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RESUMO 

RIGHETTO, G. M. Otimização e elucidação da atividade antibacteriana de peptídeos 

antimicrobianos em patógenos multirresistentes. 2022. 176 p. Tese (Doutorado em 

Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2022. 

Apesar dos avanços no tratamento de doenças infecciosas, microrganismos patogênicos 

continuam ameaçando a saúde pública. A escassez de opções terapêuticas leva ao interesse 

em novos compostos, assim peptídeos antimicrobianos (AMPs), como Bothropstoxina-I e 

Plantaricina 149 estão sendo revisitados com o objetivo de aprimorar e caracterizar sua 

atividade antimicrobiana. A concentração inibitória mínima (CIM) para bactérias patogênicas 

e a hemólise de eritrócitos humanos foram indicadores usados na avaliação da otimização das 

atividades dos análogos sintetizados. Os peptídeos escolhidos foram NA1897, 

(KKWRWHLKPW)2K e Pep20 (Fmoc-KAVKKLFKKWG) para Bothropstoxina-I e 

Plantaricina 149, respectivamente. As CIMs de Pep20 e NA1897 foram determinadas para 60 

bactérias de espécies, linhagens e perfis de resistência diferentes, indicando amplo espectro de 

ação de ambos. As cinéticas de morte de Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii 

foram determinadas para cada um dos peptídeos, resultando em ação rápida com redução total 

de sobreviventes em no máximo duas horas. Este resultado aliado ao obtido para o efeito pós-

antibiótico sugere ação do tipo concentração-dependente. Para estudar os modos de ação 

dessas moléculas, uma evolução dirigida foi realizada in vitro, através de tratamentos em 

concentrações subinibitórias. As linhagens selecionadas tiveram o metabolismo avaliado por 

microarranjos fenotípicos e mutações genéticas avaliadas através de sequenciamento do 

genoma. Resultados indicam que estes AMPs agem na membrana citoplasmática e que 

mecanismos de resistência envolvem diminuição da carga aniônica da membrana. Ensaios de 

despolarização de membrana e microscopia eletrônica de transmissão reforçam essas 

hipóteses, embora seja possível um mecanismo secundário de ação, principalmente para 

NA1897. As moléculas aqui estudadas representam antimicrobianos de interesse, mas ainda 

em etapas iniciais de desenvolvimento devido a citotoxicidade apresentada, com perspectivas 

futuras de otimização a partir dos alvos biológicos encontrados.  

 

Palavras-chave: Peptídeos antimicrobianos. Plantaricina. Bothropstoxina-I. ESKAPE. 
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ABSTRACT 

RIGHETTO, G. M. Optimization and elucidation of cationic peptides antibacterial 

activity in multidrug-resistant pathogens. 2022. 176 p. Thesis (Doctor in Science) – 

Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2022. 

Despite advances in the treatment of infectious diseases, pathogenic microorganisms are still a 

threat to public health. The scarcity of therapeutic options leads to interest in new compounds, 

so antimicrobial peptides (AMPs) such as Bothropstoxin-I and Plantaricin 149 have been 

revisited in order to improve and characterize their antimicrobial activity. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) for pathogenic bacteria and the hemolysis of human 

erythrocytes were indicators used to evaluate the optimization of the activities of the 

synthesized analogs. The peptides chosen were NA1897, (KKWRWHLKPW)2K and Pep20 

(Fmoc-KAVKKLFKKWG), for Bothropstoxin-I and Plantaricin 149, respectively. The MICs 

of Pep20 and NA1897 were determined for 60 bacteria of different species, strains, and 

resistance profiles, indicating a broad spectrum of action for both. The killing kinetics of 

Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii were determined for both peptides, 

resulting in quick bacterial death, with a total reduction of survivors in a maximum of two 

hours. This result and the post-antibiotic effect suggest a concentration-dependent action. We 

studied the modes of action of these molecules by performing directed evolution in vitro 

through treatments at subinhibitory concentrations. We evaluated the metabolism of selected 

strains by phenotypic microarrays and genetic mutations by genome sequencing. Results 

indicate that these AMPs act on the cytoplasmic membrane and that resistance mechanisms 

involve a decrease in the anionic charge of the membrane. Membrane depolarization and 

transmission electron microscopy assays support these hypotheses, although a secondary 

mechanism of action is possible, mainly for NA1897. The molecules studied here represent 

antimicrobials of interest, but they are still in early stages of development due to the 

cytotoxicity presented, with future perspectives of optimization from the biological targets 

found. 

Keywords: Antimicrobial peptides. Plantaricin. Bothropstoxin-I. ESKAPE. Depolarization 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O Problema 

Ao se estabelecer os postulados de Koch no início do estudo microbiano, iniciou-se de 

fato a busca por tratamentos contra agentes infecciosos, como as bactérias. Após Pasteur e Paul 

Erhlich, Alexander Fleming obteve o primeiro antibiótico ao observar a área de inibição 

bacteriana causado pela penicilina. Assim, a introdução dos antibióticos representou um marco na 

medicina, pois revolucionou o tratamento de doenças antes consideradas fatais. Os cuidados 

médicos como conhecemos não poderiam existir sem este grande marco na saúde.1 Assim, de 

1930 a 1970 viveu-se o que foi chamado da Era de Ouro dos antibióticos, pois um grande número 

de moléculas antimicrobianas foi desenvolvido.2 Quase que concomitantemente ao 

desenvolvimento de tais moléculas, foi observado também a resistência que os microrganismos 

possuíam. A resistência antimicrobiana pode ocorrer naturalmente ao longo do tempo, 

geralmente através de alterações genéticas.3  Este processo, no entanto, tem se acelerado e 

espalhado mundialmente devido a diversos fatores relacionados ao uso de antibióticos, que 

causaram pressão seletiva: uso terapêutico indevido, aplicação muitas vezes indevida na 

agricultura, pecuária, aquicultura etc. Ao longo de quase quatro bilhões de anos de evolução, 

o mundo microbiano acumulou uma enorme diversidade de mecanismos metabólicos e de 

proteção que podem ser mobilizados em resposta a agressões externas, incluindo a ação dos 

antibióticos.4 Assim, mesmo com os avanços nas terapias contra infecções, a resistência aos 

antimicrobianos apresenta-se como um problema em termos de tratamento: com a prevalência 

destas bactérias resistentes, a eficácia dos antibióticos é afetada e as infecções bacterianas 

tornam-se motivo de sérias preocupações. 3 Este pode ser considerado um dos atuais desafios 

da humanidade, pois pode minar o progresso em cuidados da saúde, produção de comida e 

expectativa de vida. Com a emergência das bactérias multidroga resistentes (MDR, do inglês 

multidrug-resistant), este problema passa a ser encarado como global e ameaça aos sistemas 

públicos de saúde. 5  Por ano, morrem pelo menos 35 mil pessoas nos EUA,3 33 mil pessoas na 

Europa 6 e mais de 700 mil pessoas no mundo7 como consequência direta de infecções por 

microrganismos resistentes. Estas infecções já são responsáveis por 15,5% das Infecções 

Relacionadas a Assistência à Saúde (IRAS).8 O aumento dos patógenos resistentes está 

diretamente relacionado ao aumento das IRAS. As IRAS podem ocorrer por contato entre 

pacientes (direto ou indireto), por profissionais da saúde, por objetos contaminados, por 

visitantes ou mesmo por diversas fontes ambientais.9  
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As previsões mostram que dentro de 30 anos a resistência antimicrobiana será a 

principal causa de morte, chegando em torno de 10 milhões de pessoas e ultrapassando 

câncer, diabetes, diarreia e acidentes rodoviários.5 Economicamente, este quadro de alerta 

também tem repercutido consequências: os custos já têm sobrecarregado o sistema de saúde. 

Na maioria dos casos, as infecções causadas por microrganismos resistentes aos antibióticos 

requerem tratamentos prolongados e/ou mais custosos, estendem as internações hospitalares, 

exigem visitas adicionais ao médico e uso de cuidados de saúde. Até 2050, estima-se que o 

impacto da resistência antimicrobiana envolva a perda de 100 trilhões do produto interno 

bruto mundial. 5 

A crise sanitária vivida desde 2020 com a COVID-19 também influencia diretamente 

na crise de resistência global. A azitromicina e teicoplanina foram amplamente utilizadas de 

forma profilática, segundo reportou a OMS,10 principalmente no início da doença, quando não 

havia procedimentos padrão de tratamento.11 Trabalhos recentes mostram que, no tratamento 

em pessoas hospitalizadas, a taxa de uso de antibiótico chegou a 70%, embora apenas 8% 

destes pacientes hospitalizados apresentassem necessidade do uso de antibióticos devido a 

coinfecção fúngica ou bacteriana.10-11 Além disso, alguns grupos clínicos indicam a 

dificuldade em diferenciar COVID-19 de pneumonias bacterianas, significando que alguns 

pacientes farão o uso desnecessário de antibióticos. 12 

 

1.2 Patógenos ESKAPE, seus mecanismos de resistência e terapias alternativas 

 

Os mecanismos de resistência destas bactérias que constituem ameaças globais podem 

ocorrer em cromossomos, plasmídeos ou transposons, e se distribuem principalmente como 

quatro tipos: inativação ou alteração do fármaco, modificação do sítio alvo, redução da 

acumulação intracelular e formação de biofilme (Figura 1).9-14-15 A inativação de fármacos 

ocorre pela produção de enzimas que modificam e inativam os antibióticos. Desta classe, as 

mais bem caracterizadas são as beta-lactamases, que agem hidrolisando o anel beta-lactâmico 

presente em todos os antibiótico da classe dos beta-lactâmicos, como penicilinas, 

cefalosporinas, monobactans e carbapenêmicos.9 Estas enzimas são de alto impacto clínico e 

sua prevalência está usualmente associada a K. pneumoniae com beta-lactamases de espectro 

estendido.9-16-17 Quanto a modificação do sítio alvo, esta ocorre principalmente para alvos 

proteicos - a modificação do alvo impede sua identificação pelo antibiótico. Novamente, para 

a classe dos beta-lactâmicos, há um mecanismo de resistência muito bem estabelecido que 

envolve a mutação de genes que codificam as proteínas ligadoras de penicilina (PBPs, do 
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inglês penicillin protein binding), alvo destes antibióticos. Por exemplo, em Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (MRSA), a proteína mutada PPBP2 é prevalente comparada as 

nativas, permitindo a sobrevivência desta bactéria mesmo em altas concentrações de beta-

lactâmicos.9-18 Outra condição clinicamente relevante envolve as VRE (Enterococos 

resistentes à vancomicina) que, ao adquirir genes específicos de resistência, possuem a 

resistência aos glicopeptídeos, como vancomicina e teicoplanina. Estes antibióticos agem se 

ligando ao acil-D-alanil-D-alanina (acil D-ala-D-ala), precursor dos peptídeoglicanos 

formadores da parede celular. A ligação de tais antibióticos a este sítio impede 

transglicosilação e transpeptidação, inibindo a síntese da parede e levando à eventual morte 

celular.19 A resistência principalmente associada a Enterococcus faecium e Enterococcus 

faecalis envolve ações enzimáticas que mudam a região terminal do pentapeptídeo do 

peptideoglicano, mais especificamente para D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser, o que impede a 

ligação do antibiótico e leva a resistência.3,7,9,19  

A capacidade da droga de matar ou não a bactéria depende do equilíbrio entre a entrada e 

saída da molécula no organismo bacteriano. Assim, a bactéria pode usar de uma redução da 

acumulação intracelular como um mecanismo de resistência 9. Isto pode ser feito de duas 

maneiras diferentes: perda/mutação de porinas e expressão de bombas de efluxo. A perda de 

porinas ocorre principalmente em gram-negativas, em que se reduz a presença de moléculas 

no espaço periplasmático. Essas porinas permitem a passagem de compostos hidrofílicos, 

incluindo antibióticos. Um dos exemplos mais comuns de perda de porinas é a Oprd em 

Pseudomonas aeruginosa, ou o perfil de multirresistência de K. pneumoniae devido perda de 

porinas OmpK35 ou OmpK36. Quanto a bombas de efluxo, existem muitas que se dividem 

em 5 grandes famílias: a família ABC (cassete de ligação a ATP), a família RND (resistência-

nodulação-divisão), a família de resistência a multidrogas pequenas, a superfamília de 

facilitadores principais, e a família de extrusão de multidrogas e compostos tóxicos.20 Entre as 

bombas mais clinicamente relevantes estão a bomba de efluxo polisseletiva, AcrAB-TolC, 

MexAB-OprM (RNDs). As bombas de efluxo são capazes de extrusar o composto que já 

atingiu o meio intracelular (ou intermembranar) antes que esse atinja concentração necessária 

para ação.20 

Por fim, a formação de biofilmes merece destaque a parte. Estes podem ser considerados 

um organismo vivo por si só, com características próprias. Pode ser considerado uma das 

formas de vida mais distribuídas e bem-sucedidas da Terra.21-22 Os biofilmes são 

microrganismos agregados em multicamadas em contato célula-célula, embebidos em matriz 

extracelular polimérica que adere às células e/ou a uma superfície. Tais células se comunicam 
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por pequenas moléculas, processo chamado de quorum sensing. Apesar de mais comumente 

associados a um substrato, estes podem acontecer sem fase sólida de ligação, em forma móvel 

de flocos.22 Biofilmes são sistemas complexos contendo normalmente mais de uma espécie. 

Além disso há variabilidade de células não só em espécie, mas em estados metabólicos, uma 

vez que as células se diferenciam de acordo com função e/ou localização nesta comunidade 

organizada, que causará diferente expressão de genes ou proteínas.22 O biofilme também pode 

ocorrer com fungos, como Candida albicans.23 Como características deste sistema 

autorganizável que podemos indicar, ganha destaque a tolerância aumentada a 

antimicrobianos. Esta tolerância pode ser atribuída principalmente a matriz autoproduzida, 

composta por DNA extracelular, proteínas, lipídios e principalmente por polissacarídeos,22-24 

que funciona como um “escudo bioquímico.”9 A resistência também pode ser atribuída a 

outros fatores como uma taxa aumentada de trocas genéticas, ou diferentes estados 

metabólicos das bactérias – tudo isso explicaria a maior tolerância das camadas mais internas 

do biofilme.9,22 A formação do biofilme ocorre em três passos: adesão, maturação e dispersão. 

A etapa de adesão ocorre de maneira irreversível e dependente do material. A adesão ocorre 

em geral de melhor forma com superfícies irregulares e materiais hidrofóbicos. Após adesão, 

começa o crescimento das células por divisão celular e produção da matriz.25 A dispersão 

ocorre em geral com biofilmes maduros, através da comunicação por quorum sensing e 

degradação enzimática da matriz. Assim largos aglomerados de células podem colonizar outro 

substrato.9  
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Figura 1 - Mecanismos de resistência comumente encontrados em bactéria ESKAPE.  

Fonte: Adaptada de DE OLIVEIRA et al. 15 

Estes mecanismos de resistência citados aparecem comumente em um grupo de bactérias 

conhecidas como “ESKAPE” – capazes de escapar da ação da maioria dos biocidas, estas 

bactérias representam paradigmas de patogêneses, transmissão e resistência.2 O grupo está 

associado com IRAS e os mais altos riscos de mortalidade. Atualmente, discutir sobre o 

desafio da MDR é sinônimo de discutir sobre tratamento de infecções causadas por estes 

microrganismos. Estes vêm sendo enfatizados não apenas por serem causa da maioria das 

IRAS, mas pela sua capacidade de desenvolver novos mecanismos de resistência. O acrônimo 

ESKAPE refere-se as bactérias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. 1-2,15 A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) divulgou em 2017 uma lista de prioridade global de 

bactérias resistentes para guiar a pesquisa, descoberta e desenvolvimento de novos 

antibióticos. Nesta lista, composta principalmente por microrganismos pertencentes ao grupo 

ESKAPE, encontram-se, dentre outros: A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacterales 

resistentes a carbapenêmicos como prioridade crítica, E. faecium VRE e S. aureus resistente à 

vancomicina e meticilina (VRSA e MRSA) como prioridade alta.26  
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Na última década foram relatados aumentos crescentes de IRAS de enterococous 

resistente a ampicilina e vancomicina. Assim, as taxas de VRE se tornam preocupantes, sendo 

principalmente associadas a E. faecium.9 Na Europa já são relatadas prevalências deste 

organismo com perfil VRE em pacientes hospitalizados. Na Austrália, aproximadamente 

metade das E. faecium isoladas de culturas sanguíneas são VRE 15. Surtos na Europa, Ásia, 

América do Sul e Austrália estão principalmente relacionados ao tipo de sequência (ST, do 

inglês sequence type) do complexo clonal 17 (CC17).15,27–30 Os surtos de E. faecium VRE 

normalmente são longos (11 meses) e acontecem após exposição a antibióticos.15,31-32 De 

forma geral, as infecções por VRE merecem destaque na lista da OMS e como patógeno 

ESKAPE pois agem com um custo excessivo (tratamentos de segunda linha, precauções de 

contato e limpeza diferenciada),15,33-34 além de estarem associados a um excesso de 

mortalidade.15,35  

S. aureus é um dos organismos mais associados ao perfil de multirresistência. Entre 65% 

e 85% dos isolados são resistentes a penicilina G, enquanto os isolados MRSA representam 

pelo menos 25%, chegando a 50% de prevalência em algumas áreas, aparecendo em IRAS 

como pneumonia severa e infecções da corrente sanguínea.9,15,36-37 Não só associada as IRAS, 

mas as MRSA também se tornam uma preocupação devido a infecções adquiridas na 

comunidade, tipicamente associadas a infecções de pele e tecido mole.15,37 Assim, MRSA 

afetam os sistemas de saúde por sua morbidade, internações prolongadas, custos de cuidados e 

até mesmo qualidade de vida.15,38 Vancomicina e teicoplanina são tipicamente usadas para 

tratar casos de MRSA. Assim, S. aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA) 

tem se tornado mais comuns e alguns casos de VRSA foram reportados.9,39–41 MRSA pode 

conter o elemento SCCmec contendo o gene mecA ou mecC, conferindo o perfil de 

multirresistência.9  

K. pneumoniae é um dos organismos mais comumente associados a IRAS, podendo 

causar infecções do trato urinário, cistite, infecções de feridas cirúrgicas, abcessos hepáticos e 

pneumonia.9,17 Representam no total mais de um terço das infecções hospitalares causadas por 

gram-negativos,42 dado que também se reflete no Brasil, principalmente nas unidades de 

tratamento intensivo.43 Enterobacterales, quando associadas ao perfil de resistência aos 

carbapenêmicos podem alcançar taxa de mortalidade de mais de 40%, e K. pneumoniae é o 

organismo clinicamente mais relevante com tais características.3 A disseminação global de K. 

pneumoniae resistente aos carbapenêmicos é representada principalmente pela linhagem 

ST307, com altíssima taxas de transmissão em setores de saúde.15,44 
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A. baumannii é um microrganismo em teoria não fastidioso, que ocorre principalmente 

em pacientes hospitalizados ou em contato com o sistema de saúde.15,45 Este possui uma 

sobrevivência longa em mãos humanas e superfícies inertes, explicanda altas taxas de 

contaminação cruzada.9,46 Aproximadamente metade dos isolados desta espécie são 

considerados MDR, chegando a 60% nos Estados Unidos, América Latina e Oriente Médio 15-

47 e até 90% em outras áreas.15,48 Este microrganismo possui fisiologia considerada propensa 

para o desenvolvimento de resistência. A. baumannii resistente aos carbapenêmicos, por 

exemplo, possui disseminação global associada principalmente a três complexos clonais CC1, 

CC2 e CC3.15,49-50  

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno gram-negativo oportunista, associado a 

pacientes imunocomprometidos e comumente causando infecções respiratórias severas.9,15 O 

conteúdo genético de P. aeruginosa é considerado adaptável pelo seu repertório de genes 

regulatórios - assim maioria dos isolados desta espécie apresentam resistência intrínseca a 

muitos antimicrobianos ou maior capacidade de desenvolver resistências durante um 

tratamento.9,15,51 Além disso, P. aeruginosa possui uma alta capacidade de adquirir resistência 

por aquisição de elementos genéticos. É o caso de ST235 e ST175, linhagens altamente 

perigosas e dispersas pelo mundo.15,52 

Por fim, embora E. coli não seja considerado um patógeno ESKAPE, esta espécie tem 

ganhado destaque. Quando associado a um perfil de resistência, este organismo é a principal 

causa de infecções no trato urinário, tanto na comunidade quanto em IRAS.15 Na unidade de 

tratamento intensivo, E. coli comumente desenvolve sepse. Além disso, em toda a Europa já 

são relatadas altas taxas de E. coli resistente a aminopenicilinas, fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos e cefalosporinas.15,53  

Assim, organismos ESKAPE representam um desafio e novos paradigmas de estudo, 

cujos perfis de resistência avançam  com o passar do tempo.9 O CDC (do inglês, Centers for 

Disease Control and Prevention) aponta quatro principais medidas contra este problema: 

prevenir infecções, rastreá-las, otimizar a prescrição de antibióticos, e desenvolver novos 

fármacos. Neste último tópico, existem algumas estratégias sendo utilizadas atualmente. A 

primeira delas é a utilização de antibióticos em combinação. Isto é feito por uma série de 

benefícios: maior espectro de ação, menor chance do desenvolvimento de resistência, e o 

efeito de sinergismo apresenta maior ação do que o uso de cada antibiótico de forma 

separada.8 Um exemplo é o uso da daptomicina em conjunto com fosfomicina para tratar E. 

faecium e S. aureus.8,54-55 Outro exemplo envolvendo patógenos ESKAPE é o uso de colistina 

e tigeciclina contra infecções de A. baumannii e K. pneumoniae, que tem mostrado resultados 
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promissores in vitro.8 O uso em combinação também se aplica ao caso de moléculas não 

muito efetivas sozinhas, mas que inibem o mecanismo de resistência – é o caso da 

combinação comercial clavulanato e amoxicilina. Outra combinação seria com o uso de 

vaborbactam e meropenem contra K. pneumoniae produtoras de carbapenemase.56 

Obviamente, estas combinações possuem suas limitações: nem sempre a combinação 

sinergética observada in vitro apresenta vantagens in vivo. Na verdade, algumas podem ter o 

efeito oposto ao desejado ou ainda piorar os efeitos colaterais.8 Outra maneira de usar 

antibióticos em combinação que tem se mostrado efetiva é a construção de moléculas híbridas 

sintéticas, ou seja, dois ou mais antimicrobianos sintetizados na mesma molécula para obter o 

efeito antibiótico desejado.8,57   

Ocorre também o uso de bacteriófagos. Bacteriófagos são vírus que infectam e matam 

bactérias, tendo por isso, especificidade e podendo ser usados como arma contra doenças 

infecciosas.58 A terapia usando fagos tem sido visada desde o crescimento da resistência 

antimicrobiana pois, além das vantagens já citadas, o tratamento seria específico (poupando a 

flora humana), seria rápido e em baixas doses. Além disso, o surgimento de mutações pelo 

agente infeccioso poderia ser driblado por mutações no próprio fago.8,59 Esta estratégia 

também possui suas próprias limitações, como obter fagos estáveis ou a caracterização 

genômica destes para garantir a segurança de sua aplicação – estes próprios podem ser 

agentes de transferência horizontal de genes de resistência bacteriana. 60  

Dentro dos tratamentos alternativos ainda podemos citar o uso de uso de terapia 

fotodinâmica. Para esta, usa-se um fotossensibilizador que entra em um estado excitado pela 

incidência de luz. Assim, ao transferir elétrons para a cadeia respiratória causa stress 

oxidativo que leva a morte celular. Exemplos de fotossensibilizadores comuns incluem 

derivados de fenotiazínio, derivados de xantina, porfirina, clorina, ou derivados de fulereno 61-

62. Algumas exigências da técnica são a apropriada difusão da molécula para o meio 

intracelular, toxicidade reduzida – ou preferência por permeação em procariotos -, e um 

coeficiente de absorção dentro da luz visível, de preferência comprimentos de onda que 

permitam boa penetração em tecido.8,62 A terapia fotodinâmica já possui aplicações tópicas 

muito efetivas, embora ainda haja limitações – a produção de radicais livres pode afetar 

também as células do hospedeiro. 8 

Por fim, entre as estratégias para o combate de patógenos multirresistentes como 

ESKAPE, encontram-se os peptídeos antimicrobianos, objeto alvo deste estudo, que se 

encontram descritos a seguir. 
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1.3 Peptídeos Antimicrobianos 

Neste cenário em que a busca por novos compostos antimicrobianos se faz não só 

necessária, mas também urgente, a descoberta por novos antibióticos baseando-se em 

produtos naturais parece ser uma alternativa interessante e promissora para o combate à 

resistência antimicrobiana.63 Os peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês, antimicrobial 

peptides) têm se tornado uma categoria emergente de agentes terapêuticos neste contexto. 

AMPs são uma classe crescente de peptídeos naturais e sintéticos com um amplo espectro de 

alvos, encontrados em todas as formas de vida e agem como defensores dos organismos, 

fazendo parte do sistema imune inato de muitos vertebrados.64 Embora sejam um grupo 

variado de moléculas em termo de sequência e estrutura, sua grande maioria possui 

características em comum que podem ser associados à sua atividade antimicrobiana: a carga 

positiva, normalmente proveniente de aminoácidos lisina ou arginina; a hidrofobicidade, 

sendo usualmente 50% dos aminoácidos hidrofóbicos; e a anfipacidade, dada pelo equilíbrio 

na conformação tridimensional entre aminoácidos hidrofóbicos e carregados. AMPs podem 

ser separados em duas categorias quanto ao mecanismo de ação: ação por modulação da 

resposta imune ou por morte direta. Peptídeos que agem por modulação da resposta imune 

foram por muito tempo considerados os mais importantes para o design de novas moléculas, 

por serem capazes de mobilizar respostas do próprio organismo que sofre a infecção 65–67. Um 

exemplo de peptídeos antimicrobianos extremamente importantes são as catelicidinas. 

Catelicidinas são polipeptídeos similares as defensinas, produzidas por mamíferos, 

armazenadas em lisossomos de macrófagos e leucócitos.68-69 Já foi mostrado que a LL-37, 

catelicidina humana, é capaz de suprimir a resposta inflamatória induzida por endotoxinas 

bacterianas. Mesmo em baixas concentrações, LL-37 é capaz de suprimir a secreção de 

citocina pró-inflamatória por 1h, mantendo este efeito por até 24h 65. Outros AMPs com ação 

imunomodulatória são: HDM-4, um peptídeo estável contra ação proteolítica e com ação 

antimicrobiana de amplo espectro,66 alfa-defensinas como HNP1-4, expressa no corpo 

humano em neutrófilos ou células-T,70-71 e a própria adenosina monofosfato cíclica, que além 

de participar como mensageira em muitos processos biológicos, também age como AMP 

cíclico que estimula a produção de adrenalina.67  

Quanto a ação direta, ainda podemos separar em ação por permeabilização de 

membrana (que por muito tempo acreditou-se ser o único alvo dos AMPs) e demais alvos. Na 

permeabilização de membrana, mecanismo mais conhecido para este tipo de molécula, os 

peptídeos interagem com componentes como ácidos teicóicos, lipopolissacarídeos, 
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fosfatidilserina, fosfatidilinositol, ácido fosfatídico e cardiolipinas. Estes componentes 

conferem carga negativa à membrana bacteriana e permitem uma interação eletrostática 

inicial dos AMPs positivamente carregados. Isto é extremamente importante para a 

seletividade destas moléculas: enquanto a bactéria possui membranas com estes componentes 

negativos, a face externa das membranas animais é constituída por fosfolipídios 

zwitteriônicos (como fosfatidilcolina, esfingomielina) e outros componentes neutros como 

colesterol, que não permitem uma interação eletrostática.72 Em contato com a membrana 

negativamente carregada, há estímulo para a formação de estrutura secundária (usualmente 

alfa-hélice), em que a parte hidrofílica interage com a cabeça dos fosfolipídios e a face 

hidrofóbica interage com a bicamada lipídica.73-74 Há três modos principais em que AMPs 

perturbam a membrana: barril, poro toroidal, e modelo de carpete. Nestes modelos, a própria 

permeação pode causar a morte celular por meio de lise, ou pode representar apenas uma 

etapa do processo de permeação da molécula para posterior ação intracelular.75-76 Como 

exemplo, podemos citar a própria LL-37, que além de exibir efeito imunomodulatório 

também mata a bactéria diretamente por efeito na membrana, principalmente por modo de 

poro toroidal em bicamadas fosfolipídicas.69,77 Além disso, AMPs podem agir na membrana 

de forma a alterar sua fluidez. A membrana bacteriana é composta de diversos fosfolipídios. 

Dentre eles, temos os considerados fluidos (com lipídios curtos, ramificados, ácidos graxos 

insaturados ou com maior grau de flexibilidade) e outros maiores e saturados que são 

considerados rígidos. As proteínas de membrana e proteínas anexas precisam de certo grau de 

fluidez para conseguirem se manter inseridas.78 Assim, alguns AMPs podem usar como modo 

de ação a interação e agrupamento de determinados grupos fosfolipídicos, causando regiões 

de alta fluidez e outras de alta rigidez, o que leva a deslocalização de muitas proteínas de 

membrana e atrapalha a maquinaria metabólica celular.74,79 Além disso, a incompatibilidade 

de alguns grupos pode causar lenta vasão de íons e causar despolarização de membrana.74,80-81 

Como exemplo de ação na fluidez da membrana, existe a rodomirtona, que forma 

microdomínios de fluidez que atraem proteínas de membrana. A alta fluidez leva a formação 

de vesícula que aprisiona tais proteínas e causa disfunção em toda a bactéria, além de 

despolarização tardia.79 

Por último, existem peptídeos com alvos intracelulares, cujos mecanismos foram 

descobertos recentemente, como inibição da síntese de proteínas e ácidos nucleicos e 

interrupção da atividade enzimática. Além disso, AMPs também podem inibir a síntese de 

parede celular 72. Exemplo de AMP com ação intracelular é o teixobactan, que age impedindo 

a formação da parede se ligando a precursores do lipídio II, essencial para a formação de 
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peptideoglicano.82 Embora muitos AMPs tenham sido identificados e caracterizados, poucos 

chegaram a ser utilizados em ensaios clínicos. Sua toxicidade é obstáculo a ser superado, bem 

como uma devida elucidação e confirmação dos mecanismos de ação propostos. 

Alguns peptídeos antimicrobianos, como análogos da Bothropstoxina-I e da 

Plantaricina 149, já foram investigados anteriormente pelo Laboratório de Epidemiologia e 

Microbiologia Moleculares (LEMiMo) como parte das colaborações desenvolvidas no Centro 

de Pesquisa e Inovação em Biodiversidade e Fármacos (CIBFar). Seu destaque entre os 

compostos testados e o destaque que os AMPs têm ganhado pelo potencial como candidatos a 

fármacos levou ao desenvolvimento de um projeto que permitisse uma investigação mais 

aprofundada de tais moléculas.  

 

1.3 Bothropstoxina-I 

 

A Bothropstoxina-I é uma proteína de 13.700 Da isolada do veneno de Bothrops 

jararacussu, uma serpente conhecida popularmente como Jararacuçu, localizada na América 

do Sul e responsável pelo maior número de acidentes no Brasil.83 Esta proteína, apesar de não 

apresentar atividade catalítica, possui semelhanças estruturais e moleculares com fosfolipases 

A2 (PLA2).
84-85 Estas PLA2 estão envolvidas no metabolismo de fosfolipídios, proliferação 

celular, contração muscular, entre outros.84,86,89 Estudos sugerem que algumas destas proteínas 

semelhantes a PLA2 encontradas no veneno de cobras e serpentes podem prevenir ação 

patogênica na glândula excretora de veneno, além de prevenir que a presa de tais animais seja 

consumida pela degradação de outros microrganismos,84,90-91 e estudos anteriores também 

sugerem que a região responsável por tais atividades é a porção C-terminal destas 

proteínas.84,92 Um peptídeo derivado da porção C-terminal da Bothropstoxina-I, de sequência 

KKYRYHLKPFCKK, foi então previamente analisado e se mostrou um interessante 

candidato para aplicação como antimicrobiano. A dimerização do peptídeo foi utilizada como 

estratégia de design racional, na tentativa de aumentar sua atividade e seletividade (peptídeo 

(p-BthTX-I)2). Inicialmente, o peptídeo mostrou atividade antimicrobiana contra S. aureus e 

E. coli, mas não contra fungos como C. albicans. Também foi observada ausência de 

atividade hemolítica e atividade em outras células humanas, como epiteliais, macrófagos e 

eritrócitos.84,93 Estes dados indicaram bom potencial para uso terapêutico desta molécula, 

dada sua especificidade. Quando testado em modelos de membrana, não houve lise ou mesmo 

a formação de poros, indicando a possibilidade de um mecanismo de ação alternativo. Deve-

se enfatizar o resultado do dicroísmo circular para esse peptídeo que mostra sua conformação 
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como predominantemente desordenados, o que se distingue da maioria dos peptídeos que 

assumem conformação de alfa-hélice quando em interação com membranas aniônicas.84 

Posteriormente, o peptídeo foi avaliado quanto a sua estabilidade em soro, uma vez que um 

dos grandes problemas associados a utilização de AMPs na prática clínica é sua 

susceptibilidade a proteases presentes no corpo do hospedeiro.8,93 Apesar da dimerização 

anteriormente citada ajudar na proteção da molécula contra atividades proteolíticas, o 

peptídeo ainda sofreu degradações em soro, como a perda das duas lisinas da região C-

terminal, posteriores a ponte de cisteína que causa a dimerização. Supõe-se que esta 

degradação tenha ocorrido pela atividade de carboxipeptidase B, uma enzima presente no 

sangue que degrada resíduos de lisinas e argininas.93-94 Esta perda, porém, não parece ter 

afetado a atividade antimicrobiana da molécula, que se mostrou ativa mesmo para linhagens 

MDR.93 Isto, porém, permite questionar qual a relação estrutura atividade para esta molécula, 

dada que as modificações que ocorreram não pareceram alterar sua ação. Assim, (p-BthTX-I)2 

mostra grande potencial para aplicação terapêutica, porém deixa dúvidas quanto ao seu 

mecanismo de ação e a sua capacidade de ter a estrutura otimizada.  

 

1.4 Plantaricina 149 

 

A Plantaricina 149 é um tipo de bacteriocina: peptídeos sintetizados pelos ribossomos 

de bactérias que interferem no crescimento de outros microrganismos. As plantaricinas são 

originárias de Lactobacillus plantarum, uma bactéria gram-positiva largamente distribuída na 

natureza. A Plantaricina 149 foi obtida da linhagem L. plantarum NRIC 149, bactéria 

originalmente isolada de abacaxi. Este peptídeo de sequência 

YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG apresentou atividade para outros lactobacilos, e sua 

versão sintética com amidação do C-terminal apresentou ação bactericida para S. aureus e 

Listeria monocytogenes, mas também forte atividade hemolítica.95 Alguns análogos para este 

peptídeo foram sintetizados, e notou-se que a perda do pentapeptídeo inicial da sequência era 

benéfica uma vez que ainda havia atividade para bactérias patogênicas. Além disso, a 

mudança conformacional típica de AMPs para interagir eletrostaticamente com a membrana e 

formar estrutura helicoidal se manteve.95 Outra tentativa de otimização foi manter o grupo 

protetor Fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) na porção N-terminal da bactéria. Esta mudança 

trouxe importantes resultados como ação melhorada em gram-positivos e promoveu ação em 

gram-negativo, até então não observada.95 O grupo Fmoc é um grupo altamente hidrofóbico e 
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volumoso,96 logo, apesar de não contribuir com a atração eletrostática, este parece se inserir 

na porção hidrofóbica entre as camadas de fosfolipídios.95 Esta inserção foi verificada pela 

alteração significativa da integridade das camadas lipídicas sintéticas utilizadas como modelo 

de membrana. Supõe-se que este uptake do grupo Fmoc seja o motivo da maior ação em 

gram-negativos,95 que possuem uma membrana externa com composição diferenciada em 

relação a gram-positivas. Por outro lado, essa ação fortemente hidrofóbica levou ao aumento 

de toxicidade, uma vez que aumentou a interação com fofolipídios zwitteriônicos – que como 

já discutido, representa a maior parte da bicamada lipídica da membrana eucariótica.72 

Posteriormente, foi elucidado os mecanismos físico-químicos que ocorrem na interação entre 

o peptídeo original (sem nenhuma modificação) e modelos de membrana.97 Sua ligação de 

fato depende da densidade de carga eletrônica negativa da membrana e pode causar um efeito 

disruptivo. Por outro lado, também foi observado adsorção em membranas zwitteriônicas, o 

que explica ação descrita em Saccharomyces cerevisae. Outros fatores além de carga parecem 

modular a ação de Plantaricina 149, como curvatura, organização lipídica e grau de 

hidratação.97–99 Nesta avaliação em membranas, sugere-se que Plantaricina 149 aja no modo 

de carpete, em que as hélices alinham-se paralelas ao modelo de membrana.100 Sugere-se que 

este mecanismo também seja observado em gram-positivas. Assim, peptídeo modificados não 

foram amplamente explorados quanto a sua ação antimicrobiana e ainda há a necessidade da 

confirmação do mecanismo de ação proposto para as bactérias, além de verificar o papel da 

interação com fosfolipídios zwitteriônicos na toxicidade em células eucarióticas.  
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2 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo é trazer uma nova abordagem aos estudos prévios que caracterizam os 

AMPs Plantaricina 149 e (p-BthTX-I)2, trazendo informações detalhadas sobre a ação em 

microrganismos resistentes. Mais especificamente, espera-se otimizar estes peptídeos, para 

obter análogos sintéticos com maior atividade antimicrobiana e taxa de hemólise reduzida, 

para a posterior caracterização e elucidação do mecanismo de ação dos melhores peptídeos 

obtidos. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 Realizar a síntese de peptídeos sugeridos a partir dos dados já conhecidos da 

Plantaricina 149 e p-BthTX-I; 

 Estudar os parâmetros farmacoquímicos dos peptídeos utilizando quimioinformática; 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM) dos peptídeos sintetizados para linhagens gram-positivas e gram-

negativas; 

 Avaliar inicialmente a toxicidade dos peptídeos sintetizados através de teste de 

atividade hemolítica;  

 Selecionar, dentre todos os avaliados, os peptídeos com os melhores parâmetros; para 

estes: 

o Determinar a CIM e CBM para diversas linhagens de bactérias ESKAPE de 

origem clínica; 

o Estudar o tempo de ação dos peptídeos através de ensaios de cinética de morte 

e efeito pós-antibiótico em gram-positivos e gram-negativos; 

o Investigar a ação dos peptídeos na membrana através de ensaio de 

despolarização da membrana; 

o Investigar o mecanismo de ação dos peptídeos através da microscopia 

eletrônica de transmissão e ensaio de sinergismo com antibióticos comerciais; 

o Determinar a seletividade dos peptídeos através da avaliação da citotoxicidade 

por MTS; 

o Estudar a propensão dos peptídeos em desenvolver resistência através de 

evolução dirigida in vitro; 

o Estudar os mecanismos de ação dos peptídeos avaliando fenotípica e 

genotipicamente as linhagens obtidas ao final da evolução dirigida.  

  



40 

 

 

 

 

  



41 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Síntese dos peptídeos 

 

A síntese dos peptídeos foi feita em parceria com a Profa. Dra. Leila Beltramini, no 

grupo de Biofísica e Biologia Estrutural “Sérgio Mascarenhas”, do Instituto de Física de São 

Carlos, da Universidade de São Paulo, e com o Prof. Dr. Eduardo Cilli, no Instituto de 

Química da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho/Araraquara, sendo 

executada de acordo com a técnica de síntese em fase sólida introduzida por Merrifield 95-101. 

A síntese foi dividida em etapas de acoplamento e desproteção, e por último ocorreu a 

clivagem. Inicialmente, a resina Rink Amide foi solvatada em N,N-dimetilformamida (DMF) e 

diclorometano (DCM) por 3 ciclos de 20 minutos e em seguida desprotegida com 4-metil-

piperidina 20% em DMF por 20 minutos. O acoplamento dos aminoácidos foi feito em 

seguida, solubilizando os aminoácidos em DMF e DCM, na proporção 2 mols de 

aminoácido:1 mol de resina. Com esta mesma proporção, são adicionados os ativadores de 

acoplamento N-Hidroxibenzotriazol (HOBT) e diisopropilcarbodiimida (DIC). Esta mistura 

foi colocada em agitação com a resina por cerca de 120 minutos, seguida da etapa de 

desproteção que consiste na lavagem com 4-metil-piperidina a 20% em DMF para a remoção 

do grupo Fmoc. Estas etapas de acoplamento e desproteção foram repetidas até que todos os 

aminoácidos fossem adicionados à cadeia. A cada novo aminoácido adicionado, foi feito o 

teste de nihidrina para verificar seu correto acoplamento. Após o acoplamento do último 

resíduo de aminoácido (e/ou das modificações adicionadas no N-terminal dos peptídeos), 

iniciou-se a etapa de clivagem, na qual a resina foi lavada com DMF e DCM e os peptídeos 

foram clivados com uma lavagem de 2 horas de solução de 95% de ácido trifluoroacético, 

2,5% de triisopropilsilano, e 2,5 % de água. 

Os peptídeos foram filtrados, precipitados em éter etílico a 4°C e centrifugados a 3000 

rpm por 10 minutos. Esses procedimentos foram repetidos por 3 vezes, quando estes foram 

então secos e separados da resina pela adição de água e TFA 0,1%, seguida de centrifugações. 

Por último, os peptídeos foram liofilizados. Os peptídeos foram analisados no HPLC quanto a 

sua pureza e espectrometria de massas para confirmação da sua sequência de acordo com a 

razão carga/massa. 
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3.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida 

Mínima 

 

Este estudo foi realizado para avaliar em qual concentração o peptídeo inibe e mata 

determinada linhagem bacteriana. O estudo foi realizado seguindo as recomendações do 

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).102 Cada peptídeo a ser testado foi diluído em 

512 mg/L em caldo Mueller Hinton Cátion Ajustado (MHCA). O peptídeo diluído foi então 

adicionado à microplaca de 96 poços, de onde partiram diluições seriadas (1:2) até a 

concentração de 0,06 mg/L. As bactérias foram ajustadas utilizando o Densimat (Biomérieux) 

a partir de colônias com menos de 24h de crescimento, e adicionadas em cada poço em uma 

concentração final de 5 x 105 UFC/ml. A placa foi incubada a 35 °C por 20 horas, quando se 

fez a leitura visual dos resultados. Quando a CIM foi maior que a concentração testada, o 

peptídeo foi considerado sem atividade para estas condições. Os testes foram realizados em 

triplicata e com controle de esterilidade. Após a leitura visual da CIM, 100 μL do conteúdo do 

poço equivalente a CIM, uma diluição anterior e duas posteriores foi inoculado em placa de 

MHCA-Ágar por técnica de microgota. A placa foi incubada em estufa a 37°C por 24 horas, 

quando foi feita a leitura visual para observar qual concentração não houve o crescimento 

bacteriano. A atividade foi considerada bactericida quando a razão CBM/CIM era de 4, e 

bacteriostática para uma razão acima de 4.103 Os compostos cujo CBM foi maior que as 

concentrações testadas tiveram atividade dada como não determinada. O experimento foi 

realizado em triplicata experimental, com 3 réplicas biológicas para os peptídeos selecionados 

para estudo. 

A CIM e CBM de todos os peptídeos sintetizados foram determinadas testando as 

linhagens de referência S. epidermidis ATCC 35984, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis 

ATCC 29212, E. faecium ATCC 700221, K. pneumoniae ATCC 700603, E. coli ATCC 

25922, A. baumannii ATCC 19606, P. aeruginosa ATCC 27853. Posteriormente, para os 

peptídeos selecionados, foram testadas linhagens listadas e descritas nas Tabelas do Anexo A. 

 

3.3 Teste de atividade hemolítica 

 

A avaliação de atividade hemolítica foi realizada como uma avaliação inicial de 

toxicidade dos peptídeos sintetizados, e foi feita apenas para os peptídeos que se mostraram 

ativos contra as bactérias. Esse experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética da 
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Universidade Federal de São Carlos (CAAE 52231421.7.0000.5504). Sangue de voluntários 

humanos que não estavam em tratamento com nenhum medicamento foi colhido em tubo com 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e submetido à três lavagens com tampão Phosphate 

buffered saline (PBS). As hemácias precipitadas foram suspensas à 1% em PBS. O peptídeo 

foi testado em concentrações crescentes (0,06 a 512 mg/L) e incubado com as hemácias por 1 

hora à 37°C. O conteúdo dos poços foi centrifugado por 15 minutos à 800 xg, e o 

sobrenadante teve sua absorbância medida a 405 nm no equipamento SpectraMax M5 

(Molecular Devices). Como controle negativo foi utilizado PBS e para controle positivo 

(100% hemólise) foi utilizado PBS/Triton X-100 1% 104. O experimento foi realizado em 

triplicata experimental, com 3 réplicas biológicas para os peptídeos selecionados para estudo. 

 

3.4 Análise de QuimioInformática 

 

Esta análise foi desenvolvida como uma forma de melhor caracterizar os peptídeos 

sintetizados, em colaboração com o Dr. Leonardo L. G. Ferreira e o Dr. Adriano Andricopulo, 

no Laboratório de Química Medicinal e Computacional, Instituto de Física de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, por meio de predições computacionais. A estrutura química dos 

peptídeos foi desenhada no programa ChemDraw® (Perkin Elmer). Em seguida, estas 

estruturas foram analisadas no programa StarDrop® (Optibrium), no qual foram calculados 

alguns parâmetros in silico de farmacocinética e farmacodinâmica, tais quais: logP, 

penetração na barreira hematoencefálica, absorção intestinal humana. 

 

3.5 Dicroísmo circular 

 

Os peptídeos foram diluídos em solução aquosa (pH 7,0) a uma concentração de 0,25 

mg/mL e seu respectivo espectro de CD convencional foi tomado no espectropolarímetro 

Jasco J-815 CD Spectrometer do Biofísica e Biologia Estrutural “Sérgio Mascarenhas”, do 

Instituto de Física de São Carlos, da Universidade de São Paulo, registrando 3 varreduras 

individuais de cada amostra no intervalo de 280 nm a 190 nm com passo de 1 nm, em cubetas 

retangulares de quartzo de 1 mm de caminho ótico, e velocidade de 50 nm/min, a 25°C. 

Todos os espectros de CD foram processados com o software CDToolX, obtendo a média dos 

espectros individuais, realizando a subtração das contribuições do espectro da solução tampão 

correspondente nas mesmas condições, zerando os espectros na região de 265 - 270 nm, e 

convertendo a unidade do sinal θ (originalmente em miligraus) para a unidade Δ𝜀 (M-1 cm-1). 



44 

 

3.6 Determinação da Cinética de Morte 

 

O experimento foi realizado conforme preconizado pelo CLSI e descrito anteriormente 

93-105 para verificar com qual velocidade os peptídeos seriam capazes de matar todo o inóculo 

bacteriano exposto. A determinação da cinética de morte foi feita para as bactérias S. aureus 

ATCC 25923, S. aureus SA43, A. baumannii ATCC 19606, A. baumannii ACI50 para os 

peptídeos selecionados e antibióticos controle (daptomicina para S. aureus e polimixina B 

para A. baumannii). Um inóculo bacteriano foi ajustado para cerca de 6 x 107 CFU/ml. A 

suspensão bacteriana foi ajustada e 100 µl foram adicionados a 10 ml de MHCA contendo 

0,5x, 1x, 2x e 4x a CIM de cada peptídeo ou antibiótico para a linhagem testada. Após a 

homogeneização dos tubos, um inóculo de 20 µl foi retirado e diluído seriadamente em 

solução salina 0,85%. Os tubos ficaram sob incubação a 37°C e novos inóculos foram 

retirados em 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h e 24 h. As diluições em solução salina 

foram semeadas por técnica de microgotas (6 gotas de 15 µl cada) em ágar infusão de cérebro 

e coração (BHI, do inglês Brain and Heart Infusion) e incubadas em 37 °C por 24 h. As 

colônias foram posteriormente contabilizadas. As bactérias cultivadas na ausência dos 

peptídeos foram utilizadas como controle positivo e caldo esterilizado foi usado como 

controle negativo. O experimento foi realizado em duplicata biológica. 

 

3.7 Estudo de Efeito pós-antibiótico (post antibiotic effect, PAE) 

O experimento foi realizado para verificar por quanto tempo os peptídeos continuavam 

a influenciar o crescimento das bactérias mesmo após retirados depois da exposição. O estudo 

foi feito conforme descrito anteriormente. 106 A determinação do efeito pós antibiótico feita 

para as bactérias S. aureus ATCC 25923, S. aureus SA43, A. baumannii ATCC 19606, A. 

baumannii ACI50 para os peptídeos selecionados e para antibióticos controle (daptomicina 

para S. aureus e polimixina B para A. baumannii). Um inóculo bacteriano foi ajustado para 

cerca de 6 x 107 CFU/ml e 100 µl foram adicionados a 10 ml de MHCA contendo 0,5x e 1x a 

CIM a CIM de cada peptídeo ou antibiótico para a linhagem testada. Após a homogeneização 

os tubos foram incubados a 37°C por 15 min (tempo escolhido de acordo com resultados 

prévios da cinética de morte). Em seguida, os tubos passaram por três centrifugações a 3000g 

durante 10 minutos, em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e as 

bactérias foram suspensas em 10 ml de MHCA fresco a 37°C. A cada hora, um inóculo de 20 

µl foi retirado e diluído seriadamente em solução salina 0,85%. As diluições foram semeadas 
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por técnica de microgotas (6 gotas de 15 µl cada) em ágar BHI e incubadas em 37 °C por 24 

h. As colônias foram posteriormente contabilizadas. As bactérias cultivadas na ausência dos 

peptídeos foram utilizadas como controle positivo e caldo esterilizado foi usado como 

controle negativo. O experimento foi realizado em duplicata biológica. O efeito pós 

antibiótico (PAE) é definido por: PAE = T – C, no qual T é o tempo para a CFU do 

experimento aumentar em 1 log, enquanto C é o mesmo, porém para o controle positivo de 

crescimento. Os ensaios foram feitos em duplicata biológica. 

 

3.8 Avaliação de citotoxicidade por MTS 

 

A avaliação de citotoxicidade por [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-

2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolio] (MTS) foi feita no Laboratório de Química Medicinal e 

Computacional, Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, em parceria 

com a Dra. Julia Medeiros Souza e o Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo. Foram utilizadas as 

seguintes células: THP-1 (macrófagos humanos diferenciados), HFF-1 (fibroblastos humanos) 

e HepG2 (carcinoma hepático humano). O ensaio MTS é um ensaio colorimétrico comumente 

usado como medida indireta de viabilidade celular, uma vez que este sal, de coloração 

amarela, é metabolizado por enzimas desidrogenases mitocondriais. Assim espera-se medir o 

possível efeito citotóxico dos peptídeos. As células foram cultivadas em placas de 96 poços a 

37°C por 24h. Após a incubação, os peptídeos foram adicionados em concentrações 

crescentes nos poços (a partir de 512 mg/L) e incubados por 24h, a 37°C. Após esse período, 

o reagente MTS foi adicionado e as células passaram mais 4 h em incubação. Em seguida, foi 

feita a leitura em espectrofotômetro a 490 nm. Como células controle (100% viabilidade) foi 

utilizado meio fresco. Doxorubicin foi utilizado como controle positivo de morte celular. Os 

ensaios foram feitos em triplicatas biológicas. 

 

3.9 Estudo de sinergismo antimicrobiano 

 

A medição de sinergismo é usada para determinar o impacto na potência da 

combinação de antibióticos em comparação com suas atividades individuais. Este estudo foi 

feito através da análise quadriculada, no qual o ensaio é feito da mesma maneira que a 

determinação da CIM conforme descrito em 3.2 Determinação da Concentração Inibitória 

Mínima e Concentração Bactericida Mínima, mas com a diluição de um composto A na 

horizontal e de um composto B na vertical, conforme indica a Figura 2 abaixo. 
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Figura 2 - Exemplo de configuração típica de ensaio de sinergismo pela metodologia quadriculada. As colunas 1 

a 11 contêm diluições em série do composto A e as linhas A à G contêm diluições em série do 

composto B. A coluna 12 contém diluição do composto B sozinho, enquanto a linha H contém 

diluição do composto A sozinho. Esses controles são usados para determinar o valor da CIM para 

cada composto, que por sua vez é usado para calcular o valor de CIF.  

Fonte: Adaptada de EmeryPharma® 

Este ensaio foi realizado utilizando os peptídeos na posição do composto A e 

antibióticos na posição do composto B ciprofloxacina, tobramicina, vancomicina, ampicilina e 

imipenem (cada um escolhido com o intuito de avaliar diferentes alvos bacterianos) foram 

testados com as bactérias S. aureus ATCC 25923 e A. baumannii ATCC 19606. Com a 

primeira, ainda foi testado daptomicina e, com a segunda, polimixina B.  

A concentração inibitória fracional (CIF) foi calculado de acordo com a fórmula: 

 

𝐶𝐼𝑀𝐴 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀𝐴
+  

𝐶𝐼𝑀𝐵 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀𝐵
=  𝐶𝐼𝐹𝐴 +  𝐶𝐼𝐹𝐵 = Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐼𝐹 

Para os antibióticos em que foi observado sinergismo, foram ainda utilizadas outras 

linhagens patogênicas descritas nas Tabelas do Anexo A.  

Para o peptídeo em que foi observado sinergismo com o antibiótico vancomicina em 

gram-negativo, o ensaio também foi feito com MHCA complementado com Mg+2. Para isso 

foi feita uma solução de cloreto de magnésio a 1,05 M que foi adicionado ao MHCA utilizado 

no ensaio em uma razão 1:50 para obter uma concentração final de 21 mM.107 Os ensaios 

foram feitos em triplicatas biológicas.  
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3.10 Despolarização de membrana 

 

 Este ensaio foi feito com o intuito de verificar se os peptídeos causariam danos à 

membrana bacteriana, de forma a levar ao efluxo de íons. Foram utilizadas as linhagens S. 

aureus ATCC 25923 e A. baumannii ATCC 19606. Inicialmente colônias isoladas foram 

cultivadas em MHCA sob agitação a 37°C até a fase mid-log (entre 4h e 6h). Em seguida este 

cultivo foi centrifugado a 4000 rpm em temperatura ambiente por 10 min. O sobrenadante foi 

descartado e as células foram suspensas no tampão de respiração (5 mM de HEPES e 20 mM 

de glicose pH 7,4). As células foram novamente centrifugadas e suspensas em tampão fresco, 

sendo em seguida ajustadas para DO600 = 0,05 no Spectramax M5 (Molecular Devices). Em 

seguida a solução estoque de Iodeto de 3,3'-dipropiltiadicarbocianina (DISC3(5)) diluída em 

dimetilsulfóxido foi adicionada na concentração final de 0,2 µM (solução estoque à 100 µM, 

logo, diluição 1:500). Para A. baumannii, nesta etapa adicionou-se também 0,05 mM de 

EDTA. A células foram incubadas com o DISC3(5) por 1h em temperatura ambiente. Após a 

incubação, 200 µL foram adicionados a cada poço de uma microplaca preta fosca de fundo 

chato. A cada poço foram adicionados 2 µL de peptídeo em uma concentração final de 4x, 1x 

ou 0,5x a CIM. Melitina a uma concentração final de 10 mg/ml também foi usado como 

controle positivo (100% de despolarização, sempre comparado ao pico de despolarização). 

Logo em seguida a placa foi lida no Spectramax M5 (Molecular Devices) no modo 

florescência, com excitação em 622 nm e emissão em 670 nm, durante 5 minutos. Os ensaios 

foram feitos em triplicata experimental e biológica. Os resultados foram expressos em 

gráficos de intensidade de fluorescência (unidades arbitrárias) por tempo.  

  

3.11 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

 A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi feita para S. aureus ATCC 25923 

e A. baumannii ATCC 19606, para verificar quais mudanças morfológica ocorreram após 

exposição das células aos peptídeos. Inicialmente colônias isoladas foram cultivadas em 

MHCA sob agitação a 37°C até a fase mid-log (entre 4h e 6h). Cerca de 30 mL deste cultivo 

foi ajustado para DO600 = 0,05 no Spectramax M5 (Molecular Devices) em MHCA, e foram 

tratados com os peptídeos a 0,5x, 1x e 4x a CIM. Após a homogeneização os tubos foram 
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incubados a 37°C por 15 min (tempo escolhido de acordo com resultados prévios). Em 

seguida, os tubos passaram por três centrifugações a 3000g durante 10 minutos, em 

temperatura ambiente, intercaladas por lavagens com tampão PBS. Os sobrenadantes foram 

descartados e as bactérias foram suspensas em PBS com 3% de glutaraldeído, sendo então 

mantidas a 4°C por 2h, quando ocorreu nova centrifugação. As células foram então enviadas 

ao Laboratório Multiusuário de Microscopia Eletrônica da Universidade de São Paulo. Neste 

laboratório, as células foram mais uma vez suspensas em PBS e então fixadas com 3% de 

glutaraldeído durante 2h a 0°C. As células foram lavadas com PBS e fixadas com tetróxido de 

ósmio durante 2h a 4°C. Em seguida, foram lavadas e desidratadas com concentrações 

crescentes de etanol. Após a última lavagem em etanol, as células foram suspensas em óxido 

de propileno e centrifugadas duas vezes. O óxido foi retirado e o material depositado em 

resina epóxi, seguido de agitação overnight. O material foi centrifugado, transferido para uma 

cápsula com resina pura, e feitos cortes ultrafinos com o ultramicrótomo. Os cortes foram 

então analisados com o microscópio JEOL – 100CX-II, Japão. Para comparação quantitativa 

entre as amostras foram capturadas 10 imagens em campos aleatórios, em aumento de 20.000 

x. As amostras tratadas e não tratadas tiveram os danos celulares e número de céulas 

observados comparados por meio de teste ANOVA. As amostras foram feitas em duplicata 

biológica. 

 

3.12 Seleção in vitro e extração de DNA das linhagens obtidas 

 

O estudo foi realizado para verificar a propensão dos peptídeos para o 

desenvolvimento de resistência, conforme descrito anteriormente.66 Mutações no genoma de 

isolados com incremento da CIM também podem dar indícios do modo de ação do peptídeo. 

Foram utilizadas as linhagens S. aureus ATCC 25923 e A. baumanni ATCC 19606 para os 

peptídeos selecionados e para antibióticos controle (ciprofloxacina, além de daptomicina para 

S. aureus e polimixina B para A. baumannii). Inicialmente os peptídeos ou antibióticos 

tiveram sua CIM determinada conforme descrito na seção 3.2. No dia da leitura da CIM, a 

microplaca teve a absorbância quantificada a 600 nm no Spectramax M5 (Molecular 

Devices). Nos poços em que foi observado 50% ou mais de inibição em relação ao controle 

positivo (mas ainda apresentando crescimento), o conteúdo do poço foi diluído 1:20 e 

utilizado como novo inóculo bacteriana para uma nova microplaca de CIM (preparada 

novamente, de maneira igual a anterior). Esse processo foi repetido diariamente durante 30 

dias. Após os 30 dias, as linhagens finais foram submetidas a 3 passagens em meio MHCA 
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livre de antibióticos ou peptídeos para sua estabilização. O experimento foi realizado em três 

réplicas biológicas feitas concomitantemente. 

As linhagens obtidas do experimento de seleção in vitro tiveram sua CIM determinada 

tanto para os peptídeos quanto para os antibióticos controle (neste último caso, para verificar a 

ocorrência de resistência cruzada). As linhagens que apresentaram sensibilidade reduzida ao 

peptídeo em relação a CIM inicial tiveram seu DNA extraído com QIAGEN® Dneasy Blood 

and Tissue Extraction Kit, seguindo as recomendações do fabricante. O DNA foi quantificado 

e teve as razões 260/280 e 260/230 determinadas utilizando o Nanodrop (ThermoFisher). Para 

verificar se houve degradação do DNA após a extração, foi corrido um gel de agarose 0,8% 

(contendo 1% de SybrSafe) a 90 V por 45 min, que foi posteriormente revelado usando o 

fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories Inc., Estados Unidos). Por fim, os 

DNAs foram embalados em criotubos e enviados para o sequenciamento de genoma em 

parceria com o Prof. Dr. Paulo J. M. Bispo, da Harvard University. O sequenciamento foi 

realizado com o kit Nextera XT DNA Library Preparation (Illumina), de acordo com as 

especificações do fabricante. Os genomas foram sequenciados como leituras de 2x250bp em 

um sequenciador Illumina MiSeq, de acordo com as especificações do fabricante com uma 

profundidade mínima de cobertura de 126x (variando de 126x a 242x) . A análise foi feita 

usando o software CLC Genomics Workbench versão 10 (QIAGEN, Alemanha). O assemble 

dos genomas foi feito usando minimum contig lenght = 1000 e a análise de variantes foi feita 

usando cobertura de 50x.  

 

3.13 Ensaios de arranjos fenotípicos 

 

 Os ensaios de comparação fenotípica/metabólica foram feitos entre as linhagens 

iniciais e finais de S. aureus do experimento de seleção in vitro. Para isso, foi seguido o 

protocolo de B. subtilis e outras bactérias gram-positivas disponibilizado pela Biolog (Estados 

Unidos). Foram escolhidos os painéis PM1 a PM20 – que avaliam fontes de carbono, 

nitrogênio, fósforo e enxofre, além de pH e sensibilidade química a diversos compostos - 

(exceção PM5) para as análises fenotípicas. Seguindo instruções do fabricante, foram feitas as 

seguintes soluções: solução A (MgCl2.6H2O 0,488 mg/mL; CaCl2.2H2O 0,176 mg/mL; L-

arginina 0,063 mg/mL; L-glutamato 1,01 mg/mL; L-cistina pH8,5 0,036 mg/mL; 5’-UMP, 

2Na 0,111 mg/mL; extrato de levedura 0,6 mg/mL; tween 80 0,6 mg/mL), solução B (ácido 

tricarbálico, pH7,1 42,03 mg/mL; MgCl2.6H2O 0,488 mg/mL; CaCl2.2H2O 0,176 mg/mL; L-

cistina pH8,5 0,036 mg/mL; 5’-UMP, 2Na 0,111 mg/mL, extrato de levedura 0,6 mg/mL; 
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tween 80 0,6 mg/mL; D-glicose 5,4 mg/mL; piruvato, Na 6,6 mg/mL), solução C (ácido 

tricarbálico, pH7,1 42,03 mg/mL; MgCl2.6H2O 0,488 mg/mL; CaCl2.2H2O 0,176 mg/mL; L-

arginina 0,063 mg/mL; L-glutamato 1,01 mg/mL; extrato de levedura 0,6 mg/mL; tween 80 

0,6 mg/mL; D-glicose 5,4 mg/mL; piruvato, Na 6,6 mg/mL), e solução D (MgCl2.6H2O 0,488 

mg/mL; CaCl2.2H2O 0,176 mg/mL; extrato de levedura 0,6 mg/mL; tween 80 0,6 mg/mL; D-

glicose 5,4 mg/mL; piruvato, Na 6,6 mg/mL). As soluções foram filtradas em 0,22 µm e 

guardadas a 4°C. As células do ensaio foram estriadas no dia anterior ao experimento em 

meio Biolog Universal Growth Media (BUG) e incubadas a 33°C. No dia do experimento, as 

células foram ajustadas para 81% de transmitância em fluido inoculante IF-0a GN/GP usando 

o Turbidímetro (Biolog). As seguintes soluções foram então preparadas e 100 µl foram 

pipetados em cada poço das respectivas placas: para as placas 1 e 2, foram adicionados 20 mL 

de IF-0a GN/GP, 0,24 mL de corante H, 2 mL de solução A e 1,76 mL de células ajustadas; 

para as placas 3, 6, 7 e 8 foram adicionados 40 mL de IF-0a GN/GP, 0,48 mL de corante H, 4 

mL de solução B e 3,52 mL de células ajustadas; para placa 4 foram adicionados 10 mL de 

IF-0a GN/GP, 0,12 mL de corante H, 1 mL de solução C e 0,88 mL de células ajustadas, e 

para as placas 9 a 20 foram adicionados 110 mL de IF-10b GN/GP, 1,32 mL de corante H, 11 

mL de solução D e 9,68 mL de células ajustadas. As placas foram então incubadas no 

aparelho Omnilog a 36°C por 48h, com leituras de absorbância a cada 15 min. As curvas de 

crescimento foram comparadas usando o próprio software Parametrics (Biolog), usando os 

parâmetros slope, max slope e height. O experimento foi feito com uma replicata biológica.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Bothropstoxina-I 

 

Os análogos do peptídeo originário da Bothropstoxina-I foram idealizados e 

sintetizados em colaboração com o Prof. Dr. Eduardo M. Cilli e Prof. Dr. Norival A. Santos-

Filho, da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho. A Tabela 1 - Resumo dos 

análogos de Bothropstoxina-I sintetizados e sua atividade antimicrobiana e hemolíticamostra 

esses análogos junto com suas atividades antimicrobianas (através da CIM) e atividades 

hemolítica. 

Tabela 1 - Resumo dos análogos de Bothropstoxina-I sintetizados e sua atividade antimicrobiana e hemolítica 
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E(NA1307) E(KKYRYHLKPFCKK)2 32 S.A. 128 128 128 S.A. 128 S.A. >512 

(NA1307)K (KKYRYHLKPF)2K 8 32 64 16 S.A. 32 256 S.A. >512 

(TL1815)-KK (YRYHLKPF)2K 512 S.A. S.A. 128 S.A. 64 512 S.A. N.D. 

LM1944 (AKYRYHLKPF)2K 64 S.A. 512 512 512 512 128 S.A. >512 

LM1941 (KAYRYHLKPF)2K 128 S.A. 512 64 S.A. S.A. 256 S.A. >512 

TL1817 (KKARYHLKPF)2K 128 S.A. S.A. 128 S.A. 256 S.A. S.A. >512 

TL1818 (KKYAYHLKPF)2K 256 S.A. S.A. 512 S.A. S.A. 512 S.A. >512 

TL1819 (KKYRAHLKPF)2K 256 S.A. S.A. S.A. 512 256 S.A. S.A. >512 

LM1950 (KKYRYALKPF)2K 16 512 512 512 512 512 128 S.A. >512 

LM1954 (KKYRYHLAPF)2K 32 256 128 64 256 64 64 512 >512 

TL1822 (KKYRYHLKPA)2K 512 512 S.A. 256 S.A. 256 S.A. S.A. >512 

NA1896 (KKWRWHLKPF)2K 16 64 64 16 32 32 32 64 >512 

NA1897 (KKWRWHLKPW)2K 16 32 64 16 32 16 32 64 >512 

S.A., Sem atividade para as condições testadas 

N.D., Não determinada 

HC50, Concentração de 50% de hemólise 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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A atividade já relatada deste peptídeo serviu de inspiração e ponto de partida para as 

modificações que visaram potencializar sua ação. A dimerização deste peptídeo (já realizada 

anteriormente através de ponte dissulfeto com o aminoácido cisteína) parece ter sido 

importante para sua atividade.93 De fato, a dimerização de peptídeos antimicrobianos é 

utilizada como parte do design racional de AMPs, pois a oligomerização destes contribui para 

sua atividade e seletividade, independente do mecanismo de ação.108 Assim, as primeiras 

modificações desenhadas para este peptídeo tiveram como foco sua dimerização. Dois 

peptídeos foram desenhados: E(NA1307) no qual o glutamato foi utilizado para realizar uma 

dimerização na porção N-terminal, e (NA1307)K no qual a lisina foi utilizada para fazer a 

dimerização na região C-terminal. O processo de síntese utilizado permitiu investigar como 

diferentes regiões do peptídeo se relacionam com sua atividade, uma vez que diferentes 

porções estarão livres estereoquimicamente para interação com o dímero ou com a bactéria. O 

peptídeo E(NA1307), além de apresentar a dimerização na região N-terminal, também 

apresentou a ponte dissulfeto entre os resíduos de cisteína. Isso pode aumentar a estabilidade 

do peptídeo e esta oxidação ocorre espontaneamente em solução. Por outro lado, (NA1307)K 

foi sintetizado sem a presença das duas lisinas da região N-terminal devido a estudos 

anteriores que mostraram na degradação em soro do peptídeo original, essas duas lisinas eram 

perdidas, mas a ação do peptídeo era mantida e este permanecia estável por até 12h. Neste 

caso, como não era de interesse utilizar a ponte dissulfeto, o aminoácido cisteína também foi 

removido. O peptídeo (NA1307)K apresentou ação mais significativa e também foi mais ativo 

que os demais análogos previamente estudados e publicados. Como se sabe, a carga positiva é 

importante para a ação destes peptídeos antimicrobianos pois possibilita uma interação com 

os fosfolipídios bacterianos carregados negativamente (seja para desestabilizar a membrana, 

ou para sua permeabilização para o interior do organismo)72. Logo, supõe-se que a menor 

atividade do peptídeo E(NA1307) deve-se ao fato das lisinas localizadas na porção N-terminal 

do peptídeo estarem menos disponíveis para estabelecer tal interação. Assume-se também que 

a localização destas cargas positivas no peptídeo é relevante, uma vez que em publicações 

anteriores já foi mostrado que as duas lisinas da região N-terminal não são necessárias para 

ação antimicrobiana. Além disso, revisões anteriores mostram que peptídeos diméricos C-

terminais têm maiores atividades antimicrobianas e hemolíticas do que os dímeros N-

terminais.108 Nenhuma atividade hemolítica significativa foi encontrada para estes peptídeos, 

indícios de sua baixa toxicidade que deve ser confirmada com estudos adicionais. Para 

confirmar a supracitada importância das lisinas na região N-terminal, sintetizamos o peptídeo 

(NA1307)K sem estes aminoácidos, obtendo o peptídeo (TL1815)-KK. Nota-se que houve 
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grande perda de atividade em comparação com o (NA1307)K, o que corrobora a hipótese 

anterior. Não foi realizado o ensaio de atividade hemolítica, dada sua baixa atividade 

antimicrobiana. 

Uma vez que foi verificado que aminoácidos positivos específicos podem ser 

essenciais para atividade, o próximo passo na investigação por análogos mais potentes foi a 

realização da técnica Alanine Scanning (Ala-Scan), uma abordagem sistemática para verificar 

se a cadeia lateral de um resíduo específico desempenha um papel significativo em sua 

atividade. No Ala-Scan, o peptídeo em questão é sintetizado trocando cada resíduo da 

sequência por alanina (Figura 3), um dos aminoácidos com cadeia lateral mais simples, o que 

elimina as interações de cadeia lateral sem alterar a conformação da cadeia principal. 

 

 

Figura 3 - Peptídeos desenhados usando a técnica Alanine Scanning a partir do peptídeo (NA1307)K.  

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Todos os aminoácidos trocados por alanina levaram a uma diminuição na atividade 

antimicrobiana, mostrando a singularidade deste peptídeo e de sua sequência específica na 

atuação contra as bactérias. O ensaio de atividade hemolítica foi feito, mas nenhuma hemólise 

significativa foi observada, o que já era previsto dado que o peptídeo do qual se originaram as 

modificações ((NA1307)K) também apresentou esta seletividade. A substituição com maior 

impacto na atividade antimicrobiana foi a do aminoácido fenilalanina, no peptídeo TL1822. 

Este aminoácido já foi descrito como necessário para fornecer hidrofobicidade e afinidade de 

membrana, além de contribuir para interações hidrofóbicas que estabilizam as interações entre 

peptídeos. Assim, este aminoácido pode ter função crucial em uma possível relação estrutura-

atividade deste AMP.  
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As últimas modificações testadas para este peptídeo foram baseadas na relação entre o 

triptofano e atividade antimicrobiana. Este aminoácido é conhecido por ter papel crucial em 

proteínas e peptídeos na interação com membranas. Além disso, diversos estudos mostram 

uma relação entre este aminoácido e o aumento da atividade antimicrobiana, sem aumentar a 

atividade hemolítica.109-110 Apesar destes estudos serem, em sua maioria, relacionados a 

peptídeos que formam hélices anfipáticas (o que não é observado para estes análogos da 

Bothropstoxina-I), acreditamos que a presença deste aminoácido poderia ter efeitos positivos 

em sua atividade, promovendo melhores interações do peptídeo com seus alvos. Assim, 

sintetizamos os peptídeos NA1896, no qual os aminoácidos tirosina foram substituídos por 

triptofano e NA1897, no qual tirosina e a fenilalanina foram trocados por triptofano. Embora 

a ação destes peptídeos em bactérias gram-positivas tenha se mantido muito similar ao 

peptídeo (NA1307)K, é possível observar um aumento significativo na atividade contra 

bactérias gram-negativas: ocorre uma diminuição de até 16 vezes na concentração de ação 

para algumas espécies gram-negativas. As propriedades do triptofano de interação com a 

membrana podem ter ajudado na permeabilização do peptídeo nas bactérias gram-negativas, 

conhecidas por sua complexa membrana externa que funciona como uma barreira de proteção 

contra moléculas tóxicas (como antibióticos).111  

Todos os peptídeos sintetizados foram avaliados no StarDrop para obter suas 

propriedades físico-químicas e verificar se havia alguma relação entre essas propriedades e 

suas atividades biológicas (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Propriedades físico-químicas dos análogos de Bothropstoxina-I calculadas in silico 

Peptídeo logP Categoria BHE Categoria AIH Ligação com proteínas 

do plasma 

E(NA1307) -1,078 - + Baixa 

(NA1307)K -1,165 - + Baixa 

(TL1815)-KK -0,678 - + Baixa 

LM1944 -0,946 - + Baixa 

LM1941 -0,946 - + Baixa 

TL1817 -1,578 - + Baixa 

TL1818 -1,037 - + Baixa 

TL1819 -1,578 - + Baixa 

LM1950 -1,233 - + Baixa 

LM1954 -0,946 - + Baixa 

TL1822 -1,661 - + Baixa 

NA1896 -0,473 - + Baixa 

NA1897 -0,154 - + Baixa 

BHE. Barreia Hematoencefálica 

AIH. Absorção Intestinal Humana 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Inicialmente, é possível observar que a aplicação terapêutica deste peptídeo é 

favorecida pelas suas propriedades, uma vez que estes testes in silico indicam poucos sinais 

de toxicidade (pouca ligação com proteínas do plasma e não ultrapassa a barreira 

hematoencefálica), além de indicar absorção intestinal humana, o que possibilitaria aplicação 

oral. Apesar disso, a não ultrapassagem da barreira hematoencefálica pode indicar uma 

limitação da molécula como alternativa de tratamento, não podendo, por exemplo, ser 

utilizada no tratamento de infecções meningocócicas. Apesar de não ter sido possível 

estabelecer nenhuma relação quantitativa entre estes peptídeos e suas propriedades, é 

importante discutirmos os valores obtidos para o logP. Este parâmetro mede o coeficiente de 

partição em octanol/água, que pode ser interpretado como a somatória de dois termos: um 

relacionado com volume (estéricos) e o outro com interações intermoleculares (interações 

dipolo-dipolo e ligações por hidrogênio), tornando-se uma medida indireta de lipofilicidade. 

A investigação da natureza e grandeza destes termos pode contribuir para uma compreensão 

do comportamento farmacocinético de moléculas candidatas a fármacos. 112 O valor negativo 

destes peptídeos mostra que não há forte hidrofobicidade, o que provavelmente indica baixa 

interação com a membrana, corroborando a teoria de que este peptídeo possui outros alvos de 

ação, provavelmente, intracelulares. Por outro lado, é possível observar ainda que a adição do 

triptofano aos peptídeos NA1896 e NA1897 causou um aumento no valor do logP destas 

moléculas. Isto indica que as propriedades já citadas anteriormente associadas deste 

aminoácido contribuíram para aumentar a lipofilicidade dos peptídeos desenhados. Supondo 

que isto também implica em melhor interação com membranas, esta modificação pode ter 

permitido uma melhor permeação desta molécula para o meio intracelular, ou mesmo 

priorizado uma ação em membrana, mecanismo mais comum em AMPs.  

Dado que o potencial antimicrobiano da molécula de partida pôde ser otimizado, fato 

observado pela obtenção de CIM mais baixa, e a taxa hemolítica que se manteve a mesma, o 

peptídeo NA1897, representado na Figura 4 foi o escolhido para prosseguimento do projeto. 

O dicroísmo circular para essa molécula (Anexo B) mostrou que esta possui estrutura 

desordenada, assim como seus análogos anteriormente publicados.93,113 
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Figura 4 - Peptídeo NA1897 ((KKWRWHLKPW)2K).  

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Com a escolha do análogo de trabalho, o próximo passo foi a avaliação do seu 

potencial antimicrobiano em outras bactérias, com diversos perfis de resistência (Tabelas 

disponíveis no Anexo A). Informações obtidas de diversas linhagens bacterianas podem 

indicar alguns possíveis mecanismos de ação, além de confirmar a susceptibilidade da espécie 

ao peptídeo. A CIM e a CBM foram determinadas para 30 linhagens gram-positivas, e o 

resultado se apresenta na Tabela 3.   

 

Tabela 3 - CIM e CBM do peptídeo NA1897 para linhagens gram-positivas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência* 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM

/CIM 

Atividade  

S. epidermidis 
ATCC 35984  8 16 2 Bactericida  

ATCC 12228  4 16 4 Bactericida  

S. aureus 

ATCC 25923  16 32 2 Bactericida  

SA16 MRSA 16 32 2 Bactericida  

SA88 MRSA 16 32 2 Bactericida  

SA43 MRSA, TIG S 16 32 2 Bactericida  

SA43 B2  16 16 1 Bactericida  

SA43 B7 

MRSA, MepA 

superexpressa 

(mutação no mepR) 

32 32 1 Bactericida 

 

Mu50 VISA 8 32 4 Bactericida  

ATCC 8095  16 32 2 Bactericida  

E. faecalis 

VRE 109 VAN R, TIG S 64 >256 >4 Bacteriostático  

VRE 109 42C VAN R, TIG R 64 256 4 Bactericida  

VRE 80 VAN R, TIG R 64 256 4 Bactericida  

V583 VAN R 128 256 2 Bactericida  

RPEfs1 CIP R 128 256 2 Bactericida  

RPEfs2 ERY I 128 256 2 Bactericida  

(continua) 
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Tabela 3 - CIM e CBM do peptídeo NA1897 para linhagens gram-positivas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência* 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM

/CIM 

Atividade  

 

RPEfs3 VAN R 64 256 4 Bactericida  

RPEfs4 CIP R 64 256 4 Bactericida  

RPEfs5 TET R 8 >32 >4 Bacteriostático  

ATCC 29212  32 128 4 Bactericida  

E. faecium 

VRE 16 VAN R 32 64 2 Bactericida  

HBSJRP18 
DAP supersensível 

(lafB**) 
32 64 2 Bactericida 

 

HBSJRP18 2.7 DAP S 32 64 2 Bactericida  

HBSJRP18 3.6 DAP R (dak**) 32 64 2 Bactericida  

HBSJRP7 DAP R, VAN R 8 >32 >4 Bacteriostático  

HBSJRP13 VAN R 16 64 4 Bactericida  

HBSJRP14 VAN R 8 32 4 Bactericida  

HBSJRP23  8 >32 >4 Bacteriostático  

HBSJRP11  8 >32 >4 Bacteriostático  

ATCC 700221 VAN R 8 >32 >4 Bacteriostático  
American Type Culture Collection (ATCC). Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA); S. aureus com resistência 

intermediária à vancomicina (VISA); 
R, resistente; S, sensível, I, intermediário;  

Ciprofloxacina (CIP), Daptomicina (DAP), Eritromicina (ERY), Tigeciclina (TIG),Vancomicina (VAN) 

*Perfil completo de resistência encontra-se no anexo A 
** mutação em lafB e em dak 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

 

Neste quadro geral de ação do peptídeo em gram-positivas, é possível notar que a CIM 

não varia muito entre as linhagens de uma mesma espécie, mesmo com os diferentes perfis de 

susceptibilidade e diversos mecanismos de resistência. As maiores CIMs foram observadas 

em E. faecalis.  

Como citado anteriormente, algumas destas bactérias podem auxiliar na determinação 

do modo de ação da molécula em estudo através da influência ou não dos mecanismos de 

resistência de antibióticos comerciais para os quais se sabe o modo de ação. Inicialmente, 

enfatiza-se o resultado obtido para o par S. aureus SA43 e SA43B7, que são bactérias 

isogênicas sendo que SA43B7 foi selecionada in vitro a partir da bactéria SA43 e possui uma 

mutação no mepR levando à superexpressão da bomba de efluxo MepA.177 A MepA é uma 

bomba de efluxo da família “Extrusão de Compostos Tóxicos e Múltiplas Drogas” (MATE, 

do inglês multidrug and toxic compound extrusion), codificada pelo gene cromossômico 

mepA. MepA comumente está associada ao fenótipo de multirresistência e também causa 

baixos níveis de resistência a compostos de amônia quaternária e antibióticos como a 

tigeciclina. Extrusão de fármacos por bombas de efluxo é um mecanismo importante de 

resistência e de grande destaque clínico. Estudos recentes mostram que esta pode ser usada 

(continuação) 
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como primeira forma de defesa da célula, exportando moléculas antes que elas atinjam uma 

concentração tóxica no organismo.19 Apesar de ser observado uma diferença de duas vezes na 

CIM de NA1897 para a linhagem S. aureus SA43 e S. aureus SA43B7, considera-se que a 

bomba de efluxo está agindo com mecanismo de resistência (ou diminuição da 

susceptibilidade) quando esta diferença é maior do que 4 vezes a CIM. Assim, não é possível 

afirmar que a diferença observada entre as CIMs se refere à ação da bomba de efluxo MepA 

sobre o peptídeo NA1897. Vancomicina se liga na D-alanina-D-alanina da região C- terminal 

do pentapeptídeo que compõe o peptídeoglicano da parede celular. O mecanismo de 

resistência à vancomicina apresentado na maioria das amostras deste estudo, tanto em E. 

faecalis quanto em E. faecium, é devido à aquisição do Tn1546, cujos genes alteram a 

composição da região final do pentapeptídeo modificando de D-alanina-D-alanina para D-

alanina-D-lactato. A linhagem E. faecalis V583 é VRE devido à aquisição do elemento VanB 

que altera este pentapeptídeo para D-alanina-D-serina.19 Estas modificações não alteraram a 

atividade do peptídeo em estudo já que tanto VRE quanto VSE de origens clínicas obtiveram 

CIMs nos mesmos níveis.  

E. faecalis VRE109C42, resistente à tigeciclina, foi obtida por seleção in vitro da 

parental VRE109, apresenta mutação  G1826T no gene tetM que levou a alteração G609V na 

proteína de proteção ribossomal TetM e ainda apresenta uma superexpressão deste gene.114 

TetM está relacionada a resistência também à tetraciclina, pois esta se liga não 

covalentemente à subunidade 30S e modifica os ribossomos, sendo conhecida como proteína 

de proteção ribossômica contra tetraciclinas. Assim, é possível inferir que o mecanismo de 

resistência à tigeciclina observado não interfere no modo de ação do peptídeo, uma vez que 

mesmo com TetM mutado e superexpresso na VRE109C42, NA1897 agiu na mesma 

concentração que em VRE109.  

Daptomicina é um antibiótico de último recurso que age na membrana citoplasmática 

e na parede de bactérias gram-positivas. E. faecium HBSJRP18, HBSJRP18-2.7 e 

HBSJRP18-3.6 são linhagens isogênicas obtidas através de seleção in vitro com daptomicina 

e que são supersensível, sensível e resistente à daptomicina, respectivamente.115 A linhagem 

HBSJRP18 tem origem clínica e é supersensível à daptomicina devido à uma mutação no 

gene lafB, responsável por uma glicosiltransferase envolvida na síntese da âncora do ácido 

lipoteicóico (LTA). HBSJRP18-2.7 foi selecionada a partir do isolado HBSJRP18, e apresenta 

uma reversão desta mutação no gene lafB, alterando o fenótipo de supersensível para sensível 

à daptomicina. HBSJRP18-2.7 representa então uma bactéria normal desta espécie no que se 

refere à síntese do LTA. A linhagem E. faecium HBSJRP18-3.6 foi obtida a partir da 
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linhagem HBSJRP18-2.7 e apresenta uma mutação no gene dak resultando no fenótipo de 

resistência à daptomicina.115 Embora não se saiba quais as exatas consequências estruturais e 

metabólicas dessas mutações que levaram aos diferentes perfis de susceptibilidade a 

daptomicina, é notável que estas não alteraram a CIM para o peptídeo NA1897. A 

daptomicina é um lipopeptídeo que age contra bactérias gram-positivas e apresenta muitas 

similaridades aos peptídeos antimicrobianos catiônicos. Esta molécula, em oligomerização 

com íons de cálcio, interage com fosfatidilglicerol (sendo dependente deste para ação) e ao se 

aproximar da membrana, começa um processo de inserção que leva a uma desestabilização da 

membrana e uma série de eventos que resulta na morte celular.116 Apesar de não serem 

linhagens isogênicas, os isolados HBSJRP7 e HBSJRP13 também trazem resultados que 

agregam à esta discussão. Estas linhagens são, respectivamente, resistente e sensível à 

daptomicina. A comparação dos genomas destas bactérias indica que a única mutação 

encontrada foi em uma D-ala-D-ala ligase na amostra sensível à daptomicina, que age ligando 

a D-alanina na região terminal do pentapeptídeo da parede celular, estando diretamente ligado 

a montagem e integridade da parede celular.115 Apesar de esta mutação ter levado à 

sensibilidade à daptomicina, não há diferença da CIM para o peptídeo em questão quando 

testado nestas amostras bacterianas. Sendo assim, estes resultados em conjunto indicam que o 

peptídeo NA1897 apresenta um modo de ação distinto ao da daptomicina e pode representar 

uma alternativa para tratamento em linhagens resistentes a este antibiótico. 

Quanto as bactérias gram-negativas, diversas linhagens de cada espécie foram testadas 

(Tabela 4). 

Tabela 4 - CIM e CBM do peptídeo NA1897 para linhagens gram-negativas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência* 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM/CIM Atividade 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 
Produtora SHV-

18 32 128 4 Bactericida 

ATCC BAA1705 Produtora KPC 32 128 4 Bactericida 

BHKPC50 

AK R, AMP R, 

IMI R, CIP R, 

TIG R, CL S 128 512 4 Bactericida 

RPKp01 
IMI R, CIP R, CL 

R 64 128 2 Bactericida 

RPKp02 
IMI R, CIP R, CL 

R 128 >512 >4 Bacteriostático 

RPKp09 
AMP R, IMI R, 

CL S 32 128 4 Bactericida 

RPKp18 
AMP R, IMI R, 

CL R 64 256 4 Bactericida 

NDM-1 NDM+ 32 >128 >4 Bacteriostático 

AMKP4 
Produtora KPC, 

CL R 512 >512 >1 N.D. 

AMKP7 Produtora KPC, 128 256 2 Bactericida 

(continua) 
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Tabela 4 - CIM e CBM do peptídeo NA1897 para linhagens gram-negativas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência* 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM/CIM Atividade 

CL S  

AMKP10 
Produtora KPC, 

CL R 256 >512 >2 

N.D. 

 

E. coli 

ATCC 25922  32 64 2 Bactericida 

ATCC 35218  32 64 2 Bactericida 

RPEc01 
AK R, AMP R, 

IMI R 32 >128 >4 Bacteriostático 

BHKPC10 MEM R 32 64 2 Bactericida 

AMEc8 AMP R, CIP R 16 16 1 Bactericida 

AMEc49 AMP R, CXM R 16 >64 >4 Bacteriostático 

AMEc60 AMP R, CXM R 32 64 2 Bactericida 

A. baumannii 

ATCC 19606  32 64 2 Bactericida 

ACI50 CL R 32 32 1 Bactericida 

ACI44 CL S 32 32 1 Bactericida 

ACI51 CL R 32 32 1 Bactericida 

ACI40 CL S 32 32 1 Bactericida 

ACI42 CL  32 64 2 Bactericida 

AM83 AK R, CL S 32 32 1 Bactericida 

AM87 AK S, CL S 32 32 1 Bactericida 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 AmpC induzível 64 64 1 Bactericida 

RPPse09 IMI R, MEM R 128 256 2 Bactericida 

RPPse07 
A KR, MEM R, 

IMI R, CL S 
64 256 4 Bactericida 

PSE6 Produtora de KPC 64 64 1 Bactericida 

PAO1  64 64 1 Bactericida 
American Type Culture Collection (ATCC). R, resistente; S, sensível, I, intermediário; KPC – Klebsiela Pneumoniae Carbapenemase; SHV-

18 – Beta-lactamase de amplo espectro 
Amicacina (AK), Ampicilina (AMP), Cefuroxima (CXM), Ciprofloxacina (CIP), Colistina (CL), Imipenem (IMI), Meropenem (MEM) 

*Perfil completo de resistência encontra-se no anexo A 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Apenas para K. pneumoniae houve uma variação muito grande da CIM entre as 

linhagens analisadas. Para se ter certeza da distribuição normal da CIM nesta espécie, mais 

amostras bacterianas deveriam ser testadas. 

Novamente é possível pressupor algumas informações sobre o peptídeo NA1897 a 

partir dos resultados aqui obtidos. Inicialmente destacando os resultados para A. baumannii, 

podemos observar os isolados ACI40, ACI42, ACI44, ACI50 e ACI51. As duas últimas 

linhagens são resistentes às polimixinas enquanto ACI40, ACI42 e ACI44 são sensíveis ao 

antibiótico. Este resultado é relevante pois polimixinas são originárias de peptídeos 

antimicrobianos catiônicos, mesma classe da molécula aqui estudada. Como modo de ação, 

este antibiótico estabelece uma atração eletrostática inicial com a membrana externa negativa 

do microrganismo, então interage com o lipídio A do lipopolissacarídeo (LPS) e resulta na 

desestabilização e ruptura das membranas internas e externas, levando à morte celular.117 Os 

isolados A. baumannii ACI50 e ACI51 adquiriram resistência à polimixinas devido a 

mutações no sistema pmrCAB que resulta na adição de fosfoetanolamina no LPS, atribuindo 

(continuação) 
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uma característica mais positiva a membrana externa e dificultando a interação eletrostática 

do antibiótico.118 Porém, tanto os isolados sensíveis quanto resistentes às polimixinas 

apresentaram a mesma susceptibilidade para o peptídeo NA1897, com CIM de 32 mg/L. 

Mesmo não sendo linhagens isogênicas, esse resultado mostra que uma membrana com 

característica mais positiva devido ao sistema pmrCAB não interfere na ação de NA1897 em 

A. baumannii. Por outro lado, é interessante observar o obtido para K. pneumoniae AMKP4, 

AMKP10 e AMKP7. AMKP7 é sensível às polimixinas, ao contrário das outras duas 

linhagens, e apresentou uma CIM mais baixa para NA1897 em relação a AMKP4 e AMKP10. 

Similarmente ao observado para A. baumannii, a resistência à polimixinas em AMKP4 e 

AMKP10 foi ocasionado devido à adição de moléculas com características positivas à 

membrana, mas neste caso foi devido a uma inserção de um elemento IS no gene mgrB 119. 

MgrB é um repressor do sistema PhoP/PhoQ, que quando ativado pode levar à uma cascata de 

eventos que diminuem a carga negativa do LPS de um modo mais expressivo do que apenas 

com mutação em pmrCAB 120 em K. pneumoniae. Diferentes mecanismos de resistência à 

polimixinas podem alterar a carga negativa da membrana em níveis variados em uma mesma 

espécie bacteriana. Assim, é possível que haja uma diferença na alteração da carga, sendo 

uma adição de carga positiva maior em K. pneumoniae - isto pode explicar porque em A. 

baumannii não foi observada diferença na CIM para NA1897 entre linhagens sensíveis e 

resistentes à polimixina B, e em K. pneumoniae a diferença na CIM foi evidenciada dentre as 

bactérias resistentes à polimixina.  

Outros estudos foram realizados para este peptídeo para caracterizar sua atividade 

antimicrobiana de forma mais completa e obter mais dados que indiquem seu provável 

mecanismo de ação. Para tal, foram selecionadas linhagens representativas dentro do foco 

atual de desenvolvimento de moléculas ativas. Foram escolhidas as linhagens S. aureus 

ATCC 25923 e S. aureus SA43 para representar as bactérias gram-positivas, sendo a primeira 

utilizada como uma linhagem referência e a segunda para representar S. aureus MRSA 121 que 

ganha destaque para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos.26 Da mesma maneira, A. 

baumannii ATCC 19606 e A. baumannii ACI50 foram utilizadas para representar as bactérias 

gram-negativas, sendo esta última linhagem resistente também aos carbapenêmicos, 

encontrando-se também como prioridade crítica para o desenvolvimento de antimicrobianos.26 

O estudo da cinética de morte (Time-kill) foi realizado para estas linhagens e sua análise 

permitiu monitorar o efeito de diversas concentrações do antimicrobiano ao longo do tempo. 

A cinética de morte de NA1897 para S. aureus ATCC 25923 e SA43 encontram-se nas Figura 



62 

 

5 e Figura 6, em conjunto com o antibiótico controle daptomicina feito para as mesmas 

linhagens. 

 

 

 

Figura 5 -  Cinética de morte para S. aureus ATCC 25923. A. Peptídeo NA1897, com CIM de 16 mg/L. B. 

Antibiótico comercial daptomicina, com CIM de 1 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 

CFU/mL. 

 Fonte: Elaborada pela autora. 



63 

 

 

Figura 6 -  Cinética de morte para S. aureus SA43. A. Peptídeo NA1897, com CIM de 16 mg/L. B. Antibiótico 

comercial daptomicina, com CIM de 0,5 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 CFU/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Em ambas as linhagens de S. aureus é notável a rápida ação do peptídeo NA1897 que 

dentro de duas horas conseguiu reduzir completamente a população bacteriana, mesmo nas 

concentrações mais baixas, sendo comparativamente muito mais rápido que o antibiótico 

comercial daptomicina. Confirma-se com isso o efeito bactericida nesta linhagem (que para a 

cinética de morte define-se como a redução de 3 log, ou 99,9% do inóculo). Além disso, é 

interessante notar que mesmo em concentrações subinibitórias, há uma grande redução da 

população microbiana. Esse dado pode ser importante na futura definição de regimes 

posológicos para este agente antimicrobiano e a otimização da farmacocinética do mesmo.106 

A cinética de morte para as linhagens gram-negativas encontra-se na Figura 7 e Figura 8, 

junto com a curva para polimixina B. 
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Figura 7 - Cinética de morte para A. baumannii ATCC 19606. A. Peptídeo NA1897, com CIM de 32 mg/L. B. 

Antibiótico comercial polimixina B, com CIM de 0,5 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 

CFU/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 8 - Cinética de morte para A. baumannii ACI50. A. Peptídeo NA1897, com CIM de 32 mg/L. B. 

Antibiótico comercial Polimixina B, com CIM de 128 mg/L. Limite de detecção do experimento: 

102 CFU/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Assim como o observado para as linhagens gram-positivas, há a rápida morte celular 

mesmo nas concentrações mais baixas, e isso também é observado para a polimixina B. A 

concentração subinibitória também foi capaz de manter a população bacteriana reduzida 

mesmo após 24 horas, assim como o antibiótico comercial. A ação rápida observada é 

característica conhecida dos peptídeos antimicrobianos.72  

 Após a determinação da cinética de morte do peptídeo NA1897, a determinação do 

efeito pós antibiótico foi realizada como uma maneira de verificar por quanto tempo a 

influência do peptídeo se mantinha sobre o inóculo bacteriano. Dado a rápida morte celular 

causada pelo peptídeo em questão, as bactérias foram expostas por um curto período de 15 

minutos, em uma concentração inibitória e uma subinibitória (1x CIM e 0,5x CIM, 

respectivamente), nas mesmas linhagens testadas para a determinação da cinética de morte. O 

efeito pós antibiótico (PAE) - definido pela diferença de tempo para o crescimento de 1log 

entre o controle e a amostra tratada - pode ser observado nas tabelas abaixo. 
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Tabela 5 -  PAE de NA1897 (CIM de 16mg/L) e daptomicina (CIM de 1 mg/L e 0,5 mg/L) para linhagens 

gram-positivas 

Exposição PAE (h ± d.p.) 

 S. aureus ATCC 25923 S. aureus SA43 

NA1897 0,5x CIM 2,0±1,0 5,0±1,0 

NA1897 1x CIM 9,0±0,5 8,5±2,0 

Daptomicina 0,5x CIM 0,5±0,5 N.O.* 

Daptomicina 1x CIM 1,5±0,5 3,0±1,0 

*N.O. Não observado 

d.p. desvio padrão 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

 

Tabela 6 -  PAE de NA1897 (CIM de 32 mg/L) e polimixina B (CIM de 0,5 mg/L e 128 mg/L) para linhagens 

gram-negativas 

Exposição PAE (h ± d.p.) 

 A. baumannii ATCC 19606 A. baumannii ACI50 

NA1897 0,5xCIM 5,5±0,5 2,5±2,0 

NA1897 1xCIM 7,0±0,5 4,0±1,0 

Polimixina B 0,5xCIM 4,0±0,5 3,0±0,5 

Polimixina B 1xCIM 5,0±0,5 3,0±0,5 

d.p. desvio padrão 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

 Dos resultados obtidos, é possível concluir que o peptídeo NA1897 é eficiente em 

evitar o novo crescimento bacteriano após exposição. Em gram-positivos, apesar de 

apresentar uma concentração de ação mais alta que a daptomicina, é notável a diferença do 

PAE entre as duas exposições. Para NA1897, o PAE em S. aureus ocorre por pelo menos 8 h 

para concentrações inibitórias e 2 h para subinibitórias. Uma vez que os intervalos do 

antibiótico em um tratamento podem ser essenciais para o sucesso deste, a inibição 

prolongada associada a rápida morte celular pode garantir menor frequência medicamentosa. 

Isto pode ser uma vantagem, ainda mais considerando que há muito é reconhecido na clínica 

que os pacientes podem tomar suas prescrições em intervalos menos frequentes do que 

prescrito ou descontinuá-los antes de sua conclusão.106 Em gram-negativos, o PAE observado 

para NA1897 assemelha-se muito ao obtido para polimixina B. Esta semelhança tanto no PAE 

quanto na cinética de morte, sugere que o peptídeo NA1897 possui a mesma farmacodinâmica 

relatada para polimixina B, sendo classificado como concentração dependente: são mais 

eficazes se atingem uma alta concentração em relação a CIM, mas o tempo pelo qual essa 

concentração se mantém é menos importante.122 

Dada a caracterização da ação antimicrobiana deste peptídeo, foi feita a investigação 

se haveria ação também em células eucarióticas. Assim, o ensaio de citotoxicidade por MTS 
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foi feito como medida de toxicidade, complementando o estudo de hemólise já realizado no 

início do projeto. O estudo de citotoxicidade foi realizado pela Dra. Júlia M. Souza, no 

Laboratório de Química Medicinal e Computacional (LQMC), coordenado pelo Prof. Dr 

Adriano Andricopulo. Foram utilizadas as células THP-1 (macrófagos humanos 

diferenciados), HFF-1 (fibroblastos humanos) HepG2 (carcinoma hepático humano). Os 

resultados obtidos encontram-se na Tabela 7, em que CC50 representa a concentração 

citotóxica, definida pela concentração necessária para redução da viabilidade celular em 50%. 

 

Tabela 7 - Resultados de CC50 para NA1897 e antibióticos controle para três tipos de células humanas 

Compostos 
CC50 (mg/L) 

THP-1 HFF-1 HepG2 

NA1897 60,62 ± 0,68 258,20 ± 4,38 321,65 ± 1,74 

Polimixina B 125,45 ± 2,01 >512 >512 

Daptomicina >512 >512 >512 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

  

Em algumas células cancerosas ocorre o fenômeno de flip-flop, no qual há a troca 

entre fosfolipídios do folheto interno e externo da membrana citoplasmática eucariótica. 

Assim há uma mudança na constituição fosfolipídica, fluidez da membrana e carga 

superficial. Para este último item, a mudança pode representar a presença de carga negativa 

que atrairia os AMPs de forma similar ao que ocorre na membrana bacteriana.123 Por isso, 

alguns AMPs apresentam também atividade anticâncer. Neste caso, isto não é observado para 

NA1897, pois não há seletividade entre as células humanas saudáveis e cancerosas, uma vez 

que há ação em todas as células, sendo a célula cancerosa a mais persistente à ação do 

peptídeo. Além disso é possível notar outra semelhança de NA1897 com a polimixina B: 

ambos parecem ser mais tóxicos aos macrófagos diferenciados. De fato, a polimixina B possui 

limitações de uso clínico devido à sua toxicidade, embora essa seja normalmente relacionada 

à insuficiência renal aguda.124  

Apesar das concentrações de CC50 das células eucarióticas serem maiores do que as 

concentrações obtidas para CIM, isto não basta para dizer que NA1897 é seletivo; em geral, é 

possível determinar um índice de seletividade (IS) como a razão entre CC50 e a CIM.125 

Idealmente, para considerar-se um antibiótico eficaz biologicamente, espera-se uma IS≥10.126 

Para isso, podemos considerar os grupos gram-positivos e gram-negativos, e a CIM50 para 

todas as bactérias testadas entre estes dois grupos - CIM50 representa a concentração mínima 

para matar pelo menos 50% de todas as linhagens bacterianas testadas dentro de determinado 
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grupo. Assim, o índice de seletividade para este peptídeo pode ser definido como na tabela 

abaixo. As células HepG2 não foram utilizadas por serem células de câncer. 

 

 

Tabela 8 - Índice de seletividade para o peptídeo NA1897 

 CIM50 (mg/L) IS (THP-1) IS (HFF-1) 

Gram-positivos 16 3 16 

Gram-negativos 32 2 8 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

  

Embora o NA1897 tenha apresentado um índice bom considerando as células 

epiteliais, o índice para macrófagos é muito baixo, de forma que esta molécula poderia 

representar um risco para o organismo. Assim, mesmo com as modificações feitas e o baixo 

índice de taxa hemolítica, é possível que o peptídeo precise passar por mais etapas de 

otimização para ser considerado um candidato a fármaco. Esta, porém, não é a única opção; o 

peptídeo pode ser testado como um medicamento de uso tópico (dado o alto índice de 

seletividade aos fibroblastos) ou mesmo para ser utilizado em combinação com outros 

antibióticos comerciais, para resgatar o uso de medicamentos que são hoje menos utilizados 

devido ao problema da resistência. Nesta última alternativa, o uso em combinação seria feito 

em concentrações menores que a CIM para o peptídeo sozinho, podendo assim aumentar o IS. 

Assim, decidimos fazer um screening com antibióticos comerciais aprovados para 

verificar com quais ocorre um efeito sinergético. Além de tentar uma alternativa para uso de 

NA1897 em menores concentrações, o estudo de sinergismo também pode indicar modos de 

ação do peptídeo, dependendo de quais antibióticos ou quais linhagens mostrarem sinergismo. 

Antibióticos com diversos alvos de ação (tanto internos quanto na membrana ou parede) 

foram selecionados para avaliação. Inicialmente, foram avaliadas as linhagens S. aureus 

ATCC 25923 e A. baumannii ATCC 19606. Os resultados encontram-se nas tabelas abaixo.  

 

Tabela 9 - Sinergismo para NA1897 (CIM=16mg/L) em S. aureus ATCC 25923 

Antibióticos CIM (mg/L) 
Em combinação (mg/L) 

Índice CIF 
CIMANTIBIÓTICO CIMNA1897 

Ciprofloxacina 0,5 0,5 16 2 

Tobramicina 0,5 0,5 16 2 

Daptomicina 1 1 16 2 

Vancomicina 2 2 32 3 

Ampicilina 0,06 0,06 16 2 

Imipenem 0,015 0,015 16 2 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Tabela 10 - Sinergismo para NA1897 (CIM=32mg/L) em A. baumannii ATCC 19606 

Antibióticos CIM (mg/L) 
Em combinação (mg/L) 

Índice CIF 
CIMANTIBIÓTICO CIMNA1897 

Ciprofloxacina 1 0,5 4 0,625 

Tobramicina 4 1 8 0,5 

Polimixina B 1 0,12 2 0,1825 

Vancomicina 256* 256* 32 2 

Ampicilina 256* 32 32 1,125 

Imipenem 0,5 0,12 16 0,74 

*Quando a CIM foi maior do que a maior concentração testada, utilizou-se o valor de 4x a maior 

concentração testada para os cálculos 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

O fato de o mesmo antibiótico em conjunto com NA1897 apresentar CIFs tão 

diferentes entre S. aureus e A. baumannii pode ser mais um indicativo de modos de ação 

diferentes entre gram-positivos e gram-negativos. CIFs mais baixas para o organismo gram-

negativo representa uma vantagem, uma vez que estes organismos são mais tenazes e suas 

infecções são consideravelmente mais difíceis de serem tratadas, além de estarem no topo da 

lista da OMS para o desenvolvimento de novos fármacos.26 

Os valores de CIF devem ser <0,5 para caracterizar sinergismo e >4 para caracterizar 

antagonismo, sendo valores intermediários considerados indiferentes ou aditivos.107 Assim, 

NA1897 não apresentou nenhum antagonismo dentre os antibióticos testados, o que significa 

que esta molécula não age de forma competitiva pelos mesmo alvos dos antibióticos que 

foram testados. Apenas a polimixina B apresentou sinergismo; como citado anteriormente, a 

polimixina B atua da mesma forma que descrito para muitos AMPs: sua atração eletrostática 

pelas cargas negativas do LPS causam a interação inicial, deslocando íons Ca+2 e Mg+2 que 

estabilizam a membrana externa. No caso da polimixina B, ocorre ainda um fenômeno 

considerado “uptake autopromovido”. A parte de ácido graxo desta molécula também 

promove interações hidrofóbicas com o LPS, o que permite que a polimixina se insira na 

membrana externa. Isso causa um efeito de mudanças na permeabilidade, pois leva à 

formação de rachaduras transientes que permitem a entrada de uma variedade de moléculas, 

incluindo pequenas proteínas.127 Assim, NA1897 pode ter tido sua permeação para gram-

negativos facilitada devido à ação da polimixina B, para agir em outros alvos; ou, que pelo 

menos não compete com a polimixina B pelas interações eletrostáticas com LPS. Para avaliar 

melhor o sinergismo entre essas moléculas, mais linhagens tiveram o CIF determinado 

(Tabela 11). 

 

 



70 

 

Tabela 11 - Sinergismo de linhagens gram-negativas para NA1897 e polimixina B 

Linhagens 
Principal 

fenótipo 

CIM 

NA1897 

(mg/L) 

CIM 

Polimixina 

B (mg/L) 

Em combinação (mg/L) 
Índice 

CIF CIMNA1897 CIMPOLIMIXINA B 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 

Produtora 

SHV-18 
16 1 16 1 2 

K. pneumoniae 

AMKP7 

Produtora 

KPC, CL S 
128 0,25 8 0,06 0,30 

K. pneumoniae 

AMKP4 

Produtora 

KPC, CL R 
512 >128 512 >128 2 

K. pneumoniae 

AMKP10 

Produtora 

KPC, CL R 
512 >128 512 >128 2 

A. baumannii 

ATCC 19606 
 32 1 0,12 2 0,18 

A. baumannii 

ACI40 
CL S 32 0,5 <0,06 <0,06 0,122 

A. baumannii 

ACI44 
CL S 16 1 2 0,25 0,37 

A. baumannii 

ACI50 
CL R 16 128 4 2 0,26 

E. coli ATCC 

25922 
 8 0,5 2 0,06 0,37 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

AmpC 

induzível 
64 1 4 0,25 0,31 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

  

 Nos casos em que o sinergismo foi avaliado para K. pneumoniae resistentes à 

polimixinas, o CIF obtido foi >0,5. Isso indica que o sinergismo entre NA1897 e polimixina B 

ocorre, pois esta última facilita a ação de NA1897. Caso contrário, seria possível observar 

uma diminuição da CIM de polimixina B para as linhagens resistentes devido a presença de 

NA1897. Novamente, isto sugere que a ação de NA1897 não ocorre exclusivamente na 

membrana.  

Afim de elucidar como se dá esta ação de NA1897 com a membrana citoplasmática foi 

realizado o estudo de despolarização de membrana. O ensaio foi feito para S. aureus ATCC 

25923 e A. baumannii ATCC 19606 como representantes de gram-positivos e gram-

negativos, respectivamente. Os resultados deste experimento estão representados na Figura 9.  
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Figura 9 -  Despolarização de membrana citoplasmática de NA1897 para A. S. aureus ATCC 25923 (CIM=16 

mg/L). B. A. baumannii ATCC 19606 (CIM=32 mg/L).  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O ensaio é baseado no fluoróforo DISC3(5), que não permite a leitura do sinal de 

emissão quando este entra nas células bacterianas. Ao ocorrer uma perturbação na membrana 

citoplasmática (desrupção, formação de poros, etc.) que desencadeie uma despolarização, o 

fluoróforo sai da célula, passando para o meio de cultura e gerando sinal. Este sinal consegue 

então quantificar com qual velocidade e intensidade um determinado composto causa a 

despolarização da membrana. Como controle do ensaio, é utilizado a melitina – um peptídeo 

de 26 aminoácidos isolado do veneno de abelha. Este peptídeo é hemolítico e também causa 

despolarização em um curto período – o pico ocorre em menos de 5 minutos. Assim, melitina 

representa 100% de despolarização e é possível calcular a porcentagem de outros compostos 

utilizando este dado como referência. Inicialmente, é possível observar que tanto em S. aureus 

quanto em A. baumannii o pico de despolarização para NA1897 também ocorre dentro de 5 

minutos, o que é compatível com a rápida morte celular observada na cinética de morte. Em S. 

aureus, como a melitina causou (100±5)% de despolarização e NA1897 em 4xCIM causou 

cerca de (85±11)%, é possível considerar ambos os sinais equivalentes, significando que 
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NA1897 despolarizou todas células nesta concentração. Desta maneira, podemos concluir que 

um dos principais modos de ação deste peptídeo em células gram-positivas causa a rápida 

despolarização da membrana. Em 1xCIM, NA1897 causou (74±9)% de despolarização, ainda 

representando boa parte da população bacteriana, e em 0,5xCIM ocorreu (62±15)%. Em A. 

baumannii, porém, não é observado o mesmo efeito. Na verdade, todas as concentrações 

testadas de NA1897 tiveram despolarizações em escalas parecidas (4xCIM causou (66±6)%, 

1xCIM causou (65±6)%, e 0,5xCIM causou (50±8)% de despolarização), sugerindo que há 

uma saturação da capacidade de NA1897 de causar despolarização citoplasmática. Assim, é 

possível que em gram-negativos este peptídeo apresente um mecanismo de ação alternativo, 

uma vez que o ensaio de cinética de morte confirmou a completa morte da população 

bacteriana nestas concentrações.  

A completa elucidação do mecanismo de ação de antibióticos não é prerrequisito para 

aprovação de registos de antibióticos para uso clínico, sendo possível que um antibiótico 

tenha mecanismos de ação que se complementam. Ao que tudo sugere, este é o caso de 

NA1897, pois pelo menos em gram-negativos, uma concentração considerada bactericida 

resultou em apenas 50% de despolarização, indicando que este não é o único mecanismo de 

ação.  

Ainda na tentativa de verificar o mecanismo de ação de NA1897, foi feita a 

microscopia eletrônica de transmissão das células tratadas por este peptídeo. Esta microscopia 

foi escolhida pois os cortes ultrafinos permitiriam visualizar de forma mais clara danos na 

membrana ou parede celular. Usando tanto S. aureus quanto A. baumannii, seria possível 

também tentar verificar diferença na morte celular entre gram-positivos e gram-negativos, 

dado o que foi discutido acima. 

Inicialmente, podemos observar o controle positivo na Figura 10, contendo células 

saudáveis de S. aureus, em forma de cocos. Algumas células em divisão celular, com o septo 

dividindo a célula mãe em duas células filha de igual tamanho. Com o maior aumento, é 

possível observar parede e membrana da célula bem definidos.  



73 

 

 

Figura 10 - Controle positivo da bactéria S. aureus ATCC 25923. A. Visão geral das células. Barra de escala = 

1µm B. Bactérias em fim de divisão celular, com parede e membrana visíveis e bem definidas. Barra 

de escala = 200 nm.  

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Em seguida, temos as células tratadas com o peptídeo NA1897 em concentração de 

1xCIM (16 mg/L) e 4xCIM (64 mg/L) nas Figura 11 e Figura 12. 

 

 

Figura 11 - S. aureus ATCC 25923 tratada com NA1897 a 1xCIM (16 mg/L). As setas vermelhas apontam para 

descolamentos ente membrana e parede, as setas azuis apontam para septos de divisão defeituosos, as setas 

amarelas apontam para invaginações membranosas A. Visão geral das células. Barra de escala = 1µm. B. 

Bactérias com danos na divisão na membrana. Barra de escala = 500 nm. C,D. Bactérias em divisão celular 

danificadas. Barra de escala = 200 nm.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 12 - S. aureus ATCC 25923 tratada com NA1897 a 4xCIM (64 mg/L). As setas vermelhas apontam para 

descolamentos ente membrana e parede, as setas azuis apontam para septos de divisão defeituosos, 

as setas amarelas apontam para invaginações membranosa. A. Visão geral das células. Barra de 

escala = 1µm. B. Bactérias com invaginações membranosas. Barra de escala = 500 nm. C,D. 

Bactérias em divisão celular defeituosa e invaginações membranosas. Barra de escala = 200 nm.  

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Em todas as imagens de exposição de 1xCIM e 4xCIM foi possível observar debris 

celulares. Estudos sugerem que a destruição total da bactéria geraria apenas imagens de restos 

celulares 128. Assim, sabendo do rápido efeito biocida de NA1897, é possível que estes debris 

venham de células que sofreram danos nos primeiros minutos de exposição. De fato, enquanto 

imagens do controle com aumento de 20.000x apresentaram, em média 42±6 células por 

imagem, as imagens de bactérias tratadas com NA1897 1xCIM apresentaram 14±2 células 

(diferença significativa com p<10-10) e 4xCIM apresentaram 18±2 (p<10-8). Alinhando este 

dado com a rápida despolarização de membrana observada para S. aureus, é possível que 

NA1897 tenha causado um rápido dano à membrana citoplasmática da maioria das células, 

resultando nos debris (manchas) observados. As células que permaneceram integras 

provavelmente retratam a ação de um mecanismo secundário de ação de NA1897, cuja 

existência já havia sido sugerida pelos dados anteriores. Destas células, foi possível observar 
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com boa frequência defeitos no septo de divisão (Figura 11 e Figura 12, setas azuis), dentre 

eles: divisões assimétricas, septos irregulares e até mesmo mais de um septo sendo formado 

simultaneamente. Dentre as células que estavam em divisão, cerca de 71±15 % e 67±14 % 

apresentaram algum tipo de anomalia em 1xCIM e 4xCIM, respectivamente. Por último, foi 

observado um fenômeno que pode ser descrito como ‘descolamento’, em que a membrana 

parece se desprender da parede bacteriana, formando os espaços vazios em forma de bolhas, 

como indicado nas setas vermelhas da Figura 11. Este dano não foi observado em nenhuma 

das células controle de S. aureus ATCC 25923, enquanto para as células tratadas com 1xCIM 

esta taxa chegou à 32±7 %. Embora o descolamento de membrana não tenha aparecido com 

frequência em 4xCIM, as invaginações membranosas foram mais notáveis e maiores, podendo 

ser vistas desde o aumento de 20.000x com frequência de 42±11%.  

Estas invaginações membranosas já foram descritas anteriormente para outros AMPs, 

mais especificamente como membranas lamelares intracelulares, ou mesossomos 129. 

Normalmente estes mesossomos são associados à um padrão de reorganização da membrana 

citoplasmática, principalmente em gram-positivos,130 indicando alteração ou dano desta. Os 

outros danos observados (defeito no septo e descolamento da membrana) podem indicar ação 

de NA1897 na parede celular.  

A biossíntese da parede celular bacteriana é um alvo muito comum no 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. Esta é uma estrutura crucial para proteção, 

integridade e viabilidade da bactéria. Desta maneira, mesmo interferir em apenas um único 

alvo da maquinaria pode levar à perturbação de todo aparato biossintético, e até mesmo 

maquinarias enzimáticas adjacentes (como divisossoma e replissoma) comprometendo assim 

a sobrevivência celular. Além da maquinaria enzimática, outra forma que a parede celular 

pode ser afetada é interferindo nos substratos que formam a ligação da parede com a 

membrana celular.19 Tal ação poderia explicar o descolamento visto entre membrana e parede 

na ação de NA1897. Dentre os alvos comumente associados à inibição da biossíntese da 

parede celular , o lipídio II é um dos alvos mais proeminentes por diversas razões: é altamente 

conservado entre bactérias, é facilmente acessado na parte externa bacteriana, oferece 

múltiplos sítios de interação e se trata de um alvo não proteico (o que torna mais difícil 

modificações que levam à resistência).131 

 O lipídio II é um alvo provável para NA1897. O papel deste alvo vai muito além de 

apenas a montagem dos peptídeoglicanos formadores da parede. Ele também age na 

modulação da organização de fosfolipídios de membrana (podendo explicar os mesossomos 
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observados), autólise e divisão celular.19 Em gram-positivos, a síntese de precursores da 

parede celular ocorre em sítios específicos, principalmente no septo de divisão. A área do 

septo é enriquecida em precursores acoplados a bactoprenil, como lipídio II e fosfolipídios 

aniônicos, o que serve de atrativo para os AMPs anfifílicos e positivamente carregados,19 

como é o caso de NA1897. Assim, a ligação com o lipídio II pode levar à septos anormais e 

erros de divisão celular, compatível com o observado nas Figura 11 e Figura 12. Algo 

semelhante ocorre com o mecanismo de ação da daptomicina. Por muito tempo, acreditava-se 

que o mecanismo de ação desta era principalmente a despolarização de membrana. Mais 

recentemente foi provado que este antibiótico mais cálcio interage com undecaprenil 

(precursor do lipídeo II) na presença de fosfatidilglicerol, formando um complexo tripartite 

que ocorre principalmente no septo e então interrompe a biossíntese da parede. Assim, para 

daptomicina a despolarização de membrana é uma consequência de seu mecanismo de ação 

na parede, e por isso ocorre tipicamente somente após 30 minutos.131 

Não podemos ainda desconsiderar outros mecanismos que podem levar à divisão 

bacteriana defeituosa, dentre eles danos ao DNA ou danos a proteínas e maquinarias 

envolvidas na replicação deste. Os organismos vivos coordenam a divisão celular com a 

replicação de conteúdo genético. As bactérias em específico coordenam a divisão com a 

segregação dos cromossomos para os polos da célula, como forma de garantir que a formação 

do septo no meio das células não iria causar dano ao DNA. Assim, bactérias possuem 

diversos mecanismos para verificar a separação do DNA ou mesmo dano a este. Caso haja 

dano ao material genético ou segregação incorreta nas células-filha, a célula suspende a 

divisão (usando proteínas citoplasmáticas como inibidores) até que haja o devido reparo.132 

Assim, danos ao DNA ou proteínas associadas a replicação podem interromper o processo de 

divisão e formação do septo, podendo também ser uma hipótese válida para as imagens 

observadas. Já foram relatados outros AMPs que causam danos ao DNA e impedem o 

processo de replicação e divisão, como bleomicina e fleomicinas, que causam quebras no 

suporte principal de fosfodiéster.132-133 Esses danos ao DNA desencadeiam uma cascata de 

reações ao estresse conhecidas como resposta SOS. Esta resposta SOS afeta a transcrição de 

genes de reparo de DNA, tolerância a danos no material genético e regulação da divisão 

celular. A resposta SOS também pode levar à formação de vesículas, o que poderia fornecer 

mais uma explicação para as invaginações membranosas observadas.132-134  

No caso de NA1897, o rápido pico de despolarização (menos de 5 minutos) associado 

à rápida redução celular demonstrados pela cinética de morte e MET nos fazem supor que a 

ação na membrana é, de fato, o principal mecanismo de ação de NA1897, ocorrendo nos 
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primeiros minutos. Porém, também devem ocorrer interações que levam aos outros defeitos 

celulares observados. 

Para A. baumannii ATCC 19606, as células saudáveis do controle positivo encontram-

se na Figura 13. 

 

 

Figura 13 - Controle positivo da bactéria A. baumannii ATCC 19606. A. Visão geral das células. Barra de escala 

= 1µm B. Bactérias em detalhe, com membrana externa, parede e membrana citoplasmática visíveis 

e bem definidas. Barra de escala = 200 nm.  

Fonte: Elaborada pelo autora 

 A. baumannii são cocobacilos, por isso apresentam um formato levemente alongado. O 

conteúdo celular aparece igualmente distribuído na célula e é possível observar membrana 

externa, parede celular e membrana citoplasmática de forma uniforme na célula. Células de A. 

baumannii também foram tratadas com NA1897 1xCIM (32 mg/L) e 4xCIM (128 mg/L), 

como consta nas imagens abaixo. 
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Figura 14 - A. baumannii ATCC 19606 tratada com NA1897 a 1xCIM (32 mg/L). As setas vermelhas apontam 

para conteúdo celular condensado, as setas azuis apontam para superfície rugosa e com bolhas, e as 

setas amarelas apontam para vesículas intracelulares. A. Visão geral das células. Barra de escala = 

1µm. B. Bactérias conteúdo celular condensado. Barra de escala = 500 nm. C. Bactéria com dano à 

membrana e extravasamento do conteúdo celular. Barra de escala = 200 nm. D. Bactéria em detalhe 

com membrana rugosa e com bolhas. Barra de escala = 200 nm.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 15 - A. baumannii ATCC 19606 tratada com NA1897 a 4xCIM (128 mg/L). As setas vermelhas apontam 

para conteúdo celular condensado, as setas azuis apontam para superfície rugosa e com bolhas, e as 

setas amarelas apontam para vesículas intracelulares. A. Visão geral das células. Barra de escala = 

1µm. B. Bactérias conteúdo celular condensado e vesículas intracelulares. Barra de escala = 500 nm. 

C. Bactéria em detalhe. Barra de escala = 200 nm. D. Bactéria em detalhe com membrana rugosa e 

com bolhas e vesículas intracelulares. Barra de escala = 200 nm.  

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

A primeira grande diferença notada é a uniformidade das células. Enquanto as células 

do controle apresentam cor igual e uniforme, indicando conteúdo celular igualmente 

distribuído, as células tratadas com 1xCIM ou 4xCIM apresentam manchas mais escuras e 

outras de clareamento, indicando condensação do conteúdo celular. Isso já foi relatado 

anteriormente para outros antimicrobianos (incluindo outros AMPs). Por exemplo, a PMAP-

36, uma catelicidina suína anfipática mostrou efeito parecido em E. coli. Neste as áreas pretas 

aglomeradas mostravam ribossomos, enquanto as áreas claras indicavam material genético. 

Foi mostrado que este peptídeo age na membrana, mas eventualmente permeia para o espaço 

periplasmático.135 O peptídeo híbrido CA-FO (peptídeo desenhado a partir de cecoprina e 

folicidina-2) mostrou o mesmo padrão de alterações morfológicas, que foram descritos como 

largos vacúolos citoplasmáticos. Este peptídeo age na membrana citoplasmática (comparável 
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com a ação sugerida para NA1897) e leva ao extravasamento do conteúdo celular. Apesar 

disso, não foi apontada uma razão para este aglomeramento do conteúdo citoplasmático 136. 

Um peptídeo antimicrobiano aniônico também foi estudado por essa técnica, mostrando 

padrões de dano similares para M. haemolytica, aparentando condensação do conteúdo 

citoplasmático por conter áreas com alta densidade celular e áreas claras dentro da célula. 

Para este peptídeo, o mecanismo de ação é intracelular, sem causar dano à membrana. Este se 

liga aos ribossomos e inibe ribonucleases; também leva a inativação e precipitação de 

proteínas.137 Assim, não parece haver um consenso em relação ao motivo desta alteração 

morfológica – tudo indica que diversos mecanismos podem levar à condensação de material 

intracelular. 

Em termos de quantidade de células, não foi observada diferença entre o controle 

positivo e a exposição de 1xCIM (16±4 e 17±6, respectivamente), enquanto a exposição de 

4xCIM apresentou uma redução significativa (9±2, com p<10-3). De fato, é possível observar 

debris celulares nas imagens, mas como o ensaio anterior só mostrou 50% de despolarização 

de membrana citoplasmática para A. baumannii, é justificável que esta redução da quantidade 

celular não tenha ocorrido nos mesmos níveis que em S. aureus.  

Outra característica bem notável nas células tratadas são as bolhas formadas, tanto 

em forma de projeção extracelular, como as que aparentam ser vesículas intracelulares (Figura 

14Figura 15, setas amarelas).  

Em todas as imagens foi possível observar extravasamento do conteúdo celular, 

indicando danos na membrana citoplasmática, como esperado. Isso não explica, porém, as 

formas vesiculares observadas, que parecem estar contidas dentro da célula e com membrana 

visível e bem definida. As vesículas bacterianas podem ser formadas por diversos motivos. A 

maioria das vesículas bacterianas funciona para carregar moléculas específicas, como fatores 

de virulência, moléculas de comunicação etc. Estas foram primeiro descobertas em gram-

negativas, formadas a partir de projeções na membrana externa; posteriormente descobriu-se 

que gram-positivas também eram capazes de tal formação, assim, vesículas podem ser 

formadas a partir de membrana externa ou membrana citoplasmática.138 Atualmente, sabe-se 

que outros fatores também podem influenciar a formação de vesículas, como endolisinas ou 

antibióticos. No caso de antibióticos, são conhecidos três mecanismos que induzem esta 

formação: danos ao envelope celular, inibição da biossíntese da parede celular e indução da 

resposta SOS.134 

As imagens anteriores de S. aureus levaram à hipótese de que ação na membrana e 

ação na biossíntese da parede celular se complementam para resultar na ação bactericida de 
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NA1897. Assim, inibição da biossíntese da parede celular pode ser o motivo da formação das 

vesículas, tanto de membrana externa quanto de membrana citoplasmática. Por exemplo, a 

nisina, um peptídeo antimicrobiano usado como conservante, também é conhecido pela ação 

na parede citoplasmática. Este peptídeo se liga ao lipídio II em bactérias gram-positivas, mais 

especificamente aos anéis de lantionina, e forma agregados que levam à formação de poros na 

membrana.139 Porém, os grandes agregados nisina-lipídio II também parece comprometer 

centenas de moléculas dentro da célula. Além disso, estudos mostram que a acumulação 

progressiva desse agregado pode influenciar a organização fosfolipídica da membrana, 

induzindo curvatura. Ao atingir um tamanho crítico, vesículas se formariam como o resultado 

da minimização de energia.140 Assim, a ação da nisina ao se ligar ao lipídio-II pode 

desencadear uma cascata de outros processos intracelulares. Bactérias gram-negativas 

também possuem lipídio-II, embora estruturalmente diferentes de gram-positivas. 

Componentes como precursores de undecaprenil aparecem nos dois tipos de bactérias.141 

Assim, a hipótese que o lipídio II – alvo que ocorre comumente em antibióticos - interage 

com NA1897 continua válida. Podemos assumir que algo similar à nisina ocorre com 

NA1897, pois este mecanismo de ação explicaria tanto as imagens obtidas para S. aureus 

quanto para A. baumannii. Este mecanismo também explicaria a saturação do sinal de 

despolarização de membrana, uma vez que, atingida concentração mínima, a inibição da 

biossíntese da parede celular levaria à formação de vesículas que iriam conter os componentes 

celulares de maneira randômica. Assim, o fluoróforo permaneceria encapsulado em uma 

bicamada lipídica, sem emissão de sinal (vide figura abaixo).134 

 

Figura 16 - Diferentes elementos que podem induzir a formação de vesículas.  

Fonte: Adaptada de TOYOFUKU; NOMURA; EBERL.134 



82 

 

Outra hipótese é que tanto as vesículas quanto a condensação do conteúdo 

citoplasmáticos são resultado de uma resposta SOS por danos causados ao material genético 

ou maquinaria de replicação, como explicado anteriormente para S. aureus.  

No caso de NA1897, o rápido pico de despolarização (menos de 5 minutos) associado 

à rápida redução celular demonstrados pela cinética de morte e MET nos fazem supor que a 

ação na membrana é, de fato, o principal mecanismo de ação de NA1897, ocorrendo nos 

primeiros minutos. Porém, os dados indicam que devem ocorrer interações que levam aos 

outros defeitos celulares observados, sendo as principais hipóteses dano à biossíntese da 

parede celular ou ao conteúdo genético. 

Para avaliar a facilidade de se obter isolados com redução da sensibilidade a NA1897 

e  ainda estudar possíveis genes mutados que poderiam indicar o mecanismo de ação deste 

peptídeo, foi realizada uma evolução dirigida in vitro com concentrações sub-inibitórias do 

peptídeo em S. aureus ATCC 25923 e A. baumannii ATCC 19606. Além do peptídeo, foi 

feito o mesmo com antibióticos controle: ciprofloxacina, representando um antibiótico com 

alvo intracelular (impede a replicação de DNA inibindo topoisomerases e DNA-girase 

bacterianos) e polimixina B ou daptomicina, representando ação na membrana externa e 

parede celular, respectivamente (de maneira similar a relatado para peptídeos 

antimicrobianos). O aumento de CIM para gram-positivo e gram-negativo após 30 dias de 

evolução dirigida in vitro estão representados na Figura 17. As linhagens finais de cada 

exposição recebem o nome de 25923_X_tratamento ou 19606_X_tratamento, onde X 

representa o nome da replicata e tratamento refere-se ao nome do composto utilizado. 

 

 

Figura 17 - Número de vezes em que a CIM aumentou para cada exposição de 30 dias, incluindo exposição com 

NA1897 todas as replicatas representadas. A. S. aureus ATCC 25923 B. A. baumannii ATCC 19606 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Apesar de NA1897 ter apresentado um aumento de 16x a CIM ao longo da seleção 

para S. aureus, este ainda apresentou o menor aumento comparativamente a média da 
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ciprofloxacina e daptomicina. Por outro lado, os resultados para A. baumannii mostraram-se 

muito positivos, uma vez que a CIM de NA1897 não se alterou durante os 30 dias de 

evolução dirigida. Isto é relevante especialmente comparado com o resultado obtido para 

polimixina B. De maneira geral, antibióticos com ação na membrana ou parede (como a 

daptomicina e a polimixina) possuem menor propensão no desenvolvimento de resistência, já 

que por serem alvos não proteicos, alterações que levem à uma mudança na afinidade 

possuem um custo metabólico mais elevado do que uma mutação em uma proteína específica, 

por exemplo.131-142 Outra vantagem observada é que as linhagens resultantes da seleção não 

apresentaram resistência cruzada, ou seja, a susceptibilidade aos antibióticos comerciais 

(ciprofloxacina, daptomicina ou polimixina B) continuou igual, mesmo com o aumento da 

CIM para NA1897. A preocupação com antibióticos e a sua propensão à seleção de resistentes 

têm atingido o mundo e é algo cada vez mais enfatizado na busca de novas moléculas 

antimicrobianas. Essa preocupação inclusive, não ocorre somente em antibióticos, mas até em 

biocidas utilizados para desinfecção de ambientes hospitalares ou domésticos. O regulamento 

europeu sobre produtos biocidas, por exemplo, têm exigido que o fabricante comunique se o 

produto pode levar a resistência da substância ativa ou mesmo à resistência cruzada.143 

Por outro lado, no caso em que houve seleção de isolados resistentes, a comparação 

entre a linhagem inicial e final pode indicar quais mutações levaram ao aumento da CIM para 

o peptídeo, e até mesmo a diferença entre a estabilidade da linhagem de A. baumannii em 

relação ao que ocorreu em S. aureus. Genes que codificam o alvo deste análogo da 

Bothropstoxina-I, ou proteínas das vias de entrada deste na célula, ou ainda bombas de efluxo, 

podem ser mais facilmente mutados em gram-positivos, aumentando a CIM, do que em gram-

negativos, nos quais a atividade permaneceu estável. Assim, o sequenciamento de genoma das 

linhagens permite essa comparação e pode ser fundamental para verificar os mecanismos de 

resistência e consequentemente, mais uma maneira de verificar as hipóteses levantadas sobre 

o mecanismo de ação de NA1897. 

Além da comparação genética foi feita uma comparação metabólica entre a linhagem 

inicial e final da seleção usando NA1897.  Assim pode-se complementar genótipo com 

fenótipo das alterações causadas pelas concentrações subinibitórias do peptídeo. Para isso foi 

utilizada a linhagem 25923_A_NA1897. Essa análise fenotípica foi feita usando os painéis de 

microarranjos fenotípicos da Biolog, nos quais cada placa representa uma condição 

metabólica diferente. As primeiras placas estão representadas na imagem abaixo.  
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Figura 18 -  Curvas de crescimento (eixo y, intensidade em unidades de omnilog) de cada poço ao longo de 48 h 

para a linhagem S. aureus ATCC 25923 antes da seleção (verde) com NA1897 e após (vermelho) 

em painéis de testes fenotípicos. Amarelo indica a sobreposição de ambas as condições. A, B. 

Painéis de fontes de carbono. C, E, F, G. Painéis de fonte de nitrogênio. D. Painel de fontes de 

enxofre e fósforo. H. Painel de sensibilidade osmótica e efeitos iônicos.  

 

Fonte: Elaborada pela autora* 

 

Para os painéis A e B referentes a fontes de carbono, é possível observar que o 

metabolismo da linhagem 25923_A_NA1897 é menor do que da linhagem inicial para 

algumas fontes, mas não há diferença significativa na variedade de fontes que são 

metabolizáveis por ambas as linhagens. Assim, houve um custo de fitness, mas a capacidade 

metabólica continua semelhante. 

Para as fontes de nitrogênio (placas C, E, F e G), principalmente para as fontes 

peptídicas é possível ver que há uma restrição de aproveitamento para a linhagem 

25923_A_NA1897 em relação a variedade de peptídeos, embora, entre as que ocorre o 

aproveitamento, o metabolismo é maior (mais crescimento) que a linhagem de referência. As 

fontes peptídicas de nitrogênio que 25923_A_NA1897 conseguiu metabolizar foram 

principalmente as que continham glicina e treonina. A glicina é o aminoácido mais simples 

por possuir apenas o hidrogênio como cadeia lateral e não possuir carbono assimétrico. O 

metabolismo da glicina e treonina pertencem a mesma via metabólica, o que condiz com as 

* Software Parametrics da OmniLog® (Biolog) 
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fontes de nitrogênio aproveitadas pela linhagem, indicando que esta é a via metabólica mais 

ativa. Provavelmente o metabolismo é mais alto nestes casos para compensar a menor 

variedade de peptídeos aproveitados. Assim, a perda metabólica, devido às mutações 

ocorridas, não parece ser tão significativa em 25923_A_NA1897. 

 Para a placa D, referente as fontes de enxofre e fosforo, é possível observar que a 

linhagem obtida pela seleção com NA1897 ganhou vantagem metabólica referente a algumas 

fontes, com destaque para as fontes sulfônicas. As vias metabólicas de assimilação de sulfato 

envolvem reações de redução. Isso pode indicar que a seleção levou a um ambiente mais 

redutor nesta linhagem ou uma capacidade maior das enzimas que sofrem oxidação. Todas 

essas mudanças fenotípicas obtidas em 25923_A_NA1897 estão relacionadas ao metabolismo 

energético, ou seja, houve uma diferenciação nas vias preferenciais de obtenção de energia na 

linhagem selecionada (Figura 19). 

 

Figura 19 - Mapa metabólico com destaque para as mudanças ocorridas no módulo de obtenção de energia. 

 

Fonte: Adaptada de KANEHISA144; KANEHISA et al.145; YI et al.146 

 

Por último, quanto aos painéis H e I, o que é mais notável é o metabolismo de 

25923_A_NA1897 para ambientes mais acídicos, o que não ocorre para a linhagem de 

referência. Isto pode estar intrinsicamente relacionado a redução de sulfatos. Bactérias que 

reduzem sulfato sobrevivem em ambientes com pH<5.147 É possível que esta mudança 
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metabólica, associada a utilização de fontes sulfônicas, indiquem uma tendência à realização 

de respiração anaeróbia por essa bactéria, uma vez que bactérias anaeróbias realizam a 

redução de sulfatos para utilizá-los como carreadores de elétrons na cadeia produtora de ATP.  

 Outras mudanças metabólicas que ocorreram foram em relação a sensibilidade 

química, ou seja, mudança de susceptibilidade a antimicrobianos. Primeiro, observa-se os 

compostos em que a linhagem inicial apresentou vantagem, ou seja, a linhagem 

25923_A_NA1897 se tornou mais susceptível. As curvas de crescimento referentes à estas 

condições encontram-se na Figura 20. 

 

Figura 20 - Condições em que a linhagem S. aureus ATCC 25923 antes da seleção apresentou vantagem. Cada 

quadrado representa ambas as curvas de crescimento (eixo y, intensidade em unidades de omnilog) 

de cada poço ao longo de 48 h, com concentrações crescentes do composto descrito.  

Fonte: Elaborada pela autora* 

 Algumas moléculas apresentaram maior ação na linhagem selecionada por terem 

características opostas à molécula de seleção, que é um peptídeo catiônico. É o caso dos 

antimicrobianos aniônicos, como dicromato de sódio, Niaproof, tungstato de sódio, cromato 

de potássio, metaborato de sódio, arsenato de sódio, trifluoperazina, 18-Crown-6 éter, 

pentaclorofenol, 2,4-dinitrofenol e cianato de sódio.72-148-149 Estas moléculas agem como 

ânion tóxico. Independente do mecanismo de ação do peptídeo NA1897, este parece precisar 

estabelecer interação com a membrana. Para isso, a atração entre suas cargas positivas e 

cargas negativas da membrana bacteriana parecem ser essenciais. Logo, se ocorreram 

mutações que levaram à alteração da carga na membrana (por exemplo, diminuição da 

expressão de componentes negativos como ácidos teicóicos e cardiolipinas), isso facilita a 
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interação de antimicrobianos aniônicos, que antes eram repelidos eletrostaticamente devido 

tanto a molécula quanto a membrana apresentarem o mesmo tipo de carga - negativa. 

O mesmo pode ser dito obre os inibidores da síntese de DNA azatioprina e 5-fluoro-

5’-deoxiuridina. Apesar de serem análogos de ácidos nucleicos, impedindo a síntese correta 

de DNA, ambos são moléculas muito hidrofóbicas e com carga negativa 150 cuja permeação 

para o meio citoplasmático pode ter tido vantagem com uma alteração de carga.  

De maneira indireta, a alteração de carga também pode ter facilitado a ação de agentes 

quelantes que agem em íons divalentes como Mg+2 e Ca+2. Estes íons agem como 

estabilizadores das cargas negativas da membrana, interagindo covalentemente com estas na 

faceta externa da bicamada lipídica. Os agentes quelantes que agem nestes íons, ao removê-

los, causam desestabilização da membrana e morte celular. Como a carga negativa da 

membrana pode ter sido alterada, é possível que estes íons estejam com uma interação mais 

fraca e, portanto, são removidos mais facilmente pelos agentes, explicando a maior 

sensibilidade da linhagem 25923_A_NA1897 ao EDTA, por exemplo. Outros agentes 

quelantes como monohidrato de 1,10-fenantrolina e 5,7 – dicloro-8-hidroxiquinaldina agem 

em íons como ferro. Bactéria precisa de íons de ferro (Fe+3) e os capta através de sideróforos 

que são reconhecidos por receptores de superfície. Alterações na membrana citoplasmática, 

pode influenciar nas estruturas destes receptores e diminuir a captação de íons de ferro. 

Assim, alterações na membrana podem ter ocorrido e diminuído a capacidade da linhagem 

selecionada de captar este íon.151  

 Uma série de antibióticos que tem como alvo a parede bacteriana também apresentou 

vantagem sobre a linhagem 25923_A_NA1897, como amoxicilina, carbenicilina, piperacilina, 

cefuroxima e azlocilina. Todos estes antibióticos que agem na parede bacteriana são beta-

lactâmicos, logo, se ligam às PBP’s (proteínas ligadoras de penicilina). Assim, pode-se dizer 

que NA1897 não age na parede celular como havia-se hipotetizado anteriormente, ou, se age 

nesta, não age nas PBP’s como ocorre com beta-lactâmicos. 

 Alguns ionóforos ou agentes da respiração celular como azida de sódio, alexidina, 

patulina, além de alguns aniônicos já citados (pentaclorofenol, 18-crown-6 éter, 2,4 – 

dinitrofenol 148) também mostraram ação maior na linhagem 25923_A_NA1897, mostrando 

que esta pode ter alguma alteração relacionada ao processo metabólico de obtenção de 

energia. Novamente o sequenciamento do genoma se torna essencial para entender melhor 

como ocorre esta alteração.  
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 O contrário também pode ser analisado, compostos para os quais a concentração de 

ação aumentou para a linhagem selecionada, assim como ocorreu com o próprio NA1897. 

Estes compostos e suas curvas de crescimento encontram-se indicados na Figura 21. 

 

Figura 21 - Condições em que a linhagem S. aureus 25923_A_NA1897 apresentou vantagem. Cada quadrado 

representa ambas as curvas de crescimento (eixo y, intensidade em unidades de Omnilog) de cada 

poço ao longo de 48 h de cada poço, com concentrações crescentes do composto descrito. 

 Fonte: Elaborada pela autora* 

 Inicialmente, podemos analisar que outros compostos catiônicos (ou seja com carga 

similar a NA1897) também apresentaram menor ação contra a linhagem 25923_A_NA1897, 

como é o caso de cloreto de antimônio, cloreto de benzetônio, cloreto de cetilpiridínio, e 

brometo de domifeno. De maneira similar, o sulfato de protamina também possui ação na 

membrana, e embora se ligue de maneira não-específica, também apresentou menor ação para 

a linhagem selecionada. Assim também, piritiona é um agente quelante porém já foi mostrado 

que age em membrana de bactérias,152 e a ação deste foi diminuída na linhagem selecionada. 

Isto mostra que a membrana pode ter sofrido outras alterações além de somente a alteração de 

carga.  

 Aqui podemos alegar que moléculas com ação intracelular podem apresentar um 

fenótipo de resistência não por seu modo de ação em si, mas por outros mecanismos, como 

inativação ou exportação da molécula para fora da célula (como ocorreria, por exemplo, caso 

fosse encontrada uma mutação que causasse um aumento de expressão de bomba de efluxo). 

Apesar disso é válido levantar hipóteses sobre os grupos de antibióticos para tentar a 

abordagem mais compreensiva o possível acerca do mecanismo de ação de NA1897. 

* Software Parametrics da OmniLog® (Biolog) 
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 É possível notar que houve menor susceptibilidade a vários antimicrobianos de ação 

na síntese proteica, como por exemplo penimepiciclina, puromicina, tetraciclina e 

oleandomicina. Estes antibióticos se ligam na porção 30S ou 50S do rRNA, inibindo a síntese 

proteica. Assim, é possível que NA1897 interfira na síntese proteica diretamente, ou 

indiretamente, pela leve diminuição no metabolismo observada anteriormente. Pode-se falar o 

mesmo da acriflavina, que inibe a síntese de rRNA. A 8-hidroxiquinolina, apesar de ser 

descrita como agente quelante, também possui ação na inibição da transcrição,153 podendo ser 

mais um indicativo da ação de NA1897 nesta maquinaria celular. De forma indireta, pela 

diminuição metabólica, é possível explicar a maior persistência contra 3-amino-1,2,4-tiazol, 

que age inibindo a biossíntese do aminoácido histidina. 

 A diminuição da ação do ácido iodoacético pode ser explicada pelo suposto 

metabolismo mais ácido da linhagem selecionada. Este ácido age oxidando grupos sulfidris e 

causando crosslink de proteínas com outras moléculas. Esta ação, porém, ocorre 

principalmente em pH próximo de pH8-8,5. Logo, com um microambiente exterior da 

bactéria apresentando um pH ligeiramente mais ácido a sua ação é menos seletiva para os 

grupos proteicos e linhagem poderia persistir em uma concentração mais alta. De forma 

similar, a ação da atropina é obtida por sua ação antioxidante154 e apresenta atividade reduzida 

na linhagem final obtida.  

Os resultados dos painéis de ácido bórico foram inesperados. Este é considerado ânion 

tóxico que causa danos à membrana e extrusão do conteúdo celular por efeito surfactante. 

Estudos também indicam ação na parede e impedimento da divisão celular.155-156 Por ser 

ânion, o resultado de susceptibilidade reduzida não condiz com os dados que até então 

indicam que houve redução da carga negativa da membrana celular bacteriana. Ainda não é 

totalmente elucidado como estes ânions agem nas bactérias. Assim, é possível que estas 

moléculas necessitem associação com cátions para constituir a ação antimicrobiana, 

resultando em uma carga geral positiva, de forma similar ao que ocorre para daptomicina 

116,131 – dessa maneira a redução de carga ainda resultaria em resistência para estas moléculas. 

Também é inesperado o resultado para cloxacilina, não só porque NA1897 não age nas PBPs, 

mas também porque outros antibióticos desta classe apresentaram maior atividade para a 

linhagem após a seleção (Figura 20).  

Assim, o sequenciamento das linhagens finais da seleção se tornou essencial para 

melhor explicar estes resultados. 

Foram sequenciados os genomas das 3 linhagens obtidas das replicatas biológicas do 

experimento de evolução dirigida. A próxima tabela mostra quais mutações ocorreram entre a 
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linhagem do dia zero e a linhagem final. Estas mutações devem indicar mecanismo de ação de 

NA1897, bem como o motivo das alterações fenotípicas observadas.  

  

Tabela 12 - Comparação entre as linhagens iniciais e finais do experimento de evolução dirigida com NA1897 

Linhagem 
Cobertura 

sequenciamento* 
N50 Mutação Consequência 

Proteína 

alterada 

25923_A_NA1897 90x 6925 G>A Ala111Thr 

Parte de uma 

proteína – 

possivelmente 

região de 

repetição da 

Clfa 

25923_B_NA1897 111x 11159 394_395Ins** 
Troca da fase 

de leitura 

Precursor de 

ligação a 

fibronectina 

25923_C_NA1897 105x 4930 

T>C Leu893Ser 

Fator de 

aglomeração A 

(ClfA) 

T>C Phe86Ser 

Subunidade beta 

da alfa-

cetoácido 

desidrogenase 

* Cobertura da linhagem dia zero A, B e C igual a 148x, 97x e 112x respectivamente 

** Inserção de ACGCTGATGTTGTTGAATATGAA entre os nucleotídeos 394 e 395 do gene que codifica a   

proteína 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

Inicialmente podemos falar sobre as mutações ocorridas para a linhagem 

25923_A_NA1897. A proteína hipotética encontrada constitui-se basicamente de uma série de 

aminoácidos serina e aspartato repetidos em série, ocasionalmente intercalados por glutamato 

ou alanina. Esta proteína parece estar conectada ao fator de aglomeração A, que também 

sofreu mutações no experimento C. Na proteína ClfA é possível observar esta sequência de 

repetição. Assim, as alterações envolvendo ambas as mutações encontradas parecem estar 

relacionadas. O gene clfA codifica uma proteína de alta massa molecular que fica ancorada à 

parede celular. Esta proteína é conhecida por promover adesão, se ligando ao fibrinogênio e 

causando os conglomerados de plasma que são observados em infecções por S. aureus. 

Assim, esta proteína é intrinsicamente relacionada à virulência do organismo.157 A proteína 

ClfA completa pode ser dividida em: uma região S de peptídeo sinalizador, uma região A de 

ligação ao fibrinogênio, uma região R de repetição serino-aspartato (aproximadamente 300 

aminoácidos), os motivos de ligação na parede e membrana, e por último uma cauda 

intracelular positivamente carregada.158 Em condições fisiológicas as cadeias laterais do 

aspartato possuirão cada uma uma carga negativa, devido a deprotonação do ácido, e os 

resíduos intercalantes de serina são hidrofílicos e estarão altamente dispersos. Assim, a 
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repulsão entre aspartatos somada a interdispersão da serina gera uma força motriz eletrostática 

que estende a proteína para fora da superfície da célula.159  As cargas contidas nesta região de 

repetição serino-aspartato são suficientes para atração eletrostática do peptídeo 

antimicrobiano positivamente carregado, podendo ser esta a causa de isolados com mutações 

nessa proteína terem sido selecionados. Curiosamente, a mutação não ocorreu na região 

codificadora da âncora ou nos aminoácidos negativos, mas sim em uma alanina que intercala 

as repetições de serina-aspartato. Como a estrutura desta porção da proteína de repetição 

serino-aspartato é principalmente random coil (vide figura abaixo), não se sabe exatamente 

qual alteração esta mutação trouxe para proteína. Na linhagem 25923_C_NA1897, a mutação 

ocorreu na mesma região. A proteína detectada pela análise de variantes alinha-se a proteína 

ClfA de S. aureus apenas até o aminoácido 544, por ser mais longa e possuir mais 

aminoácidos na porção B2 antes da região de repetição de SD. Assim, o aminoácido 893 

encontra-se na região de repetição, de forma que a mutação observada se assemelha àquela 

observada em 25923_A_NA1897 para a proteína hipotética. No genoma, esta proteína não foi 

sequenciada completamente, sendo que a região final (C-terminal, suposta região de 

ancoramento) não se encontra na ORF (do inglês, open reading frame). Assim, para confirmar 

essas mutações e o papel de ClfA na diminuição da susceptibilidade, seria ideal o 

sequenciamento de tal gene por método de Sanger, verificação da mutação e expressão do 

gene mutado na linhagem inicial, ou vice-versa, observando se de fato esta é a responsável 

pela diminuição a sensibilidade para NA1897.  

 

 

Figura 22 - Proteína ClfA e suas subunidades, em destaque região de serino-aspartato com alta carga negativa.  

Fonte: Adaptada de MILLES et al.160 



92 

 

A proteína FnbA, que também parece ter sofrido mutação na seleção in vitro, é uma 

proteína ancorada na membrana e parede celular, contém o motivo LPXTG, possui função de 

adesão e internalização pelas células do hospedeiro,161-162 é capaz de se ligar a fibronectina 

solúvel e imobilizada, invadindo células mesmo sem fatores adicionais.163 FnbA também é 

capaz de se ligar a elastina e fibrinogênio. Assim, age não só na infecção ao hospedeiro, mas 

também na persistência de tal infecção. Esta proteína não é estabilizada por íons divalentes 

como Ca+2 ou Mg+2.163-164 A mutação de inserção ocorreu na porção A da proteína, que 

similarmente ao fator de algomeração, também representa o sítio ativo de FnbA. Estudos 

indicam que mutações nesta região levam a perda da função: não há mais a capacidade de se 

ligar ao fibrinogênio e elastina.165 Assim, há similaridade entre a mutação ocorrida em FnbPA 

e CflA, uma vez que ambas parecem perder a capacidade de ligação ao fibrinogênio. Não há 

na literatura nenhuma relação entre tais proteínas e a ação de peptídeos antimicrobianos ou 

mecanismo de ação de outros antibióticos. É pouco provável que NA1897 interaja no sítio de 

ligação ao fibrinogênio, uma vez que esta proteína possui, em pH fisiológico, cargas aniônicas 

– o oposto da nossa molécula. Assim, estas mutações podem ter sido selecionadas ao acaso. 

De fato, estudos indicam que em algumas bactérias resistentes há diminuição de fatores de 

virulência (como ClfA e FnbA), para causar preferencialmente uma infecção menos virulenta 

mas persistente a longo prazo do que uma infecção aguda.166-167 Para melhor esclarecer o 

papel destas mutações na diminuição de susceptibilidade em NA1897, seriam necessários 

estudos adicionais, como superexpressar a proteína mutada em uma linhagem sensível e 

observara se os incrementos da CIM são atingidos. 

A proteína do complexo alfa-cetoácido desidrogenase é homóloga a alfa-cetoácido 

desidrogenase de cadeia ramificada, com 50% de identidade em 100% de cobertura. Esta faz 

parte do ciclo de reações que catabolisa aminoácidos de cadeia ramificada, como valina, 

leucina e isoleucina. Além disso, seu estudo já foi relacionado à fluidez de membrana.168 

Ácidos graxos originários de cadeias ramificadas e insaturadas são considerados mais fluidos 

enquanto cadeias simples ou saturadas atribuem características mais rígidas à membrana.169 O 

nocaute do gene que codifica a alfa-cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada mostrou em 

Bacillus subtilis que a falta de atividade desta proteína leva a uma rigidez maior na 

membrana, devido ao maior uso de aminoácidos de cadeia simples para compor os ácidos 

graxos dos fosfolipídios.170 É sabido que AMPs podem ter preferência por microdomínios da 

membrana para inserção e ação. Se NA1897 possui uma preferência por microdomínios 

fluidos para fazer um uptake autopromovido,72,171 uma mutação que resulte em maior rigidez 



93 

 

na membrana pode dificultar a ação deste AMP, representando uma vantagem evolutiva que 

foi selecionada pelas passagens em concentrações subinibitórias do NA1897.  

A própria enzima alfa-cetoácido desidrogenase subunidade beta possui um único 

domínio AcoB, um domínio conservado na família, componente relacionado produção e 

conversão de energia.172-173 De fato, a produção de energia comumente ocorre pela oxidação 

de compostos orgânicos, como a respiração que oxida glicose, obtendo 38 moléculas de ATP. 

Se esta proteína em questão for essencial para a obtenção de energia pela respiração celular, a 

troca de um aminoácido altamente hidrofóbico (fenilalanina, que comumente se encontra em 

alfa-hélices ou folhas-beta) por um aminoácido hidrofílico (serina), pode ter causado perdas 

de funções importantes. Isso explicaria o caminho alternativo de metabolização de enxofre 

observado fenotipicamente para a linhagem selecionada com NA1897.174 Assim, é possível 

que NA1897 aja na respiração celular e/ou catabolismo. Por último, é possível que estas duas 

hipóteses sobre a mutação causada estejam relacionadas: um estudo mostra que a taxa de 

metabolismo respiratório e crescimento celular são dependentes da fluidez da membrana. Os 

lipídios mais fluidos controlam rigidamente o mecanismo respiratório, provavelmente devido 

a cadeia transportadora de elétrons que depende da difusão de proteínas e enzimas 

transportadoras de elétrons. Assim, sugere-se que a cadeia transportadora de elétrons depende 

da difusão na membrana, o que pode causar restrição na evolução da composição destas 

membranas.175  

Comumente se associa o aumento da CIM a mutações em comum que ocorrem nas 

linhagens com mesmo nível de resistência. Neste caso, a mutação em comum ocorre em 

proteínas de ligação de fibrinogênio, que não parecem estar diretamente relacionadas à ação 

de NA1897. Assim, esta mutação pode ter sido apenas uma resposta de S. aureus, diminuindo 

a virulência a longo prazo, como ocorre a regulação em bactérias resistentes. As mutações 

observadas na última replicata biológica se relacionam melhor com os resultados fenotípicos 

observados, principalmente a respeito de metabolismo de aminoácidos de cadeia ramificada, 

diretamente relacionada a composição dos ácidos graxos da membrana.  

Logo, pode-se afirmar que NA1897 é um peptídeo de amplo espectro e rápida ação, 

que causa despolarização, danos à parede celular e provavelmente estresses oxidativos. Este 

peptídeo possui baixo índice de seletividade para macrófagos, mas seu uso tópico parece ser 

promissor, dada a baixa propensão ao desenvolvimento de resistência. 
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4.2 Plantaricina 149 

 

Os análogos sugeridos para a Plantaricina 149 foram planejados em colaboração com a 

Profa. Dra. Leila M. Beltramini do IFSC-USP e Prof. Dr. José Luiz de S. Lopes, do IFUSP da 

Universidade de São Paulo. Estes peptídeos foram sintetizados utilizando a infraestrutura do 

grupo de Biofísica. Estes análogos, bem como sua atividade antimicrobiana e hemolítica 

encontram-se na tabela abaixo. 

 

Tabela 13 - Resumo dos análogos de Plantaricina 149 sintetizados e sua atividade antimicrobiana e hemolítica 

Nome Sequência 
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Pep7 
Fmoc -

YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG 
32 256 128 64 256 128 32 256 4 

Pep1 Fmoc - GATAIKQVKKLFKKKGG 128 512 512 128 512 512 64 512 >128 

Pep1S GATAIKQVKKLFKKKGG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep6 Fmoc - YATAIKQVKKLFKKKGG 8 64 64 32 128 128 16 128 64 

Pep6S YATAIKQVKKLFKKKGG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep2 Fmoc – YAVKKLFKKKG 64 128 256 128 S.A. 256 512 256 >128 

Pep2S YAVKKLFKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep9 YVGGGKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep10 YGGGKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep11 YAVIGGGKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep12 Fmoc-YAVGGGKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep12S YAVGGGKKKG S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. N.D. 

Pep6W Fmoc – YATAIKQVKKLFKKWGG 8 8 16 8 64 64 8 64 32 

Pep6WS YATAIKQVKKLFKKWGG 128 512 S.A. 256 256 256 256 512 512 

Pep2W Fmoc – YAVKKLFKKWG 8 16 32 16 64 64 64 64 64 

Pep2WS YAVKKLFKKWG 128 256 512 256 256 512 512 512 512 

Pep20 Fmoc – KAVKKLFKKWG 4 16 32 16 32 64 32 64 >512 

S.A. Sem atividade para as condições testadas 

N.D. Não determinada 

HC50 Concentração de 50% de hemólise 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Alguns análogos da Plantaricina 149 já explorados previamente95 apresentaram 

atividade antimicrobiana, mas esta foi pouco explorada e caracterizada, e, quando observadas, 

ocorriam em altas concentrações. Dentre os análogos, a presença do grupo protetor Fmoc no 

N-terminal do peptídeo merece destaque e foi ponto de partida neste projeto, uma vez que 

parece ter aumentado a ação desta bacteriocina. Este grupo protetor é utilizado nas sínteses 

orgânicas para proteção de aminas e possui características hidrofóbicas e volumosas.  

Assim, o primeiro peptídeo a ser testado foi o Pep-7, a sequência original desta 

bacteriocina com o grupo protetor Fmoc. Este peptídeo foi ativo contra todas as linhagens 

testadas. Estudos anteriores feitos com modelos sugerem que a interação deste peptídeo se 

estabelece com a membrana bacteriana da seguinte maneira: em presença de fosfolipídios 

negativamente carregados, este peptídeo se enovela em uma alfa-hélice, a qual inicialmente 

estabelece uma interação eletrostática entre seus aminoácidos com cadeia lateral positiva e a 

membrana, deslocando cátions positivos ali presentes, como Ca+2 e Mg+2. Em seguida a 

porção N-terminal, em função de seu caráter hidrofóbico, estabelece interações com a porção 

lipídica dos fosfolipídios, se inserindo na membrana.95 A adição do grupo Fmoc e o 

consequente o aumento da atividade se encaixam neste modelo proposto, uma vez que este 

incrementa o caráter hidrofóbico da região N-terminal onde está inserido, além de ter 

liberdade estérica para se inserir na membrana, por não fazer parte da alfa-hélice. Apesar de 

ser ativo para todas as linhagens testadas, o grande desafio para este peptídeo encontra-se na 

alta taxa de hemólise observada. Peptídeos catiônicos normalmente não interagem com a 

membrana eucariótica, uma vez que esta é composta principalmente de fosfolipídios 

zwitteriônicos, não estabelecendo uma interação eletrostática. A hipótese é, então, que o alto 

caráter hidrofóbico do peptídeo seja responsável por tal atividade hemolítica. As próximas 

modificações feitas envolveram a retirada da porção N-terminal do peptídeo, baseado em 

estudos que mostraram que esta região não contribuía para a atividade antimicrobiana em 

bacteriocinas similares.176 A redução do peptídeo também é vantajosa em termos de custo e 

tempo de síntese. Assim, sintetizou-se os peptídeos Pep1 e Pep1S, com a mesma sequência de 

aminoácidos, diferenciados apenas na presença ou não grupo protetor Fmoc, de maneira a 

continuar explorando sua influência na atividade antimicrobiana. O peptídeo Pep1S não 

apresentou potencial antimicrobiano, ressaltando a importância do grupo Fmoc na molécula 

para sua atividade. Por outro lado, o peptídeo Pep1 apresentou atividade contra todas as 

linhagens testadas. Apesar de agir em concentrações mais altas que Pep7, sua atividade 
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hemolítica foi atenuada. Isso mostra que o grupo Fmoc não é o único responsável pela 

atividade hemolítica, esta sofre também a influência da sequência de aminoácidos. 

As próximas modificações sugeridas para esta bacteriocina mantiveram a redução da 

porção N-terminal, uma vez que houve a redução da hemólise nestas condições. Assim, foram 

sintetizados os peptídeos Pep6 e Pep6S, similares ao Pep1 mas trocando o primeiro 

aminoácido da sequência por tirosina, para assemelhar-se ao início da bacteriocina original 

(Plantaricina 149). Novamente, o peptídeo sintetizado sem a presença do grupo Fmoc não foi 

ativo, em oposição aos peptídeos com a presença do grupo. Pep6 apresentou um potencial 

antimicrobiano muito maior que o Pep1, do qual a modificação se originou. Pep6 foi 

escolhido para seguir as tentativas de otimização dada a sua atividade biocida acentuada. O 

segundo par de peptídeos sintetizados (Pep2 e Pep2S) buscou reduzir ainda mais o peptídeo, 

também mantendo a tirosina inicial que se mostrou importante pelo obtido anteriormente com 

Pep6. Pep2S, como esperado, não apresentou atividade, mas Pep2, apesar de não tão ativo 

como Pep6, apresentou uma taxa hemolítica mais baixa. Ainda tentando obter o a otimização 

entre estes dois aspectos (atividade antimicrobiana e toxicidade), sintetizou-se mais 5 

peptídeos (Pep9, Pep10, Pep11, Pep12, Pep12S), partindo da sequência de Pep2. Dado o 

modo de ação proposto em estudos anteriores,95 a intenção para estas sínteses foi reduzir 

ainda mais o peptídeo, mantendo as principais características deste, mas sem considerar sua 

estrutura secundária. Esta tentativa foi realizada pois não se espera uma resposta chave-

fechadura entre bactéria e peptídeo, mas sim interações eletrostáticas e hidrofóbicas que 

poderiam ser estabelecidas sem uma estrutura secundária bem definida. Esperava-se, assim, 

dar mais liberdade conformacional para as cargas positivas localizadas na porção C-terminal 

do peptídeo, conseguindo manter sua função. Estas hipóteses formuladas, porém, não foram 

validadas, pois nenhum destes peptídeos tiveram atividade antibacteriana. 

 Em contrapartida a esta estratégia de uma molécula com maior liberdade 

conformacional, os próximos peptídeos foram planejados a partir da estrutura secundária que 

a molécula assumiria ao interagir com a bactéria e/ou seu alvo específico. Assim, utilizou-se a 

projeção em hélice de sua sequência de aminoácidos, uma vez que estes peptídeos possuem a 

tendência de assumir essa conformação na presença de lipídeos negativamente carregados 97. 

Na Figura 23 (A e B) é possível observar a projeção em alfa-hélice para os peptídeos Pep6 e 

Pep2, últimos dois peptídeos sintetizados que apresentaram atividade antimicrobiana. Nestas 

projeções é possível observar que há um resíduo de lisina entre o que poderia definir uma face 

hidrofóbica em ambos os peptídeos. Já foi relatada a importância da característica anfipática e 

principalmente de uma face hidrofóbica bem definida em peptídeos antimicrobianos que 
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assumem conformação em alfa-hélice.72 Assim, planejou-se trocar esta lisina no Pep2 e Pep6 

por triptofano (Y10 no Pep2 e Y15 no Pep6). O triptofano foi escolhido devido a sua 

característica hidrofóbica e sua capacidade de recuperar atividade de AMPs já citada no item 

4.1 Bothropstoxina-I. Nos itens C e D da Figura 23 apresentamos as novas projeções em 

hélice para estas modificações. Nota-se que em ambos os peptídeos há um aumento da 

hidrofobicidade e do momento hidrofóbico, sendo mais acentuado para o modificado a partir 

do Pep2.  

 

Figura 23 -  A. Projeção em hélice alfa para Pep6. Hidrofobicidade: 0,129. Momento hidrofóbico: 0,449. B. 

Projeção em hélice alfa para Pep2. Hidrofobicidade: 0,094. Momento hidrofóbico: 0,357. C. 

Projeção em hélice alfa para Pep6W. Hidrofobicidade: 0,319. Momento hidrofóbico: 0,622. D. 

Projeção em hélice alfa para Pep2W. Hidrofobicidade: 0,388. Momento hidrofóbico: 0,647. Os 

aminoácidos amarelos são resíduos não polares, enquanto os azuis são carregados positivamente. 

Dados obtidos no HeliQuest. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Estas projeções desenhadas foram sintetizadas aos pares (com e sem Fmoc): Pep6W e 

Pep6WS, Pep2W e Pep2WS. Nota-se que os peptídeos sem o Fmoc, Pep2S e Pep6S, não 

tinham atividade, mas com a substituição da lisina por triptofano, Pep6WS e Pep2WS, 

passaram a ser ativos (Tabela 13), mais uma vez evidenciando a importância deste 

aminoácido em AMPs. Ainda assim, inegavelmente Pep6W e Pep2W ganham destaque 

devido a sua alta atividade. Dada a alta atividade antimicrobiana de Pep2W, mas menor 

atividade hemolítica, além de outras vantagens - como menor tamanho - este foi escolhido 

para seguir com as tentativas de otimização. 
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Observando novamente a estrutura secundária deste peptídeo, nota-se que a troca de 

Y1
 por lisina beneficiaria na definição de uma hélice anfipática no peptídeo, favorecendo que 

se forme uma face positivamente carregada (Figura 24). 

 

 

Figura 24 -  Projeção em hélice alfa para Pep20. Os aminoácidos amarelos são resíduos não polares, enquanto os 

azuis são carregados positivamente. Hidrofobicidade: 0,211. Momento hidrofóbico: 0,822. Dados 

obtidos no HeliQuest.  

Fonte: Elaborada pela autora 

 

De fato, ao avaliar a atividade antimicrobiana, observa-se que Pep20 foi o peptídeo 

mais potente sintetizado até então. Este peptídeo apresentou melhora muito significativa em 

termos de atividade em relação aos anteriormente publicados, por ser bactericida em 

concentrações mais baixas, além de reduzir significativamente a taxa hemolítica – maior 

problema associado encontrado para esse grupo de moléculas (vide Tabela 13). Assim, 

escolheu-se este análogo da Plantaricina 149 (representado pela Figura 25) como o mais 

promissor para dar continuidade aos demais ensaios deste projeto. Este peptídeo apresenta-se 

desordenado em solução fosfato, mas apresenta maiores graus de ordenação na presença de 

detergentes aniônicos (Anexo B), como esperado para AMPs. Para melhor investigar os 

efeitos de ordenação de Pep20, serão tomadas medidas de SRCD (do inglês, Synchrotron 

radiation circular dichroism).  

 

Figura 25 - Peptídeo Pep20 (Fmoc – KAVKKLFKKWG).  
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Fonte: Elaborada pela autora 

Todos os peptídeos sintetizados foram avaliados no StarDrop para obter in vitro suas 

propriedades e permitir uma análise das propriedades físico-químicas, e como forma de 

avaliar o potencial farmacológico da molécula. 

 

Tabela 14 - Propriedades físico-químicas dos análogos de Plantaricina 149 calculadas in silico 

Peptídeo logP  Categoria BHE Categoria AIH Ligação com proteínas 

do plasma 

Pep7 3,9  - + Baixa 

Pep1 -1,742  - - Baixa 

Pep1S -2,709  - - Alta 

Pep6 4,382  - + Baixa 

Pep6S 0,1956  - + Baixa 

Pep2 8,238  - + Baixa 

Pep2S 0,2137  - + Baixa 

Pep9 -3,996  - + Alta 

Pep10 -4,393  - + Alta 

Pep11 -3,337  - + Alta 

Pep12 -2,015  - + Baixa 

Pep12S -3,86  - + Alta 

Pep6W 0,6966  - + Baixa 

Pep6WS -0,0223  - + Baixa 

Pep2W 1,267  - + Baixa 

Pep2WS 0,2094  - + Baixa 

Pep20 -1,097  - - Baixa 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

A princípio, tentamos estabelecer uma relação entre o logP dos peptídeos e sua 

atividade, uma vez que para os primeiros peptídeos testados foi possível observar que aqueles 

com logP alto apresentaram atividade, enquanto aqueles com logP baixos ou menor que zero 

se mostraram inativos (com exceção de Pep1). A priori esta relação mostrava-se lógica dado 

que este parâmetro mede o coeficiente de partição em octanol/água e está ligado a interações 

intermoleculares do composto.112 Contudo, não foi possível obter uma relação quantitativa 

para atividade antimicrobiana e o logP, e o resultado obtido com as próximas sínteses 

descartaram essa hipótese. O último peptídeo sintetizado (Pep20) apresentou uma drástica 

mudança de logP, mostrando como a definição das faces carregadas e hidrofóbicas na 

molécula interfere nas suas interações intermoleculares. Apesar de não ter sido possível a 

análise quantitativa, estes dados foram importantes para guiar as modificações, além de darem 

bom suporte para a intenção de aplicação terapêutica: a modelagem computacional dos 
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últimos peptídeos sugeridos indica baixa ligação com proteínas do plasma e não penetração da 

barreira hematoencefálica, apontando baixa toxicidade para o organismo. 

Uma vez que Pep20 foi escolhido para dar continuidade ao projeto, este foi avaliado 

contra uma série de linhagens que pertencem ao grupo ESKAPE com diferentes perfis de 

susceptibilidade através da determinação da CIM e CBM. Foram testadas 60 linhagens de 

diferentes espécies de bactérias gram-positivas (Tabela 15). Houve uma grande variação da 

CIM para as bactérias gram-positivas. 

 

Tabela 15 - CIM e CBM do peptídeo Pep20 para linhagens gram-positivas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência# 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM/CIM Atividade 

S. epidermidis 
ATCC 35984  2 8 4 Bactericida 

ATCC 12228  1 2 2 Bactericida 

S. aureus 

ATCC 25923  8 16 2 Bactericida 

SA16 MRSA 8 16 2 Bactericida 

SA88 MRSA 8 16 2 Bactericida 

SA43 MRSA, TIG S 8 8 1 Bactericida 

SA43 B2  8 8 1 Bactericida 

SA43 B7 MRSA (mepR*) 8 8 1 Bactericida 

Mu50 VISA 2 >8 >4 Bacteriostático 

ATCC 8095  8 16 2 Bactericida 

E. faecalis 

VRE 109 VAN R, TIG S 32 128 4 Bactericida 

VRE 109 42C VAN R, TIG R 32 128 4 Bactericida 

VRE 80 VAN R, TIG R 32 128 4 Bactericida 

V583 VAN R 128 256 2 Bactericida 

RPEfs1 CIP R 128 128 1 Bactericida 

RPEfs2 ERY I 128 128 1 Bactericida 

RPEfs3 VAN R 128 128 1 Bactericida 

RPEfs4 CIP R 8 32 4 Bactericida 

RPEfs5 TET R 8 >32 >4 Bacteriostático 

ATCC 29212  32 64 2 Bactericida 

E. faecium 

VRE 16 VAN R 32 32 1 Bactericida 

HBSJRP18 

DAP 

supersensível 

(lafB*) 

32 64 2 Bactericida 

HBSJRP18 2.7 DAP S 32 64 2 Bactericida 

HBSJRP18 3.6 DAP R (dak*) 32 32 1 Bactericida 

HBSJRP7 DAP R, VAN R 16 32 2 Bactericida 

HBSJRP13 VAN R 16 32 2 Bactericida 

HBSJRP14 VAN R 16 64 4 Bactericida 

HBSJRP23  8 8 1 Bactericida 

HBSJRP11  8 16 2 Bactericida 

ATCC 700221 VAN R 8 32 4 Bactericida 
American Type Culture Collection (ATCC). Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA); S. aureus com resistência 
intermediária à vancomicina (VISA); 

R, resistente; S, sensível, I, intermediário;  

Ciprofloxacina (CIP), Daptomicina (DAP), Eritromicina (ERY), Tigeciclina (TIG),Vancomicina (VAN) 
#Perfil completo de resistência encontra-se no anexo A 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Assim como feito anteriormente para o peptídeo NA1897, estes resultados constroem 

um quadro geral de ação antimicrobiana do Pep20 e ajudam na identificação do modo de ação 

desta molécula ao observar sua ação sob influência de mecanismos de resistência conhecidos. 

Novamente, é importante dar destaque para as linhagens isogênicas S. aureus SA43 e SA43 

B7, sendo que esta última, obtida de seleção in vitro, tem uma mutação no mepR, que causou 

superexpressão da bomba de efluxo MepA.177 Observa-se que a CIM do Pep20 para estas 

duas linhagens é igual, ou seja, a superexpressão de MepA – responsável por extrusar 

antibióticos e associada à fenótipos de resistência - não afeta a atividade do peptídeo, indício 

de que este não é substrato da bomba MepA e/ou não entra no citoplasma. Da mesma 

maneira, não se observou mudança na atividade entre as linhagens E. faecalis VRE109 e 

VRE109C42, sendo a primeira uma linhagem clínica parental sensível à tigeciclina e a 

segunda, resistente. Ambas são isogênicas obtidas por evolução dirigida com tigeciclina, mas 

VRE109C42 é resistente à tigeciclina por uma associação de mecanismos que inclui a 

superexpressão de TetM e a influência de uma bomba de efluxo não identificada, mas que 

sofre influência de verapamil.114 Assim, é possível inferir que o modo de ação do peptídeo 

Pep20 não é diretamente nos ribossomos, ou, pelo menos, não é afetado pela proteção 

ribossomal presente nesta linhagem e nem sofre influência desta possível bomba de efluxo. 

As linhagens de E. faecium HBSJRP18, HBSJRP18-2.7 e HBSJRP18-3.6 que são, 

respectivamente, supersensível, sensível e resistente a daptomicina, também merecem 

destaque, uma vez que este antibiótico tem um mecanismo de ação junto da membrana e 

parede celular, guiada pela interação eletrostática com os fosfolipídeos negativamente 

carregados.131 Apesar disso, estas três linhagens com diferentes perfis de susceptibilidade à 

daptomicina não apresentaram diferença de susceptibilidade ao peptídeo Pep20. Ainda não se 

tem conhecimento de quais mudanças fenotípicas levaram a mudanças na susceptibilidade à 

daptomicina nestas linhagens, embora as mutações tenham sido encontradas no gene lafB para 

HBSJRP18 e no gene daK para HBSRJP18 3.6, como citado anteriormente.115 Por último, 

ainda é possível citar os isolados de VRE E. faecium HBSJRP7 e HBSJRP13, ambos ST896, 

que apesar de não serem isogênicas, a análise do genoma destas indicou uma única mutação 

em uma D-ala-D-ala ligase em HBSJRP13, que provavelmente levou à susceptibilidade a 

daptomicina, já que outros isolados da mesma linhagem do hospital eram resistentes à 

daptomicina. Como discutido em 4.1 Bothropstoxina-I, esta mutação está ligada a montagem 

e integridade da parede celular. Como não foi observada alteração na CIM entre estas duas 

linhagens, podemos também supor que este mecanismo de resistência não afeta a ação 

antimicrobiana de Pep20. 
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Para as bactérias gram-negativas, foram utilizadas 32 linhagens das diferentes 

espécies. 

 

Tabela 16 - CIM e CBM do peptídeo Pep20 para linhagens gram-negativas 

Espécie Linhagens Principal Perfil 

Resistência* 

CIM 

(mg/L) 

CBM 

(mg/L) 

CBM/CIM Atividade 

K. 

pneumoniae 

ATCC 700603 SHV+ 16 >64 >4 Bacteriostático 

ATCC 

BAA1705 

KPC+ 

16 >64 >4 Bacteriostático 

BHKPC50 

AK R, AMP R, 

IMI R, CIP R, 

TIG R, CL S 128 512 4 Bactericida 

RPKp01 
IMI R, CIP R, 

CL R 32 64 2 Bactericida 

RPKp02 
AMP R, IMI R, 

CIP R, CL R 128 256 2 Bactericida 

RPKp09 
AMP R, IMI R, 

CL S 32 64 2 Bactericida 

RPKp18 
AMP R, IMI R, 

CL R 128 256 2 Bactericida 

NDM-1 NDM+ 32 >128 >4 Bacteriostático 

AMKP4 KPC+ CL R 512 >512 >1 N.D. 

AMKP7 KPC+, CL S  256 256 1 Bactericida 

AMKP10 KPC+, CL R 512 >512 >1 N.D. 

E. coli 

ATCC 25922  32 64 2 Bactericida 

ATCC 35218  32 128 4 Bactericida 

RPEc01 
AK R, AMP R, 

IMI R 32 128 4 Bactericida 

BHKPC10 MEM R 32 128 4 Bactericida 

AMEc8 AMP R, CIP R 16 32 2 Bactericida 

AMEc49 
AMP R, CXM 

R 32 64 2 Bactericida 

AMEc60 
AMP R, CXM 

R 16 64 4 Bactericida 

A. baumannii 

ATCC 19606  32 64 2 Bactericida 

ACI50 CL R 64 128 2 Bactericida 

ACI44 CL S 128 256 2 Bactericida 

ACI51 CL R 256 256 1 Bactericida 

ACI40 CL S 64 128 2 Bactericida 

ACI42 CL  64 256 4 Bactericida 

AM83 AK R, CL S 32 128 4 Bactericida 

AM87 AK S, CL S 16 16 1 Bactericida 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 AmpC induzível 32 128 4 Bactericida 

RPPse09 IMI R, MEM R 256 512 2 Bactericida 

RPPse07 
A KR, MEM R, 

IMI R, CL S 
64 

128 2 Bactericida 

PSE6 KPC+ 128 128 1 Bactericida 

PAO1  128 256 2 Bactericida 
American Type Culture Collection (ATCC). R, resistente; S, sensível, I, intermediário; KPC – Klebsiela Pneumoniae 

Carbapenemase 
Amicacina (AK), Ampicilina (AMP), Cefuroxima (CXM), Ciprofloxacina (CIP), Colistina (CL), Imipenem (IMI), Meropenem 

(MEM) 
*Perfil completo de resistência encontra-se no anexo A 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Da mesma maneira, aqui podemos observar o quadro geral de susceptibilidade destas 

linhagens frente ao Pep20. Os resultados referentes a linhagens com diferentes perfis de 
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resistência a polimixinas devem ganhar destaque, uma vez que este antibiótico pertence à 

classe de peptídeos catiônicos antimicrobianos. Polimixinas agem estabelecendo uma 

interação eletrostática com a membrana negativamente carregada e posteriormente interage 

com o lipídeo A, levando a alterações na permeabilidade e rápida perda do conteúdo celular 

117. Assim, é de interesse observar o comportamento destas linhagens sob ação de Pep20, para 

tentar obter informações referentes ao seu mecanismo de ação. Inicialmente, para linhagens 

de A. baumannii, damos destaque às linhagens ACI50 e ACI51, que são resistentes à 

polimixinas e às linhagens ACI40, ACI42 e ACI44, que por sua vez são sensíveis ao 

antibiótico. A resistência nas primeiras linhagens ocorre devido a adição de fosfoetanolamina 

no LPS da membrana externa 118, reduzindo sua carga negativa e, portanto, causando repulsão 

eletrostática no antibiótico (como citado na seção 4.1 Bothropstoxina-I). Observou-se uma 

variação entre as concentrações inibitórias para Pep20, mas sem uma relação clara com a 

resistência a polimixinas (linhagens resistentes não apresentaram, necessariamente, uma CIM 

maior que as linhagens sensíveis). Isso pode ocorrer pois estas linhagens não são isogênicas, e 

por serem de origem clínica, apresentam fenótipos diferentes entre si. Assim, não é possível 

presumir nenhuma relação entre Pep20 e resistência a polimixinas com estes dados. Outro 

resultado importante de enfatizar foi o obtido para as linhagens K. pneumoniae AMKP4, 

AMKP10 e AMKP7. Esta última é sensível a polimixinas enquanto AMKP4 e AMKP10 são 

resistentes. O mecanismo neste caso é muito similar ao descrito para A. baumannii. Nestas 

linhagens resistentes há a adição de 4-amino-arabinose no LPS, de novo causando repulsão a 

polimixina B 119. Neste caso pode-se observar que a linhagem sensível à polimixina B 

apresenta uma CIM mais baixa que as linhagens resistentes, indicando que este mecanismo de 

resistência pode afetar o modo de ação do Pep20. Isto faz sentido com os dados antes 

publicados para as moléculas que antecederam Pep20. A Plantaricina 149 e seus análogos 

parecem depender da carga negativa dos fosfolipídios para a formação de sua estrutura 

secundária e para seu mecanismo de ação.95-97  

Apesar de permitirem o levantamento de algumas hipóteses e, de certa forma, 

direcionar a investigação do potencial antimicrobiano, as hipóteses aqui levantadas só podem 

ser confirmadas com a devida elucidação do modo de ação do peptídeo. A partir de agora o 

foco se dá para essa elucidação, mas também para continuação da caracterização de atividade 

antimicrobiana deste peptídeo. Para isso, assim como no caso de NA1897 descrito 

anteriormente, foram escolhidas linhagens representativas do problema atual da resistência 

antimicrobiana. Logo, foram escolhidas linhagens de S. aureus e A. baumannii. Para S. 

aureus, a linhagem ATCC 25923 serve como padrão de referência internacional enquanto a 
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linhagem SA43 é uma linhagem MRSA,121 que pode causar infecções difíceis de tratar e 

constitui nível de ameaça sério.3 Similarmente, em A. baumannii utilizamos as linhagens 

ATCC 19606 e ACI50, em que esta última apresenta multirresistência, inclusive à 

polimixinas, levando à uma seria falta de opções terapêuticas para tratamento de sua 

infecção.118  

Primeiramente, investigou-se se a ação de Pep20 era de fato bactericida e qual a 

relação com o tempo de ação desta molécula. Para isso foram feitos os ensaios de cinética de 

morte (Figura 26Figura 27,Figura 28,Figura 29) e efeito pós-antibiótico (Tabela 17 Tabela 

18). Estes ensaios foram feitos utilizando daptomicina e polimixina B para comparação, dado 

que são antibióticos utilizados na prática clínica cuja ação se assemelha à muitos AMPs.  

 

 

Figura 26 -  Cinética de morte para S. aureus ATCC 25923. A. Peptídeo Pep20, com CIM de 8 mg/L. B. 

Antibiótico comercial daptomicina, com CIM de 1 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 

UFC/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 27 -  Cinética de morte para S. aureus SA43. A. Peptídeo Pep20, com CIM de 8 mg/L. B. Antibiótico 

comercial daptomicina, com CIM de 0,5 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 UFC/mL.  

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Observa-se uma rápida ação bactericida do peptídeo mesmo para a linhagem MRSA 

(SA43), com redução total da população bacteriana dentro de duas horas ainda para as 

concentrações mais baixas do composto. A concentração subinibitória conseguiu reduzir o 

inóculo tanto quanto a daptomicina, mas conseguiu manter este controlado por um período 

mais longo de tempo, o que deve ser relacionado ao PAE de Pep20, resultado descrito a 

seguir. Este efeito é observado para as duas linhagens de S. aureus, mas mais acentuado para 

a linhagem SA43.  

Os resultados obtidos para A. baumannii podem ser observados nas Figura 28 Figura 

29. 
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Figura 28 - Cinética de morte para A. baumannii ATCC 19606. A. Peptídeo Pep20, com CIM de 32 mg/L. B. 

Antibiótico comercial polimixina B, com CIM de 0,5 mg/L. Limite de detecção do experimento: 102 

UFC/mL.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 29 - Cinética de morte para A. baumannii ACI50. A. Peptídeo Pep20, com CIM de 64 mg/L. B. 

Antibiótico comercial polimixina B, com CIM de 128 mg/L. Limite de detecção do experimento: 

102 UFC/mL.  

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Para estas linhagens gram-negativas é possível observar o rápido efeito do peptídeo, 

sendo a morte bacteriana mais súbita do que o observado para as bactérias gram-positivas. 

Para a linhagem A. baumannii ATCC 19606 foi observado um comportamento muito similar 

ao da polimixina B, embora observe-se um efeito mais acentuado para a concentração 

subinibitória nas primeiras horas de experimento. Para a linhagem A. baumannii ACI50, 

resistente à polimixinas, é possível, novamente, observar um padrão de morte celular muito 

similar ao da polimixina B, mas com efeito sub inibitório ainda mais prolongado do que 

observado para a linhagem ATCC 19606. Com estes resultados podemos confirmar o 

potencial bactericida do nosso peptídeo (redução de 3 log, ou 99,9% do inóculo). Além disso 

vale lembrar que a ação rápida observada para todas as quatro linhagens é característica dos 

peptídeos antimicrobianos 72 e, portanto, esperada neste experimento.  

A determinação do efeito pós antibiótico (PAE) foi realizada após a cinética de morte 

para verificar o tempo que há inibição de crescimento da bactéria após retirada de Pep20 do 

meio. As bactérias foram expostas ao peptídeo por apenas 15 minutos em concentrações de 1x 

CIM e 0,5x CIM, nas mesmas linhagens testadas para a determinação da cinética de morte. O 
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PAE é definido pela diferença de tempo para o crescimento de 1log entre o controle e a 

amostra tratada. 

 

Tabela 17 - PAE de Pep20 (CIM de 8 mg/L) e Daptomicina (CIM de 1 mg/L e 0,5 mg/L) para linhagens gram-

positivas. 

Exposição PAE das linhagens bacteriana (h ± d.p.) 

 S. aureus ATCC 25923 S. aureus SA43 

Pep20 0,5xCIM 4,0±1,0 4,0±0,5 

Pep20 1xCIM 5,5±2,0 5,0±1,0 

Daptomicina 0,5xCIM 0,5±0,5 N.O.* 

Daptomicina 1xCIM 1,5±0,5 3±1 

*N.O. Não observado;  

d.p., desvio padrão 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

Tabela 18 - PAE de Pep20 (CIM de 32 mg/L e 64 mg/L) e Polimixina B (CIM de 0,5 mg/L e 128 mg/L) para 

linhagens gram-negativas. 

Exposição PAE das linhagens bacteriana (h ± d.p) 

 A. baumannii ATCC 19606 A. baumannii ACI50 

Pep20 0,5xCIM 3,5±0,5 N.O.* 

Pep20 1xCIM 4,5±0,5 2,5±0,5 

Polimixina B 0,5xCIM 4,0±0,5 3,0±0,5 

Polimixina B 1xCIM 5,0±0,5 3,0±0,5 

*N.O. Não observado;  

d.p., desvio padrão 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 Assim como NA1897, Pep20 foi capaz de inibir o crescimento bacteriano após a curta 

incubação. Não há diferença entre a linhagem S. aureus ATCC 25923 e a linhagem clínica 

MRSA (S. aureus SA43), além de não haver diferença entre a concentração inibitória e 

subinibitória para estas linhagens. Este resultado é relevante pois pode indicar que mesmo 

após a concentração sérica em um tratamento cair para concentrações subinibitórias, o 

peptídeo é capaz de continuar impedindo o crescimento bacteriano. Para A. baumannii, o PAE 

observado para Pep20 em concentração inibitória novamente assemelha-se muito ao obtido 

para polimixina B, assim como citado para NA1897. Por este antibiótico comercial também 

tratar-se de um peptídeo antimicrobiano, que já apresentou uma cinética de morte muito 

similar ao Pep20, é esperado também esta semelhança observada no PAE.122 A única exceção 

fica para a concentração subinibitória em ACI50, que não apresentou nenhum efeito após ser 

retirada do meio, apesar de ser capaz de inibir o crescimento bacteriano por até 12h quando 

presente, segundo o estudo de cinética de morte.  

Após esta caracterização da ação antimicrobiana Pep20 foi avaliado quanto a sua 

citotoxicidade através de ensaio in vitro. O estudo de citotoxicidade foi realizado pela Dra. 
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Júlia M. Souza, no Laboratório de Química Medicinal e Computacional (LQMC), coordenado 

pelo Prof. Dr Adriano Andricopulo. A citotoxicidade foi avaliada para células THP-1 

(macrófagos humanos diferenciados), HFF-1 (fibroblastos humanos) HepG2 (carcinoma 

hepático humano). A tabela abaixo indica o CC50 - concentração citotóxica, definida pela 

concentração necessária para redução da viabilidade celular em 50%. Além de Pep20, 

daptomicina e polimixina B também foram avaliados. 

 

Tabela 19 - Resultados de CC50 para Pep20 e antibióticos controle para três tipos de células humanas. 

Compostos 
CC50 (mg/L) 

THP-1 HFF-1 HepG2 

Pep20 67,73 ± 1,20 58,58 ± 1,95 125,15 ± 1,60 

Polimixina B 125,45 ± 2,01 >512 >512 

Daptomicina >512 >512 >512 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

O peptídeo Pep20 mostrou-se tóxico in vitro para as células humanas, com o CC50 

comparável a CIM obtida para as linhagens clínicas bacterianas. Assim, mesmo com as 

otimizações que levaram a uma drástica diminuição do efeito hemolítico, este análogo da 

Plantaricina 149 ainda precisa ser modificado para contornar sua toxicidade. Normalmente a 

seletividade de AMPs é baseada na diferença de interações do peptídeo com as membranas 

procarióticas e eucarióticas. Como supõe-se que Plantaricina 149 e seus análogos ajam na 

membrana citoplasmática bacteriana,97 essa ação deve ser baseada em interações eletrostáticas 

com componentes negativos que constituem tal membrana. Assim, não deveriam ocorrer 

interações com membranas zwitteriônicas.109 A hipótese é que o aumento da hidrofobicidade 

da molécula, promovida nas últimas modificações também favoreceu uma maior interação 

hidrofóbica com os componentes lipídicos da bicamada. Isso pode ter levado a uma interação 

não intencional com membranas de células humanas. Outra hipótese possível é que Pep20 

também haja em um alvo que exista tanto em procariotos quanto em eucariotos. Este peptídeo 

não apresentou também uma atividade favorável anticâncer, como ocorre para alguns AMPs. 

Como citado anteriormente, é possível determinar um índice de seletividade125, dado 

pela razão entre CC50 e a CIM. Para poder determinar o IS, usaremos uma medida de CIM50 - 

concentração mínima para inibir pelo menos 50% de todas as linhagens bacterianas testadas 

dentro de determinado grupo. O IS de pep20 usando os dados de THP-1 e HFF-1 encontra-se 

abaixo.   
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Tabela 20 - Índice de seletividade para o peptídeo Pep20 

 CIM50 (mg/L) IS (THP-1) IS (HFF-1) 

Gram-positivos 8 8 7 

Gram-negativos 32 2 2 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Novamente não foi possível obter o índice de seletividade ideal (maior ou igual a 10), 

mas os resultados para gram-positivos foram promissores. Assim, este peptídeo pode ser 

considerado um forte precursor para um fármaco, mas precisa passar por mais etapas de 

otimização. Este peptídeo apresenta um índice de seletividade maior para gram-positivos pois 

a CIM para gram-negativos é, de forma geral, maior. Isso pode ser explicado pela presença da 

membrana externa, que age como uma camada protetora da célula. Assim como citado para 

NA1897, ainda é possível explorar a utilização de Pep20 em combinação com outros 

antibióticos comerciais que outrora não seriam utilizados devido à resistência. Para verificar 

este possível sinergismo com Pep20, foram testados uma série de antibióticos, tanto para S. 

aureus quanto para A. baumannii (Tabela 21Tabela 22). 

 

Tabela 21 - Sinergismo para Pep20 (CIM=8 mg/L) em S. aureus ATCC 25923 

Antibióticos CIM (mg/L) 
Em combinação (mg/L) 

Índice CIF 
CIMANTIBIÓTICO CIMPep20 

Ciprofloxacina 1 0,12 8 2 

Tobramicina 0,25 0,25 8 2 

Daptomicina 0,5 0,5 8 2 

Vancomicina 2 2 8 2 

Ampicilina 0,12 0,03 4 0,5 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

  

Tabela 22 - Sinergismo para Pep20 (CIM=32 mg/L) em A. baumannii ATCC 19606 

Antibióticos CIM (mg/L) 
Em combinação (mg/L) 

Índice CIF 
CIMANTIBIÓTICO CIMPep20 

Ciprofloxacina 1 0,06 8 2 

Tobramicina 4 4 16 1,5 

Polimixina B 1 0,25 2 0,312 

Vancomicina >64 2 4 0,133 

Ampicilina >64 16 4 0,375 

*Quando a CIM foi maior do que a maior concentração testada, utilizou-se o valor de 4x a maior 

concentração testada para os cálculos 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Os valores de CIF devem ser <0,5 para caracterizar sinergismo e >4 para caracterizar 

antagonismo, sendo valores intermediários considerados indiferentes ou aditivos.107 Pep20 

não apresentou sinergismo para nenhum antibiótico quando testado em gram-positivos. Em 
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gram-negativos, porém, foi possível observar sinergismo com polimixina B, vancomicina e 

ampicilina. O sinergismo com a ampicilina provavelmente se deve ao fato deste β-lactâmico 

se ligar as proteínas ligadoras de penicilina e alterar a síntese de peptídeoglicanos, precursor 

da parede celular.170 Se Pep20 realmente apresenta atividade na membrana citoplasmática, a 

parede celular desestabilizada facilita sua interação com o alvo, representando um obstáculo a 

menos para a molécula. De fato, mesmo em S. aureus a ampicilina foi o antibiótico que 

apresentou a menor CIF. É possível que o sinergismo não ocorra como em gram-negativo 

pois a parede celular de gram-positivos é mais espessa e complexa, o que exige uma 

concentração maior das duas moléculas para inibição celular.178  

O fato de ambos vancomicina e polimixina B terem apresentado sinergismo com 

Pep20 também são resultados interessantes. A hipótese de que a membrana externa de gram-

negativos estaria influenciando a maior CIM de Pep20 para este grupo de bactérias já havia 

sido levantada. A polimixina B age justamente na membrana externa dessas bactérias, como 

já citado. Logo, a presença da polimixina B pode facilitar a ação de Pep20 por enfraquecer 

esta membrana externa e aumentar o alcance do nosso peptídeo a membrana citoplasmática 

(de forma similar ao discutido para ampicilina e a parede celular). Por outro lado, o 

sinergismo com vancomicina indica que o próprio Pep20 apresenta ação na membrana 

externa. A vancomicina é um glicopeptídeo que inibe a síntese da parede celular ao se ligar a 

porção D-ala-D-ala do precursor da parede celular, impedindo ação de transpeptidases e 

transglicosidases, inibindo então o crosslink dos peptídeoglicanos que constituem a parede.179 

Em teoria este antibiótico poderia ser de amplo espetro, uma vez que este sítio de ligação 

ocorre tanto em gram-positivos quanto gram-negativos,141 e inibiria um processo essencial 

para a sobrevivência celular. Porém, isso não ocorre devido a membrana externa que gram-

negativas apresentam, que não permitem a permeação do antibiótico para o espaço 

periplasmático. Assim, a vancomicina não tem acesso ao seu sítio de ligação, não 

apresentando atividade para estes organismos.179-180 Logo, ao apresentar atividade para A. 

baumannii em conjunto com Pep20, supõe-se que Pep20 desestabilizou a membrana externa, 

permitindo ação da vancomicina.  

O sinergismo com vancomicina para gram-negativo já foi relatado para outros AMPs, 

inclusive para peptídeos com ação exclusiva na membrana externa. 107 Neste caso, o resultado 

de Pep20 parece inicialmente ambíguo, uma vez que este age na membrana externa, mas a 

própria membrana externa é fator limitante para Pep20: são observadas CIMs mais altas para 

gram-negativos e CIM mais baixa quando em combinação com antibióticos que agem na 

própria membrana externa. Tudo indica que Pep20 age na membrana externa, mas apresenta 
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ação preferencial na membrana citoplasmática, por não competir com a polimixina B pelas 

interações eletrostáticas com o LPS e outros componentes negativos.  

Os sinergismos observados mostram que é possível reduzir a concentração de ação de 

Pep20 para gram-negativos, o que é necessário para melhorar o IS. Como vancomicina 

apresentou o menor CIF, esta foi escolhida para uma maior investigação em mais linhagens 

Tabela 23. Isso também permitiu explorar melhor a relação entre Pep20 e a ação na 

membrana externa.  

 

 

Tabela 23 - Sinergismo de linhagens gram-negativas para Pep20 e vancomicina 

Linhagens 
Principal 

fenótipo 

CIM Pep20 

(mg/L) 

CIM 

Vancomicina 

(mg/L) 

Em combinação (mg/L) 
Índice 

CIF CIMPEP20 CIMVancomicina 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 

Produtora 

SHV-18 
64 >64 8 2 0,133 

K. pneumoniae 

AMKP7 

Produtora KPC, 

CL S 
512 128 128 16 0,375 

K. pneumoniae 

AMKP4 

Produtora KPC, 

CL R 
512 >64 256 64 0,75 

K. pneumoniae 

AMKP10 

Produtora KPC, 

CL R 
512 >64 512 >64 2 

A. baumannii 

ATCC 19606 
 32 >64 4 2 0,133 

A. baumannii 

ACI40 
CL S 64 >64 8 2 0,133 

A. baumannii 

ACI50 
CL R 64 >64 2 16 0,093 

E. coli ATCC 

25922 
 32 >64 4 2 0,133 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

AmpC 

induzível 
32 >64 32 >64 2 

*Quando a CIM foi maior do que a maior concentração testada, utilizou-se o valor de 4x a maior 

concentração testada para os cálculos 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

  

Em quase todas as linhagens testadas foi possível observar sinergismo, com exceção 

de AMKP4 e AMKP10, que como já discutido anteriormente, possuem mecanismo de adição 

de 4-amino-arabinose, que diminui a carga negativa do LPS e consequentemente dificulta a 

interação de antimicrobianos positivamente carregados.119 Isso mais uma vez mostra que 

realmente Pep20 interage com a membrana externa neste mecanismo de sinergismo. 

Novamente, podemos notar que em A. baumannii esse sistema de adição e carga positiva por 

mutação no sistema pmrCAB é menos expressivo do que em K. pneumoniae,120 uma vez que 

mesmo ACI50, uma linhagem CL R apresentou sinergismo. P. aeruginosa não apresentou 

sinergismo também, o que pode ser explicado pela permeabilidade diminuída de sua 
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membrana externa, o que pode conferir a este organismo resistência intrínseca a muitos 

antibióticos.181 É possível também que a falta de sinergismo observada em algumas linhagens 

de K. pneumoniae e em P. aeruginosa seja devido a expressão de cápsulas extracelulares, 

comumente expressas em patógenos facultativos.182  

 Em geral, a membrana externa de gram-negativos possui cátions divalentes como 

Mg+2 e Ca+2 que interagem e estabilizam a membrana em sua faceta externa. AMPs catiônicos 

devem competir com estes íons pelas interações eletrostáticas, deslocando-os da faceta 

externa e estabelecendo a interação inicial com o LPS ou outros componentes negativos 

presentes. 127 Desta maneira, para verificar este mecanismo em Pep20, foi feito o ensaio de 

sinergismo com vancomicina, mas complementando o meio de cultura com MgCl2, com a 

intenção de aumentar os íons Mg+2 disponíveis, o que causaria competição eletrostática e 

dificultaria ação de Pep20.107 Estes resultados estão representados nas Figura 30Figura 31, 

eFigura 32 em forma de mapa de calor, onde quanto mais azul, maior o crescimento 

bacteriano.  

 

Figura 30 -  Mapa de calor do sinergismo entre Pep20 e vancomicina com e sem adição de Mg+2 para A. 

baumannii ATCC 19606. A cor azul representa a média de absorbância do crescimento bacteriano 

de 3 replicatas biológicas. 

 Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 31 - Mapa de calor do sinergismo entre Pep20 e vancomicina com e sem adição de Mg+2 para E. coli 

ATCC 25922 A cor azul representa a média de absorbância do crescimento bacteriano de 3 

replicatas biológicas.  

Fonte: Elaborada pela autora.
 

 

 

Figura 32 -  Mapa de calor do sinergismo entre Pep20 e vancomicina com e sem adição de Mg+2 para K. 

pneumoniae ATCC 700603. A cor azul representa a média de absorbância do crescimento 

bacteriano de 3 replicatas biológicas. 

  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Os resultados mostram que a presença de Mg+2 exógeno não só impediu o sinergismo 

com a vancomicina, mas também impediu a ação do próprio Pep20 sozinho. A presença deste 

cátion impede Pep20 de estabelecer interações fundamentais para sua atividade.  Assim, os 

dados obtidos até o momento indicam que Pep20 age na membrana externa de gram-

negativos, deslocando íons estabilizadores e causando perturbação na bicamada lipídica.  

Dada a ação na membrana externa, o ensaio de despolarização de membrana foi 

realizado para verificar o dano na membrana citoplasmática. Esse ensaio é feito com o 

fluoróforo DISC3(5), que permeia pela membrana citoplasmática. Dentro da membrana esta 
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molécula não emite fluorescência, apena quando o conteúdo celular é extravasado de alguma 

forma. Assim, a despolarização da membrana pode ser medida diretamente da proporção de 

emissão do fluoróforo. Os resultados do ensaio estão representados na Figura 33.  

 

 

Figura 33 - Despolarização de membrana citoplasmática de Pep20 para A. S. aureus ATCC 25923 (CIM=8 

mg/L). B. A. baumannii ATCC 19606 (CIM=32 mg/L).  

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Este ensaio consegue então quantificar não só a porcentagem de despolarização, mas 

também em quanto tempo ocorre. Como controle do ensaio, é utilizada melitina que como já 

citado é um peptídeo isolado de veneno de abelha, com alto poder lítico. Assim, melitina 

representa 100% de despolarização e é usado como base de cálculo para os demais 

compostos. Para S. aureus, Pep20 4xCIM causou despolarização próxima à melitina (92±9 

%), enquanto 1xCIM despolarizou apenas metade das células (53±14 %), e não há uma 

despolarização mensurável em 0,5xCIM. Um efeito similar pode ser observado para A. 

baumannii, porém as concentrações mais baixas apresentam uma despolarização mais 

significativa: 92±4 % foi observado para 4xCIM; 69±8 % foi observado para 1xCIM; e 39±6 

% foi observado para 0,5xCIM. Assim, podemos confirmar a ação de Pep20 na membrana 
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citoplasmática. A despolarização deve ser mais significativa para gram-negativo pois como 

parte da metodologia do ensaio há a desestabilização da membrana externa usando EDTA 

(agente quelante) para permitir a entrada do fluoróforo. Assim, com a membrana externa 

desestabilizada há mais moléculas de Pep20 disponíveis para ação na membrana 

citoplasmática, que aparenta ser o principal alvo deste peptídeo. 

A ação de AMPs na membrana é amplamente estudada e alguns mecanismos dessa 

ação foram levantados (Figura 34). Dados mais recentes a respeito de moléculas sintetizadas a 

partir da Plantaricina 149 mostram que esta provavelmente age a partir do modo de ação em 

carpete 97, em que os peptídeos interagem com a superfície da membrana (normalmente com a 

face hidrofóbica voltada para a membrana e a fase hidrofílica voltada para o solvente). Os 

peptídeos se acumulam até atingirem uma concentração limite, em que a membrana é 

permeada e podem se formar poros transitórios ou mesmo desintegração da membrana. 100 

 

 

Figura 34 - Mecanismos propostos para ação de AMPs em membranas bacterianas.  

 

Fonte: Adaptada de KUPPUSAMY et al.72 

  

É possível que Pep20 tenha o mesmo mecanismo de carpete. Isto explicaria os saltos 

da quantidade de despolarização observados tanto em S. aureus quanto em A. baumannii em 

relação à concentração presente, uma vez que é necessário atingir uma concentração mínima 

de peptídeos na superfície para que seja observada ação na membrana.  

 Para confirmar os mecanismos de ação em membrana de Pep20 em gram-positivos e 

gram-negativos, além de tentar observar outros danos que este peptídeo possa causar, 

realizamos o ensaio de MET. Por ser feita em fatias ultrafinas, esta microscopia permite 



117 

 

avaliar tanto os danos à parede e membrana quanto observar o interior celular. Imagens 

representativas do ensaio encontram-se a seguir. A Figura 35 representa o controle positivo 

com células saudáveis de S. aureus ATCC 25923.  

 

 

Figura 35 -  Controle positivo da bactéria S. aureus ATCC 25923. A. Visão geral das células. Barra de escala = 

1µm B. Bactéria isolada com parede e membrana visíveis e bem definidas. Barra de escala = 200 

nm.  

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Para comparação, temos S. aureus ATCC 25923 tratada com Pep20 1xCIM (8mg/L), 

com imagens representativas inseridas abaixo, e a exposição de 4xCIM para Pep20 (32 mg/L) 

na próxima figura. O primeiro detalhe observado é a presença de debris celulares, assim como 

ocorreu em NA1897. Esses detritos celulares representam células degradadas 128 que 

provavelmente ocorreram por danos à membrana bacteriana, segundo os resultados obtidos 

nos ensaios anteriores. Exemplos desses danos podem ser vistos na Figura 36 e Figura 37, 

indicado pelas setas vermelhas. Novamente, essa degradação celular é acompanhada de uma 

redução do número de células, em comparação ao controle positivo: enquanto foi observada 

uma média de 43±6 células para as imagens-controle obtidas com aumento de 20.000x, as 

células tratadas com 1xCIM e 4xCIM para Pep20 apresentaram média de 25±6 e 25±4 

células, respectivamente. Essa diferença foi considerada significativa, com p<10-5 para ambos 

os casos, o que mostra que os debris observados se originaram do inóculo bacteriano. 

Curiosamente, a exposição de 4xCIM para Pep20 não apresentou diferença significativa em 

número de células (25±4) em comparação com a exposição de 1xCIM (25±6). Na 

despolarização de membrana, a concentração de 1xCIM foi capaz de despolarizar apenas 

cerca de metade do sinal de referência da melitina, o que condiz com a quantificação feita nas 

imagens obtidas pelo MET, porém a exposição de maior concentração causou 

aproximadamente 2x mais despolarização. O tempo de despolarização condiz com o tempo de 
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morte celular, uma vez que o pico de despolarização foi observado em 5 min, e a exposição 

das células para microscopia foi feito com incubação de 10 min. Para as células 

remanescentes, é possível observar septos de divisão celular defeituosos para ambas as 

concentrações. Apesar de isto também ocorrer para o controle positivo, isso ocorre com 

frequência de apenas 21±10 %, enquanto que para as células tratadas a taxa de erro de divisão 

celular chega a 61±20 % e 54±12 %, o que representa uma diferença significativa ao controle 

com p<10-4.  

Esses problemas na divisão celular também já foram observados ao discutir os 

resultados do análogo da Bothropstoxina-I. Estes foram associados a duas principais causas: 

danos ao DNA ou proteínas e maquinarias envolvidas na replicação, uma vez que isso 

interromperia a divisão celular, causando os erros e septos observados, além de causar uma 

resposta ao stress, conhecida como resposta SOS,132-134 ou ação na parede celular, sendo o 

principal alvo suspeito o lipídio II, uma vez que este precursor se acumula no septo de 

divisão, além de estar relacionado à reorganização de fosfolipídios da membrana e ser alvo 

comum de AMPs por seus componentes aniônicos.19,131  

Além disso, as células tratadas também apresentaram invaginações membranosas. É 

possível observar que estas se originam da membrana citoplasmática e ocorrem com 

frequência (mas não exclusivamente) nos septos de divisão. Como já citado, estas 

invaginações membranosas, também denominadas mesossomos, já foram descritas 

anteriormente para outros AMPs.129 Estes mesossomos podem indicar dano ou alteração da 

membrana citoplasmática, devido a uma reorganização dos fosfolipídios.130 Isso vai ao 

encontro das hipóteses levantadas para ação de Pep20 até o momento, que parece estar 

intrinsicamente relacionada a interações com os fosfolipídios e seus componentes 

negativamente carregados.95-97 Apesar disso, danos com padrões similares foram observados 

em estudos para vancomicina e tetraciclina, sendo descritos como danos à parede celular.81 
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Figura 36 -  S. aureus ATCC 25923 tratada com Pep20 a 1xCIM (8 mg/L). As setas vermelhas apontam para 

células estouradas com danos a membrana, as setas azuis apontam para septos de divisão 

defeituosos, e as setas amarelas apontam para invaginações membranosa. A. Visão geral das células. 

Barra de escala = 1µm. B. Bactérias estouradas e com invaginações membranosas. Barra de escala = 

500 nm. C. Bactérias em divisão celular danificadas e com invaginações originárias no septo de 

divisão. Barra de escala = 200 nm. D. Célula com invaginações membranosas e parede com 

superfície rugosa. Barra de escala = 200 nm.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 37 -  S. aureus ATCC 25923 tratada com Pep20 a 4xCIM (32 mg/L). As setas vermelhas apontam para 

células estouradas com danos a membrana, as setas azuis apontam para septos de divisão 

defeituosos, e as setas amarelas apontam para invaginações membranosa. A. Visão geral das células. 

Barra de escala = 1µm. B. Bactérias com divisão defeituosa. Barra de escala = 500 nm. C. Bactérias 

em divisão celular com invaginações membranosas originadas no septo de divisão. Barra de escala = 

200 nm. D. Bactérias em divisão celular danificadas e com invaginações membranosas. Barra de 

escala = 200 nm. 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

   

Em seguida, o estudo feito para A. baumannii encontram-se nas Figura 38, Figura 39 e 

Figura 40. Inicialmente temos o controle para A. baumannii ATCC 19606, em que podemos 

observar células saudáveis, com boa distribuição do conteúdo citoplasmático e membrana 

interna e externa visíveis.  
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Figura 38 -  Controle positivo da bactéria A. baumannii ATCC 19606. A. Visão geral das células. Barra de 

escala = 1µm B. Bactérias em detalhe, com membrana externa, parede e membrana citoplasmática 

visíveis. Barra de escala = 200 nm 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

As células tratadas com 1xCIM (32 mg/L) e 4xCIM (128 mg/L) para Pep20 

apresentaram mudanças morfológicas significativas, como é possível observar nas Figura 39 e 

Figura 40. 
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Figura 39 -  A. baumannii ATCC 19606 tratada com Pep20 a 1xCIM (32 mg/L). As setas vermelhas apontam 

para conteúdo celular condensado, as setas amarelas apontam para superfície rugosa e com bolhas. 

A, B. Visão geral das células. Barra de escala = 1µm. C,D. Bactérias em detalhes, com dano à 

membrana e superfície rugosa mais visíveis. Barra de escala = 500 nm.  

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 40 -  A. baumannii ATCC 19606 tratada com Pep20 a 4xCIM (128 mg/L). As setas vermelhas apontam 

para conteúdo celular condensado, as setas amarelas apontam para superfície rugosa e com bolhas. 

A. Visão geral das células. Barra de escala = 1µm. B. Células com membranas desestabilizadas. 

Barra de escala = 500 nm.  C. Bactérias em detalhes, com membranas completamente 

desestabilizadas. Barra de escala = 200 nm. D. Bactérias em detalhes, com membrana íntegra e com 

claras projeções externas, tornando a superfície rugosas. Barra de escala = 200 nm. 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Para A. baumannii os danos observados em 1xCIM e 4xCIM apresentam diferenças 

claras. O primeiro fato a ser notado em 1xCIM é a condensação do material citoplasmático. 

Esta condensação, porém, não parece acontecer de forma aleatória – são observados pontos de 

alta densidade em toda a periferia da célula. Já foi discutido que há alguns relatos na literatura 

sobre AMPs que causam a condensação do material celular.135–137 Porém, um estudo com 

AMP do grupo das catelicidinas, mais especificamente uma nova catelicidina aviária obtida 

de patos, nomeada de dCATH183 apresentou imagens mais semelhantes às observadas na 

Figura 39. Este AMP é um polipeptídeo de 146 aminoácidos, com estrutura em alfa-hélice e 

alta atividade antimicrobiana, com ação em membranas externas e internas, mas também 

apresentando alta citotoxicidade em células de mamífero.183 Assim, este AMP assemelha-se 

ao Pep20. As imagens semelhantes deste artigo foram obtidas também por MET realizada em 
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E. coli. Em sua discussão, é citada a capacidade deste peptídeo de formar grânulos de alta 

densidade eletrônica, o que postula a possibilidade desta molécula de interagir com 

macromoléculas e interferir com o metabolismo normal celular.183 Assim, não fica claro 

porque estes grânulos acontecem de forma mais definida ou na periferia das células, mas dada 

as semelhanças entre as imagens, uma hipótese importante seria relacionar a localização 

destes condensados de membranas com microdomínios que revelam a posição de algumas 

proteínas específicas. A localização do condensado, próximo à membrana citoplasmática 

(Figura 41) parece coincidir com a posição das seguintes proteínas: PlsX, uma fosfolipídio 

sintetase, FloT, uma flotilina responsável por microdomínios de membrana, e MurG, uma 

sintetase de lipídio II.79,169-171,184 Se combinarmos esses dados com o obtido para S aureus, é 

possível que Pep20 aja também inibindo a síntese da parede bacteriana de ambas as espécies – 

a parede também parece desestabilizada em A. baumannii e os danos observados em S. aureus 

indicam dano à parede. Assim, o mais provável é que Pep20 se ligue a MurG ou alguma 

proteína análoga em localização/função, impedindo a síntese de lipídio II que é alvo comum 

de antimicrobianos. Logo, a permeação de Pep20 não é só específica para carga, grau de 

hidratação ou curvatura, como sugeriam os resultados obtidos para Plantaricina 149, mas 

também para um domínio proteico específico na membrana.  
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Figura 41 -  Proteínas comumente usadas para perfil citológico bacteriano e sua localização em B. subtilis. Em 

destaque, as proteínas cuja localização coincide com condensação de citoplasma causada por Pep20.  

 

Fonte: Adaptada de SCHÄFER; WENZEL.171 

 

Em relação ao número de células nas imagens obtidas com aumento de 20.000x, há 

pouca diferença entre o controle positivo e a exposição de 1xCIM para Pep 20 – enquanto 

controle positivo apresentou média de 16±4, as células tratadas apresentaram 12±3. Apesar de 

mostrar diferença significativa (p<0,05), não parece ter relevância biológica. De maneira 

geral, são observados danos esperados à célula, como danos às membranas e extravasamento 

do conteúdo celular. São observadas projeções da membrana (Figura 39, setas amarelas), 

efeito comumente chamado de “blebbing”, que sugere que Pep20 destruiu a membrana 

externa, causando alteração da permeabilidade da membrana citoplasmática e extravasamento 
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do conteúdo citoplasmático.134-135,183 Este efeito pode ser comparável a formação de vesículas, 

mas ao contrário do observado para NA1897, há projeção apenas para o espaço extracelular.  

Os danos à membrana são mais óbvios nas imagens obtidas da exposição de 4xCIM de 

Pep20. O conteúdo citoplasmático apresenta condensação, mas de forma mais desordenada do 

que observado em 1xCIM. É possível que esse aglomeramento localizado na periferia celular 

observado na Figura 39 seja etapa inicial da condensação que este AMP causa. Além disso, o 

efeito de blebbing ocorre em todas as células observadas. Todas as membranas (tanto externa 

quanto citoplasmática) perdem a definição e parecem se desintegrar. Em algumas células 

também não é possível observar de maneira clara a parede celular bacteriana, sendo possível 

que Pep20 também aja nesta estrutura, uma vez que esta é alvo comum de AMPs, contendo 

moléculas aniônicas que podem interagir com este peptídeo catiônico como, por exemplo, o 

lipídio II já citado.19,141 Em número de células, ocorre o mesmo que discutido para a 

exposição de 1xCIM, com uma média de 13±1 células, sendo p<0,001 em comparação com o 

controle positivo. Apesar de não haver redução significativa do número de células em ambas 

as expoições, é possível observar muitas células em claro processo de danos à membrana e 

extravasamento do conteúdo celular, o que condiz com os resultados obtidos para a 

despolarização.  

 Além desta microscopia feita com o intuito de esclarecer o mecanismo de ação de 

Pep20, complementando dados anteriores, também foi investigado por esta técnica o 

sinergismo com a vancomicina. Assim, foram comparadas imagens de A. baumannii ATCC 

19606 tratada com concentração subinibitória de Pep20 (0,5xCIM) com e sem a presença de 

vancomicina. Vancomicina foi utilizada em concentração de 1 mg/L, a menor concentração 

em que ocorre sinergismo (CIF<0,5) com Pep20. A comparação está mostrada na figura 

abaixo.  
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Figura 42 -  A. baumannii ATCC 19606 tratada com Pep20. As setas vermelhas apontam para conteúdo celular 

condensado, as setas amarelas apontam para pontos de ruptura na parede bacteriana. A, B, C. 

Células tratadas com Pep20 0,5xCIM (16 mg/L) Barra de escala = 1µm, 500 nm e 200 nm 

respectivamente. D, E, F. Células tratadas com Pep20 0,5xCIM (16 mg/L) e vancomicina 1 mg/L 

Barra de escala = 1µm, 500 nm e 200 nm respectivamente.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

Embora seja possível ver algumas células mortas para a exposição de 0,5xCIM (16 

mg/L) para Pep20, a maioria das células estavam íntegras e apresentaram os mesmos grânulos 

de alta densidade eletrônica na periferia da célula, acompanhada de membranas mal definidas 

ou desestabilizadas. Assim, observa-se que estes grânulos são uma das primeiras respostas da 

bactéria ao Pep20, mesmo em baixas concentrações, novamente sugerindo o acúmulo inicial 
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de Pep20 em alguns domínios proteicos. Nesta concentração, esperava-se que Pep20 agisse na 

membrana externa da bactéria gram-negativa. Isso parece ter acontecido, uma vez que na 

exposição de 0,5xCIM Pep20 + vancomicina 1mg/L é possível observar célula com 

extravasamento do conteúdo celular, e, mais especificamente, pontos de quebra da parede 

bacteriana. Isso se deve a ação de vancomicina, que só conseguiu acessar a parede de A. 

baumannii devido ação prévia de Pep20, como já discutido nos resultados de sinergismo. A 

vancomicina se liga a porção D-Ala-D-Ala do pentapeptídeo que compõe o peptideoglicano 

da parede celular. Assim, é impedido o crosslink e a biossíntese da parede, de forma que esta 

não pode ser montada corretamente, levando à morte celular.19 Nas imagens contendo ambos 

os antimicrobianos, é possível observar pontos de quebra da parede (Figura 42 setas 

amarelas), ilustrando a ação da vancomicina nesta estrutura.  

Dado o principal mecanismo de ação de Pep20 elucidado, foi feita a investigação da 

propensão deste peptídeo para o desenvolvimento de resistência. Isso foi feito por passagens 

consecutivas em concentrações subinibitórias, tanto do peptídeo quanto de antibióticos 

utilizados para comparação. Representações do aumento da CIM para cada um destes 

compostos após 30 dias de exposição encontra-se na Figura 43. As linhagens finais de cada 

exposição recebem o nome de 25923_X_tratamento ou 19606_X_tratamento, onde X 

representa o nome da replicata e tratamento refere-se ao nome do composto utilizado na 

evolução dirigida. 

 

 

Figura 43 -  Número de vezes em que a CIM aumentou para cada exposição de 30 dias, incluindo exposição com 

Pep20, todas as replicatas representadas. A. S. aureus ATCC 25923 B. A. baumannii ATCC 19606 

Fonte: Elaborada pela autora. 

  

O peptídeo Pep20 levou a um aumento de CIM após passagens seriadas nos mesmos 

níveis para S. aureus e A. baumannii, sugerindo igual eficácia para gram-positivos e gram-

negativos. Em ambas as linhagens houve um aumentou da CIM de ciprofloxacina na evolução 
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dirigida por este antibiótico, que foi muito mais significativa do que as outras expoições. 

Ciprofloxacina representa um antibiótico que impede a replicação de DNA agindo em 

topoisomerases e DNA-girase bacterianos. Por representar um alvo proteico células 

resistentes podem ser selecionadas com mais facilidade.131 Por outro lado, devido às 

composições de estrutura relativamente conservada das membranas e paredes bacterianas, os 

antibióticos com ação nestas estruturas, como daptomicina e polimixina B são menos 

propensos a selecionar resistentes do que os antibióticos que têm como alvo outro sistema 

bacteriano.142 Assim, o aumento da CIM ao final da evolução dirigida com ciprofloxacina em 

relação a daptomicina ou polimixina B é esperado. Da mesma maneira, o baixo incremento na 

CIM durante a seleção pode ser considerado mais uma evidência para a suposição de que 

Pep20 também é um AMP com ação na membrana. Por fim, o aumento da CIM de Pep20 não 

levou ao aparecimento de resistência cruzada para nenhum dos três antibióticos testados. Este 

resultado é curioso dado à similaridade entre o modo de ação suposto para Pep20 e os 

antibióticos daptomicina e polimixina B. Desta forma, a análise das linhagens resultantes após 

o processo de seleção in vitro pode esclarecer de que forma essa diminuição de 

susceptibilidade ocorreu. 

Para isso foi feita uma comparação metabólica entre a linhagem inicial e final da 

evolução dirigida para o peptídeo Pep20. Foi escolhida a replicata nomeada “replicata A” 

como representativa do experimento, logo a linhagem 25923_A_Pep20. Essa comparação 

entre a bactéria antes e depois da diminuição de susceptibilidade ao peptídeo foi feita usando 

os painéis da Biolog e o aparelho Omnilog. Espera-se que ao traçar um perfil fenotípico de 

ambas as linhagens seja possível reconhecer quais mudanças ocorreram e, consequentemente, 

confirmar o mecanismo de ação do antimicrobiano.  

 As primeiras placas comparadas dizem a respeito a testes metabólicos, mais 

especificamente, avaliar o metabolismo de fontes de carbono, de fontes de nitrogênio e de 

compostos fosfóricos e sulfúricos, e metabolismo sob efeito de diferentes pHs, e efeito de 

osmólitos e íons. 
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Figura 44 -  Curvas de crescimento (eixo y, intensidade) de cada poço ao longo de 48 h para a linhagem S. 

aureus ATCC 25923 antes da seleção (verde) com Pep20 e após (vermelho) em painéis de testes 

fenotípicos. A, B. Painéis de fontes de carbono. C, E, F, G. Painéis de fonte de nitrogênio. D. Painel 

de fontes de enxofre e fósforo. H. Painel de sensibilidade osmótica e efeitos iônicos.  

Fonte: Elaborada pela autora* 

Cada quadrado da figura acima representa uma curva de crescimento de determinada 

condição. As áreas verdes representam o crescimento da bactéria de referência (no caso, S. 

aureus ATCC 25923), enquanto as áreas vermelhas representam o crescimento da bactéria 

teste (no caso, 25923_A_Pep20). As áreas amarelas representam a sobreposição das duas 

curvas. Primeiro, podemos notar que a bactéria de referência possui vantagens metabólicas 

em comparação com a que passou pela seleção, principalmente se considerarmos as placas C, 

D, E, F e G. Pode ocorrer de as mutações que levam à resistência serem associadas à uma 

perda de fitness. Assim, é reduzida a velocidade de crescimento, a capacidade de metabolizar 

substratos, entre outros. Evolutivamente falando, a bactéria só mantém as mutações que 

apresentarem um fenótipo final vantajoso, ou seja vantagem de sobrevivência mesmo com 

custos metabólicos.185 Por isso são necessárias passagens em meio livre de antibióticos após a 

seleção, para garantir que as modificações que ocorreram ao longo do processo não estavam 

sendo mantidas apenas pela presença do composto tóxico, como uma mudança de expressão 

gênica apenas.  

* Software Parametrics da OmniLog® (Biolog) 
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As placas C, E, F e G referem-se a fontes de nitrogênio. Nessas placas, foi possível 

observar que em casos em que dipeptídeos ou tripeptídeos eram substrato (Anexo C), a 

linhagem resistente só foi capaz de utilizar aqueles em que a glicina estava presente. O 

metabolismo de aminoácidos e nitrogênio são módulos relacionados ao metabolismo de 

energia. No mapa metabólico de referência, o metabolismo de glicina é relacionado a 

metabolismo de serina e treonina 186. Glicina é o aminoácido mais simples, em virtude de 

possuir apenas o hidrogênio como cadeia lateral e não possuir carbono assimétrico. Uma vez 

que foi definido que a bactéria selecionada possui perda de fitness, é possível que o uso da 

glicina ocorra por ser uma das fontes mais simples de grupos CH-NH2 para oxireductases, 

representando um metabolismo de menor custo.186-187 Mesmo nestes casos, o metabolismo da 

linhagem de referência é maior.  

As placas A e B referem-se a fontes de carbonos. Nestes casos, a bactéria resistente 

apresentou algumas vantagens se considerarmos o parâmetro slope, que indica a inclinação da 

curva, ou seja, quão rápido a bactéria consegue promover o crescimento utilizando aquela 

fonte metabólica. Ainda assim, esta linhagem apresenta vantagem em apenas 27 condições, 

versus 45 condições em que a linhagem referência ganha em metabolismo. Nestas 45 

condições, podemos dar destaque principalmente aos aminoácidos como fonte de carbono. A 

bactéria 25923_A_Pep20 parece ter perdido, em geral, a capacidade de utilizar os 

aminoácidos como fonte. Por outro lado, esta ganha em metabolismo de polímeros, como 

laminarina, mananas e dextrin. O uso destes polímeros é em geral menos comum do que 

outras fontes de carbono e energia, se encontrando em módulos metabólicos distantes no 

quadro geral (Figura 45). Em geral, bactérias necessitam realizar um processo de 

despolimerazação antes da assimilação destes substratos.188 Isto é feito por enzimas 

despolimerases que são excretadas para o meio. Estas parecem depender da expressão de 

Polysaccharide Utilisation Loci (PULs) que são expressadas em diferentes condições. 

Estudos indicam que a secreção constitutiva destas enzimas pode indicar um processo de 

vasculhamento de nutrientes.189 Assim, é possível que a perda da capacidade de metabolizar 

outros substratos tenha causado a busca por fontes alternativas de carbono.  
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Figura 45 -  Mapa metabólico indicando locais na via onde há mudanças ocorridas no módulo de obtenção de 

energia.  

 

Fonte: Adaptada de KANEHISA144; KANEHISA et al.145; YI et al.146 

 

Quanto as fontes de fósforo e enxofre (placa D), novamente vemos efeito similar ao 

comentado para as fontes de nitrogênio: apesar da linhagem selecionada conseguir utilizar 

algumas fontes, a linhagem de referência apresenta metabolismo maior e mais abrangente 

(utiliza diferentes fontes). Isto mais uma vez mostra que o aumento da CIM de 

25923_A_Pep20 parece estar associado a um grande custo metabólico – há menos substratos 

aproveitáveis, de forma que o crescimento fica limitado à disponibilidade bioquímica. 

 Por fim, para as placas H e I - que se referem a avaliação de osmólitos e pH, 

respectivamente - não foi possível observar muitas diferenças significativas entre as duas 

linhagens, sendo que a linhagem selecionada para Pep20 apresentou pequena vantagem em 

pHs mais baixos. 

 Os demais painéis do Omnilog testados referem-se a testes de sensibilidade química, 

ou seja, testes das linhagens com diferentes moléculas tóxicas que podem agir como 

antimicrobianos. De maneira similar feita para as placas anteriores, foram selecionadas as 

curvas que apresentaram diferença entre a linhagem referência e a linhagem selecionada com 

Pep20 (25923_A_Pep20).  Os compostos em que a linhagem referência apresentou uma 

melhor capacidade metabólica estão mostradas na Figura 46. 
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Figura 46 - Painéis em que a linhagem S. aureus ATCC 25923 antes da seleção apresentou vantagem. Cada 

quadrado representa ambas curvas de crescimento (eixo y, intensidade) de cada poço ao longo de 48 

h de cada poço, com concentrações crescentes do composto descrito.  

Fonte: Elaborada pela autora* 

 Inicialmente é possível notar que a linhagem antes da seleção apresentou menor 

susceptibilidade àqueles antibióticos relacionados a síntese de proteínas, como eritromicina e 

cloranfenicol (que se ligam a porção 50S do rRNA), espiramicina, e dodine (que além de 

inibir o RNA pode promover desnaturação de proteínas).190 Como nenhum resultado de 

mecanismo de ação obtido até o momento sugeriu algo que pudesse causar esse aumento de 

susceptibilidade, é possível que estes antibióticos estejam agindo de forma mais fácil na 

linhagem selecionada devido à diminuição da capacidade metabólica desta. Como vimos nos 

resultados ilustrados na Figura 44, a linhagem 25923_A_Pep20 teve como resultado um 

metabolismo menor das fontes de carbono e nitrogênio, tanto em quantidade de crescimento 

quanto em tipos de substratos aproveitáveis. Assim, é possível que 25923_A_Pep20 tenha se 

tornado mais suscetível a drogas diretamente ligadas ao metabolismo. Isto também pode se 

aplicar a maior susceptibilidade observada para antibióticos ligados à processos de respiração 

celular, diretamente ligada ao módulo de obtenção de energia nos caminhos metabólicos 

indicados pelo KEGG.144–146 Seria o caso da trifluoperazina, triazol (que além de catalases, 

inibe também a síntese de histidina), cianeto de sódio (que para a produção de ATP), 5,7 – 

dicloro – 8 – hidroxiquinaldino, ácido fusárico e 2,2’ – Dipiridil151-192-193. Aqui, dá-se 

destaque aos últimos 3 compostos listados: estes são descritos inicialmente com ação 

* Software Parametrics da OmniLog® (Biolog) 



134 

 

quelante, mas sua principal afinidade é para íons de Fe+2 e sequestrante de outros necessários 

como cofatores de proteínas. 

 Outro resultado interessante obtido a partir dos painéis de sensibilidade do Omnilog 

são a sensibilidade aumentada da linhagem 25923_A_Pep20 para antimicrobianos com carga 

negativa (aniônicos). Pep20 é um peptídeo antimicrobiano com alta carga positiva, sendo que 

esta mostrou-se essencial para sua ação antibacteriana, assim como ocorre para outros AMPs. 

64,72-74 Se as mudanças ocorridas para a linhagem 25923_A_Pep20 ocorreram no sentido de 

tentar minar esta ação catiônica, é possível que a carga superficial negativa típica de 

membranas bacterianas tenha sofrido uma alteração que diminua a interação eletrostática 

entre estes dois componentes. Por outro lado, isto pode ter favorecido a interação com 

componentes de carga oposta, como foi o caso para dicromato de sódio, Niaproof, 

pentaclorofenol e arsenito de sódio. Mesmo com diferentes mecanismos de ação, estas 

moléculas agora podem apresentar maior facilidade de interagir ou permear pela membrana 

bacteriana.193 De forma similar, supõe-se que o detergente lauril sulfobetaína também possa 

apresentar vantagem com essa diminuição do caráter aniônico da membrana, uma vez que 

este surfactante possui carácter zwitteriônico e interagem melhor com membranas de carga 

neutra.72  

 Por fim, o EDTA, já avaliado em conjunto com Pep20 anteriormente, apresentou uma 

ação aumentada para linhagem 25923_A_Pep20. Este apresenta um efeito quelante, isto é, 

interage com os íons divalentes que estabilizam a membrana (como Ca+2 e Mg+2). Assim, a 

diminuição da carga negativa da membrana representaria uma interação mais fraca dos íons e 

uma ação mais fácil do quelante.194  

 Por fim, a realização do genoma da linhagem selecionada foi necessária não apenas 

para confirmar as hipóteses acima levantadas, mas também explicar outras susceptibilidades 

que até o momento não parecem estar relacionadas ao modo de ação de Pep20, como agentes 

de DNA, principalmente com ação intercalante (proflavina e cumarina), agentes de interação 

de canais iônicos e/ou transmembrana (como sanguinarina, 4-aminopiridina e 18-crown-6-

éter) e antibióticos betalactâmicos (como cefazolina e amoxicilina).190  

 Ainda podemos analisar as condições de crescimento nas quais a bactéria 

25923_A_Pep20 apresentou vantagem, ilustradas pela figura abaixo. 
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Figura 47 -  Painéis em que a linhagem S. aureus 25923_A_Pep20 apresentou vantagem. Cada quadrado 

representa ambas curvas de crescimento de cada poço, com concentrações crescentes do composto 

descrito.  

Fonte: Elaborada pela autora* 

 

 A linhagem 25923_A_Pep20 apresentou vantagem metabólica contra compostos de 

carga positiva, como cloreto de benzetônio e cloreto de cetilpiridínio (que são detergentes 

catiônicos com ação surfactante na membrana), cloreto cúprico (um cátion tóxico para 

metabolismo celular), sulfato de protamina (também um peptídeo catiônico com ação na 

membrana), e Poli-L-lisina (molécula com alta carga positiva que depende da adsorção na 

superfície da célula),100,195 fato que é facilmente explicado, uma vez que Pep20 é uma 

molécula também catiônica e qualquer mudança que ocorreu para repelir eletrostaticamente 

este AMP também afeta estes demais compostos catiônicos. Isso também vai ao encontro do 

discutido para os compostos aniônicos com sensibilidade aumentada discutidos anteriormente.  

Esta linhagem também apresentou sensibilidade reduzida à dois antibióticos da classe 

das tetraciclinas – penimepiciclina e tetraciclina. Antibióticos dessa classe são inibidores de 

síntese proteica que agem através de ligação a subunidade 30S do rRNA.190 Como o efeito 

oposto foi visto para eritromicina e cloranfenicol (que se ligam a porção 50S), é possível que 

* Software Parametrics da OmniLog® (Biolog) 
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Pep20 também apresente ação na síntese proteica de forma diretamente ligada a subunidade 

30S, assim como as tetraciclinas, ou que as mutações ocorridas também envolvam formas de 

extrusão não específica que além de agir em Pep20 também agiu nestes antibióticos. Esta 

última hipótese é mais provável uma vez que a superexpressão de bombas de efluxo, por 

exemplo, é um dos mecanismos mais importante de resistência, representando a primeira 

forma de defesa da célula.20 De forma similar, alguns compostos de ação intracelular também 

tiveram menor susceptibilidade para a linhagem selecionada. É o caso do trimetoprim 

(análogo do ácido fólico que inibe sua formação, impedindo duplicação do DNA), Captan 

(fungicida da classe de ftalimida que em bactérias age reagindo com tiol, inibindo a 

respiração), e 2-nitroimidazol (causa biorredução dos grupos nitro do DNA).196-197 A princípio 

nenhum resultado indica mecanismo em comum de Pep20 com estes compostos, logo, pode 

ocorrer um mecanismo de ação não esperado, ou a mudança que ocorreu em 25923_A_Pep20 

impede a ação destes indiretamente, por meio de extrusão (como as bombas de efluxo já 

citadas) ou mudança na permeabilidade da membrana que não permite o uptake destes 

compostos para o interior citoplasmático.  

 Por fim, os resultados dos painéis de ácido bórico e metaborato de sódio são 

inesperados. Ambo agem de maneira similar, sendo considerados ânions tóxicos que causam 

danos à membrana e extrusão do conteúdo celular por efeito surfactante. Aqui, o mesmo se 

aplica o discutido para NA1897 - é possível que estas moléculas necessitem associação com 

cátions para constituir a ação antimicrobiana, resultando em uma carga geral positiva – dessa 

maneira a redução de carga ainda resultaria em resistência para estas moléculas.198  

 Os resultados fenotípicos indicaram que a carga é fator essencial em Pep20, o que 

provavelmente causou alteração na membrana de 25923_A_Pep20. Apesar disso, essa 

mudança parece estar associada a um altíssimo custo metabólico, o que pode indicar que em 

ambientes com diferentes pressões seletivas esta alteração poderia não ser mantida. Isso 

constitui uma vantagem para o uso clínico de Pep20, pois a ocorrência de resistência não é 

favorecida. Mais uma vez mostramos a importância de AMPs e sua baixa propensão ao 

desenvolvimento de resistência72 na atual escassez de opções terapêuticas. Mesmo obtendo 

dados robustos através deste ensaio, alguns resultados só poderão ser melhor explicados com 

os dados do genoma desta linhagem. Assim, a ligação entre genótipo e fenótipo da linhagem 

selecionada in vitro pode finalizar a investigação do mecanismo de ação de Pep20. 

 Para isso, foram sequenciados os genomas das linhagens obtidas do experimento de 

seleção in vitro. A tabela abaixo é uma comparação entre a linhagem do dia zero e a linhagem 
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final. Estas mutações devem indicar mecanismo de ação de Pep20, bem como o motivo das 

alterações fenotípicas observadas no ensaio anterior. 

Tabela 24 - Comparação entre as linhagens iniciais e finais do experimento de evolução dirigida com Pep20 

Linhagem 
Cobertura 

sequenciamento* 
N50 Mutação Consequência Proteína alterada 

25923_A_

Pep20 
153x 19562 

G>A 

 

Ala111Thr 

 
Proteína hipotética 

C>T Ser164Phe 

Sintetase 

bifuncional 

(p)ppGpp/guanosin

a-3’-5’-

bis(difosfato)-3’-

pirofosfohidrolase 

A>T Gln152His 
Proteína de 

domínio DUF1672  

T>A Ser194Thr 
Oxirredutase 

contendo FAD 

25923_B_

Pep20 
173x 14266 

394_395Ins** 
Troca da fase 

de leitura 

Precursor de 

ligação a 

fibronectina 

C>A Leu171Ile 

Superfamília de 

facilitadores 

principais 

5_6Ins*** 
Troca da fase 

de leitura 

Superfamília de 

facilitadores 

principais 

25923_C_

Pep20 
138 12146 

T>C Leu893Ser 

Fator de 

aglomeração A 

ClfA 

A>T Gln152His 
Proteína de 

domínio DUF1672 

* Cobertura da linhagem dia zero A, B e C igual a 148x, 97x e 112x respectivamente 

** Inserção de ACGCTGATGTTGTTGAATATGAA entre os nucleotídeos 394 e 395 do gene que 

codifica a proteína 

*** Inserção de CT entre os nucleotídeos 5 e 6 do gene que codifica a proteína 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Aqui, o mesmo discutido para NA1897 se aplica a respeito das mutações na proteína 

hipotética, o fator de aglomeração CflA e a proteína de ligação à fibronectina FnbPA. 

 A proteína hipotética, que estava sozinha e incompleta em um contig parece fazer 

parte da subunidade de repetição serino-aspartato do fator de aglomeração A. Embora CflA 

possua esta região altamente negativa devido as cargas de aspartato,157 nunca foi reportado 

sua contribuição em alteração de carga superficial celular. A mutação parece ter ocorrido 

também na região de repetição de serino-aspartato para a replicata C, inferindo que esta região 

possui importância na ação de peptídeos antimicrobianos. Por outro lado, tanto mutação CflA 

quanto FlbPA são proteínas importantes de virulência de S. aureus que se aderem a proteínas 
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do corpo humano no processo de infecção, como elastina, fibronectina e fibrinogênio. Este 

último ocorre em comum em CflA e FlbPA.161-162 A mutação em FlbPA ocorreu na 

subunidade A, que se liga ao fibrinogênio.164 Não há evidências da interação de Pep20 ou 

NA1897 com sítios de ligação de fibrinogênio, até porque esta molécula é altamente aniônica 

em pHs fisiológicos, ao contrário dos AMPs. Logo, é mais provável que estas mutações foram 

selecionadas como uma forma de regulação devido a diminuição de susceptibilidade a Pep20 

ocorrida. Já foi relatado em MRSA a menor expressão de fatores de virulência quando 

resistentes a daptomicina do que as sensíveis ao mesmo antibiótico, como forma de garantir 

uma infecção longa e persistente versus uma infecção aguda a curto prazo.166-167 Assim 

novamente reforça-se que provavelmente esta mutação - bem como o ocorrido para ClfA e 

FlbPA – são resultado de mecanismos de virulência menos pronunciados como consequência 

da resistência obtida, e não diretamente ligados ao mecanismo de ação de Pep20, uma vez que 

não representariam uma vantagem evolutiva. Logo, para a confirmação se de fato estas 

mutações têm relação com o mecanismo de ação de Pep20 seriam necessários estudos 

adicionais. Nestes, incluem-se estudos estruturais das proteínas mutadas ou transformação da 

linhagem inicial com a sequência que codifica cada uma destas proteínas mutadas, e a 

observação se há o aumento da CIM.  

 A proteína contendo domínio DUF1672 parece ter função importante e relacionada a 

ação de Pep20, uma vez que ocorreu em duas replicatas biológicas diferentes da evolução 

dirigida. Estudos recentes indicam que esta família é constituinte do lipoproteoma de S. 

aureus,199 mais especificamente, este gene pode codificar lipoproteínas que são adicionadas a 

faceta externa da bicamada lipídica. Embora ainda haja muito a ser caracterizado sobre 

lipoproteínas, estas estão associadas a síntese da parede celular, transporte de elétrons, de 

nutrientes, e até resposta a stress na superfície.200 Assim estas mutações podem reforçar a 

hipótese de ação de Pep20 na síntese de parede celular, além de ajudar a explicar as mudanças 

fenotípicas observadas acerca de aproveitamento de nutrientes.  

 Quanto a sintetase bifuncional (p)ppGpp/guanosina-3’-5’-bis(difosfato)-3’-

pirofosfohidrolase, sua função está intrinsicamente relacionada a resposta rigorosa. Esta é 

provocada pela síntese de alarmonas pppGppp e ppGpp. Estas são sintetizadas normalmente 

em respostas a limitação de nutrientes, além de degradação de rRNA, ativação enzimática, 

replicação entre outros.201 Não se sabe muito sobre a regulação da resposta restrita em 

estafilococos. Um exemplo disso é a resposta destes organismos à mupirocin. Mupirocin é um 

antimicrobiano que inibe a sintetase de isoleucil tRNA. O sistema de resposta restrita possui 

um sensor de acumulação de tRNA após a privação de aminoácidos. Assim, o tratamento com 
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mupirocin leva a uma série de mudanças como mudanças transcricionais de regulação 

positiva de fatores de virulência, moléculas regulatórias e peptidases.202 Porém não se sabe 

quais efeitos são devido ao mupiricin e quais são devido a síntese de ppGpp e pppGppp.201 A 

mutação ocorrida no gene que codifica a sintetase de tais moléculas foi não conservativa: de 

serina, um aminoácido hidrofílico, houve a troca para um aminoácido altamente hidrofóbico, 

a fenilalanina. Assim, pode se assumir que a resposta restrita tenha sofrido uma desregulação. 

Pode-se assumir que algo similar ao mupiricin ocorra com Pep20 – se este causar a 

acumulação de tRNA a resposta restrita seria ativada e uma série de consequência 

intracelulares seriam geradas. Assim, uma mutação que diminuísse a resposta a esta 

acumulação de tRNA seria benéfica para a sobrevivência na presença de tal peptídeo. Por 

outro lado, uma série de consequências negativas poderiam acontecer, como a menor 

expressão de fatores de virulência e uma desregulação da resposta a situações de inanição pela 

falta de metabolização de determinados substratos.  

 Alguns estudos mais recentes relacionam a expressão destas alarmonas como função 

complementária a reação de inanição pela falta de aminoácidos, ou mesmo resposta a 

estresses na parede celular. Inclusive, sua transcrição parece estar relacionada a tolerância 

contra antibióticos que agem na parede celular, como vancomicina e ampicilina.203 Assim, 

estas moléculas antecipam resposta ao estresse oxidativo, permitindo a sobrevivência da 

célula.203 O estresse oxidativo e a expressão de ppGpp parecem estar intrinsicamente 

relacionados, uma vez que estudos feitos com linhagem sem expressão de alarmonas mostram 

maior sensibilidade a H2O2.
203 Isto relaciona-se com os resultados fenotípicos anteriormente 

observados, uma vez que a linhagem selecionada 25923_A_Pep20 perdeu a capacidade de 

metabolização de diversos substratos. Além disso, esta mutação mostra que Pep20 pode gerar 

estresses na parede celular, como já mostrado anteriormente.  Projetos futuros poderiam 

confirmar se há maior tolerância a Pep20 por proteômica, medindo o nível de expressão de 

ppGpp e pppGppp 

 A linhagem 25923_A_Pep20 também sofreu mutação em uma oxirreductase contendo 

FAD. Existem uma série de oxirreductases contendo FAD que são expressas por S. aureus. 

Em organismos aeróbicos, o metabolismo de oxigênio é essencial, mas paradoxalmente, a 

produção de espécies reativas de oxigênio podem ser extremamente tóxicas e colocar a célula 

sob estresse. A principal fonte dessas espécies são principalmente o metabolismo 

mitocondrial e de enzimas P450.204 O excesso dessas espécies reativas pode levar a estresse 

oxidativo e dano a organelas importantes, como DNA e proteínas. As enzimas oxirredutases 

contendo FAD têm a função de proteger a célula contra danos massivos oxidativos pela 
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habilidade de degradar espécies reativas de oxigênio.205 A mutação ocorrida nesta proteína 

pode ser chamada de conservativa, pois a troca de um aminoácido hidrofílico (serina) por um 

também hidrofílico (treonina), com a diferença de um grupo metil entre eles. Assim, não se 

sabe se a atividade de desta enzima será enfatizada ou reduzida. Dado que os dados 

fenotípicos indicam um maior estresse oxidativo causado por Pep20, é possível que a 

atividade desta enzima esteja aumentada e por isso essa linhagem foi selecionada em presença 

do AMP.  

 Por fim, ocorreram mutações em 25923_B_Pep20 que levaram a mudanças na 

superfamília de facilitadores principais. Os membros dessa família são essenciais para o 

transporte de diversas moléculas através da membrana. Este transporte depende de diversas 

mudanças conformacionais, devido ao mecanismo de garra206 que pode ser visualizado na 

Figura 48. Seus substratos variam de nutrientes, metabólitos e moléculas sinalizadoras, mas 

também uma serie de toxinas e fármacos.206  

 

Figura 48 -  Esquemas mostrando o transporte de superfamília de facilitadores principais. A. Tipos de transporte 

que podem ocorrer nesta família. B. Esquemas mostrando as mudanças conformacionais que 

ocorrem no transportadores no mecanismo de garra.  

Fonte: Adaptada de QUISTGAARD et al. 206 

A mutação ocorrida nesta proteína pode ter causado a perda de função, por ter causado 

a mudança na fase de leitura. Assim, supõe-se que esta linhagem com transportadores 

mutados ganhou vantagem evolutiva pela menor importação de Pep20 para dentro da bactéria. 

Isto leva a conclusões importantes, como Pep20 provavelmente apresentar um alvo 

intracelular, além do dano à membrana já observado. Além disso, é diminuída a importação 

de outras moléculas como nutrientes, o que condiz com os dados fenotípicos discutidos no 

ensaio anterior.  
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A diminuição da concentração intracelular de determinada toxina pela alteração de 

transportadores que têm o fármaco como substrato é um mecanismo de resistência conhecido, 

sendo mais comum em gram-negativos. Por exemplo, temos o perfil de multiresistência em K. 

pneumoniae que pode ser causado pela perda da expressão de porinas OmpK35 ou OmpK36.9  

Pep20 mostrou-se um peptídeo mais ativo que a molécula Plantaricina 149 original. A 

toxicidade desta molécula pode ser contornada utilizando antibióticos em combinação, como 

é o caso para o efeito sinergético com vancomicina em gram-negativos. Pep20 age na 

membrana interna e externa bacteriana, mas parece também ter alvos intracelulares, dado as 

mutações em transportador obtidas com a seleção in vitro. Por fim, Pep20 parece uma 

molécula promissora pois a longo prazo causa pouco incremento da CIM e, para essas 

linhagens selecionadas, a perda de susceptibilidade ocorre associada a grandes custos 

metabólicos.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 Para os peptídeos sintetizados a partir da Bothropstoxina-I, a dimerização já havia se 

mostrado como estratégia eficiente no aumento da atividade antimicrobiana. No peptídeo 

escolhido (NA1897), a dimerização na porção C-terminal e a utilização do aminoácido 

triptofano proporcionaram uma otimização da atividade, principalmente em gram-negativos. 

A ação rápida e de amplo espectro deste peptídeo foi positiva, apesar de mostrar um alto nível 

de citotoxicidade para macrófagos diferenciados. O mecanismo de ação de NA1897 envolve a 

atividade na membrana citoplasmática, mas parece estar associada a atividade em precursores 

da parede celular. A evolução dirigida com NA1897 resultou em baixo acréscimo na CIM, 

indicando a baixa possibilidade de desenvolvimento de resistência em bactéria gram-positiva 

e nenhum incremento na CIM para gram-negativo em um intervalo de 30 dias. Além disso, a 

seletividade dessa molécula sugere sua aplicação em uso tópico.  

Os análogos de Plantaricina 149 representaram um desafio principalmente devido à 

alta taxa hemolítica. Por fim, a definição de uma estrutura secundária anfipática foi essencial 

para obter um peptídeo otimizado. Foi possível obter Pep20, um peptídeo otimizado com 

rápida ação bactericida que age tanto na membrana citoplasmática bacteriana quanto na 

membrana externa de bactérias gram-negativas. Além disso, parece ter permeação guiada para 

domínios proteicos específicos na bactéria. Em termos de resistência, Pep20 selecionou 

mutantes com alguma alteração relacionada a carga da membrana. Estas mutações, porém, 

parecem estar associadas a altos custos metabólicos.  

 De forma geral, os AMPs pesquisados neste projeto refletem os dados da literatura: as 

cargas positivas e hidrofóbicas parecem ter sido essenciais para ação em ambos os casos; o 

mecanismo de ação correspondeu ao mais comum relatado, de ação na membrana bacteriana; 

as moléculas apresentaram uma menor propensão para o desenvolvimento de resistência que 

outros antibióticos de uso clínico. Os AMPs representam uma classe de crescente interesse na 

pesquisa de candidatos a antibióticos, principalmente com o crescente aumento da resistência 

antimicrobiana. As moléculas aqui estudadas representam antimicrobianos de interesse, mas 

ainda em etapas iniciais para serem considerados candidatos a fármacos. Perspectivas futuras 

incluem a confirmação dos alvos sugeridos através de técnicas de microscopia e da 

superexpressão dos alvos de mutações encontradas; a avaliação dos novos análogos sugeridos 

por técnicas de biofísica; por fim, melhora da seletividade através da investigação da 

interação dos peptídeos com células eucarióticas.  
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ANEXO A – Perfis de susceptibilidade das bactérias utilizadas 

 
Tabela 25 - Descrição das bactérias gram-positivas utilizadas no projeto 

Espécie Linhagem Descrição 

S
. 

ep
id

er
m

id
is

 ATCC 35984 
Origem clínica, isolado de cateter. Boa formadora de biofilme 

ATCC 12228 
 

S
. 

a
u

re
u

s 

ATCC 25923 Origem clínica. - 

SA16 Origem clínica. 

 MRSA, ST5-SCCmecII  

SA88 Origem clínica.  

MRSA + h-DNSSA, ST5-SCCmecII 

SA43 Origem clínica.  

MRSA, ST105- SCCmecII, TIG S  

SA43 B2 Selecionada in vitro.  

MRSA, ST105- SCCmecII, TIG S  

SA43 B7 Selecionada in vitro.  

ST105- MRSA, SCCmecII, TIG R (mutação no mepR)  

Mu50 MRSA, VISA, ST5  

ATCC 8095 Origem alimentar. Boa formadora de biofilme  

E
. 

fa
ec

a
li

s 

VRE 109 Origem clínica, ST103, vanA  

TIG S, VAN R 

VRE 109 C42 Selecionada in vitro. ST103 vanA 

TIG R, VAN R  

VRE 80 Origem clínica. ST103 vanA  

TIG R, VAN R,  

V583 ST 6, vanB. VAN R, CN R 

RPEfs1 Origem clínica. AMP S, CIP R, ERY R, LNZ S, MXF R, TEC S, 

TIG S, VAN S 

RPEfs2 Origem clínica. AMP S, CIP S, ERY I, LNZ S, MXF S, TEC S, TIG 

S, VAN S 

RPEfs3 Origem clínica. AMP S, CIP R, ERY R, LNZ S, MXF R, TEC R, 

TIG S, VAN R 

RPEfs4 Origem clínica. AMP S, CIP R, ERY R, LNZ S, MXF S, TEC S, 

TIG S, VAN S 

RPEfs5 Origem clínica. AMP S, CIP S, DAP S, LNZ S, NIT S, TEC S, TET 

R, VAN S 

ATCC 29212 Origem clínica, isolado de urina.  

E
. 

fa
ec

iu
m

 

VRE 16 Origem clínica. 

 ST412, vanA. VAN R 

HBSJRP18 Origem clínica.  

ST412, DAP supersensível (lafB*)  

HBSJRP18 2.7 Selecionada in vitro. DAP S  

HBSJRP18 3.6 Selecionada in vitro. DAP R (dak*)  

HBSJRP7 Origem clínica, isolado de biópsia muscular.  

ST896, ermB, msrC, tetL, tetM, vanA. 

DAP R, LNZ S, TED S, TEC R, VAN R 

HBSJRP13 Origem clínica, isolado de lavado brônquio alveolar.  

ST896, ermB, msrC, tetL, tetM, vanA.  

DAP S, LNZ S, TED S, TEC R, VAN R 

HBSJRP14 Origem clínica, isolado de urina.  

vanA. DAP S, LNZ S, TED S, TEC R, VAN R 

(continua) 
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Tabela 25 - Descrição das bactérias gram-positivas utilizadas no projeto 

Espécie Linhagem Descrição 

HBSJRP23 Origem clínica, isolado de urina.  

DAP S, LNZ S, TED S, TEC S, VAN S 

HBSJRP11 Origem clínica, isolado de urina.  

DAP S, LNZ S, TED S, TEC S, VAN S 

ATCC 700221 Isolado de fezes humanas.  

vanA, VAN R 
American Type Culture Collection (ATCC). Tipo de sequência (ST). Contém elemento VanA de resistência à vancomicina (vanA), 
Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA); S. aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA); 

R, resistente; S, sensível, I, intermediário;  

Amicacina (AK), Amoxicilina – clavulanato (AMC), Ampicilina (AMP), Ampicilina-sulbactam (SAM); Aztreonam (ATM), Cefepima 
(FEP), Cefotaxima (CTX), Cefoxitina (FOX), Cefpodoxima (CPD), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Cefuroxima (CXM), 

Ciprofloxacina (CIP), Cloranfenicol (CHL), Colistina (CL), Daptomicina (DAP), Eritromicina (ERY), Ertapenem (ETP), Gentamicina 

(CN), Imipenem (IMI), Linezolida (LNZ), Meropenem (MEM), Moxifloxacina (MXF), Nitrofurantoína (NIT), Piperacilina (PIP), 
Piperacilina-tazobactam (PTZ), Polimixina B (PB), Tedizolida (TED), Teicoplanina (TEC), Tetraciclina (TET), Tigeciclina (TIG), 

Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), Vancomicina (VAN) 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

 

Tabela 26 - Descrição das bactérias gram-negativas utilizadas no projeto 

Espécie Linhagem Descrição 

K
. 

p
n

eu
m

o
n

ia
e 

ATCC 700603 Origem clínica, isolado de urina. blaKPC-, blaSHV-18 + 

AMP R, ATM R, FOX R, CPD R, CAZ R, CHL R, PIP R, TET R 

ATCC BAA1705 Origem clínica, isolado de urina. blaKPC+ 

BHKPC50 Origem clínica, isolado de urina. AK R, AMP R, SAM R, FEP R, 

FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP R, CL R, ETP R, CN R, IMI 

R, MEM R, PTZ R, TIG R 

RPKp01 Origem clínica, isolado de urina. AK S, AMP S, SAM R, FEP R, 

FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP R, CL S, ETP R, CN S, IMI 

R, MEM R, PTZ R, TIG R 

RPKp02 Origem clínica, isolado de swab retal. AK I, AMP R, SAM R, FEP 

R, FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP R, CL R, ETP R, CN S, 

IMI R, MEM R, PTZ R, TIG I 

RPKp09 Origem clínica, isolado de ferida cirúrgica. AK S, AMC R, AMP R, 

FEP R, FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP S, CL S, ETP S, CN 

S, IMI R, MEM R, PTZ R, TIG R,  

RPKp18 Origem clínica, isolado de sangue. AK S, AMP R, SAM R, FEP R, 

FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP S, CL R, ETP R, CN S, IMI 

R, MEM R, PTZ R, TIG S 

NDM-1 NDM + 

AMKP4 Origem clínica. blaKPC-2 em novo ambiente genético 

CL R, ETP R, IMI R, MEM R, PB R, TIG S 

AMKP7 Origem clínica. blaKPC-2 em novo ambiente genético 

CL S, ETP R, IMI R, MEM R, PB S, TIG S 

AMKP10 Origem clínica. ST2306, blaKPC-2, blaCTX-M8, blaSHV-11, tetA, aph(3’)-

Ia, catB, aac(6’)Ib-cr, fosA, blaCTX-M15, oqxab, qnrS1, sul1, blaOXA-1, 

aadA2, dfrA12, mph(A), mgrB 

AK S, AMP R, SAM R, FEP R, FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, 

CIP R, CL R, ETP R, CN S, IMI R, MEM R, PB R, TIG S  

   
ATCC 35218 Isolado canino. TEM-1 + 

RPEc01 Origem clínica, isolado de urina. AK R, AMP R, SAM R, FEP R, 

FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP S, CL S, ETP R, CN R, IMI 

R, MEM R, PTZ R, TIG S   

BHKPC10 Origem clínica, isolado de urina. AK S, AMC R, FEP R, CAZ R, 

CIP S, CN S, MEM R, NIT S, SXT S. 

(continua) (continua) 

(continuação) 
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Tabela 26 - Descrição das bactérias gram-negativas utilizadas no projeto 

Espécie Linhagem Descrição 

AMEc8 Origem clínica, isolado de urina. AK S, AMP R, SAM R, FEP R, 

FOX R, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP R, CL S, ETP R, CN R, IMI 

S, MEM S, PTZ R, TIG I 

AMEc49 Origem clínica, isolado de empiema subdural de crânio. AK S, 

AMP R, SAM I, FEP S, FOX S, CAZ S, CRO R, CXM R, CIP S, 

CL S, MEM S, PTZ S, TIG S 

AMEc60 Origem clínica, isolado de secreção traqueal. AK S, AMP R, SAM 

R, FEP R, FOX S, CAZ R, CRO R, CXM R, CIP R, CL S, MEM S, 

PTZ S, TIG S 

A
. 

b
a

u
m

a
n

n
ii

 

ATCC 19606 Origem clínica, isolado de urina.  

ACI50 Origem clínica. AK R, SAM R, FEP R, CTX R, CAZ R, CRO R, 

CIP R, CL R, CN R, IMI R, MEM R, PTZ R PB R, TET I, TIG R, 

SXT R  

ACI44 Origem clínica. AK R, SAM R, FEP R, CTX R, CAZ R, CRO R, 

CIP R, CL S, CN R, IMI R, MEM R, PTZ R, PB S, TET R, TIG R, 

SXT R 

ACI51 Origem clínica. AK R, SAM R, FEP R, CTX R, CAZ R, CRO R, 

CIP R, CL R, CN R, IMI R, MEM R, PTZ R PB R, TET I, TIG R, 

SXT R  

ACI40 Origem clínica. AK R, SAM R, FEP R, CTX R, CAZ R, CRO R, 

CIP R, CL S, CN R, IMI R, MEM R, PTZ R, PB S, TET R, TIG R, 

SXT R 

ACI42 Origem clínica. AK R, SAM R, FEP R, CTX R, CAZ R, CRO R, 

CIP R, CL S, CN R, IMI R, MEM R, PTZ R, PB S, TET R, TIG R, 

SXT R 

AM83 Origem clínica, isolado de secreção traqueal. AK R, SAM R, FEP 

R, CAZ R, CRO R, CL S 

AM87 Origem clínica, isolado de urina. AK S, SAM R, FEP R, CAZ R, 

CRO R, CIP R, CL S 

P
. 

a
er

u
g

in
o

sa
 ATCC 27853 Origem clínica, isolado de sangue. AmpC induzível 

RPPse09 Origem clínica, isolado de swab retal. AK S, FEP S, CAZ S, CIP S, 

CL S, CN S, IMI R, MEM R, PTZ S  

RPPse07 Origem clínica, isolado de urina. AK R, FEP R, CAZ I, CIP R, CL 

S, CN R, IMI R, MEM R, PTZ I  

PSE6 KPC+ 

PAO1  
American Type Culture Collection (ATCC). Tipo de sequência (ST). R, resistente; S, sensível, I, intermediário;  

Amicacina (AK), Amoxicilina – clavulanato (AMC), Ampicilina (AMP), Ampicilina-sulbactam (SAM); Aztreonam (ATM), Cefepima 

(FEP), Cefotaxima (CTX), Cefoxitina (FOX), Cefpodoxima (CPD), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Cefuroxima (CXM), 
Ciprofloxacina (CIP), Cloranfenicol (CHL), Colistina (CL), Daptomicina (DAP), Eritromicina (ERY), Ertapenem (ETP), Gentamicina 

(CN), Imipenem (IMI), Linezolida (LNZ), Meropenem (MEM), Moxifloxacina (MXF), Nitrofurantoína (NIT), Piperacilina (PIP), 

Piperacilina-tazobactam (PTZ), Polimixina B (PB), Tedizolida (TED), Teicoplanina (TEC), Tetraciclina (TET), Tigeciclina (TIG), 
Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), Vancomicina (VAN) 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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ANEXO B – Ensaios de Dicroísmo Circular 

 

Figura 49 - Espectros de Dicroísmo Circular (CD) de NA1897 em solução aquosa (tampão fosfato pH 7) e na 

presença dos detergentes HPS: N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amônio-1-propanosulfonato, SDS: 

dodecil sulfato de sódio e de vesículas fosfolipídicas de POPG: 1-Palmitoil-2-Oleoil-3-

Fosfoglicerol. 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 50 -  Espectros de Dicroísmo Circular (CD) de Pep20 em solução aquosa (tampão fosfato pH 7) e na 

presença dos detergentes HPS: N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amônio-1-propanosulfonato, SDS: 

dodecil sulfato de sódio e de vesículas fosfolipídicas de POPG: 1-Palmitoil-2-Oleoil-3-

Fosfoglicerol. 

Fonte: Elaborada pela autora 
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ANEXO C – Painéis de ensaios fenotípicos usados para análise metabólica no Biolog 
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