clavanina MO. A cultura bacteriana tratada com cloranfenicol foi inibida em 

100% quando administrada a 64 µg.mL-1 (198,14 µM). 
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Figura 10. Avaliação da atividade antibacteriana. Staphylococcus aureus foi cultivada 

na presença de diferentes concentrações das clavanina A (círculo) e  MO (quadrado). 

A cultura bacteriana em PBS representa um crescimento de 100%. Cloranfenicol 

(Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo. Os dados são representativos de 

três experimentos independentes (média ± DP). 

 

Adicionalmente as curvas de inibição, as MICs dos peptídeos estudados 

contra todas as bactérias avaliadas estão descritas na Tabela 5. 
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Tabela 5. Efeito da clavanina A e MO sobre bactérias Gram-negativas e Gram-

positiva patogênicas humanas. 

Microorganismos Composto (μM) 

 Clavanina A Clavanina MO Cloranfenicol 

Escherichia coli 95,98 78,75 99,07 

Klebsiella pneumoniae 95,98 39,40 99,07 

Staphylococcus aureus 192,00 78,75 198,14 

 

Conclusão experimental 1: As clavaninas A e MO foram eficazes na inibição 

do crescimento in vitro de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. 

 

 

5.2 Avaliação da atividade hemolítica  

A atividade hemolítica de peptídeos foi analisada contra hemácias 

humanas. Neste experimentos e nos subsequêntes, utilizamos com controle 

positivo a catelecidina humana LL-37, um peptideo multifuncional de defesa do 

hospedeiro, sendo essencial para a resposta imune à lesão e infecção dos 

tecidos. A LL-37 é um potente peptídeo com atuação sobre diferentes 

microrganismos, com a capacidade de prevenir os efeitos imunoestimuladores 
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de moléculas da parede bacteriana, como lipopolissacarídeos, além de 

proteger contra a endotoxemia letal. Além da função quimiotática, inibição da 

apoptose de neutrófilos, estimulação da angiogênese, regeneração de tecidos 

e liberação de citocinas (Bucki et al., 2010). 

Como pode ser observado na figura 11, a clavanina A e LL-37 não 

apresentaram atividade hemolítica, mesmo em uma concentração de 512 

µg.mL-1 (191,96 e 113,97 µM respectivamente), enquanto 45% de hemólise foi 

observado para a clavanina MO em uma concentração de 128 µg.mL-1 (39,4 

µM), sendo que está porcentagem foi mantida até as concentrações 

subsequentes.  

 

 
Figura 11. Avaliação dos efeitos hemolíticos  da clavanina A (círculo), clavanina MO 

(quadrado) e LL-37 (asterísco) sobre eritrócitos humanos. 0,1 % de Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) serviu como controle positivo (100% de hemólise). A liberação de 

hemoglobina foi medida a λ 550 ηm e expressa como % de hemólise. Os dados são 

representativos de três experimentos independentes (média ± DP). 
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Conclusão experimental 2: As clavaninas não foram citotóxicas nas 

concentrações de 1 a 100 µg.mL-1 (clavanina MO) e de 1 a 512 µg.mL-1 

(clavanina A). 

 

 

5.3 Avaliação do potencial imunomodulatório das clavaninas ‘A’ e ‘MO’ 

5.3.1 Avaliação da viabilidade celular utilizando MTT 

Para avaliarmos a possível atividade imunomodulatória das clavaninas A 

e MO, foram utilizadas células RAW 264.7, monócitos murinos derivados de 

tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o vírus da 

leucemia murina de Abelson (Abelson & Rabstein, 1970). Estas células 

possuem receptores para imunoglobulinas, respondem de forma similar aos 

macrófagos obtidos de camundongos, além de serem alvos de ativação por 

polissacarídeos (Ramamoorthy & Tizard, 1998). Para avaliar possíveis efeitos 

citotóxicos das clavaninas A e MO sobre células RAW 264.7, a redução do 
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brometo de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazolio (MTT) foi avaliada após 

incubação com os peptídeos por 24, 48 e 72 horas. Como controle para 

detecção da citotoxicidade, uma solução de lise celular (10 mM Tris, pH 7.4;  1 

mM EDTA e 0,1% Triton X-100) e a catelecidina LL-37 (8-64 μM) como controle 

negativo foram utilizados. As figuras representam a percentagem da 

viabilidade/proliferação celular em relação ao controle (células com meio 

suplementado), cuja absorbância foi considerada 100% de 

viabilidade/proliferação celular. 

A LL-37 (Figura 12) e as clavaninas A (Figura 13) e MO (Figura 14) não 

apresentaram efeito citotóxico para as células, mesmo nas concentrações mais 

elevadas. É possível observar um decréscimo significativo na 

viabilidade/proliferação celular após 24 horas, em todos os tratamentos e em 

todas as concentrações utilizadas, contudo variações maiores são encontradas 

nas células tratadas com a clavanina MO, nas maiores concentrações. Quando 

a clavanina MO nas concentrações de 39,38; 78,75 e 157,5 μM foram utilizadas 

após 72 horas, uma redução na viabilidade/proliferação celular para 20%, o 

que em primeira análise indicaria um efeito tóxico desse peptídeo, contudo ao 

analisarmos os tempos anteriores vemos que nas concentrações de 39,38 e 

78,75 μM a cultura apresenta 180% de viabilidade/proliferação celular (Figura 

14), 1,8 vezes mais que o controle (células com meio suplementado). Além 

disso, uma viabilidade/proliferação celular de 130% foi observada quando as 

células foram tratadas com 157,5 μM da clavanina MO (Figura 14), 1,4 vezes 

mais que o controle (células com meio suplementado). 

As células tratadas com a LL-37 e clavanina A também apresentaram 

resultados semelhantes aos observados para a clavanina MO. Contudo, seus 

níveis de viabilidade/proliferação celular não foram tão altos, 

consequentemente este efeito não chegou em níveis abaixo dos 40% como 

observados para a clavanina MO. Contudo observa-se certa semelhança entre 

a cultura tratada com a LL-37 e com a clavanina A (Figuras 12 e 13, 

respectivamente), mesmo em baixas concentrações (1,77 μM da LL-37 e 3 μM 

da clavanina A): as células tratadas com esses peptídeos apresentam 

viabilidade/proliferação celular superior a 110%. Quando comparado o grupo 
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tratado com clavanina MO e com os grupos tratados com clavanina A e LL-37, 

em 48 e 72 horas, observou-se uma diferença significativa entre esses grupos 

(p<0,05). Os dados aqui obtidos sugerem que as clavaninas A e MO não 

apresentam citotoxicidade para as células RAW 264.7. 

 

 

Figura 12. Efeito da LL-37 sobre a viabilidade de células RAW 264.7. Os peptídeos 

foram diluídos de 1,77 a 14,16 μM. As células foram incubadas durante 24 horas 

(círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas (triângulo), a viabilidade celular foi avaliada 

pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média de três experimentos realizados 

em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando teste t de Student. *, p<0,05 como significativo em relação ao 

controle. 
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Figura 13. Efeito da Clavanina A sobre a viabilidade de células RAW 264.7. Os 

peptídeos foram diluídos de 3 a 191,96 μM. As células foram incubadas durante 24 

horas (círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas (triângulo), a viabilidade celular foi 

avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média de três experimentos 

realizados em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada utilizando teste t de Student. *, p<0,05 como significativo em 

relação ao controle. 
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Figura 14. Efeito da Clavanina MO sobre a viabilidade de células RAW 264.7. Os 

peptídeos foram diluídos de 2,41 a 157,5 μM. As células foram incubadas durante 24 

horas (círculos), 48 horas (quadrado) e 72 horas (triângulo), a viabilidade celular foi 

avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média de três experimentos 

realizados em triplicata, sendo expressos como média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada utilizando teste t de Student. *, p<0,05 como significativo em 

relação ao controle. 

 

Conclusão experimental 3: As clavaninas A e MO estimularam a 

viabilidade/proliferação de células RAW 264.7. 
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5.3.2 Dosagem de citocinas em linhagem de células RAW 264.7 

No presente trabalho, também foram avaliados os efeitos das clavaninas 

A e MO sobre a secreção de TNF-α, IL-10 e IL-12 por células RAW 264.7, 

estimulados ou não por antígenos bacterianos (E. coli e S. aureus) e IFN-γ. 

Como controle, utilizamos a LL-37, um peptídeo de conhecida ação sobre 

diferentes tipos de células do sistema imune, modulando a produção de uma 

variedade de mediadores inflamatórios por diferentes tipos celulares.  

O tratamento com os peptídeos modificou o padrão de secreção de TNF-α 

pelas células RAW 264.7. A Figura 15, demonstra que houve aumento 

significativo na secreção desta citocina pelas células RAW 264.7 não 

estimuladas e tratadas com clavanina A, clavanina MO (5 μM) e LL-37 (± 2.480 

ρg.mL-1). Por outro lado, as células tratadas com 2,4 μM de clavanina MO não 

produziram TNF-α (Figura 15).  

Os grupos celulares estimuladas com antígeno de E. coli  tratados com 

clavanina A e MO (2,4 μM) e LL-37 produziram concentrações de TNF-α, 

próximas aquelas produzidas pelo controle (± 2.500 ρg.mL-1) (Figura 15). Os 

grupos tratados com 5 μM de clavanina MO, as concentrações de TNF-α foram 

indetectáveis (Figura 15). As células estimuladas com antígeno de E. coli e 

IFN-γ e tratadas com clavaninas A e MO (5 μM) e LL-37 não tiveram os níveis 

de TNF-α detectáveis (Figura 15). Um padrão de secreção de citocinas similar 

ao observado anteriormente, foi visto no sobrenadante das células estimuladas 

com antígeno de S. aureus, onde não foi possível a quantificação de TNF-α no 

sobrenadante. 

Quando estimuladas com antígeno de S. aureus e IFN-γ e tratadas com 

clavanina A e LL-37, apresentaram secreção de TNF-α, significativamente 

superior ao grupo controle (p<0,001) (Figura 15). Enquanto o grupo controle e 

as células tratadas com clavanina MO não secretaram TNF-α para o meio 

(Figura 15).  
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Figura 15. Dosagem de TNF-α em sobrenadante de cultura de células RAW 264.7. As células foram estimuladas por 24 horas com 
clavanina A (3 e 6 μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de antigeno bacteriano de E. coli e S. 
aureus, com ou sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como 
média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; 
***, p <0,001; ns, não significativo em relação ao controle.  
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O tratamento com os peptídeos modificou o padrão de secreção de IL-10 

pelas células RAW 264.7. A Figura 16, demonstra que houve aumento 

significativo na secreção desta citocina pelas células RAW 264.7 não 

estimuladas e tratadas com clavanina A, clavanina MO e LL-37 (3,4 μM) (± 250; 

360 e 200 ρg.mL-1 respectivamente). Enquanto que as células tratadas com 1,7 

μM de LL-37 não secretaram concentrações detectáveis de IL-10α (Figura 16). 

Um padrão de secreção de citocinas similar ao observado anteriormente, foi 

visto no sobrenadante das células estimuladas com antígeno de S. aureus e 

IFN-γ, onde todos os grupos secretaram concentrações superiores de IL-10 (± 

600 ρg/mL) que aquelas secretadas pelo grupo controle (± 56 ρg.mL-1), ou seja, 

onze vezes maior (Figura 16). Ainda neste mesmo grupo a clavanina MO (2,4 

μM) estimulou as células RAW 264.7 a secretarem ±1.350 ρg/mL de IL-10, 

vinte e quatro vezes mais que o grupo controle e duas vezes mais que os 

demais grupos. 

As células estimuladas com antígeno de E. coli e tratadas com clavaninas 

A (6 μM) e MO e LL-37 reduziram a secreção de IL-10 (Figura 16). O grupo 

tratado com 3 μM de clavanina estimulou a secreção desta citocina (357 ρg.mL-

1), quando comparado ao grupo controle (282 ρg.mL-1) (Figura 16). O grupo de 

células estimuladas com antígeno de E. coli e IFN-γ e tratadas com clavaninas 

A (6 μM) e MO e LL-37 (1,7 μM) produziram concentrações de IL-10 

secretadas para o meio, superiores aquelas produzidas pelo controle (± 100 

ρg/mL) (Figura 16), sendo que o grupo tratado com clavanina MO (2,4 μM) 

produziu ± 1320 ρg.mL-1. O grupo tratado com LL-37 (3,4 μM) reduziu a 

secreção de IL-10 para o meio (Figura 16). 

Os dados apresentados na Figura 16 demonstram que as células 

estimuladas com antígeno de S. aureus e tratadas com LL-37 e clavanina A 

estimularam a secreção de IL-10 (Figura 16). Enquanto o grupo de células 

tratadas com clavanina MO secretou concentrações de IL-10 próximos ao 

secretado pelo grupo controle (± 70 ρg.mL-1) (Figura 16). 
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Figura 16. Dosagem de IL-10 em sobrenadante de cultura células RAW 264.7. As células foram estimuladas por 72 horas com clavanina A 
(3 e 6 μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de antigeno bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou 
sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como média ± desvio 
padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; 
ns, não significativo em relação ao controle. 
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Como podem ser observadas na Figura 17, as clavaninas A e MO 

alteraram a produção de IL-12 pelas células RAW 264.7. Nas células não 

estimuladas e tratadas com 3 μM de clavanina A, apenas pequenas 

quantidades de IL-12 foram quantificadas, apresentando valores equivalentes 

ao controle (± 20 ρg.mL-1) (células apenas com meio suplementado). Enquanto 

que as células tratadas com 6 μM de clavanina A produziram duas vezes mais 

IL-12 que o controle (± 40 ρg.mL-1). As células tratadas com clavanina MO por 

sua vez estimularam a secreção de quantidades significativas de IL-12 (± 80 

ρg.mL-1– 2,4 μM e ± 130 ρg.mL-1– 5 μM), dose dependente, produzindo 

concentrações superiores aquelas produzidas pelas células tratadas com LL-37 

(± 80 ρg/mL – 1,7 μM e ± 110 ρg.mL-1– 3,4 μM). 

As células estimuladas com antígeno de E. coli tratadas com LL-37 (3,4 

μM), clavanina A (3 μM) e clavanina MO (2,4 μM) reduziram as concentrações  

de IL-12 secretadas para o meio, quando comparado com o controle (células 

com meio suplementado) (Figura 17). Nas demais concentrações, os peptídeos 

não afetaram as concentrações de IL-12.  

Os dados apresentados na Figura 17 mostram que quando as células 

foram estimuladas com antígeno de E. coli e IFN-γ e tratadas com os 

peptídeos, a secreção de IL-12, foi inferior aquelas concentrações produzidas 

pelo grupo controle (células com meio suplementado), havendo uma menor 

produção nos grupos tratados com as menores concentrações de clavanina A e 

MO (3,0 e 2,4 μM respectivamente) (± 45 ρg.mL-1), valores esses quatro vezes 

inferiores ao grupo controle (± 175 ρg.mL-1). Por outro lado, as células 

estimuladas com antígeno de S. aureus tratadas com clavanina A e MO e LL-

37 (3,4 μM) produziram concentrações de IL-12, próximas aquelas produzidas 

pelo controle (± 70 ρg.mL-1) (Figura 17). Mas quando tratada com 1,7 μM de 

LL-37, as células produziram ± 120 ρg.mL-1 de IL-12 (Figura 17). As células 

estimuladas com antígeno de S. aureus e IFN-γ tratadas com clavanina A e MO 

(2,4 μM) produziram concentrações de IL-12, inferiores (± 50 ρg.mL-1) a 

aquelas produzidas pelo controle (± 100 ρg.mL-1) (Figura 17). No entanto, 

quando as células foram tratadas com LL-37, estas produziram ± 140 ρg.mL-1 

de IL-12 (Figura 17). 
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Figura 17. Dosagem de IL-12 em sobrenadante de células RAW 264.7. As células foram estimuladas por 24 horas com clavanina A (3 e 6 
μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de antigeno bacteriano de E. coli e S. aureus, com ou sem 
IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como média ± desvio 
padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com P <0,05 como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; 
ns, não significativo em relação ao controle.  
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5.3.3 Avaliação da produção de óxido nítrico por células RAW 264.7 

tratadas com peptídeos antimicrobianos  

Foi também avaliado o impacto das clavaninas A e MO e da LL-37 sobre 

a capacidade de células RAW 264.7 tratadas somente com estes peptídeos ou 

com antígeno bacteriano de E. coli e S. aureus, na presença ou não de TNF-α, 

na produção de óxido nítrico. Como pode ser observado na Figura 18, após 72 

horas, as células tratadas com os peptídeos, secretaram baixas concentrações 

de NO para o meio, em todas as concentrações e tratamentos (p <0,001). 

Como esperado, as estimuladas pelos antígenos bacterianos de E. coli e 

S. aureus produziram quantidades maiores de NO que as não-estimuladas, 

sendo que a adição de IFN-γ fez com que esta células secretassem 

concentrações ainda maiores de NO para o meio (Figura 18). 
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Figura 18. Participação das clavaninas A e MO e da LL-37 na produção de NO por células RAW 264.7. As células foram estimuladas por 
72 horas com clavanina A (3 e 6 μM), clavnina MO (2,4 e 5 μM) e LL-37 (1,7 e 3,4 μM), na presença ou ausência de antigeno bacteriano de E. 
coli e S. aureus, com ou sem IFN-γ (10 ηg.mL-1). Os dados representam a média de três experimentos realizados em triplicata, sendo 
expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com P <0,05 como significativo. *, p 
<0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ns, não significativo em relação ao controle. 
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Conclusão experimental 4: As clavaninas A e MO estimularam a secreção de 

IL-10 e inibiram/não alteraram os níveis de NO, TNF-α e IL-12 pelas células 

RAW 264.7. 

 

 

Estudos in vivo 

 

5.4 Avaliação da migração de leucócitos para a cavidade peritoneal 

Neste experimento avaliamos o potencial das clavaninas A e MO de 

induzir a migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos 

C57BL/6. Os animais tratados com as clavaninas A e MO (10 e 30 µg.mL-1) 

induziram um aumento significativo na migração de leucócitos (p<0,05) para a 

cavidade peritoneal destes animais (Figura 19). A clavanina MO na 

concentração de 90 µg.mL-1, não apresentou diferença significativa na 

migração de leucócitos (Figura 19). Note que não houve diferença estatística 

entre os grupos tratados com clavanina A e clavanina MO. 
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Figura 19. Avaliação da migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de 

camundongos tratados com as clavaninas A e MO. Foi avaliada a migração de 

leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 tratados com  

diferentes concentrações de clavanina A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), após 6 horas de 

tratamento. Como controle positivo utilizamos tioglicolato 4%. Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando 

teste t de Student. *, p<0,05 como significativo em relação ao controle. 

 

As populações celulares que migraram para a cavidade peritoneal dos 

camundongos após 6 horas de tratamento, estão demonstradas na Figura 20. 

Todos os estímulos utilizados induziram, de maneira geral, uma migração 

preferencial de neutrófilos, com uma baixa migração de basófilos e monócitos 

(Figura 20). As clavaninas A e MO exibiram um perfil semelhante entre si, 

havendo uma diferença significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com os 

peptídeos e o grupo que recebeu tioglicolato. Note que não houve uma 

diferença significativa entre número de basófilos e monócitos, quando 

comparamos os grupos tratados com as clavaninas A e MO, em relação ao 

grupo controle.  
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Figura 20. Avaliação do potencial de atividade indutora de neutrófilos murinos in 

vivo das clavaninas A e MO. Foi avaliada a migração de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal de camundongos C57BL/6 tratados com diferentes concentrações de 

clavanina A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), após 6 horas de tratamento. Como controle 

positivo utilizamos tioglicolato 4%. Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 

como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001 em relação ao controle. 
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Conclusão experimental 5: As clavaninas A e MO estimularam a migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal dos camundongos após 6 horas de 

tratamento. 

 

 

5.5 Avaliação da genotoxicidade pelo ensaio de micronúcleo  

Na Figura 21, estão representados os resultados da avaliação da 

genotoxicidade em eritrócitos do sangue periférico de camundongos C57BL/6 

tratados com clavaninas A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), xarope (controle 

negativo) e colchicina (controle positivo), por 24, 48, 72 e 96 horas. O número 

de eritrócitos policromáticos com micronúcleos (EPCMN) e eritrócitos 

normocromáticos com micronúcleos (ENCMN) são significativos entre os 

grupos experimentais (p<0,001), quando comparado com o grupo tratado com 

ciclofosfamida (Figura 21). Tais dados estão compatíveis com o esperado, uma 

vez que os animais tratados com a colchicina apresentam um número superior 

de eritrócitos micronucleados, uma vez que esta substância é conhecida por 

causar dano ao material genético.  



 

64 

 

 
Figura 21. Densidade média de micronúcleos em eritrocitos do sangue periférico de camundongos em diferentes tratamentos. Foi a 
formação de micronucleos em camundongos C57BL/6 tratados com diferentes concentrações de clavanina A e MO (10, 30 e 90 µg.mL-1), após 
24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. Como controle positivo, utilizamos colchicina 40 mg/kg. Os dados foram expressos como média ± desvio 
padrão. A análise estatística foi realizada utilizando teste de Bonferroni, com p <0,05 como significativo. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001 
em relação ao controle. EPCMN: Eritrócitos policromáticos com micronúcleos; ENCMN: Eritrócitos normocromáticos com micronúcleos. 
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Conclusão experimental 6: As clavaninas A e MO não causaram qualquer 

efeito genotóxico em nível cromossômico. 

 

 

 

5.6 Avaliação do potencial terapêutico das clavaninas A e MO em 

camundongos portadores de infecção da ferida cirúrgica por S. aureus 

Após a confirmação do potente efeito antibacteriano das clavaninas A e 

MO e confirmação da toxicidade moderada destes peptídeos para eritrócitos 

humanos (Figura 11), além da baixa toxicidade em monócitos murinos RAW 

264.7 (Figuras 13 e 14), estes peptídeos parecem apresentar seletividade para 

células procarióticas. Estes dados nos encorajaram a avaliar o potencial 

terapêutico dos mesmos.  

Com o objetivo de avaliar o potencial terapêutico das clavaninas A e MO, 

utilizamos um modelo de ferida cirúrgica infectada com Staphylococcus aureus. 

S. aureus é um importante patógeno envolvido em uma variedade de infecções 

tais como infecções oculares, infecção de feridas cirúrgicas e sepse (Woodford 

& Livermore, 2009). No presente estudo foi possível observar que após 24 

horas pós-inoculação, a infecção havia sido estabelecida em todas as feridas. 

Nestas, foram observados hiperemia, edema circunscrito a área da ferida e 

início de secreção (dados não mostrados) - momento da instituição do 
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tratamento. Os animais foram tratados diariamente com 37,5 µM de clavanina 

A e MO e com sulfato de neomicina bacitracina zincica (1 mg.mL-1), durante 15 

dias. As feridas não-infectadas não apresentaram sinais de contaminação 

cruzada de bactérias. As análises histológicas demonstram não haver uma 

diferença no padrão de infiltrado inflamatório, após 15 dias de tratamento entre 

os grupos controle (Figura 22 A) e tratados com clavaninas A (Figuras 22 B), 

apresentando uma predominância de células mononucleares no local da 

incisão. No grupo tratado com sulfato de neomicina bacitracina zincica, 

observou-se um tecido de granulação mais denso, com maior quantidade de 

vasos e células inflamatórias (Figura 22 A). O grupo tratado com clavanina MO 

(Figura 22 C) apresentou maior epitelização e menor quantidade de células 

inflamatórias quando comparado ao grupo tratado com PBS/tratado com 

natrosol (Figuras 22 E e F). O grupo tratado com clavanina A (Figura 22 B) 

apresentou maior quantidade de células mononucleares e macrófagos que o 

grupo tratado com clavanina MO. 
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Figura 22. Análise histológica de feridas tratadas com clavaninas A e MO. As 

feridas foram inoculadas com 105 células/mL de S. aureus e tratadas com 1 mg.mL-1 

de sulfato de neomicina bacitracina zincica (A), 37,5 µM de clavanina A (B), 37,5 µM  

de clavanina MO (C), PBS (D) e com gel de natrosol (E) durante 15 dias. As feridas 

não tratadas exibiram uma grave infiltração celular composta por células 

mononucleares (seta branca) e macrófagos (seta preta). Este infiltrado foi 

acompanhado por edema e necrose em fase inicial. Em contraste, as feridas tratadas 

com clavanina A e MO apresentaram menor infiltrado celular e uma resposta 

inflamatória atenuada. Vasos sanguineos (ponta de seta). Imagens representativas de 

cinco camundongos examinados por grupo. Barra (30 μm, de A-E). 
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5.6.1 Recuperação da carga bacteriana 

Após 15 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e ferida 

removida e macerada para avaliação da eficácia do tratamento com as 

clavaninas A e MO, administrado a cada 24 horas por 15 dias no tratamento da 

ferida cirúrgica infectada por S. aureus, através da avaliação da recuperação 

da carga bacteriana. A administração dos peptídeos resultou em uma 

diminuição significativa na contagem de bactérias presentes na ferida 

(p<0,001), quando comparado ao tratamento com PBS e natrosol  (Figura 23).  
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Figura 23. Recuperação da carga bacteriana (CFU por grama de tecido – ferida) após 15 dias de tratamento de camundongos C57BL/6 

infectados com S. aureus. As feridas foram inoculadas com 105 células/mL de S. aureus e tratadas com 1 mg.mL-1 de sulfato de neomicina 

bacitracina zincica, 37,5 µM de clavanina A e MO (C), PBS e com gel de natrosol, durante 15 dias. Os dados são representativos de cinco 
camundongos examinados por grupo. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando 
teste de Bonferroni, com p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em relação ao controle. SNBZ: sulfato de neomicina 
bacitracina zincica; CFU: Unidade formadora de colônia. 
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Conclusão experimental 7: O tratamento tópico com as clavaninas A e MO, 

contribuíram para a melhora na cicatrização do ferimento e reduziu 

significativamente a carga bacteriana. 

 

 

5.7 Avaliação do efeito protetor das clavaninas A e MO na sobrevida de 

camundongos submetidos à sepse polimicrobiana grave 

As clavaninas A e MO apresentaram um efeito benéfico na sobrevidade 

de camundongos submetidos a sepse polimicrobiana grave. Os camundongos 

infectados foram tratados com doses diferentes de clavanina A e MO, 24 horas 

após a infecção e a sobrevivência foi analizada, durante 7 dias. A Figura 24a 

demonstra que 100% dos camundongos infectados tratados com PBS 

morreram durante as primeiras 12 horas. No grupo de animais tratados com 

clavanina A 10 µg.mL-1, 40% dos animais estavam vivos após 12 horas, e esse 

indice se manteve até o final do tratamento, que foi o mesmo observado para o 

grupo de animais tratado com 90 µg.mL-1. Oitenta por cento dos animais 

tratados com 30 µg.mL-1 deste peptídeo, estavam vivos após 12 horas e ao 

final do tratamento, 60% dos animais estavam vivos.  Comparando a taxa de 

mortalidade global dos grupos tratados com PBS e clavanina A, os animais 

tratados clavanina A apresentaram uma tendência para a sobrevida 

prolongada. 

A clavanina MO apresentou um efeito dose-dependente na sobrevida de 

camundongos infectados (Figura 24b). Todos os camundongos do grupo 
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controle morreram dentro de 12 horas após a infecção, os animais tratados 

com 10, 30 ou 90 µg.mL-1 de clavanina MO/rato/dia, demostraram sobrevida 

prolongada, sendo que, 80, 60 e 80% dos animais, respectivamente, estavam 

vivos após 7 dias de tratamento. 

 

Figura 24. Influência da clavaninas A e MO na sobrevida de camundongos 

submetidos a sepse polimicrobiana grave. Camundongos C57BL/6 foram 

inoculadas intraperitonealmente com 105 células/mL (S. aureus e E. coli). Os animais 

foram tratados com  diferentes concentrações de clavanina A (a) e clavaninas MO (b) 

(10, 30 e 90 µg.mL-1), durante 7 dias. Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão.  
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Conclusão experimental 8: As clavaninas A e MO aumentaram a sobrevida 

de camundongos submetidos a sepse policrobiana grave. 
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6. Discussão 

O peptídeo antimicrobiano clavanina A foi previamente caracterizado por 

Lee e colaboradores (1997). Neste estudo, foi observado que este peptídeo 

apresenta uma forte atividade antibacteriana, não apresentando atividade 

hemolítica.Tendo em vista, a possibilidade de potencialização da atividade da 

clavanina A, buscamos em bancos de dados, peptídeos que apresentavam 

atividade imunomodulatória, a fim de localizarmos uma região conservada com 

um indicativo de tal atividade. Como resultado desta busca, encontramos uma 

região localizada no C-terminal, composta por cinco resíduos de aminoácidos 

apolares (FLPII) (Salmon et al., 2001).  

Os experimentos para confirmação da atividade antibacteriana da 

clavanina A e avaliação da clavanina A modificada, agora denominada 

clavanina MO sobre E. coli, K. pneumoniae e S. aureus,  demonstraram um 

aumento na atividade antimicrobiana após a adição dos cinco resíduos 

apolares, frente aos microorganismos avaliados neste estudo. Estes resultados 

sugerem que este aumento na atividade antibacteriana possivelmente está 

relacionado ao efeito lítico que os cinco resíduos de aminoácidos inseridos na 

porção C-terminal causa nas membranas celulares (Yeaman & Yount, 2003). A 

adição destes resíduos deixou a clavanina MO com um caráter hidrofóbico 

superior ao da clavanina A. Como dito anteriormente, o aumento na atividade 

antibacteriana da clavanina MO veio acompanhado de um aumento na 

atividade hemolítica, enquanto a clavanina A e LL-37 não apresentaram tal 

atividade. Atribui-se esta atividade, a presença dos resíduos de aminoácidos 

apolares (FLPII) no C-terminal da clavanina MO, ausentes na clavanina A. 

Embora o mecanismo de ação da clavanina MO ainda não tenha sido 

determinado, a alta hidrofobicidade da face apolar pode aumentar a 

especificidade para membranas eucarióticas através de interações entre o 

peptídeo e lipídeos não carregados encontrados apenas nas células 

eucarióticas, tais como o colesterol (Prenner et al., 2001; Lewis et al., 2003; 

Yeaman & Yount, 2003). Vale ressaltar ainda, que em todas as situações as 

clavaninas A e MO apresentaram melhor atividade que o cloranfenicol (~2 
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vezes mais). A clavanina MO se mostrou mais eficiente que a clavanina A, 

indicando que a adição da cauda apolar, contribui de forma significativa, no 

ensaio contra K. pneumoniae. A clavanina MO apresentou 2,4 vezes melhor 

atividade que a clavanina A e 2,5 vezes, que o cloranfenicol, frente a este 

microorganismo. Esses mesmos valores também são observados no ensaio 

contra S. aureus.  

No presente estudo, avaliamos também o potencial imunomodulatório in 

vitro, das clavaninas A e MO através da avaliação da produção de TNF, IL-12, 

IL-10 e NO em linhagem de células RAW 264.7. Inicialmente os experimentos 

visaram identificar a ausência de interferências dos peptídeos sobre a 

viabilidade/proliferação celular, empregando o ensaio de viabilidade celular 

utilizando MTT em tempo de incubação máximo de 72 horas. Como observado, 

os peptídeos não influenciaram na viabilidade/proliferação celular (Figuras 12-

14). Entretanto, foi observado que após 48 horas, há uma redução drástica na 

viabilidade/proliferação celular, em especial naquelas culturas tratadas com 

clavanina MO (30% nas concentrações mais altas - 40-160 µM). Deste modo, 

podemos inferir que o decréscimo na viabilidade/proliferação celular após 48 

horas de tratamento, deve-se a um aumento significativo na população celular 

nas primeiras 24 horas de tratamento, deixando o meio deficiente de nutrientes 

em relação a super população celular e não, devido a um efeito tóxico dos 

peptídeos (Abbas & Lichtman, 2005). 

Vários estudos têm demonstrado que a LL-37 estimula a proliferação de 

várias linhagens celulares, dentre elas monócitos (Bowdish et al., 2004), 

células epiteliais (Shaykhiev et al., 2005; Weber et al., 2009) e linfócitos (Nell et 

al., 2006). A proliferação celular de monócitos e linfócitos induzida pela LL-37 é 

mediada pela ativação do receptor de peptídeo formil-like 1 (FPRL1) (De Yang 

et al., 2000; Koczulla et al., 2003). Enquanto que a proliferação das células 

epiteliais (queratinócitos) envolve a ativação do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR) e subsequente ativação de transdutores de sinal e 

ativadores de transcrição (STATs1 e 3) (Braff et al., 2005; Niyonsaba et al., 

2005). Os resultados aqui obtidos corroboram com os dados, obtidos para a 

LL-37, entretanto, o mecanismo de ação não foi estudado. Além da LL-37, 
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outros peptídeos antimicrobianos apresentaram atividade sobre a proliferação 

celular reportada, como é o caso das defensinas humanas hBD-2, -3 e -4 que 

estimula a proliferação de queratinócitos através da ativação de EGFR e 

subsequente ativação de STAT1 e STAT3 (Niyonsaba et al., 2007). 

Os dados encontrados no ensaio de viabilidade/proliferação de células 

RAW 264.7, reforçam a necessidade de estudos futuros a cerca do mecanismo 

pelo qual as clavaninas A e MO atuam sobre essa linhagem celular. A 

realização deste estudo de citotoxicidade demonstrou que todas as 

concentrações empregadas neste estudo apresentavam um padrão de 

atividade muito semelhante, ou seja, uma alta viabilidade/proliferação celular 

nas primeiras 24 horas e uma redução após este período, sendo que a 

principal hipótese foi discutida anteriormente. Estes dados foram determinantes 

para a escolha das menores concentrações de peptídeos a serem utilizadas 

nos ensaios subsequentes para avaliação do potencial imunomodulatório in 

vitro, das clavaninas A e MO. Estudos anteriores utilizando a LL-37 e 

defensinas humanas, demostraram que concentrações baixas destes 

peptídeos (~2 µM) (Braff et al., 2005; Niyonsaba et al., 2005; Niyonsaba et al., 

2007), foram suficientes para a modulação da atividade de células do sistema 

imune do hospedeiro. Este feito é semelhantemente ao efeito provocado pelas 

interleucinas, onde concentrações micromolares destes polipeptídios são 

suficientes para desencadear inúmeras respostas biológicas (Bowdish et al., 

2004). Partindo deste princípio, iniciamos nossos estudos utilizando baixas 

concentrações de clavanina A (3 e 6 µM) e MO (2,41 e 4,92 µM). 

Os experimentos para avaliação do possível potencial imunomodulatório 

in vitro, das clavaninas A e MO, através da avaliação da produção de TNF-α, 

IL-12, IL-10 e NO, foi realizado seguindo as mesmas condições experimentais 

utilizadas no experimento para avaliação da viabilidade celular. Inicialmente, 

verificamos se os peptídeos, por si só, estimulavam a produção de TNF-α, IL-

12, IL-10 e NO. Posteriormente, à suspensão celular, foram adicionados 

antígenos bacterianos de E. coli e S. aureus, uma vez que esses são os 

principais agentes causadores de IrAS (Brasil, 2004). Também foi utilizado IFN-

γ, em associação com estes antígenos, o qual atua estimulando a 
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apresentação de antígenos e a produção de citocinas por monócitos (Stark et 

al., 1998). Como observado em nosso estudo, a clavanina MO em sua menor 

concentração inibiu em todas as condições experimentais a produção de TNF-

α. No entanto, em sua maior concentração, a clavanina MO, estimulou a 

liberação de TNF-α apenas quando as células não foram estimuladas. A 

clavanina A, por sua vez, estimulou a produção de TNF-α quando as células 

não foram estimuladas e quando tratadas com antígenos de S. aureus em 

combinação com IFN-γ, comportamento semelhante ao apresentado pela LL-

37, aqui reportado. O peptídeo antimicrobiano P18, um peptídeo derivado da 

cecropina A, inibiu a produção de TNF-α por células RAW 264.7 estimuladas 

com LPS (Nan et al., 2008). Em outro estudo, células RAW 264.7 estimuladas 

com polissacarídeo capsular (CPS) de Neisseria meningitidis, inibiram a 

produção de TNF-α, após a adição da LL-37 (Zughaier et al., 2010). Estes 

dados observados para LL-37 corroboram com os dados obtidos neste estudo. 

Em outro estudo, células RAW 264.7 expostas ao LPS de Staphylococcus 

aureus e Pseudomonas aeruginosa e a incubação com LL-37, diminuiu 

significativamente a liberação de TNF-α e aumentou a atividade antimicrobiana 

dos neutrófilos (Alalwani et al., 2010). Outro exemplo a ser citado proveniente 

da literatura, demostra que a hepcidina 3 (TH3) suprimiu a expressão de TNF-α 

por células RAW 264.7 estimuladas com LPS (Rajanbabu et al., 2010). O 

principal mecanismo pelo qual todos os peptídeos citados anteriormente, 

inibem a produção de TNF-α em infecções por bactérias gram-negativas, 

aparentemente está relacionado a neutralização do LPS. Como mencionado 

anteriormente, os peptídeos relatados na literatura que apresentam atividade 

antimicrobiana e imunomodulatória apresentam um padrão semelhante de 

atuação, onde suprimem a expressão de TNF-α por células RAW 264.7 (Nan et 

al., 2008; Alalwani et al., 2010; Zughaier et al., 2010).  

Em experimento in vivo, peptídeos que aumentaram a sobrevivência de 

camundongos tratados com altas doses de LPS apresentaram níveis de TNF-α 

reduzidos. Como exemplo, podemos citar, os camundongos que receberam 

altas doses de LPS (150 µg) de E. coli e tratados com S-tanatina (3, 6 e12 

mg/kg) que apresentaram seus níveis de TNF-α reduzidos, acompanhado de 
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aumento na sobrevivência dos animais tratados com este peptídeo (Wu et al., 

2011). Em outro experimento, animais infectados com P. aeruginosa e tratados 

com uma única dose de taquiplesina III (1 mg/kg), apresentaram níveis de TNF-

α reduzidos e a sobrevida aumentada (Cirioni et al., 2007). Estes dados 

sugerem que a inibição da produção de TNF-α parece ser um importante 

mecanismo que aumenta a sobrevida de animais infectados. Como pode ser 

observado no presente estudo, quando as células não foram estimuladas com 

antígenos bacterianos não houve supressão de TNF-α, exceto em uma das 

concentrações de clavanina MO. Demostrando que as clavaninas A e MO 

podem atuar na proteção contra condições patológicas durante o processo 

inflamatório.  

Todavia, vale ressaltar que dentre as várias citocinas que participam da 

defesa do hospedeiro contra infecções bacterianas, merecem destaque as 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α. Essa citocina é produzida nas fases 

iniciais da infecção e é responsável, por meio de sua ação no hipotálamo, pelo 

aparecimento da febre, a qual inibe a multiplicação bacteriana. Esta citocina em 

sua forma solúvel, aumenta a expressão das moléculas de adesão (seletina Pe 

ICAM) nas células endoteliais, facilitando a passagem de células dos vasos 

para o sítio da infecção, além de estimulam e ativar os neutrófilos e macrófagos 

a produzirem NO (Machado et al., 2004). Por outro lado, a preocupação nos 

ensaios clínicos, que bloqueiam o TNF-α tem sido o potencial aumento da 

susceptibilidade às infecções, em função do papel central do TNF-α, na 

resposta inflamatória. Apesar dessas considerações, não houve aumento 

significativo nas infecções graves, nos estudos realizados para avaliar a 

eficácia de agentes anti-TNF-α (Maini & Tailor, 2000). No entanto, vale 

ressaltar que, nos estudos aqui descritos onde há inibição da produção de 

TNF-α devido ao tratamento com PAMs, há uma exposição do organismo a um 

grande número de microorganismos e quando a infecção chega a esse nível, a 

uma produção exacerbada desta citocina ocorre, causando sérios danos para o 

hospedeiro. Neste caso, agentes que suprimam a produção desta citocina tem 

uma tendência a aumentar a sobrevida do hospedeiro.  
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Os monócitos diferenciados podem ser polarizados para se diferenciarem 

em macrófagos que irão produzir citocinas regulatórias, como IL-10 ou pró-

inflamatórias como IL-12. Deste modo, com o objetivo de avaliar se as 

clavaninas A e MO induziriam alteração na ativação das células RAW 264.7, os 

níveis destas citocinas em culturas, após tratamento com os peptídeos nas 

diferentes condições experimentais, foram determinados. Ao avaliarmos a 

expressão da IL-10, observamos que as clavaninas A e MO não estimularam a 

secreção de IL-10, quando as células foram estimuladas com antígeno de E. 

coli e de S. aureus em associação com IFN-γ. A redução na expressão desta 

citocina quando tratada com as clavaninas A e MO foi observado apenas no 

grupo estimulado com antígeno de E. coli. As células tratadas com LL-37 

apresentaram baixa secreção de IL-10 quando estimuladas com antígeno de E. 

coli. No entanto, nas demais condições experimentais, a secreção desta 

citocina foi aumentada quando as células foram tratadas com LL-37.    

 A IL-10 é uma citocina regulatória produzida por macrófagos, mastócitos 

e queratinócitos, sendo um inibidor de macrófagos, células dendríticas, células 

natural killer (NK) estando envolvida no controle das reações da imunidade e 

da imunidade mediada por células (Moore et al., 2001; Couper et al., 2008). 

Quando secretada, a IL-10 inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-12 e IL-6, além de interferir na apresentação de antígenos por 

macrófagos e células dendríticas, através da diminuição na expressão da 

molécula de histocompatibilidade II (MHC II). Em função desta atuação, a IL-10 

inibe a ativação de células T finalizando assim as reações da imunidade 

mediada por células (Moore et al., 2001). Sendo assim, a IL-10 age nos 

macrófagos ativados fazendo com que esses retornem ao estado de repouso à 

medida que a infecção microbiana é erradicada (Abbas & Lichtman, 2005). O 

peptídeo antimicrobiano hLF1-11 derivado da lactoferrina humana, aumentou a 

produção de IL-10 por macrófagos humanos, após estímulo destes com LPS 

(van der Does et al., 2010). Além disso, o hLF1-11 aumentou a produção de IL-

10 por monócitos humanos, 60 minutos após o estímulo destes com LPS. A 

presença de hLF1-11, durante 60 minutos, foi suficiente para aumentar a 

fagocitose de C. albicans por estás células, durante a diferenciação celular. 
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Estes dados indicam que uma breve exposição dos monócitos ao hLF1-11 foi 

suficiente para direcionar a diferenciação dos monócitos em macrófagos (van 

der Does et al., 2010). A LL-37 também estimulou a produção de IL-10 por 

monócitos humanos (Zhang & Shively, 2010), dados estes que estão de acordo 

com os obtidos no presente estudo. 

Vale ressaltar que, nenhuma conclusão definitiva pode ser feita com 

relação ao adicional da produção de IL-10 ser benéfico para o controle de 

infecção ou não (Couper et al., 2008). Neste contexto, Scott e colaboradores 

(2007) sugeriram que o aumento nos níveis da IL-10 (induzida pelo peptídeo-1 

IDR) poderia ajudar a controlar a inflamação, enquanto que as respostas 

imunes seriam reforçadas. Os resultados aqui encontrados mostram mais uma 

vez que as clavaninas A e MO podem atuar na proteção contra condições 

patológicas decorrentes do processo inflamatório.  

O tratamento com os peptídeos demonstrou que, as clavaninas MO 

estimularam o aumento na secreção de IL-12 apenas quando as células RAW 

264.7 foram incubadas com os peptídeos. Uma redução na secreção de IL-12 

foi observada quando as células foram estimuladas com antígeno de E. coli em 

conjunto com IFN-γ. Nas outras condições experimentais, a secreção de IL-12 

manteve-se inalterado. A IL-12 é o principal mediador da resposta imune inata 

inicial aos microorganismos intracelulares. São secretadas principalmente por 

monócitos mononucleares ativados e células dendríticas, sendo estas últimas 

as únicas células descritas até o momento a produzirem o componente p40, 

que é a forma biologicamente ativa (Abbas & Lichtman, 2005). A IL-12 estimula 

as células NK e células T a produzirem IFN-γ. Nos casos de infecção 

bacteriana grave provocada por bactérias Gram-negativas, grandes 

quantidades de IL-12 são produzidas, o que leva a alta produção de IFN-γ e, 

este por sua vez atua em conjunto com o LPS estimulando os macrófagos a 

produzirem TNF, principal mediador do choque séptico (Abbas & Lichtman, 

2005).  

Macrófagos humanos tratados com hLF1-11 após estímulo destes com 

LPS, não apresentaram expressão de IL-12 alterada quando comparados com 
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o controle (van der Does et al., 2010). Papareddy e colaboradores (2010) 

observaram que quando macrófagos murinos, estimulados com antígenos de 

E. coli e tratados com peptídeos derivados da proteólise da trombina humana, 

tiveram redução nos níveis de produção de IL-12. Nijnik e colaboradores (2009) 

demostraram que a LL-37 não alterou o padrão de secreção de IL-12 por 

células RAW 264.7, quando estas foram estimuladas com LPS ou IFN-γ ou 

uma combinação de ambos. Ao compararmos os resultados do presente 

estudo com os resultados anteriormente obtidos com outros peptídeos, é 

possível observar que as clavaninas A e MO apresentam um comportamento 

semelhante a estes peptídeos, apresentando atividade antimicrobiana direta 

sobre os microorganismos, além de modular a resposta imune do hospedeiro a 

infecções bacterianas.  

Também foi avaliada neste estudo a produção de óxido nítrico (NO) por 

células RAW 264.7, após contato com as clavaninas A e MO e LL-37 nos 

diferentes tratamentos aqui utilizados. Foi observado que todos os peptídeos 

inibiram a produção de NO em todas as condições experimentais. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Papareddy e colaboradores (2010) quando 

estes avaliaram o efeito da LL-37 e do GKY25 um peptídeo derivado da 

proteólise da trombina humana, após estimulo das células RAW 264.7 com 

antígenos de E. coli e P. aeruginosa. Em outro estudo, Zughaier e 

colaboradores (2010) observaram que a LL-37 inibia a secreção de NO por 

células RAW 264.7 e macrófagos humanos quando estimulados com CPS de 

Neisseria meningitidis. A inibição da produção de óxido nítrico por macrófagos 

após tratamento com a LL-37 e outros peptídeos antimicrobianos foi descrito na 

literatura como sendo uma consequência da neutralização das endotoxinas 

bacterianas (Zughaier et al., 2005), ou por bloqueio da ligação das endotoxinas 

a proteína de ligação ao LPS (Hancock & Scott, 2000; Nagaoka et al., 2001).  

A secreção de TNF-α, IL-12, IL-10 e NO pelas células RAW 264.7 indicam 

que a as clavaninas A e MO parecem induzir a transcrição de fatores que 

direcionam para uma resposta celular do tipo Th2, uma vez que uma baixa 

produção de IL-12 pode propiciar uma resposta Th2, enquanto, uma alta 

produção de IL-12, a uma resposta do tipo Th1 (Rissoan et al., 1999). Esta 
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resposta está relacionada a estímulos celulares com antígenos bacterianos, na 

presença ou ausência de IFN-γ. Dados da literatura pertinente, também 

indicam que a resposta celular mediada por células Th1 é crucial quando o 

hospedeiro é infectado por microorganismos extracelulares, enquanto uma 

resposta mediada por Th2 é bastante eficaz quando o hospedeiro é infectado 

por microorganismos extracelulares (Abbas & Lichtman, 2005). Nossos 

resultados corroboram com os relatados na literatura, uma vez que os 

antígenos bacterianos utilizados foram de bactérias extracelulares e as 

clavaninas A e MO parecem propiciar uma resposta com padrão Th2.      

No presente estudo foia avaliada a capacidade quimiotática das 

clavaninas A e MO, in vivo, para neutrófilos murinos. Como observado, ambos 

os peptídeos estimularam a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

de camundongos. A migração celular é controlada por processos que envolvem 

várias etapas que incluem quimiotaxia, adesão celular e, em alguns casos, a 

transmigração através de camadas do tecido (Butcher et al., 1999). Tem sido 

relatado que dois peptídeos humanos, a α-defensina humana e o peptídeo 

neutrofílico humano HNP-1 e 2, apresentam a capacidade de recrutar 

neutrófilos humanos e murinos (Chertov et al., 1996; Territo et al., 1989). A LL-

37, também apresenta atividade quimiotática para neutrófilos (Ciornei et al., 

2005), assim como, a catelecidina suína e o PR-39 (Huang et al., 1997).  

A função quimiotática de neutrófilos apresenta-se diminuída em pacientes 

sépticos, contudo as implicações fisiopatológicas deste processo ainda não 

foram elucidados (Tavares-Murta et al., 2002). No entanto, parece que a 

diminuição na migração de células do sistema imune para o foco infeccioso, 

prejudica o apuramento da infecção subjacente (Ciornei et al., 2005). Deste 

modo, parece razoavel dizer que o tratamento com as clavaninas A e MO 

durante um processo infeccioso tenderiam a auxiliar na eliminação dos 

patógenos. 

A fim de averiguar se ocorria algum dano em nível gênico quando os 

animais foram tratados com estes peptideos, avaliamos o efeito genótoxico das 

clavaninas A e MO através do ensaio de micronúcleo. Os micronúcleos são 
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estruturas presentes no citoplasma de células em divisão (Evans, 1997). São 

formados tanto por fragmentos acêntricos como por cromossomos inteiros que 

se atrasam durante a anáfase do ciclo celular (Evans, 1997). Os animais 

tratados com as clavaninas A e MO, nas diferentes concentrações, não 

apresentaram qualquer efeito genotóxico em nível cromossômico, uma vez 

que, o aumento no número de micronúcleos indica lesão em nível 

cromossômico (Evans, 1997). Em estudos com o peptídeo filosseptina-1 (PS-1) 

utilizando um peptídeo isolado de Phyllomedusa hypochondrialis, foi possível 

observar que este peptídeo não causou efeito sobre o número de micronúcleos 

de eritrócitos indicando uma possível ausência de genotoxicidade (Kuckelhaus 

et al., 2007). Os resultados obtidos para a PS-1 são semelhantes ao 

encontrado neste estudo para as clavaninas A e MO. Estes resultados são de 

grande importância, uma vez que genotoxicidade desempenha um papel 

importante na avaliação da segurança de medicamentos (Hayashi, 2007). O 

ensaio de micronúcleo de células hematopoiéticas de roedores é um 

importante teste para avaliar as características estruturais e de aberrações 

cromossômicas (Hayashi, 2007).  

O contexto atual da problemática em questão é representado por um 

número cada vez mais frequente de pacientes infectados em ambiente 

hospitalar, especialmente após procedimento cirúrgico e uma resistência 

crescente a utilização de antibióticos. Deste modo, alternativas aos antibióticos 

e anti-sépticos são extremamente necessárias. Vários agentes antimicrobianos 

estão disponíveis para a prevenção ou tratamento de feridas infectadas. Tais 

como antimicrobianos de uso tópico e anti-sépticos têm sido comumente 

utilizados no tratamento de feridas, para prevenir ou tratar a infecção 

(Malmsten et a., 2011). Vários destes agentes antimicrobianos são utilizados 

para o tratamento de infecções da pele e feridas, existindo várias 

preocupações, sobre o possível efeito destes agentes sobre as células 

humanas (Malmsten et a., 2011).  

Após verificarmos que as clavaninas A e MO não apresentam efeito 

genotóxico e uma suposta atividade imunomodulatória, avaliamos seu potencial 
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terapêutico em duas situações: um modelo murino de ferida cirúrgica infectada 

com S. aureus e um modelo murino de sepse.  

No modelo murino de ferida cirúrgica infectada, foi observado que ambos 

os peptídeos apresentaram uma potente atividade sobre a redução deste 

microorganismo no sítio cirúrgico. Resultados semelhantes foram encontrados 

por Malmsten e colaboradores (2011) que comprovaram a eficácia de um 

peptídeo derivado de uma sequência rica em arginina, leucina e prolina, em um 

modelo ex vivo de ferida cirúrgica em pele de suínos infectada com S. aureus e 

P. aeruginosa. A administração tópica do peptídeo antimicrobiano derivado da 

halocidina HG1 exerceu forte atividade antimicrobiana, em um modelo de ferida 

cirúrgica infectada com S. aureus resistente a meticilina, em camundongos 

(Lee et al., 2011). O peptídeo antimicrobiano D2A21 inibiu fortemente o 

crescimento de P. aeruginosa em um modelo de ferida cirúrgica em ratos 

(Chalekson et al., 2003).  

Como mencionado acima, vários PAMs podem constituir novas 

alternativas terapêuticas para uso tópico. E no presente estudo, as clavaninas 

A e MO, apresentam características atrativas, que incluem uma atividade de 

amplo espectro contra bactérias multi-resistentes e eficácia em modelos de 

feridas cirúrgicas in vivo, uma alta seletividade e baixa toxicidade. Os 

resultados encontrados na literatura em conjunto com os efeitos anti-séptico e 

imunomodulador apresentado pelas clavaninas A e MO in vitro e in vivo, nos 

permitiram inferir que estes peptídeos apresentam interessantes possibilidades 

terapêuticas no tratamento de infecções locais e possivelmente também em 

infecções sistêmicas. Desta forma, resolvemos testar seu efeito terapêutico em 

modelo murino de sepse polimicrobiana grave, por injeção intraperitoneal de 

bactérias. As clavaninas A e MO foram bastante eficazes na melhora da 

sobrevida de camundongos portadores de sepse grave (80% de sobrevida em 

relação ao controle – ausência de tratamento). Estes dados, em conjunto com 

o fato das clavaninas A e MO ativarem a migração de neutrófilos, indicam um 

grande potencial do uso destes peptídeos na sepse grave, uma vez que,a 

função quimiotática de neutrófilos está diminuída nestes pacientes (Tavares-

Murta et al., 2002). Vale ressaltar que, a atividade antibacteriana apresentada 
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por estes peptídeos no modelo experimental de ferida cirurgica e sepse 

polimcrobina, são resultados peculiares, uma vez que, como discutido 

anteriormente estes peptídeos modularam as células RAW 264.7 a 

apresentarem um padrão de expressão envolvendo a secreção de citocinas 

regulatórias, e não citocinas pró-inflamatórias, como na grande parte dos 

agentes que apresentam atividade antimicrobiana. Outro achado bastante 

significativo, consitiu na análise de sobrevida expressiva para animais 

infectados com dois importantes patogenos humanos (E. coli e S. aureus), 

englobando 80% dos animais tratados com clavanina MO e 60 % dos animais 

tratados com clavanina A. Ao compararmos esse achado com os dados da 

literatura, observamos expressividade dos mesmos, uma vez que,  animais que 

receberam uma dose letal de E. coli e foram tratados com 200 µg.mL-1 de LL-

37 apresentaram apenas 28 % de sobrevida (Cirioni et al., 2006). Esses 

mesmos autores observaram que animais sépticos por ligação do ceco que 

receberam 1 mg.kg-1 de LL-37 apresentaram 34% de sobrevida. Em outro 

estudo, Giacometti e colaboradores (2006), observaram que animais que 

receberam uma dose letal de E. coli e foram tratados com 200 µg.mL-1 de 

temporina L apresentaram uma sobrevida de 80 %. Como pode ser observado, 

existem relatos na literatura de peptídeos com potencial significativo de 

aumento na sobrevida dos animais sépticos, contudo é importante notar que as 

concentrações utilizadas foram superiores (1 a 2 vezes maior) aos observados 

para a clavanina A. Além deste fato, a maioria dos estudos utiliza apenas um 

tipo de bactéria em seus experimentos e neste caso a sepse foi polimicrobiana 

(Cirioni et al., 2006;Giacometti et al., 2006). 

Deste modo, os dados obtidos neste estudo indicam que estes peptídeos 

apresentam um mecanismo de ação diferenciado, sendo considerados novos 

candidatos ao emprego no tratamento de sepse bacteriana grave. Fato este, 

relacionado a não estimulação da secreção de citocinas pró-inflamatórias, uma 

vez que a resposta imune exacerbada desencadeada pela secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, tende a ser um dos responsáveis pelo óbito de 

pacientes sépticos na fase inicial da doença. Todavia, sabe-se que aqueles 

pacientes que sobrevivem a esta fase, também podem vir a óbito não pela 
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resposta imune exacerbada, mas sim por imunosupressão, desencadeada pela 

secreção excessiva de citocinas pró-inflamatórias. Deste modo, as clavaninas 

A e MO, são moléculas com um comportamento atípico, uma vez que, 

apresentam uma forte atividade antibacteriana, não desencadeiam a secreção 

de altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, não sendo bloqueadores das 

mesmas, uma vez que, as citocinas pró-inflamatórias analisadas neste estudo 

foram secretas, em níveis basais. Este fato é de fundamental importância, uma 

vez que estas citocinas apesar de nocivas quando produzidas de forma 

exacerbada, são cruciais para a eliminação dos patógenos. Além disso, o fato 

destes peptídeos apresentarem atividade quimiotatica in vivo para neutrófilos, é 

um outro achado bastante peculiar, uma vez que, apesar destes peptídeos não 

estimularem a secreção de citocinas pró-inflamatórias, é provavél que no 

decorrer da sepse, essas citocinas sejam produzidas em grandes quantidades, 

em função da produção de endotoxinas pelos microorganismos presentes. 

Outro fato relevante, diz respeito a ação direta destes peptídeos sobre os 

microorganismos e desta forma, a medida que estes são mortos, eles 

estimulam a secreção de citocinas pró-inflamatórias. Como dito anteriormente, 

os pacientes que sobrevivem a fase inicial da sepse, a qual é caracterizada 

pela ativação exacerbada do sistema imune, podem vir a óbito devido a 

supressão do sistema imune. Deste modo, analisando a cinética temporal da 

sepse, um composto que ative o sistema imune após esse período, tende a 

aumentar significativamente a sobrevida dos pacientes. 

Estas observações reforçam a idéia de que as clavaninas A e MO podem 

ser eficientemente utilizadas como agentes anti-sépticos in vivo, uma vez que 

estes peptídeos foram eficazes na eliminação de bactérias patogênicas 

humanas in vitro, apresentaram atividade imunomodulatória sobre células RAW 

264.7 e contribuíram para a cicatrização de feridas, três aspectos fundamentais 

da defesa do hospedeiro. Em adição, aumentam significativamente a sobrevida 

de animais portadores de sepse polimicrobiana grave. Evidentemente, outras 

investigações envolvendo análises toxicológicas, bem como estudos clínicos, 

são necessárias, a fim de explorar este potencial das clavaninas A e MO, para 
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seu uso terapêutico, em comparação com compostos semelhantes, como as 

polimixinas. 
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7. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que as 

clavaninas A e MO: 

 Foram eficazes na inibição do crescimento E. coli, K. pneumoniae e 

S. aureus, in vitro. 

 Não apresentaram atividade hemolítica nas concentrações de 1 a 

100 µg.mL-1 (clavanina MO) e de 1 a 512 µg.mL-1 (clavanina A). 

 Não interferiram na viabilidade de células RAW 264.7. 

 Não apresentaram qualquer efeito genotóxico em nível 

cromossômico. 

 Apresentam atividade imunomodulatória, pois quando em contato 

com células RAW 264.7 estimularam a secreção de IL-10 e 

inibiram/não alteraram os níveis de NO, TNF-α e IL-12. 

 Estimularam a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal. 

 Reduziram as unidades formadoras de colônias de S. aureus em 

um modelo de ferida cirúrgica. 

 Aumentaram significativamente a sobrevida de animais com sepse 

polimicrobiana grave. 
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Conclui-se desta forma que: As clavaninas A e MO apresentam efeito 

antimicrobiano e imunomodulador importantes para potencial terapêutico de 

feridas cirúrgicas e quadros de sepsisemia. 
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