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RESUMO

Referéncia: FENSTERSEIFER, I.C.M. Avaliagcdo da atividade antibacteriana e
imunomodulatéria de ciclotideos. 2014. 80 p. Dissertacao (Patologia Molecular) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014
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A pele é o maior e 0 mais exposto 6rgdo do corpo humano. Embora seja
extremamente eficaz na protecao contra intempéries do ambiente externo, infeccbes
na pele sdo comuns, podendo ser causadas por bactérias, fungos ou virus. A
principal bactéria associada a infec¢do cutanea consiste na Staphylococcus aureus.
Embora a maioria das infeccbes possa ser facilmente tratada, outras nao
apresentam a mesma facilidade. Isto tem sido observado especialmente em
infeccdes adquiridas em feridas cirargicas, que sédo o tipo de infeccdo hospitalar
mais comum e uma importante causa de morbidade e mortalidade. Essas infeccbes
cada vez mais vém sendo ocasionadas por patdgenos resistentes aos tratamentos
convencionais enfatizando a importancia de se identificar novas terapias
antimicrobianas mais eficazes. Peptideos antimicrobianos (PAMs) tém emergido
COmMO um NOVo grupo promissor para serem avaliados na intervencgéo terapéutica de
doencas infecciosas. Dentre os PAMs se destacam os ciclotideos que séo peptideos
ciclicos isolados inicialmente de plantas que possuem em sua estrutura seis
residuos de cisteina altamente conservados, que formam trés pontes de dissulfeto
interligadas. Essa estrutura faz com que estes peptideos sejam altamente estaveis e
tem atraido um interesse como modelos baseados em peptideos para aplicacdes de
concepcao de drogas. Aqui os ciclotideos CyO2, KB1 e KB2 foram avaliados com o
objetivo de caracterizar suas atividades citotoxica, imunomodulatoria e
antiestafilococica in vitro e in vivo em um modelo de infeccdo subcutanea. Nos
ensaios in vitro foi observado que os ciclotideos ndo apresentaram atividade
citotOxica para os monocitos RAW 264.7 e apresentaram atividade antiestafilocécica
variando de forte (CyO2 e KB2) a moderada (KB1). Nos ensaios de avaliacdo da
atividade imunomodulatoria, a citocina TNF-a apresentou variacdo significativa
somente nos grupos tratados com CyO2, onde 0s niveis desta citocina foram
reduzidos. Nos ensaios in vivo, o0s ciclotideos reduziram significativamente a carga
bacteriana total corroborando com a atividade antiestafilococica in vitro. Além disso,
0 ciclotideo KB2 induziu a um aumento na secrecdo de TNF local na maior
concentracéo testada (3,0 mg.kg™). Em conclus&o, os ciclotideos CyO2, KB1 e KB2
podem constituir uma nova alternativa terapéutica para o tratamento local de
infeccbes, sendo necessarios mais estudos para avaliar a aplicabilidade destes
PAMSs.

Palavras chaves: Ciclotideos, peptideos antimicrobianos, ferida subcutanea,
atividade antibacteriana, atividade antiestafilocécica.
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Reference: FENSTERSEIFER, I.C.M. Evaluation of immunomodulatory and
antibacterial activity of cyclotides. 2014. 80 p. Dissertation (Molecular Pathology) -
University of Brasilia, Brasilia, 2014

The skin is the largest and the most exposed organ of the human body. While it is
extremely effective in protecting against external environment setbacks, skin
infections are common and may be caused by bacteria, fungi or virus. The main
bacterium associated with skin infection is Staphylococcus aureus. Although the
majority of infections can be easily treated, others did not demonstrate the same
facility. This could occurs, especially in infections acquired in surgical wounds, which
are the most common hospital-acquired infections and are major cause of morbidity
and mortality. These infections are increasingly caused by pathogens resistant to
conventional treatments, which emphasizes the importance of identifying new and
more effective antimicrobial therapies. Antimicrobial peptides (AMPSs) have emerged
as a promising new therapy to be evaluated in the treatment of infectious diseases.
Among the AMPs, the cyclotides have been focused, being cyclic peptides originally
isolated from plants sources, showing six highly conservated cysteine residues in
their structure, which form three interconnected disulfide bonds. This structure
produced highly stable peptides and has attracted interest as a peptide-based model
for drugs designing. Here the cyclotides CyO2, KB1 and KB2 were evaluated in order
to characterize their cytotoxic, immunomodulatory and antistaphylococcal activities in
vitro and in vivo by using in a model of subcutaneous infection. In vitro essays
showed no cytotoxicity activity to RAW 264.7 monocytes with all cyclotides.
Otherwise antistaphylococcal activities ranging from strong (CyO2 and KB2) to
moderate (KB1) were also observed. In trials evaluating the immunomodulatory
activity, the cytokine TNF-a showed a significant variation only in groups treated with
Cy02, where cytokine levels were reduced. At in vivo assays, the cyclotides
significantly reduced the total bacterial load corroborating with the in vitro
antistaphylococcal activity. Furthermore, the KB2 cyclotide induced an increase in
local TNF secretion at the highest concentration tested (3.0 mg.kg™). In conclusion,
the cyclotides CyO2, KB1 and KB2 could represent a novel therapeutic approach for
the local treatment of infections, more studies being needed to evaluate the
applicability of these AMPs.

Key words: cyclotides, antimicrobial peptides, subcutaneous wound, antibacterial
activity, antistaphylococcal activity.
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1 INTRODUCAO

A pele tem a maior area de superficie de todos os 6rgdos do corpo e é o
o0rgdo mais exposto. Embora a pele seja extremamente eficaz na protecdo contra
intempéries do ambiente externo, infec¢cdes na pele sdo comuns, podendo ser
causadas por bactérias, fungos ou virus. Essas infec¢cdes sdo muitas vezes o
resultado de uma ruptura na integridade da pele, que podem ser acompanhadas
pela entrada de patdégenos na derme, resultando nas infec¢des (O'DELL, 1998).

Infeccdes bacterianas da pele ocorrem com maior frequéncia apos lesdes
prévias, especialmente quando esses ferimentos ndo sao tratados assepticamente.
Com menor frequéncia, as infec¢cdes ocorrem de forma espontanea, o que muitas
vezes € clinicamente confuso e leva a atrasos no diagnoéstico (NICHOLS e
FLORMAN, 2001). As principais bactérias associadas a infeccbes da pele séo
comumente Staphylococcus aureus, S. epidermidis ou Streptococcus pyogenes
(ALY, 1996; NICHOLS e FLORMAN, 2001). A maioria das infec¢bes séo facilmente
tratadas, outras nem tanto, em especial as infeccbes adquiridas em feridas
cirargicas, que sédo o tipo de infeccdo hospitalar mais comum e uma importante
causa de morbidade e mortalidade, sendo a infeccdo dessas feridas por S. aureus
uma das formas mais comuns e letais de infeccdes hospitalares (ECKMANN e
DRYDEN, 2010; HWANG et al., 2013).

1.1  Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € um patdégeno extracelular, Gram-positivo e
coagulase positivo, na forma de cocus (~1um) (Figura 1A) (FOSTER, 1996). O S.
aureus € um importante patégeno humano, sendo responsavel por uma variedade
de doencas, que se manifestam muitas vezes de forma assintoméatica. Ele é capaz
de invadir o hospedeiro quando a pele ou mucosas estdo comprometidas. Esse
patégeno é um importante causador de furinculos, impetigo e outras infeccdes
superficiais da pele (Figura 1B) (FOSTER, 1996). Ele também pode causar
infeccbes mais graves, particularmente em pessoas debilitadas por doencas
cronicas, lesfGes traumaticas, queimaduras ou imunossupressdo. Estas infeccdes
incluem pneumonia, abscessos profundos, osteomielite, endocardite, flebite, mastite

e meningite e, sdo frequentemente associadas a pacientes hospitalizados. S. aureus
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também esta associado a infecgBes relacionadas com dispositivos de permanéncia
longa, como proéteses articulares, aparelhos cardiovasculares e valvulas cardiacas
artificiais (FOSTER, 1996; MCCAIG et al., 2006). Embora mais comumente capaz de
gerar infeccbes na pele, o S. aureus pode infectar qualquer tecido do corpo e
progredir para infeccfes sistémicas invasivas que podem levam a morte (LINARES,
2001; TODD, 2005).

O aumento da incidéncia de sepse mediada por S. aureus durante as ultimas
décadas acredita-se ser consequéncia da propagacdo de cepas de bactérias
multirresistentes, como S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina
(VISA) (LINARES, 2001) ou S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (MARTIN,
1994; FOSTER, 1996) e tem estimulado inUmeros estudos epidemioldgicos.

Figura 1. Staphylococcus aureus e doencas estafilococcias. A) Fotomicrografia eletrbnica de
varredura (MEV), mostrando um agrupamento de S. aureus, aumentado 20.000x. B) Fotografia de um
abscesso cutaneo no pé (vista lateral) causado por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). Fotos
adaptadas de: Public Health Image Library (PHIL). Credito da foto (A): Major Kirk Waibel, MD.
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1.1.1 Infecc¢bes por S. aureus no Brasil

Um estudo realizado no estado da Paraiba - Brasil mostrou que

aproximadamente 40 % das infeccbes causadas por S. aureus foram encontradas
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em sitios de feridas cirurgicas, aproximadamente 20 % foram encontradas em
secrecdes orofaringeas, aproximadamente 25 % em drenos e cateteres, e 0S outros
15 % foram divididos em infeccdes urinarias, de olhos e ouvidos (CATAO et al.,
2013). Outro estudo realizado com 4.375 pacientes em um hospital de ensino em
Brasilia — DF mostrou que dos pacientes que passaram por diversos procedimentos
cirdrgicos como: apendicectomia; colecistectomia; exérese de tumor; gastroplastia;
herniorrafia; laparotomia; entre outros, 147 apresentaram infec¢éo de sitio cirurgico.
Desses pacientes que apresentaram infeccdo de sitio cirargico, aproximadamente
40 % foram causadas pelo S. aureus, outros microrganismos associados a essa
patologia descritos no estudo foram Klebsiella pneumoniae (8,3 %), Escherichia coli
(7,2 %), Proteus vulgaris (7,2 %), Enterococcus faecalis (5,9 %) e P. mirabilis (4,8 %)
(BATISTA e RODRIGUES, 2012).

Ja no Estado de S&o Paulo 40 pacientes submetidos a cirurgia arterial
periférica no Departamento de Cirurgia Vascular da Santa Casa apresentaram
infeccdo de ferida operatoria, destes 62,5 % foram causadas por S. aureus ou
Staphylococcus coagulase-negativa, outros patdogenos associados foram
Enterobacter sp., P. mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli e
Streptococcus viridans. Foi observado que das feridas contaminadas com S. aureus,
em 68,7 % dos casos 0 patdgeno era resistente a pelo menos um antibiotico
(LICHTENFELS et al., 2010).

O uso irracional de antibiéticos, tanto pela populagdo como pela comunidade
médica, tem selecionado cepas resistentes dessa bactéria a diversos antibiéticos. O
principal tratamento para infeccdes causadas por S. aureus, inicialmente, eram 0s
beta-lactamicos. Entretanto este microrganismo foi capaz de desenvolver resisténcia
a esses compostos (REMONATTO et al., 2007). O S. aureus resistente a meticilina
chamado de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que até meados da década
de 90, era associado a ambientes hospitalares, foi relatado nos ultimos anos em
pacientes da comunidade. A principal diferenca entre a bactéria de origem hospitalar
e a bactéria de origem na comunidade é que a primeira apresenta um mecanismo de
resisténcia mais rebuscado, sendo resistente a diversos antibioticos, enquanto a
segunda apresenta resisténcia principalmente a meticilina podendo ser tratada com
outras substancias (REMONATTO et al., 2007). Um estudo interessante, realizado
com pacientes atendidos no Hospital Universitario Oswaldo Cruz, Pernambuco —

Brasil mostrou que 34,5 % das infec¢des eram causadas por MRSA e 65,5 % por S.
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aureus sensivel a meticilina. Esse estudo mostrou também que o numero de
infeccOes causadas por S. aureus, independente da cepa, foi maior em pacientes
previamente internados, 53,9 %, do que aqueles que vieram ja colonizados da
comunidade, 12,2 % (CAVALCANTII; et al., 2006).

Como o S. aureus é um patégeno importante em infec¢des cutaneas, para um
melhor entendimento do processo infeccioso, tem sido importante entender os

mecanismos de defesa do hospedeiro na pele.

1.2 A PELE COMO MECANISMO DE DEFESA

A pele consiste no 6rgdo que separa o corpo do ambiente externo. Desta
forma pode ser considerado o primeiro 6rgdo de defesa do organismo contra
agentes patogénicos microbianos, injurias quimicas e fisicas (NESTLE et al., 2009).
A pele pode ser dividida em epiderme, derme e hipoderme (Figura 2). A epiderme
consiste na parte do tecido com maior renovacédo. Os queratinécitos, sdo as células
mais frequentes na epiderme, sdo responsaveis pela producdo de queratina
presente na pele além de auxiliar sua divisdo em quatro camadas: camada cérnea;
camada granulosa; camada espinhosa; e camada basal. A camada coOrnea € a
camada da epiderme que fica exposta ao ambiente externo do corpo, € constituida
basicamente por células mortas e por queratina. A pele é continuamente renovada
através da migracdo de queratindcitos da camada basal até a camada cérnea.
Abaixo da epiderme encontra-se a derme, onde estdo presentes 0S vasos
sanguineos capazes de nutrir e trazer oxigénio a todo o tecido epitelial. Existem
diversos tipos diferentes de células do sistema imune que residem na epiderme e
derme, como células de Langerhans na epiderme e macrofagos, células dendriticas,
mastocitos, linfécitos T e B, plasmdcitos e células Natural Killers (NK) na derme
(KUPPER e FUHLBRIGGE, 2004).
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Figura 2. Estrutura geral da pele e anexos. Podem-se visualizar as trés camadas da pele:
Epiderme, Derme e Hipoderme, e alguns anexos desse tecido como foliculo capilar e glandula
sebacea. Disponiveis em: http://www.clinicadevitiligo.com.br/images/pele_1.gif
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A imunovigilancia desse érgao € um desafio para o sistema imunolégico, ja
gue uma resposta imune insuficiente pode gerar uma elevada gama de infecgoes,
como celulite; foliculite; abcessos subcutaneos que sé&o causados principalmente por
S. aureus; enquanto uma super-expressao da resposta imune pode gerar inflamacéo
cronica e o desenvolvimento de patologias autoimunes, como vitiligo. Dessa forma, a
manutencdo do sistema imunoldgico na pele € de grande importancia para a
sobrevivéncia do individuo. Além disso, a sua localizagdo é conveniente para
atuacado como primeira resposta a invasado de agentes patogénicos (NESTLE et al.,
2009). A resposta imunoldgica cutanea contra o S. aureus envolve tanto a resposta
imune inata quanto a adaptativa (KUPPER e FUHLBRIGGE, 2004). A resposta inata
€ responsavel pela protecao inicial do organismo contra infeccbes em geral, em
individuos saudaveis ela estara sempre presente e preparada para impedir a entrada
de patdgeno, ou eliminar rapidamente aqueles que por ventura conseguirem
alcancar os tecidos. Ja a resposta adaptativa € a defesa estimulada pelos
microrganismos que conseguiram ultrapassar a resposta inata, ela € capaz de

adaptar-se as variacdes dos microrganismos invasores (ABBAS et al., 2011).

1.2.1 Arespostaimune inata contra S. aureus

Quando os microrganismos atravessam as barreiras fisicas e quimicas e
invadem o organismo hospedeiro uma resposta imunologica é recrutada para
reconhecer e eliminar os patdégenos. O sistema imunitario inato é a principal linha de
defesa do hospedeiro e depende de componentes sollveis e células efetoras para

controlarem uma infeccdo durante os primeiros dias. Os globulos brancos, principais
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componentes da imunidade inata, s&o caracterizados por sua capacidade
fagocitaria, capazes de fagocitar e degradar microrganismos patogénicos através de
receptores de reconhecimento padroes (PRRs) que reconhecem padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), presentes na superficie de micrébios
(HIRSCHFELD et al., 1999; JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; KAMDAR et al.,
2013). Isto resulta na producdo e secrecdo de mediadores inflamatérios como
citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobianos (Figura 3) (KRISHNA e MILLER,
2012b).

Os queratindcitos, residentes da epiderme possuem mecanismos de deteccdo
de componentes conservados dos microrganismos de forma a iniciar precocemente
a resposta imune inata. Eles agem como barreira fisica da pele e como célula
estimuladora do sistema imune. Sao capazes de expressar PRRs, como receptores
do tipo Toll (TLR) 1, 2 e 6, aptos a reconhecer os lipopeptideos bacterianos, acido
lipoteicbico e peptideoglicana, e receptores do tipo NOD2, que identificam o
muramildipeptideo (MILLER, 2008). Esses PRRs s&o responsaveis pela promocao
da resposta imune inata, através da producdo de citocinas e quimiocinas, que
promovem o recrutamento de neutréfilos, e de peptideos antimicrobianos, como [3-
defensinas humanas 2 (hBD2) e 3 (hBD3) e a catelecidina LL-37 (BRAFF et al.,
2005).

As células do sistema imune presentes na epiderme e derme também
participam dessa resposta inicial, de forma que queratindcitos e células de defesa
contribuem como mecanismos de defesa do hospedeiro contra patégenos
microbianos, incluindo S. aureus. Essas lesdes cutaneas contaminadas por S.
aureus, sao, no geral, lesdes piogénicas caracterizadas por eritema, calor e
endurecimento com frequente ulceracdo e drenagem de material purulento
(ELSTON, 2007). Microscopicamente estdo presentes principalmente neutrofilos,
células responsaveis pela eliminacao dessa infeccao.

Os neutroéfilos sdo a primeira resposta fagocitica a infec¢cdo cutéanea por S.
aureus (SEGAL, 2005a). Dessa forma, pacientes com deficiéncia no numero de
neutréfilos, como na neutropenia congénita grave, ou na sua funcdo, como na
doenca granulomatosa cronica, apresentam uma maior predisposicdo a infeccdes
por S. aureus, podendo atacar diversos érgdos incluindo a pele (BOUMA et al.,
2010). Algumas situacdes geram uma selecdo da infeccdo para a pele, como

defeitos na sinalizacdo IL-1/TLR, por exemplo, deficiéncia em IRAK4 e MyD88, ou
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pacientes com respostas alteradas de células T, por exemplo em sindrome da hiper

IgE, dermatite atopica e infeccéo pelo HIV.

Figura 3. Eventos da imunidade inata cutanea. Lesbes epiteliais ou invasdo do tecido por
patégenos leva a liberacdo de citocinas primarias e ativacao das células epiteliais, queratindcitos e
fibroblastos, e células de defesa residentes no epitélio, células de Langerhans (CL), células
dendriticas (CD) dérmicas e mastdcitos. As CL e CD sao estimuladas para seguir para os linfonodos
locais para realizagdo da apresentacdo de antigenos as células T naives e de memdria. As citocinas
e quimiocinas produzidas através das cascatas de ativacao do endotélio, regulam positivamente a
expressdo de moléculas de adesao, incluindo a E-selectina e moléculas de adesao intercelular 1
(ICAM1), e dirigem o recrutamento de componentes da imunidade inata adicionais de acordo com os
sinais especificos que sdo gerados. Adaptado de Kupper e Fuhlbrigge (2004).
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O recrutamento de neutrofilos, a partir da circulacédo para um local de infeccao
por S. aureus na pele, envolve o reconhecimento do agente patogénico pelos PRRs

e de producéo e secrecao de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1a, IL-1B, TNF-a
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e IL-6 (SEGAL, 2005a). Os neutrdfilos utilizam de varios mecanismos para facilitar a
morte bacteriana, eles realizam a fagocitose de bactérias previamente opsonizadas
através de receptores para Fc e sistema complemento. Nos fagossomas dos
neutréfilos existem diversas substadncias que contribuem para a eliminacdo
bacteriana, incluindo: (1) espécies reativas de oxigénio, como oxigénio (Oy);
peréxido de hidrogénio (H.O,) e acido hipocloroso (HOCI) que induzem a morte
bacteriana de forma direta; (2) peptideos antimicrobianos, como a catelicidina LL-37,
lisozima, azurocidina e a-defensina, que possuem acao direta contra S. aureus bem
como (3) proteases, como a catepsina G, a elastase, gelatinase, colagenase,
proteinase-3 e hidrolases acidas capazes de degradar proteinas e componentes
bacterianos (SEGAL, 2005a; KIM et al., 2011).

1.2.2 Respostaimune adaptativa contra S. aureus

Em contraste com as moléculas de reconhecimento da imunidade inata, o
reconhecimento da imunidade adaptativa é mediado por uma diversidade de
receptores de antigenos presentes em linfécitos B e T, caracterizados pela
especificidade e memoria, resultando em uma protecédo de longa duracdo contra as
infeccbes secundarias (FOURNIER e PHILPOTT, 2005). O sistema imunitario
adaptativo pode ser dividido em duas respostas mediadas por anticorpos, utilizando
linfocitos B, ou por células, utilizando linfécitos T (GIRARDI, 2007).

A resposta imune contra S. aureus, mediada por linfécitos B, envolve a
producdo de anticorpos especificos contra componentes da bactéria. Esses
anticorpos possuem uma importante funcédo na opsonizacao bacteriana, facilitando a
fagocitose das bactérias por células fagociticas, como neutréfilos e macrofagos.
Durante a infeccdo do S. aureus ou MRSA em humanos, observa-se a producao de
anticorpos contra diversos fatores bacterianos como: (1) toxinas, como a-toxina, e
y hemolisinas e enterotoxinas; (2) fatores de viruléncia, como aureolisina, IsdA e
superantigenos; (3) componentes da parede celular, como polissacarideos
capsulares, acido lipoteicoico e peptidoglicano (HOLTFRETER et al., 2010).

A resposta imune mediada por linfécitos T envolve, atualmente, linfocitos T
auxiliares (Th) do tipo 1, 2 e 17. Os linfécitos Thl produzem IFN-y e promovem
respostas imunitarias mediadas por células, os Th2 produzem IL-4 e IL-13, e

promovem respostas imunitarias mediadas por anticorpos, e os Th1l7 produzem IL-
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17, IL-21, IL-22 e IL-26, e geram o recrutamento de neutréfilos e formacédo de
abcessos (KRISHNA e MILLER, 2012a).

Mesmo com todas essas artimanhas do organismo para tentar impedir a
infeccdo causa por S. aureus, ele também possui mecanismos para escapar das
defesas anteriormente descritas do organismo. O S. aureus apresenta mecanismos
para impedir a acdo de neutrofilos, esses mecanismos incluem: (1) impedir o
recrutamento de neutréfilos (SEGAL, 2005b); (2) produzir fatores que inibem sua
fagocitose (FOSTER, 2005); (3) produzir toxinas citoliticas que geram danos as
membranas das células imunitarias do hospedeiro que levam a lise osmética e a
prevencdo de fagocitose (ROOIJAKKERS et al., 2005); (4) produzir pigmento
carotenoide, responsavel pela coloracdo dourada da bactéria também apresenta
uma importante atividade antioxidante protegendo-a das espécies reativas de
oxigénio (LIU et al., 2005).

Quando a defesa do hospedeiro consegue ser driblada, € preciso que haja o
tratamento da infeccdo com medicamentos antibidticos. Porém como visto
anteriormente, muitas das cepas de S. aureus estdo se tornando cada vez
resistentes a um maior niumero de tratamentos. Assim, novas alternativas para tratar
esse problema tém sido procuradas, e uma delas, abordada neste trabalho, sdo os

peptideos antimicrobianos.

1.3 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS COMO ALTERNATIVA NO
TRATAMENTO DE INFECCOES CUTANEAS

Os microrganismos resistentes aos antibiéticos convencionais representam
uma grande ameaca a saude publica. No mundo inteiro tém sido reportados casos
de bactérias resistentes aos antibidticos de ultima geracao, tornando as infeccbes
intrataveis, agravando os numeros de mortalidade e morbidade e aumentando os
custos de tratamento e internacdo (AKOVA, 2006). A partir desta problematica,
varios grupos de pesquisa tém se mobilizado na busca e desenvolvimento de novas
drogas que possam ser usadas em conjunto com as drogas existentes,
representando uma esperanca no tratamento contra o0s agentes infecciosos
(PRATES, 2000). Dentre as vérias estratégias que tém sido estudadas, visando
combater estes microrganismos resistentes, podemos citar a modificacdo de

moléculas ja existentes (TEVYASHOVA et al., 2009); o estudo do genoma e
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proteoma dos microrganismos buscando novos alvos (DU, 2010); e a bioprospeccao
e caracterizacdo de novas moléculas que funcionem como alternativa as moléculas
jA existentes (TEIXEIRA, 2006). Entre elas destacam-se o0s peptideos
antimicrobianos (PAMs) que representam um modelo para o desenvolvimento de
possiveis novas classes de farmacos antibiéticos. Podem ser encontrados em todos
0s organismos vivos estudados (PESCHEL e SAHL, 2006). Os PAMs tém muitas
das caracteristicas desejaveis para uma nova classe de antibiéticos, podendo
complementar a terapia convencional com antibiéticos. Essas moléculas mostram
uma acdo similar aos antibidticos classicos, neutralizando endotoxinas e sendo
ativos em modelos animais (HANCOCK e SAHL, 2006).

Os PAMs, em geral, sdo caracteristicamente definidos por conter uma cadeia
curta de aminoacidos (menos de 50) e possuirem atividade antimicrobiana.
A maioria apresenta uma grande quantidade de residuos hidrofobicos e carga total
positiva (+2 a +7) em pH fisiologico, devido a grande proporcéo de residuos de lisina
e arginina (BOIX e NOGUES, 2007). Estes peptideos tendem a se apresentar sem
estrutura definida em solugcdo aquosa, adotando uma forma anfipatica ao interagir
com membranas, atributo crucial tanto para atividade quanto para citotoxicidade.
Apesar da estrutura tridimensional e propriedades fisicas serem bastante
semelhantes entre os diversos PAMs, em geral h4a pouca homologia entre
sequéncias primarias, principalmente entre peptideos de classes distintas, sendo
classificados normalmente em familias estruturais baseadas em estruturas
secundarias (HADLEY e HANCOCK, 2010).

Além da acdo antimicrobiana contra bactérias e fungos, ja foram reportados
PAMs com as mais diversas acdes, entre elas atividades deletérias contra virus (YE
e NG, 2002), protozoarios (LOFGREN et al., 2008), nematdides (PARK et al., 2004)
e insetos (KELEMU et al., 2004). Alguns outros apresentam acao citotoxica seletiva
para células tumorais e espermaticas (REDDY et al., 2004). Por fim, encontramos
ainda PAMs que neutralizam lipopolissacarideos (LPS) toxicos resultantes da lise de
bactérias Gram-negativas, que provocam o choque séptico (ROSENFELD et al.,
2008) e outros que modulam a resposta imune inata e adaptativa em humanos
(KAMYSZ et al., 2003). Devido a todas essas caracteristicas, os diferentes
mecanismos de acdo propostos e ao fato de que eles podem ser modificados para

um aumento da especificidade e atividade, os PAMs se apresentam como uma
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alternativa aos antibiéticos convencionais no contexto atual marcado pelo grande
ndamero de cepas resistentes.

Os PAMs possuem diversos mecanismos de acao descritos para explicar sua
atividade (Figura 4). Trés modelos sao considerados classicos para explicacao do
modo de acdo dessas espécies sobre a membrana das células do organismo alvo,
baseando-se na possivel interacdo dessas moléculas com as membranas e a
formacéo de poros quando alcangcam uma concentragéo limiar. No modelo de barril
(Figura 4A) os PAMs se inserem de forma paralela na membrana formando um poro.
No modelo de tapete (Figura 4B) esses peptideos inserem por¢cdes na membrana e
induzem a formacdo de poros. No modelo de poro toroidal (Figura 4C), também
ocorre a formacao de poros com o0s peptideos inseridos na membrana de forma
paralela, porém nesse caso eles séo intercalados com lipideos (NGUYEN et al.,
2011). Com o aumento de estudos sobre peptideos antimicrobianos, novos modelos
foram propostos para tentar entender seus mecanismos de acdo. O modelo de poro
toroidal desordenado (Figura 4D) ocorrendo quando uma menor concentracao de
peptideos, comparada ao poro toroidal, dispostos de forma desordenada, forma um
poro na membrana celular. No modelo de afinamento da membrana (Figura 4E) a
atracao entre os fosfolipidios carregados geram regides nas membranas mais finas
e mais frageis. E no modelo de remodelamento da membrana (Figura 4F) formam
dominios ricos em lipideos anidnicos circundando os PAMs. Em alguns casos, a
presenca dos peptideos pode induzir a formacdo de intermediarios de membrana
ndo dupla-camada (Figura 4G), ou a presenca de lipideos oxidados por espécies
reativas de oxigénio, podem aumentar a adsorcdo do peptideo (Figura 4H). Outro
modelo que tenta explicar o mecanismo de acdo dessas moléculas é o modelo de
atracdo de anions (Figura 4l), que sugere que os PAMs sdo capazes de atrair
peqguenos anions, fazendo-os atravessar a membrana de forma a causar perda do
potencial eletrostatico celular. Em outro modelo, a perda do potencial eletrostatico
pode ocorrer sem a atracdo de ions (Figura 4J). E, no modelo da eletroporacéo
(Figura 4K), os peptideos afetam o potencial de membrana de forma a diminuir a
permeabilidade dela a varias moléculas (NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011).
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Figura 4. Modelos de mecanismos de acdo de PAMs. A) Modelo Barril. B) Modelo Carpete.
C) Poro Toroidal. D) Poro Toroidal Desordenado. E) Modelo afinador de Membrana. F) Acumulador
de Lipideos Carregados. G) Formacdo de intermediarios de membrana ndo dupla camada. H)
Direcionamento a lipideos oxidados. |I) Carreador de anions. J) Despolarizagcdo nao litica. K) Modelo
de Eletroporacdo. Esses eventos ndo sdo excludentes, podendo ocorrer em paralelo. Adaptado de
Nguyen, Haney e Vogel (2011)
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Nas plantas os peptideos antimicrobianos sdo caracterizados por serem ricos
em glicina e cisteina, sendo que esta ultima pode ser encontrada na forma de pontes
de sulfeto, que contribuem aumentando a estabilidade da estrutura. Em geral eles
apresentam carga total positiva, além de uma regido hidrofébica (Hammami et al.,
2009). Existem varias classes de peptideos antimicrobianos em plantas, dentre elas
estdo as defensinas, tioninas, snakinas e ciclotideos (GARCIA-OLMEDO et al.,
1998; HAMMAMI et al., 2009).

1.4 CICLOTIDEOS

O médico noruegués Lorents Grande estava na Republica do Congo a servico
da Cruz Vermelha e percebeu que as mulheres de uma tribo nativa tinham seu
trabalho de parto acelerado quando um cha preparado a partir da infusdo de folhas

da planta Oldenlandia affinis, pertencente a familia Rubiaceae era servido
(SAETHER et al., 1995; ROSENGREN et al.,, 2003; CRAIK, 2009). Quando voltou
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para a Noruega, Lorents levou consigo algumas amostras da planta e com ajuda de
colaboradores, conseguiu uma caracterizacdo parcial da substancia responsavel
pela acdo uterotbnica, jA que na época a substancia resistiu a todos os métodos
para elucidacéo de sua caracteristica estrutural completa. Esta substancia consistia
em um peptideo de aproximadamente 30 residuos de aminoacidos, sendo este
nomeado de kalata B1 (Figura 5), uma vez que O. affinis era popularmente
conhecida como Kalata-kalata na lingua nativa (SAETHER et al., 1995;
ROSENGREN et al., 2003; CRAIK, 2009). Somente 20 anos mais tarde a estrutura
priméria e terciaria do peptideo conseguiu ser elucidada, demonstrando que a
estrutura ndo possuia os terminais livres. Essa juncdo do C- e N- terminal deixava a
estrutura ciclica, foi visualizado também que ela era mantida por trés ligacdes
dissulfidicas interligadas (COLASITO et al., 1951; SAETHER et al., 1995).

Figura 5. Estrutura molecular do ciclotideo kalata B1. A) A estrutura tridimensional esta
demonstrada em cartoon, construido com Pymol, mostrando as ligacdes dissulfeto em amarelo
(molécula manipulada a partir do banco de dados PDB). B) Diagrama esquematico evidenciando os
residuos de aminoéacido que formam os loops (azul) do ciclotideo kalata B1 e os residuos de cisteina
envolvidos na CCK (amarelo). Adaptado de Gruber et al. (2007)

Ciclotideos sao peptideos ciclicos que apresentam geralmente uma estrutura
de 28 a 37 residuos de aminoacidos, com uma massa molecular de 2,8 a 3,7 kDa, e
possuem seis residuos conservados de cisteinas. Sdo encontrados, geralmente, em
espécies de plantas das familias Curcubitaceae, Poaceae, Rubiaceae e Violaceae
(CHEN et al., 2005; JENNINGS et al.,, 2005; IRELAND et al., 2006b; GRUBER,
2010).
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Os ciclotideos séo caracterizados por possuirem estrutura ciclica, devido a
auséncia de N- e C-terminal, e por possuirem seis residuos de cisteina conservados
formando trés ligagdes dissulfidicas interligadas (CRAIK et al., 2004; SIMONSEN et
al., 2005). Essa conformacao caracteristica de ciclotideos € denominada “cabeca-
cauda”, e para que ela ocorra € preciso: primeiramente que haja formacdo de um
anel por duas ligacdes dissulfidicas, entre as Cys-Cys" e as Cys'-Cys',
posicionadas internamente na estrutura, e uma terceira ligagdo formada pelas

_cys"', que passa no meio das duas anteriores, interligando as

cisteinas Cys
ligacbes formando um “arcaboucgo de cisteina ciclica” ou “cyclic cysteine knot” (CCK)
(CRAIK et al., 1999; JENNINGS et al.,, 2005; GRUBER et al., 2007). Devido a
conformacao ciclica da cadeia polipeptidica h4 a formacdo de seis loops entre os
residuos de cisteinas. Esses loops sao importantes para determinacdo da atividade
biologica destes peptideos, ja que o numero de residuos de aminoacidos pode variar
de um ciclotideo para outro (CRAIK et al., 1999; JENNINGS et al., 2005).

Os ciclotideos podem ser divididos em, basicamente, duas subfamilias
conhecidas por Mobius e braceletes (Figura 6). A principal caracteristica que
diferencia uma da outra é a presenca de um residuo de prolina conservada na
conformacao cis no loop 5 (cinco) na subfamilia Mébius gerando uma tor¢do de 180°
no loop (CHEN et al., 2005; DALY et al., 2006; GRUBER et al., 2007; PELEGRINI et
al., 2007). Essa torcao se deve a presenca de um residuo de triptofano seguido por
um residuo de prolina. Como os dois residuos sdo aromaticos ocorre uma interacao
entre o anel pirrolidinico da prolina com o anel aromatico do triptofano, essa
conformacdo é chamada de cis-prolina (cis-Pro) (WU e RALEIGH, 1998).
Atualmente foram descritos mais de 920 ciclotideos, incluindo os descobertos
diretamente em plantas e aqueles modificados para estudo de sua atividade
biologica (CRAIK, 2013). Alguns desses ciclotideos e suas atividades serao

descritos a seguir.
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Figura 6. Diferenca entre as familias Mobius e braceletes dos ciclotideos. A) llustrac@o
esquematica das configuracbes trans-Pro e cis-Pro, diferenciacdo das subfamilias braceletes e
Mobius, respectivamente. B) Estrutura tridimensional da kalata B1, em destaque em azul os residuos
da cadeia lateral Trp*®, em rosa, e Pro®, em amarelo. C) Sopreposicdo das estruturas de uma
braceletes (cicloviolacina O2 em cinza) e de uma Mobius (kalata B1 em azul), em destaque temos o
loop5, com a visualizacéo da diferenca de torgcdo deste loop entre as duas subfamilias.
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1.4.1 Atividades biologicas dos ciclotideos

1411 Atividade antimicrobiana

Depois da descoberta e caracterizacdo da kalata B1, que possui atividade
uterotdnica, outros ciclotideos foram descobertos e caracterizados apresentando
diversas atividades. Alguns ciclotideos como as circulinas A e B apresentam, além
da atividade anti-HIV, atividade antimicrobiana. Outros ciclotideos como kalata B1 e
ciclopsicotrideo A também apresentam essa atividade. Esses peptideos apresentam
em sua estrutura regides hidrofilicas e hidrofébicas localizadas em diferentes regifes
da sua superficie, se assemelhando a natureza anfipatica de muitos peptideos
antimicrobianos. Em testes realizados contra as bactérias Gram-negativas,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, foram observadas atividades inibitorias
dos ciclotideos circulina B e ciclopsicotride A resultando em uma concentracao
inibitéria minima (CIM) de 0,4 a 2,5 uM para E. coli e 13,5 a 25,5 yM para P.
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aeruginosa (TAM et al., 1999; GRAN et al., 2008). Os ciclotideos circulina A e B,
ciclopsicotride A e kalata B1 também apresentaram atividade contra Proteus vulgaris
e Klebsiella oxytoca e contra os fungos Candida albicans, Candida kefyr e Candida
tropicalis (CRAIK et al., 1999; TAM et al., 1999). Alguns estudos demonstraram que
a remocdao da carga positiva dos ciclotideos, em condi¢des salinas, gerou reducdo
ou perda da atividade antimicrobiana, mostrando que as interacdes eletrostaticas
com a membrana do microrganismo sao importantes para essa atividade (CRAIK,
2009; HENRIQUES e CRAIK, 2010). Como apresentam em sua superficie regides
hidrofébicas expostas e uma variedade de atividades, foi proposto um possivel
mecanismo de acdo comum para os ciclotideos (CRAIK et al., 2010). Possivelmente
essa atividade dos ciclotideos ocorra através de interacBes hidrofobicas com as
membranas (CRAIK et al., 1999; JENNINGS et al., 2005; SIMONSEN et al., 2005;
GRUBER et al.,, 2007). Em pesquisas realizadas com membranas sintéticas,
observou-se que os ciclotideos kalata B1l, B6 e analogos interagiram com
membranas lipossdomicas contendo dodecilfosfocolina, indicando que esses
ciclotideos interagem seletivamente com membranas bacterianas (SHENKAREV et
al.,, 2006; SHENKAREYV et al., 2008). Essa interacdo pode ocorrer por meio de
afinidade de residuos hidrofébicos presentes nos loops cinco e seis (HUANG et al.,
2009). Outros trabalhos mostraram que os peptideos ndo apresentam atividade
antibacteriana in vitro, como foi o caso do trabalho do pesquisador Henriques et al.
(2012b), que testou os peptideos KB1, KB2, KB5, KB6, KB7, KB8, KB9, CyO2 e o
triciclona A (tcA), contra as bactérias S. aureus, onde nao verificou atividade de
nenhum peptideo contra ela, e E. coli, onde apenas o ciclotideo CyO2 apresentou
um MIC 50 de 6,8 pM.

Um trabalho realizado por Henriques e Craik (2012b) sugere alguns
mecanismos de acao para os ciclotideos, nesse trabalho, eles utilizam o peptideo
KB1 e chegam a conclusdo que as diversas atividades deste peptideo ndo séo
dependentes de reconhecimento por uma proteina quiral, e sim dependentes da sua
afinidade pela bicamada lipidica e da sua capacidade e perturbar as membranas
celulares. O mecanismo de acdo proposto por eles pode ser descrito em quatro
etapas: o peptideo KB1 (1) tem como alvo as membranas celulares de forma a
realizar interacdes especificas com fosfolipidios compostos por fosfatidiletanolamina
em sua composicao; (2) se insere na membrana por meio de interagdes hidrofobicas

especificas peptideo-lipideo; (3) promove uma movimentagdo exterior dos
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fosfolipidios fosfatidiletanolamina, expondo mais fosfatidiletanolamina na superficie
exterior da membrana promovendo mais ligacdes de ciclotideos; e (4) quando um
limiar de concentracdo dessas moléculas € alcancado na membrana, esses
ciclotideos induzem a formacdo de poros e eventual ruptura da membrana celular.
Os alvos e a intensidade da agdo sdo variaveis nos ciclotideos, mesmo naqueles
encontrados em um mesmo grupo, diferentes ciclotideos possuem diferentes
propriedades hidrofébicas e eletrostaticas de forma a possuirem diferentes
seletividades por lipideos. O KB1, globalmente neutro, possui uma atividade
antimicrobiana fraca, enquanto o CyO2, carga global +2, possui atividade
antibacteriana contra patégenos Gram-negativos, dessa forma demonstrando que as
interacdes eletrostaticas podem ser importantes para a atividade do CyO2. A
hipétese de que diferentes ciclotideos possuem preferéncia a diferentes membranas
celulares, poderia explicar porque uma planta individual produz um conjunto amplo

de ciclotideos.

14.1.2 Atividade imunomodulatoria

Atualmente PAMs com outras atividades biolégicas, além da antimicrobiana,
tém sido descritos, e entre essas atividades esta a imunomodulatoria, que € descrita
tanto para acado antibacteriana indireta, no estimulo de resposta do organismo ao
agente patogénico, como para tratamento de doencas imunoldgicas. A acgao
imunomodulatdria tem sido descrita para diversas classes de PAMs, incluindo os
ciclotideos. Um grupo de pesquisadores, de Friburgo na Alemanha, publicou dois
artigos sobre ciclotideos com atividade imunomodulatdria. No primeiro, publicado em
setembro de 2011, eles verificaram a atividade antiproliferativa, do extrato de
ciclotideos extraidos das folhas de O. affinis e do peptideo kalata B1 sobre células
polimorfo nucleares de sangue periférico humano (PBMCs), e observaram, tanto
para o extrato quanto para o peptideo isolado, que eles apresentam uma atividade
antiproliferativa dose dependente, onde maiores concentracfes apresentam uma
maior atividade. Vale ressaltar que a kalata B1 também apresentou atividade
citotoxica em concentragées maiores que 14 yM (GRUNDEMANN et al., 2012).

Em um segundo estudo publicado em julho de 2013, os pesquisadores
caracterizaram a correlagdo estrutura atividade dos ciclotideos utilizando ensaios

para determinar o efeito antiproliferativo contra linfécitos humanos. Eles utilizaram o
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peptideo kalata B1 como modelo, realizando diversas modificacbes em sua
sequéncia. Os mutantes [G18K], [N29K] e [T20K] apresentaram uma atividade
antiproliferativa dose-dependente, enquanto que os mutantes [T8K], [V10A] e [V10K]
nao apresentaram essa mesma atividade. Os mutantes [T20K] ativo e [V10K] inativo
foram utilizados para detalhamento do mecanismo de acdo da atividade imunolégica
e demonstraram que os ciclotideos suprimem a polifuncionalidade dos linfécitos T, e
impedem a proliferagdo de outras células do sistema imune através da inibicdo da
acdo de IL-2 em diversos sitios. Além disso, eles demonstraram que essa acao pode
ser estereoespecifica indicando uma interacdo direta entre o ciclotideo e o alvo.
Dessa forma, o autor sugere que com esses resultados, novos estudos para
utilizacdo de ciclotideos modificados e otimizados poderdo ser realizados com teste
in vivo em sistemas de modelos animais relacionados com o mau funcionamento de
células imunes em geral e de forma especifica o0 aumento da reatividade de células
T, podendo posteriormente ser utilizados como droga peptidica com acéo
imunossupressora (GRUNDEMANN et al., 2013).

1.4.1.3 Outras atividades biologicas

Alguns ciclotideos como o ciclotideo violapeptideo | extraido da Viola arvenis
e a cicloviolacina H4 isolados de Viola hederaceae; possuem propriedades
hemoliticas contra eritrocitos humanos (IRELAND et al., 2006b). Varios ciclotideos
apresentaram atividade anti-HIV (Human Immunodeficiency Virus), como o Vhi-1
encontrada em V. hedareacea, as cicloviolinas A-D isoladas de Leonia cymosa, a
palicoureina isolada da Palicourea condensata, kalata B1 e B8 de O. affinis e as
circulinas A e B isoladas de Chassalia parvifolia (HALLOCK et al., 2000; BOKESCH
et al., 2001). Nao esta definido ainda o mecanismo de acédo desses peptideos, mas
€ provavel que a atividade anti-HIV ocorra através do efeito sobre a ligacdo ou fusao
do virus com o seu receptor na membrana celular (GUSTAFSON et al., 2000).
Porém, o aumento do efeito da citoprote¢cdo associada com uma diminuicdo dos
niveis de particulas virais infecciosas, sugere que o efeito protetor dos ciclotideos
possa ocorrer antes da entrada do virus na célula hospedeira (RUSCONI et al.,
2007; HENRIQUES e CRAIK, 2010). Contudo, ainda € muito cedo para obter a

certeza sobre como os ciclotideos interagem com o virus, com a membrana celular
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da célula alvo, ou com ambos, assim como, para a utilizacdo em terapias contra o
HIV (IRELAND et al., 2008; HENRIQUES e CRAIK, 2010).

Alguns ciclotideos, como a kalata B1, B2 e B5, possuem atividade inseticida,
apresentando uma inibicdo de aproximadamente 70 % no crescimento larval,
guando incorporadas a dieta dos lepiddpteros Helicover papunctigera e H. armigena,
duas importantes pragas do algodao (JENNINGS et al., 2005). Acreditava-se que a
atividade inseticida poderia estar relacionada a inibicdo de algumas enzimas
digestivas dos insetos, como tripsina, quimotripsina ou a-amilase (JENNINGS et al.,
2001). Porém, estudos realizados com a kalata B1 demonstraram que a atividade
inseticida deste ciclotideo afeta a mudanca na morfologia das células do epitélio do
trato intestinal do inseto, levando a formacdo de edema e lise celular. A hipétese
mais provavel é que a kalata B1 possa romper a membrana plasmatica das células
epiteliais do intestino dos insetos por ligacdo a receptores especificos, ainda nao
descritos, da membrana celular do trato intestinal formando buracos ou poros que
levam a lise celular das células caliciformes e colunares (BARBETA et al., 2008).
Como nao foram relatados receptores especificos para os ciclotideos com atividade
inseticida, sua atividade pode, entdo, estar relacionada com a interacdo dos
residuos hidrofébicos expostos dos ciclotideos com os lipideos presentes na
membrana do trato intestinal (BARBETA et al., 2008; SHENKAREYV et al., 2008).
Essa teoria de ligacéo foi proposta baseada nos estudos da especificidade da kalata
B1 com as dodecilfosfocolinas presentes ha membrana celular, com isso explicando
os efeitos especificos sobre as células intestinais dos insetos (BARBETA et al.,
2008; SHENKAREYV et al., 2008). Outra atividade constatada consiste na atividade
moluscicida encontrada nos ciclotideos cicloviolacina O2 e das kalatas B1, B2, B7 e
B8 contra a ampularia (Pomacea canaliculata), que ataca plantacdes de arroz
(Oryza sativa). O mecanismo de acdo desses peptideos contra os moluscos ainda
nao foi elucidado, porém, a secrecdo excessiva de muco e a forma de retracdo do
caramujo em suas conchas na presenca desses peptideos indicam um processo de
toxicidade semelhante ao metaldeido moluscicida (PLAN et al., 2008). O metaldeido
causa danos nos mucdcitos e na parede cutanea do aparelho digestivo do molusco,
0 que leva inicialmente a secrecdo excessiva de muco e depois a alteracdes no
metabolismo energético (TRIEBSKORN et al., 2007).

Verificou-se em alguns estudos que os ciclotideos kalatas B1, B2, B6, B7 e a

cicloviolacina 02, além de possuirem atividade inseticida e moluscicida, apresentam
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atividade anti-helmintica contra 0s nematdides Haemonchus contortuse
Trichostrongylus colubriformis, que atacam o sistema gastrointestinal de ruminantes.
Foi sugerido que a atividade do ciclotideo também pode ser atraveés da interacédo
externa com a membrana espiculada do nematdide (LINDHOLM et al., 2002;
COLGRAVE et al., 2008; HUANG et al., 2009). Essa atividade pode ser relacionada
a presenca de residuos de carga positiva (COLGRAVE et al., 2008; HUANG et al.,
2009). Em estudos realizados através da inser¢céo de residuos de lisina em varios
loops da kalata B1, observou-se um aumento da atividade nematicida com a
insercdo tripla de lisina (GY/K?, T?/K?® e N**/K*) localizada nos loops 1, 3 e 6. Foi
percebida a diminuicdo da atividade em algumas substituicbes, como no caso
V®/K?®. Esses resultados apresentam quais as regifes da estrutura que esta
relacionada com a atividade nematicida (HUANG et al., 2009). Em outros estudos,
alguns ciclotideos apresentaram efeitos toxicos sobre ancilostomideos, que geram a
ancilostomose, conhecida popularmente como amareldo em humanos e caes
(COLGRAVE et al., 2010).

Além das atividades previamente descritas, o0s ciclotideos possuem
semelhancas funcionais com algumas defensinas antitumorais (SVANGARD et al.,
2007). Elas possuem intervalos de concentracao e perfis de curva de dose resposta
semelhantes (BATEMAN et al., 1992), possivelmente por possuirem mecanismos de
acao semelhantes que podem envolvem a disrupcdo e desestabilizacdo da
membrana. Até o presente momento, existem somente alguns ciclotideos com
atividade tumoricida direta descritas, entre elas a vitri A, varv A (kalata S) e F, vibe
D, E, G e H e a cicloviolacina O2, sendo a ultima uma das mais estudadas. O
ciclotideo vitri A foi isolado de Viola tricolor e Viola bicolor, e juntamente com o0s
ciclotideos varv A e F, apresentaram atividade contra linhagens de células de
linfoma e mieloma, sendo que a vitri A foi de 7 a 10 vezes mais potente que as varv
A e F, possivelmente devido a carga 2+ proveniente dos residuos de lisina de vitri A
em relacdo com a carga 0 de varv A/F, corroborando com a hipotese de que
residuos catidnicos possuem papel crucial na atividade (SVANGARD et al., 2007).
Os ciclotideos vibe D, E, G e H, isolados de Viola biflora mostraram atividade contra
linhagens de linfoma humano, sendo as vibe G e H mais potentes, pois também
apresentam carga 2+, enquanto vibe E possui carga 0. Vibe D, apesar de apresentar
um residuo Arg a mais, tendo carga maior, apresenta menor atividade,

possivelmente pelo residuo positivo excedente se encontrar em uma regido
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hidrofébica no loop2, diminuindo assim a anfipacidade e prejudicando a interacédo
com a membrana (HERRMANN et al., 2008). A cicloviolacina O2 (CyO2) tem sido o
ciclotideo antitumoral mais estudado. O mesmo foi extraido inicialmente de Viola
odorata e apresentou atividade in vitro contra linhagens de células HelLa, células
tumorais de linfoma, leucemia, pulmdo e mieloma, além de linhagens resistentes
destas Ultimas quatro. De acordo com o experimento de cinética de acdo sobre as
linhagens de linfoma, o CyO2 agiu causando a desintegracdo da membrana. Em
outro experimento realizado com a linhagem Hela, foi evidenciada uma rapida
liberacdo do conteudo intracelular, indicando assim também a permeabilizacdo da
membrana seguida de desbalan¢go osmotico. Assim como os outros ciclotideos mais
potentes, CyO2 possui uma carga 2+ derivada de residuos de lisinas (SVANGARD
et al., 2007). Em outro estudo realizado com CyO2, foram avaliadas a importancia
dos residuos carregados, sendo que o bloqueio do residuo positivo de arginina nao
gerou alteracdo da atividade, enquanto o bloqueio de lisinas por acetilacdo gerou
uma diminuicdo da atividade em trés vezes. Com o bloqueio concomitante das
argininas e lisinas, a atividade decresceu em sete vezes. Interessantemente o
bloqueio do glutamato® causou uma diminuicéo da atividade na ordem de 48 vezes,
possivelmente por causar indiretamente alteracdes conformacionais no loop
hidrofébico, que possui importancia na atividade (HERRMANN et al., 2006).

O ciclotideo CyO2 foi testado in vivo quanto a sua atividade antitumoral
(BURMAN et al., 2010). Apesar de demonstrar potente atividade em ensaios in vitro
contra linhagens tumorais crescendo em suspensdo (GERLACH et al., 2010b) ou
crescendo em fibras sintéticas na forma de tumores solidos, ndo foi observada
atividade significativa quando estas mesmas fibras com tumores foram implantadas
em ratos, tratados em seguida com a CyO2 (BURMAN et al., 2011).

Recentemente, outros ciclotideos com atividade antitumoral foram descritos
como os vaby A e D (YESHAK et al., 2011) isolados de Viola abyssinica e psyle A, D
e E (GERLACH et al., 2010a), isolados de Psychotria leptothyrsa. Os dois primeiros
demonstraram atividade in vitro contra células de linfoma da linhagem U-932. Apesar
de ambos possuirem residuos carregados, vaby A possui carga total neutra, e
apresenta atividade em concentracdo maior que vaby D, que possui carga total
negativa, mostrando a importancia das propriedades superficiais para atividade
antitumoral observada em ciclotideos. Psyle A, C e E também foram avaliados

contra células de linfoma, sendo que psyle E apresentou maior atividade,
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semelhante a da CyO2. Este trabalho demonstrou ainda que psyle C foi o Unico

ciclotideo que manteve sua atividade apos linearizagéo.

1.5 A INDUSTRIA FARMACEUTICA E O USO DE PEPTIDEOS

A industria farmacéutica é um dos setores mais intrigantes da industria,
principalmente por ser o setor dedicado a necessidade mais vital da humanidade, a
salde. E um dos poucos setores que ainda estdo em crescimento no clima
econdmico atual. No entanto, este setor lanca menos produtos no mercado a cada
ano. Nos anos de 2009 a 2011 a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos da América (EUA) aprovou a liberacdo de apenas 76 novas terapias, 58
novas entidades moleculares e 19 novos produtos biolégicos. Nesse periodo,
apenas 34 moléculas pequenas foram aceitas pelo FDA, o que representa 45 % do
total, enquanto 18 proteinas — incluindo proteinas, anticorpos monoclonais e
enzimas — foram introduzidas no mercado. A noticia animadora para a pesquisa com
peptideos € que 8 peptideos (Tabela 1), 11 % do total, foram aceitos pelo FDS
nesse periodo (Figura 7) (ALBERICIO e KRUGER, 2012). Levando em consideracao
gue existem mais laboratdrios, tanto académicos como industriais, trabalhando no
desenvolvimento de pequenas moléculas comparando a sintese de peptideos, pode-
se concluir que os peptideos tem tido sucesso na terapéutica. Além de proteinas e
peptideos, esterdides, nucleosideos e produtos naturais também foram aceitos pelo
orgao, demonstrando que a natureza continua sendo a principal fonte e a melhor
inspiracdo para o desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Alguns pesquisadores tém sugerido que a tendéncia de reducdo do numero
de novos farmacos que surgiram no mercado desde meados da década de 90 pode
estar relacionada com a diminuicdo do interesse em busca nos produtos naturais do
inicio dos anos 80, que favoreceram métodos computacionais como a tecnologia de
conducdo na descoberta de farmacos (GANESAN, 2008). Nessa época, foi
divulgado que a utilizacdo de métodos computacionais reduziria 0os requisitos de
tempo e recursos de sintese quimica e testes bioldgicos, diminuindo os custos de
ensaio pré-clinicos e clinicos (SUKUMAR e DAS, 2011). Atualmente é reconhecido
gue ha necessidade de uma abordagem experimental e tedrica interligadas no

desenvolvimento de novas moléculas, de forma que a atuagdo multidisciplinar é
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necessaria para acelerar o desenvolvimento de produtos inovadores (CAFLISCH et
al., 1998; SUKUMAR e DAS, 2011; ALBERICIO e KRUGER, 2012).

Figura 7. Distribuicdo de novos farmacos aprovados pelo FDA — 2009 a 2011 — separados por
espécie quimica. Adaptado de Albericio e Kruger (2012)
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A analise desses peptideos aprovados pelo FDA nesse periodo pela categoria
terapéutica € uma indicacao da versatilidade de peptideos capazes de resolver uma
grande quantidade de transgressdes bioquimicas (Tabela 1). Por exemplo,
Broceprevir e Telaprevir sdo agentes terapéuticos antivirais indicados no tratamento
de hepatite C; Ecallantide e Icatibant sdo agentes com acdo cardiovascular;
Romidepsin e Brentuximab vedotin sdo farmacos com acdo anticancerigena;
Liraglutide é utilizado no tratamento de diabetes tipo 2; e Telavancin é um agente

antibacteriano.



37

Tabela 1. Peptideos aprovados pelo FDA no periodo de 2009 a 2011. Os peptideos foram listados
pelos nomes genéricos, nomes comerciais, doenca alvo e propriedades. Adaptado de Albericio e

Kruger (2012)

Nome genérico _
_ Doenca alvo Propriedades
(Nome comercial)
Ecallantide _ o o o
_ Angioedema hereditario Inibidor de calicreina do plasma
(Kalbitor®)
Telavancin . _ ]
o Infeccéo de pele Agente antibacteriano
(Vibativ®)
Romidepsin Linfoma de células T .
. Inibidor HDAC
(Istodax®) cutaneas
Liraglutide _ ) _
_ Diabetes tipo 2 Agonista de receptor GLP-1
(Victoza®)
Boceprevir Virus da hepatite C .
_ _ » Inibidor da protease NS3/4A
(Victrelis™) genotipo 1
Telaprevir Virus da hepatite C .
' - Inibidor da protease NS3/4A
(Incivek®) gendtipo 1
Brentuximab vedotin | ) o
_ Linfoma de Hodgkin CD30 direcionado
(Adcetris™)
Icatibant . o Antagonista do receptor B2 da
' Angioedema hereditario o
(Firazyr®) bradicinina

Atualmente, além de cerca de 80 peptideos no mercado, ha cerca de 200 em
fases clinicas e 400 em fases pré-clinicas. Atuacdo no metabolismo é a principal
area de atuacdo terapéutica para essas moléculas (25 %), seguida pelo tratamento
do cancer (16 %), porém, farmacos peptidicos também demonstram enorme
potencial para outras areas clinicas como atuacdo no sistema cardiovascular,
sistema nervoso central, sistema gastrointestinal, doencas autoimunes e infec¢des
(AYOUB e SCHEIDEGGER, 2006; ALBERICIO e KRUGER, 2012).

Os peptideos oferecem algumas vantagens como farmacos incluindo sua alta
atividade biologica, alta especificidade e, de forma geral, baixa toxicidade. Um dos
principais obstaculos que impede essas moléculas de tornarem-se ingredientes
farmacéuticos ativos é sua falta de biodisponibilidade oral (ZOMPRA et al., 2009).

Mesmo com esse obstaculo, os peptideos tem se mostrado alternativas terapéuticas
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para a industria farmacéutica, principalmente devido a uma série de grandes
fracassos de alguns medicamentos a base de pequenas moléculas (PEASE e
HORUK, 2010). Ja os peptideos apresentam uma imagem otimista nesse cenario,
devido ao avanco na quimica de peptideos com desenvolvimento de estratégias
para facilitar a sintese dessas moléculas. O paradigma da descoberta de farmacos
esta sendo alterado pela nova tendéncia da industria farmacéutica desenvolver pré-
farmacos ou sistemas de entrega de farmacos. Exemplos dessa nova tendéncia é o
pré-farmaco brentuximab vedotin, que foi aceito pela FDA em 2011. Essas novas
drogas abrem caminho para um grande numero de terapias com peptideos que
devem entrar no mercado num futuro proximo. Esta nova abordagem também vai
acelerar a pesquisa académica e industrial, mostrando a importancia no campo da
pesquisa com peptideos (ALBERICIO e KRUGER, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A busca de novas moléculas, a partir de fontes naturais, que possam ser
usadas para combater microrganismos causadores de infec¢cdes parece ser de
fundamental importancia. Dentre essas moléculas, destacam se os PAMs, que
abrem a possibilidade de aplicacdes terapéuticas numa enorme variedade de
distarbios, tais como neoplasias, doencas inflamatérias, doencas auto-imunes,
imunodeficiéncias bem como doencas infeciosas. Os ciclotideos apresentam uma
vasta gama de atividades biolégicas além de serem moléculas extremamente
estaveis devido a sua conformacdo estrutural. Ainda n&o foram descritos na
literatura nenhum representante dessa classe com atividade antibacteriana testada
in vivo. Nesse trabalho utilizaremos os peptideos cicloviolacina 02, kalata B1 e B2
com o objetivo de avaliar sua potencial atividade imunomodulatéria e antibacteriana

in vivo e in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e imunomodulatdéria dos ciclotideos
cicloviolacina O2, kalata B1 e kalata B2 contra S. aureus ATCC 25923 utilizando

modelo cirdrgico de ferida cutanea com tratamento tépico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antibacteriana dos ciclotideos in vitro pelo método da
microdiluicdo em caldo.

- Avaliar a atividade citotoxica contra células de linhagem RAW 264.7.

- Avaliar a atividade antibacteriana dos ciclotideos in vivo em um modelo de
infeccao de ferida subcutanea.

- Avaliar a producdo de TNF-a no sobrenadante das culturas de células RAW
264.7 tratadas e no soro e ferida dos animais submetidos ao modelo de infec¢do de

ferida cirargica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos utilizados no presente estudo foram cicloviolacina O2 (Cy02),
kalata B1 (KB1) e kalata B2 (KB2). Todos os peptideos foram purificados e cedidos
pelo Dr. David J. Craik da Queensland University, Brisbane Australia.
Resumidamente, o procedimento realizados pelo grupo do Dr. David estdo descritos
a seqguir. Os peptideos foram isolados a partir das partes aéreas das plantas V.
odorata (CyO2) e O. affinis (KB1, KB2 e KB7) com diclorometano/metanol (1:1)
durante 12 h. Em seguida o extrato foi submetido a particio com cloroférmio e agua,
e a fracdo metanol/agua foi concentrada em um rotaevaporador e em seguida
liofilizados. O produto seco foi ressuspendido em agua e purificado por RT-HPLC
preparativo com coluna C18. As massas foram analisadas utlizando um
espectrometro de massa ES-TOF micromass LCT (DALY et al., 2003).

4.2  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com o National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), com modificacfes. Os peptideos foram desafiados contra S.
aureus, ja que esse patdogeno € um dos micro-organismos mais frequentes em
infeccdes cutaneas, utilizando nesse trabalho a cepa de S. aureus ATCC 25923. As
células foram semeadas em &agar Miuller-Hinton (MH) por 24 h a 37°C, para
isolamento das colénias. As placas com as colonias isoladas foram armazenadas
em geladeira por no maximo 7 dias. Uma colbnia isolada foi colocada para crescer
em 5 mL de caldo MH sob agitacdo durante 18 h a 37° C. A concentracao celular foi
determinada pela leitura da densidade o6ptica (D.O.) e a mesma foi ajustada para
1x10° células a cada 50 L. Foram realizadas diluices seriadas com os peptideos
Cy02, KB1 e KB2 (200 a 25 puM) em um volume de 50 pL, como controle positivo foi
utilizado cloranfenicol (50 puM) e como controle negativo DMSO (2,5 %), e em
seguida foram adicionados 50 pL de suspensdo bacteriana contendo 10° células na
metade da fase logaritmica de crescimento em cada pog¢o. As amostras foram

incubadas por 6 h a 37° C, em um leitor de microplaca com agitacdo (Bio-Tek Power
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Wave HT — USA). O crescimento bacteriano foi avaliado por leituras da absorbancia
a 595 nm a cada 30 min. A menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
bacteriano da mesma forma que o controle foi definida como a concentracao

inibitéria minima (CIM).

4.3  AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para avaliacdo dos ciclotideos sobre a viabilidade celular foi utilizada a
linhagem celular de mondcitos RAW 264.7, provenientes do Banco de Células do
Rio de Janeiro (CR108). Essas células foram cultivadas em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM Gibcon), suplementado com 10 % de soro fetal
bovino, penicilina (100 U.mL™) e estreptomicina (100 mM.mL™) e foram mantidas a
37° C em atmosfera de 5 % de CO, e 95 % de ar atmosférico (Benet et al., 2004).
Apos atingirem confluéncia de 80 %, as células foram removidas com auxilio de um
suporte plastico (cell scraper) e a concentracdo celular foi ajustada para 1.10°
células.mL™. As células foram incubadas em placa de 96 pocos, juntamente com 0s
ciclotideos CyO2 (437,8 — 27,4 nM), KB1 (475,4 — 29,7 nM) e KB2 (465,2 —
29,1 nM). Para analise da viabilidade celular, foi utilizado o teste de MTT
(1 mg.mL™), brometo de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difeniltetrazolio, onde leituras
foram realizadas a 24 e 48 h de tempo de incubacdo com os peptideos. Para este
ensaio, 155 pL do meio de cultura foram removidos e adicionados 10 yL de MTT
incubados por 3 h a 37° C. Apds esse periodo, foram adicionados 60 pL de DMSO
(dimetilsulfoxido) por poco, para diluicdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas a 575 nm. A viabilidade celular foi expressa
em porcentagem em comparacdo com 0s grupos controles (Controle positivo células
sem tratamento, controle negativo solucéo de lise composta por 10 mM Tris-HCI pH
7.4; 1 mM EDTA e 0,1% Triton X-100).

4.4  ENSAIOS IN VIVO

4.4.1 ConsideracOes éticas

Todos os experimentos utilizando animais foram realizados no laboratério de

Bioensaios da Universidade Catdlica de Brasilia, apos aprovagédo dos procedimentos
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experimentais pelo Comité de ética sob o ndmero 005/2013 CEUA/UCB. Foram
adotados os Principios Eticos em Experimentacdo Animal, recomendados pelo
Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA), instituicdo filiada ao
International Council for Laboratory Animal Science, e respeitados o0s preceitos
estabelecidos pela Legislacdo Brasileira de Animais de Experimentacdo, Lei n°
11.794, de 09 de outubro de 2008.

4.4.2 Animais

Para realizacdo dos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos da
linhagem C57BL/6, fémeas com 6 a 8 semanas. Para o experimento de ferida
subcutéanea foram utilizados animais adquiridos do biotério de camundongos da
Universidade de S&o Paulo, Campus Ribeirdo Preto — USP/RP. Os animais
utilizados para retirada de células de medula 6ssea foram adquiridos do biotério da
Universidade Catdlica Brasilia. Os animais foram mantidos em temperatura
controlada de 22 = 2°C, alimentacdo e agua disponiveis durante todo o
procedimento e os ciclos de claro e escuro de 12 h cada. A troca da maravalha, da
agua e da comida foram realizadas 2 vezes por semana. Os procedimento
experimentais utilizando animais deste trabalho foram previamente padronizados no
laboratorio quanto a carga bacteriana, tempo de duracdo do experimento, tempo

para o inicio do tratamento e tamanho das feridas (SILVA, 2011).

4.4.3 Modelo de infeccéo de ferida cirurgica

4431 Preparo do microrganismo

Para preparacado da cultura de S. aureus (ATCC25923), as bactérias obtidas
como descrito no item 4.2, foram deixadas sob agitacdo durante 24 h a 37° C. Apos
esse periodo, foi determinada a concentracdo bacteriana pela leitura da D.O. e todo
o conteudo foi centrifugado a 1600 rpm, por 5 min, o sedimento foi ressuspenso em
PBS de forma a obter uma concentracdo de 2x10°células a cada 20 L e a

suspensao deixada no gelo até a hora da utilizacao.
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4.43.2 Anestesia dos animais

Os camundongos foram inicialmente anestesiados com cloridrato de cetamina
10 % (80 mg.Kg™) (Agener Unido — Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg.Kg™)
(Agener Unido — Brasil) administrados via intraperitoneal.

4.4.3.3 Inducéo da ferida

Depois de anestesiados o dorso dos animais foi tricotomizado com o auxilio
de um tosador elétrico e com um punch cirdrgico de 4 mm foi delimitado o tamanho
da ferida, em seguida com auxilio de uma tesoura foi realizada a incisdo cirargica.
Depois da realizac&o da ferida, os grupos que seriam infectados receberam 20 uL da
suspensdo bacteriana. Cada camundongo foi colocado em uma gaiola
individualmente, para protecdo da ferida, comida e agua foram deixadas livres. A
analgesia foi obtida durante 72 h apds a indugéo da ferida por adicdo de dipirona na

agua.

4434 Tratamento

Apés 24 h da inoculacdo da bactéria, a infeccdo foi confirmada de forma
visual a partir da presenca de caracteristicas inflamatorias como vermelhiddo e
presenca de exudato. Foram entdo realizados os tratamentos segundo oS grupos
experimentais, onde cada animal recebeu 20 pL da solucdo na concentracao
encontrada na Tabela 2 diariamente em um horario fixo durante 6 dias. As

concentracgfes utilizadas foram calculadas com base na CIM in vitro das amostras.

4435 Eutanasia e coleta de amostras

Apbs o sexto dia de tratamento, os animais foram anestesiados como descrito
no item 3.4.2.2, com o devido cuidado para ndo apertar ou tocar as feridas. Depois
de anestesiados eles tiveram o sangue coletado por puncdo cardiaca, o sangue
depois de coletado foi colocado em tubos de coleta de sangue (vacuette) com gel
separador, e centrifugados para separacao do soro, que foi armazenado a — 80°C

para posterior dosagem de citocinas. Em seguida os animais foram eutanasiados
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por deslocamento da cervical, posteriormente as feridas foram removidas e pesadas

para recuperacéo da carga bacteriana total.

Tabela 2. Apresentacdo dos grupos experimentais utilizados nos ensaios antibacterianos in
vivo, modelo de ferida subcutanea contaminada com S. aureus.

Tratamento Concentracéo N° de camundongos
DMSO 2,5% 5
0,75 mg.kg™ 5
Peptideo T
1,50 mg.kg’ 5
(KB2 ou Cy0O2)
3,00 mg.kg™ 5
(KB1) 3,00 mg.kg™ 4

Gentamicina 0,5 %
Vetaglos® — Vetnil Sulfanilamida 5 % 5

Sulfadiazina 5 %

4.4.3.6 Recuperacao da carga bacteriana

As feridas foram maceradas, em ambiente estéril, com 1 mL de PBS estéril,
em seguida foram realizadas diluicdes seriadas, onde 100 pyL da diluicdo anterior
foram diluidos em 900 pL de PBS estéril para a proxima diluicdo, 10 yL dessas
diluicbes foram semeadas em meio agar MH e agar Manitol - meio seletivo para
S.aureus. As placas foram deixadas em estufa por 24 h a 37°C, e em seguida
realizada a contagem do namero de colonias. Foi realizada a correlacdo entre o
peso da ferida e o numero de colbénias por ferida de forma ao resultado ser expresso
em UFC.mg™. Os 900 uL do macerado da ferida que ndo foram utilizados pra
contagem de coldnias foram centrifugados para retirada do resto de tecido e

armazenados a — 80° C, para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas.
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45 DOSAGEM DE TNF-a

A secrecao da citocina TNF-a foi mensurada no macerado das feridas, no
soro dos animais e no sobrenadante da cultura celular da linhagem RAW 264.7
tratadas com os ciclotideos como descrito no item 3.3. As concentracdes foram
determinadas pelo método de ELISA de acordo com as recomendacfes do
fabricante (Peprotech - EUA). As concentragbes desses produtos foram expressas

em picogramas por mL (pg.mL™).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado one-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para a analise da
recuperacao bacteriana das feridas e para a analise de citocina do sangue e ferida.
As analises foram realizadas utilizando o software Bioestat versao 5.0 e o GraphPad
PRISMA® versdo 5.0. Os resultados foram considerados significativos, quando
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO

A atividade antiestafilocécica de PAMs tem sido comprovada através de
intensivas pesquisas. Geralmente, sdo estudadas, avaliadas e confirmadas através
de ensaios bioldgicos in vitro em testes de susceptibilidade ou sensibilidade por
microdiluicdo em caldo. Neste trabalho foi realizada a verificagdo da atividade
antibacteriana in vitro utilizando a metodologia de microdiluicio em caldo com o
objetivo de confirmar a atividade sobre S. aureus dessas amostras.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da determinacdo da atividade
antiestafilococica dos peptideos KB1l, KB2 e CyO2. O critério utlizado para
classificacdo da atividade dos peptideos utilizados no presente trabalho consistiu
em: forte atividade antibacteriana, quando CIM entre 1-50 pM; peptideo com
atividade antibacteriana moderada, quando CIM entre 50-100 yM, peptideo com
baixa atividade antibacteriana, quando CIM entre 100-150 uM e peptideo inativo,
guando CIM superior a 151 yM (YOSHIO et al., 2003; DESLOUCHES et al., 2005;
YIN et al., 2012; GOPAL et al., 2013). O controle, cloranfenicol, utilizado no ensaio
no valor do CIM apresenta uma atividade antibacteriana moderada.

Como pode ser observado na Tabela 2, o peptideo CyO2 apresentou a
melhor atividade frente a S. aureus, podendo ser considerado um peptideo com forte
atividade antibacteriana contra esse microrganismo. Enquanto o peptideo KB2 pode
ser considerado peptideo com atividade antibacteriana moderada e a KB1 peptideo

com baixa atividade antibacteriana.

Tabela 3. Avaliagdo da atividade antiestafiloc6cica in vitro dos ciclotideos KB1, KB2 e CyO2
contra S. aureus ATCC25923. As células bacterianas foram incubadas com o ciclotideo nas
concentracdes de 25-100 uM por 6 h.

CIM (uM)
KB1 KB2 Cy02

Microrganismo

S. aureus 100 50 25
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5.2 ATIVIDADE CITOTOXICA CONTRA CELULAS RAW 264.7

Com o objetivo de determinar quais as concentracfes nao téxicas desses
peptideos, os ensaios bioldgicos para determinar a atividade citotdxica in vitro foram
realizados segundo o método do MTT. Esse método consiste na medida do dano
induzido pela substancia no metabolismo celular de glicideos, principalmente na
atividade de enzimas desidrogenases (MOSMANN, 1983). Neste trabalho, a
atividade celular foi quantificada através da reducdo do MTT a formazana,
ocasionada pela acéo das enzimas desidrogenases presentes nas células viaveis.

A avaliacao do ciclotideo KB2 (Figura 8) demonstrou que em concentracdes
superiores a 1,8 uM apresentou uma inibicdo, dose dependente, da viabilidade
celular, chegando a ~80%, enquanto que, com a diminuicdo da concentracao

apresentou uma reducéo da atividade citotoxica.

Figura 8. Avaliacdo do efeito do ciclotideo KB2 sobre a viabilidade/proliferagdo celular de
células da linhagem RAW 264.7. As células foram incubadas por 24 e 48 h com o ciclotideo KB2
nas concentracdes de 29,7- 475,4 nM. Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo
one-way ANOVA e teste de Bonferroni, * p<0,5 ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o0 grupo néao
tratado. A p<0,5, aa p<0,01, aaa p<0,001 comparando os tratamentos nos tempos diferentes, 24 h e
48 h.
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Outro peptideo que foi avaliado para a citotoxicidade contra células RAW
264.7, foi o KB1. Este peptideo ndo apresentou atividade citotoxica conta essa

linhagem celular, quando comparado com o controle (Figura 9).

Figura 9. Avaliacdo do efeito do ciclotideo KB1 sobre a viabilidade/proliferacdo celular de
células da linhagem RAW 264.7. As células foram incubadas por 24 e 48 h com o ciclotideo KB1
nas concentragfes de 29,7- 475,4 nM. Os valores representam a média = DP e foram analisados pelo
one-way ANOVA e teste de Bonferroni, * p<0,5 ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o0 grupo néo
tratado e a amostra tratada por 48 h.
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A avaliacdo do peptideo CyO2 mostrou que esse ndo apresentou atividade
significativa nas concentragfes testadas quando comparadas com o controle,
demonstrando que esse peptideo ndo apresenta atividade citotdxica para as células
RAW 264.7, nas concentragdes testadas (Figura 10).

Figura 10. Avaliacdo do efeito do ciclotideo CyO2 sobre a viabilidade/proliferacdo celular de
células da linhagem RAW 264.7. As células foram incubadas por 24 e 48 h com o ciclotideo CyO2
nas concentragfes de 29,4- 437,8 nM. Os valores representam a média = DP e foram analisados pelo
one-way ANOVA e teste de Bonferroni, * p<0,5 ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o0 grupo néo
tratado e a amostra tratada por 48 h.
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5.3 AVALIACAO DA LIBERACAO DE TNF-a POR MONOCITOS APOS
ESTIMULACAO COM OS CICLOTIDEOS

Nas infeccdes da pele por S. aureus, o patdgeno é reconhecido pelas células
de defesa que induzem uma resposta inflamatéria, conduzindo a producédo de

citocinas pré-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), uma citocina
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chave no combate a infeccdo (AUFIERO et al., 2007; ROCHA-DE-SOUZA et al.,
2008; KAPETANOVIC et al., 2011).

No presente trabalho dosamos os niveis de TNF-a produzido e liberado nas
culturas por mondcitos RAW 264.7 cultivadas na presenca de CyO2, KB1 e KB2. As
amostras coletados do sobrenadante de cultura de células tratadas com CyO2
apresentaram diferenca significativa apenas para o tempo de 6 h de incubacdo em
todas as concentragcbes (437,8-27,4nM), e para 24 h de incubacdo nas
concentragOes de 437,8 e 218,9 nM (Figura 10), quando comparadas com o controle

negativo (células cultivadas somente na presenca de meio DMEM).

Figura 11. Avaliacdo da secrecdo de TNF-a no sobrenadante da cultura de mondcitos RAW
264.7 tratada com CyO2. As células foram estimuladas por 6, 12, 24 e 48 h com o ciclotideos. Os
valores representam a média + DP e foram analisados pelo one-way ANOVA e teste de Bonferroni, *
p<0,5, ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o0 grupo ndo tratado e a amostra tratada nos respectivos
tempos.
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Ja a cultura tratada com o ciclotideos KB1, demonstrou que esse peptideo
ndo apresenta diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle negativo em

nenhum dos tempos experimentais e concentra¢des utilizadas (Figura 11).
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Figura 12. Avaliacdo da secre¢do de TNF-a no sobrenadante da cultura de mondcitos RAW
264.7 tratadas com KB1. As células foram estimuladas por 6, 12, 24 e 48 h com o ciclotideo KB1
(29,7 — 475,4 nM). Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo one-way ANOVA e
teste de Bonferroni, * p<0,5, ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o grupo ndo tratado e a amostra

tratada nos respectivos tempos.
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Por dltimo, as culturas tratadas com o ciclotideo KB2 também né&o

apresentaram diferencas estatisticamente significativas ao grupo controle negativo

em nenhum dos tempos experimentais e concentracdes utilizadas (Figura 12).
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Figura 13. Avaliacdo da secre¢do de TNF-a no sobrenadante da cultura de mondcitos RAW
264.7 tratadas com KB2. As células foram estimuladas por 6, 12, 24 e 48 h com o ciclotideos KB2
(29,1 — 465,2 nM). Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo one-way ANOVA e
teste de Bonferroni, * p<0,5, ** p<0,01, *** p<0,001 comparando o grupo ndo tratado e a amostra

tratada nos respectivos tempos.
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5.4  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIESTAFILOCOCICA IN VIVO

Tendo em vista a atividade antiestafilococica in vitro dos peptideos KB1, KB2
e Cy0O2, os mesmos foram desafiados frente a S. aureus ATCC25923 em um
modelo de infec¢éo de ferida cirdrgica. Os animais foram inoculados com 2.10° CFU
de S. aureus por ferida. ApGs 24 horas iniciou-se 0 tratamento por via topica
diariamente com CyO2 (0,75, 1,5 e 3,0 mg.kg™), KB1 (1,5 e 3,0 mg.kg™) e KB2
(0,75, 1,5 e 3,0 mg.kg™), por 6 dias. Ap6s o periodo de tratamento os animais foram
eutanasiados e as feridas removidas e pesadas e em seguida maceradas e
plaqueadas para recuperacgdo da carga bacteriana

CyO2 apresentou o menor CIM, com base neste achado calculamos a dose

de peptideo a ser utilizado nos ensaios in vivo. O CIM da CyOz2 foi 25 uyM (78,45
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pug/mL). A menor concentragdo utilizada nos tratamentos foi 15 pg de peptideo (0,75
mg.kg™), o que representa 10 vezes o valor do CIM in vitro.

Os camundongos tratados apenas com o controle negativo obtiveram uma
carga bacteriana final de ~10°%. J& quando tratados com 0,75 mg.kg” de CyO2
apresentaram uma diminuicdo da carga bacteriana para ~10’, quando tratados com
1,5 e 3,0 mg.kg™, a carga bacteriana foi reduzida para ~10°. Nos animais tratados
com 6,0 mg.kg™? de CyO2 observou-se uma diminuicdo na carga bacteriana para

10°, demonstrando uma possivel correlacéo dose resposta (Figura 13).

Figura 14. Recuperacdo da carga bacteriana da ferida de camundongos C57BL/6 infectados
com S. aureus ATCC25923 ap6s 7 dias de tratamento. As feridas foram inoculadas com
2.10° células/mL da bactéria e tratadas com: (A) Vetaglés® (Gentamicina 5 mg.kg™, sulfanilamida
50 mg.kg™”, Sulfadiazina 50 mg.kg™), CyO2 (0,75 mg.kg™, 1,5mg.kg™", 3,0 mg.kg”, 6,0 mgkg™) e
DMSO 2,5 % por 7 dias. Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo two-way
ANOVA e teste de Tukey’s, com p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em
relagé@o ao controle negativo.
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Ja os camundongos infectados e tratados com 1,5 mg.kg™ de KB1 também
apresentaram uma reducdo na contagem de colbnias, onde 0s animais foram
infectados com 2.10° e a carga bacteriana foi reduzida pra ~10°, porém, nos animais
tratados com a dose de 3,0 mg.kg™® ndo houve reducdo significativa da carga
bacteriana quando comparado com o controle negativo (Figura 14).

Figura 15. Recuperacgdo da carga bacteriana da ferida de camundongos C57BL/6 infectados
com S. aureus ATCC25923 apOs 7 dias de tratamento. As feridas foram inoculadas com
2.10° células/mL da bactéria e tratadas com: (A) Vetaglés® (Gentamicina 5 mg.kg™, sulfanilamida
50 mg.kg™, Sulfadiazina 50 mg.kg™), KB1 (1,5 mg.kg™, 3,0 mg.kg™) e DMSO 2,5 % por 7 dias. Os

valores representam a média = DP e foram analisados pelo two-way ANOVA e teste de Tukey’s, com
p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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Os camundongos tratados com o ciclotideo KB2 apresentaram uma
diminuicdo da carga bacteriana de 2.10° para ~10° em todas as concentracées
testadas (0,75, 1,5, 3,0 mg.kg™) (Figura 15), demonstrando que esse peptideo ndo
apresenta uma correlacao dose resposta no tratamento dessa infeccéo.

Figura 16. Recuperacdo da carga bacteriana da ferida de camundongos C57BL/6 infectados
com S. aureus ATCC25923 apds 7 dias de tratamento. As feridas foram inoculadas com
2.10° células/mL da bactéria e tratadas com: (A) Vetaglés® (Gentamicina 5 mg.kg™, sulfanilamida
50 mg.kg™, Sulfadiazina 50 mg.kg™), KB2 (0,75 mg.kg™, 1,5 mg.kg™, 3,0 mg.kg™) e DMSO 2,5 %. Os
valores representam a média = DP e foram analisados pelo two-way ANOVA e teste de Tukey’s, com
p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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55 AVALIACAO DA SECRECAO DE TNF-a EM CAMUNDONGOS COM
FERIDAS INFECTADAS POR S. aureus

O TNF-a, como dito anteriormente € uma importante citocina proé-inflamatoria,
produzida em diversas infec¢des incluindo nas infec¢des por S. aureus. No ensaio in
vivo, em todos 0s grupos experimentais foi detectada a secre¢éo de TNF-a no soro e
no lavado das feridas.

Nos grupos tratados com CyO2 (Figura 16) ndo houve alteragao significativa
na secrecao de TNF-a, nem para sangue, nem para o lavado das feridas quando
comparadas com o controle negativo (tratamento com DMSO 2,8 %).

As amostras tratadas com KB1 (Figura 17) também n&o apresentaram
alteracao significativa na secrecdo de TNF-a, nem para sangue, nem para o lavado
das feridas quando comparadas com o controle negativo (tratamento com DMSO
2,8 %).

Ja o grupo tratado com KB1 (Figura 18) ndo apresentou diferenca significativa
para as amostras de soro, porém, na concentracdo de 3,0 mg.kg™ apresentou um

aumento da secrecao dessa citocina.
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Figura 17. Efeitos do ciclotideo CyO2 sobre a secre¢do de TNF-a no soro e ferida de camundongos C57BL/6 infectados com S. aureus ATCC25923.
Animais tratados com CyO2, (A) soro e (B) ferida. Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo two-way ANOVA e teste de Tukey’s, com
p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em relag&o ao controle ndo infectado.
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Figura 18. Efeitos do ciclotideo KB1 sobre a secre¢ao de TNF-a no soro e ferida de camundongos C57BL/6 infectados com S. aureus ATCC25923.
Animais tratados com KB1, (A) soro e (B) ferida. Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo two-way ANOVA e teste de Tukey’s, com

p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em relac&o ao controle n&o infectado.
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Figura 19. Efeitos do ciclotideo KB2 sobre a secre¢ao de TNF-a no soro e ferida de camundongos C57BL/6 infectados com S. aureus ATCC25923.
Animais tratados com KB2, (A) soro e (B) ferida. Os valores representam a média + DP e foram analisados pelo two-way ANOVA e teste de Tukey’s, com

p<0,05 como significativo. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 em relac&o ao controle ndo infectado.
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6 DISCUSSAO

Com o rapido aumento na incidéncia de bactérias resistentes a multiplas
drogas e a descontinuidade na pesquisa de novas drogas pela industria
farmacéutica, a utilizacdo de PAMs pode ser uma alternativa a essa terapéutica, ja
gue os PAMs tém sido cada vez mais estudados, apresentando uma ampla atividade
contra diversas bactérias, fungos e virus. Os PAMs sao mediadores multifuncionais
da resposta imune inata, com atividade antimicrobiana direta e imunomoduladora.
Dentre os PAMs, os ciclotideos se destacam por serem pequenos peptideos ciclicos
gue possuem seis residuos de cisteina altamente conservado, que formam trés
ligagBes dissulfidicas interligadas, dando assim uma maior estabilidade a estrutura,
guando comparado com PAMs lineares e apresentado uma grande variedade de
atividades biologicas (IRELAND et al., 2006a; HENRIQUES e CRAIK, 2010; PINTO
et al., 2012). Logo, a utilizacdo de ciclotideos no design de drogas poderia
potencialmente contornar muitas das limitacdes hoje encontradas para a utilizacao
de peptideos como drogas, tais como a sensibilidade a degradacéo proteolitica
(GUNASEKERA et al., 2008; HENRIQUES e CRAIK, 2010; PINTO et al., 2012).

No presente trabalho, com o objetivo de confirmar as atividades
antibacterianas dos peptideos, KB1, KB2 e CYO2, avaliamos a atividade desses
ciclotideos contra S. aureus ATCC25923. Dos peptideos avaliados, CyO2
apresentou a melhor atividade antiestafilococica in vitro. Embora KB2 e KB1 também
tenham apresentado atividade antiestafilococica, mas com o dobro ou o quadruplo,
respectivamente, da concentracédo de CyO2.

Na literatura sdo encontrados outros trabalhos onde atividade de ciclotideos in
vitro contra S. aureus foram realizados. No trabalho de Tam et al. (1999), os
pesquisadores observaram que o0s peptideos kalata B1, circulina A, circulina B e
ciclopsicotrideo em um ensaio de difusdo em disco, com meio de baixa densidade
de sal, apresentaram CIMs de 0,26 yM, 0,19 uM, 13,5 uM e 39 uM respectivamente
(TAM et al., 1999), esses dados foram bastante diferentes dos encontrados em
outros trabalhos. Ninguém até o presente momento foi capaz de repetir esses CIMs,
de forma que ndo ha explicacdo de como esses pesquisadores obtiveram esses
dados.

Em outro estudo, realizado pela equipe de Pranting et al. (2010), os

ciclotideos CyO2, KB1, KB2, vaby A e D foram avaliados também quanto a sua
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atividade frente a S. aureus, porém ndo apresentaram atividade contra essa bactéria
guando a metodologia de difusdo em disco foi realizada, mas quando utilizada a
metodologia de microdiluicdo em caldo, esses mesmos ciclotideos inibiram o
crescimento de S. aureus apresentando os seguintes CIMs: CyO2 > 50 uM, KB1 >
100 uM, KB2 35 pM, vaby A e D > 90 uM (PRANTING et al., 2010). Nesse caso 0s
peptideos apresentaram uma atividade antibacteriana similar a que se verificou
neste trabalho, onde para KBl os CIMs foram idénticos, para KB2 o CIM
apresentado pelo trabalho de Pranting foi mais interessante e para CyO2, o CIM
verificado neste trabalho foi melhor. Essa atividade contra microrganismos
especificos, que no caso dos ciclotideos péde ser observada frente a S. aureus, ja
foi reportada na literatura para outros peptideos antimicrobianos, como € o caso dos
peptideos ricos em cisteina e peptideos com estrutura em folhas-f3, tais como as
defensinas (LEHRER et al., 1991; PELEGRINI et al., 2011).

Tendo em vista a confirmacdo da baixa atividade antiestafilococica pelos
ciclotideos, o experimento subsequente visou identificar a auséncia de interferéncias
dos ciclotideos sobre a viabilidade celular frente aos monocitos murinos RAW 264.7,
além de verificar uma possivel atividade antibacteriana indireta por estimulacédo do
sistema imunoldgico. Dessa forma foi empregado o ensaio de viabilidade celular
utilizando MTT com tempo de incubacdo maximo de 24 e 48 horas. Com relacao a
atividade citotoxica, verificou-se que apenas o ciclotideo KB2 apresentou uma leve
citotoxicidade com o aumento das doses (superior a 1,8 uM). Um relato similar a
esse foi realizado no trabalho de Grundemann et al. (2012), onde o extrato das
folhas de O. affinis e o ciclotideo KB1 (1,8-14,0 uM) reduziram a proliferacdo de
PBMCs e demonstraram que a partir da concentracdo de 1,8 até a concentracao de
14 pM houve uma correlacdo dose dependente para diminuicdo da proliferacao
celular.

A capacidade dos ciclotideos interagirem com membranas biol6gicas tem sido
bem descrita na literatura, onde € observado que os ciclotideos apresentam
afinidade seletiva para membranas lipidicas. Todos os ciclotideos testados até o
presente tém a membrana celular como alvo, realizando interacdes com fosfolipidios
gue contém grupos de fostatidiletanolamina. Além disso, a poténcia biolégica dos
ciclotideos esta amplamente correlacionada com a sua capacidade de atacar e

romper as membranas celulares, sugerindo que eles sejam uma familia de



64

peptideos de ligacdo a lipideos (HENRIQUES e CRAIK, 2012a; HENRIQUES et al.,
2012a).

Além de verificar que esses peptideos néo interferiram na viabilidade celular
em baixas dose, o sobrenadante da cultura de células RAW 264.7 tratadas com
essas amostras foi dosada para diversas citocinas (IL-6, IL-10, IFN-y, IL-12 e TNF-q)
e para uma quimiocina (MCP-1), porém, devido a problemas durante a realizacédo
dos ELISAs, apenas as dosagens para TNF-a foram realizadas com sucesso. E o
peptideo CyO2 apresentou uma reducdo na secre¢cdo de TNF-a nas primeiras 6
horas de incubacdo e uma elevagdo desses niveis com 24 horas de incubacao nas
duas maiores concentragao.

Diante dessa possivel atividade antibacteriana indireta apresentada pelo
peptideo CyO2 e nos outros dados expostos anteriormente, no presente estudo
avaliamos a atividade antiestafilococica in vivo utilizando um modelo de ferida
cirargica infectada com S. aureus ATCC25923.

No contexto atual a problematica apresentada representa um numero cada vez
mais frequente de pacientes infectados em ambientes hospitalares, especialmente
apos procedimento cirdrgico juntamente com uma resisténcia microbiana crescente
a utilizacdo de antibidticos convencionais. Sendo assim, alternativas a esses
antibidticos sdo extremamente necessarias. Varios agentes antimicrobianos estao
disponiveis para a prevencdo ou tratamento de feridas infectadas, tais como
antimicrobianos de uso tépico que tém sido comumente utilizados no tratamento de
feridas, para prevencao ou tratamento de infeccdo (MALMSTEN et al., 2011).

Na literatura, os poucos ciclotideos que tiveram seus testes estendidos para
ensaios in vivo, foram utilizados para testes com atividade antitumoral, sendo este
trabalho o primeiro a avaliar in vivo essas moléculas quanto a atividade
antibacteriana. Burman et al. (2011) descreveu que o peptideo CyO2 apresentou
uma atividade dose dependente in vitro frente as linhagens tumorais humanas: (1)
U-937 GTB de linfoma, com uma IC50 de 0,9 uM; (2) CCRF-CEM de leucemia, com
IC50 de 0,3 uM; (3) NCI-H69 de cancer de pulméo, com IC50 de 1,2 uM; (4) HT29
de carcinoma de colon, com IC50 5,3 uM. Porém, em testes in vivo, ndo foi
observada a mesma capacidade de eliminacdo das células tumorais. Os animais
tratados diariamente com uma dose de 0,5 mg.kg™ ndo apresentaram nem atividade
antitumoral, nem atividade toxica, porém, aumentada a dose para 1,0 mg.kg” os

animais apresentaram inflamacao local. Esse experimento demonstrou que a acao
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téxica decorreu da alteracdo na concentraco, ja que ratos injetados com 2 mg.kg™
apresentaram rapida letalidade, enquanto que ratos injetados com 1,5 mg.kg™® n&do
apresentaram nenhum sintoma (BURMAN et al., 2011). Em raz&o desta toxicidade
descrita por Burman e colaboradores (2011), decidimos trabalhar com um modelo
local de infeccao subcutanea.

N&o ha relatos de ciclotideos testados com o modelo in vivo de infeccao
subcutanea. No presente trabalho, mostramos que o ciclotideo CyO2 reduziu a
carga bacteriana para 10° nas concentracdes de 1,5 e 3,0 mg.kg™, enquanto o grupo
tratado com PBS apresentou uma carga bacteriana de 10%. O ciclotideo KB1
apresentou uma reducdo para 10° na concentracdo de 1,5 mg.kg™ e para 10’ na
concentracdo de 3,0 mg.kg™, associa-se esse aumento na carga bacteriana com o
aumento da concentracdo a uma possivel toxicidade dessa amostra. O ciclotideo
KB2, apresentou uma reducdo da carga bacteriana para 10° em todas as
concentragfes testadas, enquanto o controle negativo apresentou uma carga
bacteriana de 108 E muito dificil atualmente comparar trabalhos que utilizam essa
metodologia, ja que cada grupo de pesquisa que utiliza essa metodologia apresenta
variacdes muitas vezes significativas.

Um trabalho realizado com o peptideo IDR 1018 demostrou que esse
peptideo ndo apresentou atividade antibacteriana in vivo contra S. aureus, ja que
nao houve alteracdo da carga bacteriana nos grupos tratados com a amostra, nem
nos tratados com PBS. Inicialmente todas as feridas apresentaram aparéncia de
inflamacéao, e a partir do dia 4 houve melhora na aparéncia das feridas tratadas com
IDR 1018, porém, os pesquisadores demonstraram que esse peptideo apresentou
uma atividade de aceleracdo da cicatrizacdo das feridas (STEINSTRAESSER et al.,
2012). Outro trabalho que mostra a atividade antibacteriana in vivo utilizando o
modelo de ferida cirdrgica foi realizado utilizando o PAM coprisina (5 mg.kg™), que
além de reduzir a carga bacteriana acelerou o processo de cicatrizacdo da ferida.
Nesse trabalho os pesquisadores associaram a atividade antibacteriana dessa
molécula com a aceleracéo da cicatrizacdo das feriadas (LEE et al., 2013). No nosso
trabalho ndo foi possivel verificar variacdo na cicatrizacao das feridas, por falta de
tempo e amostra, ja que as feridas que iriam ser utilizadas para verificar a atividade
de cicatrizacao foram utilizadas para a recuperacéo da carga bacteriana.

Em outro estudo, o peptideo PEP35 demonstrou que este peptideo apresenta

uma fraca atividade antimicrobiana in vitro, onde o MIC50 para diversas cepas de
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isolados clinicos de S. aureus foi de 512 yM. Porém, este peptideo apresenta
atividade imunomodulatéria e quando testado in vivo no modelo de ferida cirdrgica,
utilizando 20 pg.mL™, foi capaz de reduzir a carga bacteriana em aproximadamente
10? CFU.g™ de tecido, acreditando-se ser o recrutamento de neutréfilos para o local
da infeccdo o responséavel pela redugcdo no nimero de microrganismos (LEE et al.,
2010). Nesse trabalho, o peptideo utilizado apresenta atividade imunomodulatéria e
apresentou uma reducdo da carga bacteriana similar a nossa de 102 CFU.g* de
tecido.

Outros dois trabalhos descrevem o uso de peptideos em modelo de infeccdo
de ferida similar ao utilizado em nosso trabalho. No primeiro trabalho os
pesquisadores testaram o peptideo epinecidina-1 (EPI-1) contra MRSA (10° CFU) e
os tratamentos foram colocados sobre a ferida 5 min apds a infeccao e coberto apos
30 min para evitar a retirada do material pelos animais. Nesse experimento, 0S
animais tratados com meticilina, ou com o veiculo morreram em menos de 7 dias,
enquanto que os grupos tratados com EPI-1 ou EPI-1 mais colageno, apresentaram
uma sobrevivéncia até o final do experimento com uma reducéo da carga bacteriana
de 10° para ~20 CFU.g" de tecido. Além disso, 0s pesquisadores dosaram também
IL-6, MCP-1 e TNF-a, e os tratamentos com EPI-1 e EPI-1 mais colageno
apresentaram uma reducdo dos niveis séricos dessas citocinas, quando
comparadas com o controle (animais ndo infectados) (HUANG et al., 2013b). No
segundo trabalho, utilizando a mesma metodologia do estudo anteriormente citado,
0s pesquisadores utilizaram o peptideo pardaxina (GE33) em um modelo de ferida
cirtrgica infectada com S. aureus 10° CFU. Neste estudo verificou-se a reducéo da
carga bacteriana para niveis proximos a zero. Além disso, o peptideo GE33 foi
capaz de gerar uma acao anti-inflamatoria reduzindo os niveis séricos de TNF-q, IL-
6 e MCP-1 (HUANG et al., 2013a), de forma semelhante ao observado para o
peptideo EPI-1. Nesse caso, a carga bacteriana utilizada pelos pesquisadores e 0
tempo de inicio do tratamento foram menores do que a utilizada em nosso trabalho,
de forma que isso pode facilitar a reducao da carga bacteriana.

Outra forma interessante de realizar o tratamento de feridas subcuténeas € a
utilizacdo do peptideo como pré-tratamento a ferida. O grupo do pesquisador Cirioni
et al. (2013), demonstrou que a utilizacdo do peptideo IB-367 como pré-tratamento a
infeccdo melhorou a atividade dos antibidticos convencionas. No tratamento apenas

com os antibidticos, daptomicina ou teicoplanina, a carga bacteriana foi reduzida
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apenas em 10° CFU.g* de tecido, j& com o pré-tratamento com IB-367, os
antibiéticos foram capazes de reduzir a carga bacteriana em 10* CFU.g™ de tecido.

Outro trabalho realizado por Vingsbo Lundberg e Frimodt-Moller (2013)
demonstrou que a utilizacdo de tratamento local de antibidticos apresentou um
melhor resultado na reducéo da carga bacteriana do que o tratamento sistémico.

As dosagens da secrecao da citocina TNF-a nas amostras de soro e lavado
da ferida realizados neste trabalho apresentaram diferencas significativas apenas
para o grupo tratado com KB2 na maior concentracdo (3,0 mg.kg™h). Os dois
trabalhos realizados pelo grupo do pesquisador Huang (2013) fizeram a mensuracao
de citocinas, IL-6, TNF-a e MCP-1, e demonstraram que os dois peptideos em
estudo, EPI-1 e GE33, foram capazes de reduzir os niveis de secrecao dessas
citocinas comparados com um grupo nao tratado (HUANG et al., 2013a; HUANG et
al., 2013b). Lee et al. (2010) dosaram outras citocinas (CXCL1, CXCL2, CCL2 e IL-
1B8) no experimento com o peptideo PEP35, e descreveram que houve aumento da
producédo dessas citocinas, 0 que resultou em maior recrutamento de neutroéfilos
para o local da infeccdo. Vale ressaltar que séao raros os trabalhos que utilizam o
modelo de ferida cirdrgica para avaliar a atividade imunomoduladora, acreditamos
gue tal fato se deve aos baixos niveis de citocinas que sdo secretados neste local, o

gue torna dificil a mensuracao por ELISA convencional.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foram utilizados os ciclotideos CyO2, KB1 e KB2, com o
objetivo de caracterizar suas atividades citotoxica, imunomodulatéria e
antiestafilocécica in vitro e in vivo em um modelo cirdrgico de ferida cutdnea com
tratamento topico. Os dados apresentados no decorrer do trabalho sugerem que:

- Os peptideos ndo apresentaram atividade citotéxica para os mondcitos
RAW 264.7 nas concentragdes testadas;

- Os ciclotideos testados apresentaram atividade antiestafilococica in
vitro, variando de forte a moderada;

- Os ciclotideos testados apresentaram atividade antiestafilococica in
VivO;

- As dosagens de TNF-a foram realizadas em todos os grupos,
apresentando variacao significativa apenas para as amostra de CyO2 no ensaio in
vitro reduzindo os niveis de secre¢do dessa citocina, e KB2 no ensaio in vivo, onde
este peptideo induziu a um aumento na secrecao de TNF local.

Em concluséo, os ciclotideos CyO2, KB1 e KB2 podem constituir uma nova
alternativa terapéutica para o tratamento local de infecces, sendo necessarios mais

estudos para avaliar a aplicabilidade destes PAMs.
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