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RESUMO

A resisténcia bacteriana consiste em uma das maiores ameacas a saude
no mundo, visto que reduz o tratamento efetivo de infecgdes e aumenta a mortalidade
associada a doengas bacterianas comuns. Nesse contexto, a busca por estratégias
para o controle de patdgenos e da resisténcia antimicrobiana se faz necessaria. Duas
das estratégias desenvolvidas para combater esses microrganismos tém sido a
terapia combinada de antimicrobianos e a prospecc¢ao de peptideos antimicrobianos.
No presente trabalho investigamos a efetividade in vitro de peptideos prospectados
do solo do Cerrado e a efetividade in vitro dos antimicrobianos aceturato de
diminazeno, cloranfenicol e estreptomicina sozinhos e em combinagao contra isolados
clinicos de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Para bioprospeccado, o material foi
coletado em solo nativo do Cerrado, as proteinas totais foram extraidas e os peptideos
identificados por LC-MS / MS foram analisados pelos algoritmos sense the moment e
CAMP, a fim de prever peptideos antimicrobianos. De todos os peptideos com
possivel atividade antimicrobiana, 7 foram selecionados, sintetizados e testados in
vitro como agentes antimicrobianos contra os isolados. Assim como, foi avaliada a
atividade in vitro de aceturato de diminazeno, estreptomicina e cloranfenicol contra
isolados de bactérias. Os peptideos sintetizados ndo demostraram atividade
antimicrobiana quando desafiados por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Sendo assim, para este trabalho, a prospeccéao in silico, metaprotedmica associada
aos algoritmos de predigao, ndo se demonstrou um método eficaz para a identificagao
de peptideos antimicrobianos. Além disso, para a segunda estratégia de controle, o
aceturato demonstrou ser sinérgico com a estreptomicina e o cloranfenicol contra E.
coli e K. pneumoniae isoladas de humanos e animais. Contra S. aureus, por outro
lado, o efeito sinérgico foi observado apenas na combinagdo de aceturato e
cloranfenicol. Essas combinacdes de antimicrobianos apresentaram resultados
importantes, demonstrando que essa estratégia pode ser utilizada como uma

alternativa no controle de patdgenos.

Palavra chave: Peptideos. Prospecgao. Sinergismo.



ABSTRACT

Bacterial resistance is one of the greatest world health threats, reducing the
effective infections treatment and increasing mortality associated to common bacterial
diseases. In this context, the strategies search for pathogens and antimicrobial
resistance control is necessary. Two of the strategies developed to combat these
microorganisms have been the combined antimicrobials therapy and antimicrobial
peptides prospection. In the present work, we have investigated the in vitro peptides
effectiveness prospected from the Cerrado soil and the in vitro effectiveness of
antimicrobials diminazene aceturate, chloramphenicol and streptomycin alone and in
combination against clinical isolates of E. coli, K. pneumoniae and S. aureus. For
bioprospection, the material was collected from native Cerrado soil, the total proteins
were extracted and the peptides were further identified by LC-MS / MS. Peptides were
analyzed by sense the moment and CAMP algorithms, in order to predict antimicrobial
peptides. Of all peptides with possible antimicrobial activities, 7 were selected,
synthesized and in vitro tested against bacterial isolates. Synthetized peptides did not
show antimicrobial activity when challenged by Gram-positive and Gram-negative
bacteria. Thus, for this work, in silico prospecting, the metaproteomics associated with
the prediction algorithms, has not been shown to be an effective method for the
identification of antimicrobial peptides. In addition, for the second control strategy,
aceturate has been shown to be synergistic with streptomycin and chloramphenicol
against E. coli and K. pneumoniae isolated from humans and animals. Against S.
aureus, otherwise, a synergistic effect was observed in combination with aceturate and
chloramphenicol. These combinations of antimicrobials showed important results,

demonstrating that this strategy can be used as an alternative at pathogens control.

Keyword: Peptides. Prospection. Synergism.
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1 INTRODUGAO

1.1 INFECCOES BACTERIANAS

O conhecimento sobre os microrganismos cresceu em ritmo acelerado
desde sua descoberta, quando foram reconhecidos como agentes de infecgdo. Seu
impacto positivo sobre a saude humana e sua importancia na alimentagdo e
fermentagado levou um tempo para se estabelecer (THAKUR; ROKANA; PANWAR,
2016). Entretanto ha séculos, a exploracdo de microrganismos e seus metabdlitos
para aplicagdes uteis em alimentos, ragdes, laticinios, fermentagao, farmacéuticas e
outras areas, tem sido praticada (KUMAR, 2016; TAMANG et al., 2016).

Os microrganismos podem ser benéficos ou patogénicos, constituindo-se
numa ameacga a humanos, animais e plantas através de infec¢des. Para combater
esses agentes, varias medidas podem ser empregadas, sendo uma das principais a
administracao de antimicrobianos. A descoberta da penicilina retardou a prevaléncia
de infecgbes e salvou milhdes de vidas. A implantacdo da antibioticoterapia parecia
ditar o fim das doencgas infecciosas no mundo, visto que novos antibiticos foram
desenvolvidos e a incidéncia de infecgbes reduziu consideravelmente (FERREIRA;
PAES; LICHTENSTEIN, 2008). No entanto, durante seu discurso ao receber o Prémio
Nobel, Alexander Fleming afirmou que as bactérias poderiam desenvolver resisténcia
contra as terapias antibacterianas, e ndao muito tempo depois foram relatados casos
em que a droga nao foi eficaz (ABRAHAM; CHAIN, 1940; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).

Infecgdes bacterianas constituem uma ameaga a saude humana e um
grande problema para os sistemas de saude, devido a uma crescente incidéncia e a
disseminagao (WATER et al., 2015). Nas ultimas trés décadas, doencgas infecciosas
emergentes e reincidentes foram reconhecidas como um dos mais importantes
problemas de saude publica e apesar dos cuidados de saude modernos, as doengas
infecciosas continuam a ser uma das principais causas de mortalidade global, sendo
os patdgenos bacterianos os que mais preocupam (WANG et al., 2016).

Grande parte das bactérias que colaboram para a alta mortalidade sao
frequentemente encontradas como componentes comensais da microbiota de

humanos e animais (TURNBAUGH et al., 2007). Essas bactérias comensais possuem
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baixa viruléncia e um papel de protegcdo, impedindo a colonizagdo de agentes
patogénicos. Entretanto, elas podem atuar como bactérias oportunistas e causar
infeccoes (ANVISA, 2004).

As bactérias Gram-negativas ganham uma maior atencdo devido a
natureza de sua membrana externa (FAIR; TOR, 2014). Devido a surtos registrados
em diversos paises, a Klebsiella pneumoniae se destaca como uma ameaga urgente
a saude (HOLT et al.,, 2015). K. pneumoniae é conhecida por ser um patégeno
oportunista que possui forma de bacilo ndo modvel, sendo anaerdbio facultativo
(SIKARWAR; BATRA, 2011). Sao bacilos pertencentes a familia Enterobacteriaceae
e constituem a microbiota intestinal da maioria dos animais, incluindo os seres
humanos.

K. pneumoniae pode colonizar a pele, faringe, bexiga e trato
gastrointestinal, podendo causar pneumonia, bacteriemia, septicemia, tromboflebite
e infecgdes do trato urinario (ZHAO et al., 2010). Dados da Anvisa (2018), apontam
que K. pneumoniae foi o microrganismo Gram-negativo mais isolado e notificado
nas UTls brasileiras, sendo assim, as infeccbes causadas por K. pneumoniae
resistentes representam um grande desafio terapéutico, e a fim limitar sua
disseminagao e auxiliar na redugao dos indices de morbidade e mortalidade ligados
a doengas infecciosas (DIENSTMANN et al., 2010), pesquisas sobre expresséo e
tratamento de infecgdes por Klebsiella spp. sédo relevantes e se fazem necessarias.

Escherichia coli, outra cepa Gram-negativa, também pode ser
considerada de grande importancia quando se referem a infecgdes e patologias em
humanos. Apesar de pertencer a microbiota, também é apontada como um dos
microrganismos mais isolados nas UTIs brasileiras (ANVISA, 2018). A E. coli
coloniza o sistema gastrointestinal de humanos de forma comensal, porém
existem cepas que adquirem fatores de viruléncia especificos, se adaptam a
outros nichos e causam diversos tipos de infec¢des (RODRIGUEZ-SIEK et al.,
2005). Além de causar diversos tipos de infecgdes em humanos, a E. coli também
€ um patdégeno frequentemente associado com infec¢gdes em animais de produgao.

Apesar das bactérias Gram-negativas ganharem uma maior atencéo, as
Gram-positivas também representam uma parcela das infecgbes. Staphylococcus
aureus, bactéria Gram-positiva, foi um dos primeiros microrganismos bacterianos a
serem controlados por meio da descoberta e uso dos antibidticos. O S. aureus € um

patdbgeno extracelular, coagulase positivo e se apresenta na forma de cocus
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(FOSTER, 1996). Pertence a microbiota animais, incluindo humanos, e esta
presente em cerca de 50% de individuos saudaveis (BALABAN; RASOOLY, 2000;
WENDLANDT; SCHWARZ; SILLEY, 2013).

O S. aureus consiste em um importante patégeno humano, e uma das
mais importantes espécies patogénicas na medicina veterinaria. Em humanos, é
responsavel por uma variedade de doencas, que se manifestam muitas vezes de
forma assintomatica. Este patdgeno invade o hospedeiro quando a pele ou mucosas
estdo comprometidas, sendo um importante causador de furunculos, impetigo e
outras infecgbes superficiais da pele (FOSTER, 1996). Além disso, pode causar
infeccbes mais graves, principalmente em pessoas debilitadas por doencgas
cronicas, lesbes traumaticas, queimaduras ou imunossupressdo. Embora seja
mais comum as infec¢des na pele, o S. aureus é capaz de infectar qualquer tecido
e progredir para infecgbes sistémicas, podendo levar até a morte (TODD, 2005).

Devido a presséo seletiva exercida pelo uso frequente de antimicrobianos,
o S. aureus foi uma das primeiras cepas a apresentar resisténcia aos
antimicrobianos, ganhando assim uma maior importancia e frequéncia em
infeccbes. Entre as cepas bacterianas Gram-positivas resistentes, o S. aureus, no
ano de 2018 foi o microrganismo mais isolado e notificado nas UTlIs brasileiras
(ANVISA, 2018).

1.2 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia antimicrobiana ou resisténcia a antibiéticos, melhor definida
como a falta de resposta a doses padrao de antimicrobianos clinicamente relevantes
(GANGULY et al., 2011), € uma propriedade adquirida pelos patégenos de contornar
os efeitos dos antibiéticos aos quais ja foram sensiveis. Essa redugao na eficacia dos
antibioticos torna os tratamentos mais complexos, dispendiosos, extensos e algumas
vezes impraticaveis.

A resisténcia bacteriana constitui um problema de saude publica mundial
que desperta a atencao de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais como a
Anvisa e a Organizagao Mundial de Saude (OMS). Sao considerados microrganismos
resistentes os que apresentam resisténcia a pelo menos um antimicrobiano em trés
ou mais classes de antibioticos (MAGIORAKOS et al., 2011).
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ApoOs a descoberta da penicilina e a introducdo da mesma no mercado,
foram relatados casos de S. aureus resistentes, em que a droga nao foi eficaz
(ABRAHAM; CHAIN, 1940; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Atualmente,
existem varias espécies de bactérias resistentes aos antimicrobianos disponiveis
(BREIDENSTEIN et al., 2012). No Brasil, o uso controlado de antibiéticos s6 passou
a ser valido em 2010, apds a publicacdo da RDC 44/2010, que preconiza que todos
os medicamentos contendo principio ativo de antimicrobianos sejam distribuidos
apenas mediante a receita de controle especial (ANVISA, 2010). Em 2009,
previamente a publicacdo da RDC, dados da OMS apontavam que mais de 50% das
prescri¢des de antibidéticos no mundo eram inadequadas (OPAS; OMS, 2009).

Além dos antibiéticos presentes na natureza, a ampla utilizagao indevida
de antibidticos pela populagédo e na agropecuaria, constitui uns dos fatores que leva
ao aumento da resisténcia bacteriana e exige medidas urgentes para combater o
surgimento de novas cepas resistentes. A utilizacdo indiscriminada de antibiéticos
para terapia, ou até mesmo profilaxia, pode aumentar a pressdo de selecdo que
favorece o surgimento, multiplicacdo e disseminagao de cepas resistentes.

As bactérias podem ser naturalmente resistentes a uma classe de
antimicrobianos ou podem adquirir genes de resisténcia de outros microrganismos e
manifestarem a resisténcia. Genes de resisténcia a antibibticos ja existiam antes
mesmo do uso difundido dos antibidticos, uma vez que o0s organismos estao
competindo por recursos no ambiente, e assim permitindo o aparecimento de
caracteristicas que melhoram suas chances de sobrevivéncia (ANDERSSON;
HUGHES, 2010).

A maioria dos antibiéticos naturais foram isolados de fungos e bactérias
que ocorrem naturalmente no ambiente. As cepas, produtoras de antibidticos, podem
ter genes que codifiquem a resisténcia ao antibidtico. Esses genes provavelmente
foram submetidos a transferéncia horizontal, disseminando a resisténcia antes mesmo
da selecao externa causada pelo uso dos antibiéticos (ALLEN et al., 2010; WRIGHT,
2007). Esses genes de resisténcia adquiridos podem possibilitar o bloqueio da entrada
do antimicrobiano na célula, a producado de enzimas capazes de degradar o agente
antibacteriano, a expressao de sistemas de efluxo eficientes que impedem a entrada
de medicamentos ou mesmo a capacidade de atingir o alvo intracelular, a alteragao
dos sitios alvo do antimicrobiano, ou a produgao de vias metabdlicas alternativas, que
impedem a acao da droga (Figura 1) (ALLEN et al., 2010; TENOVER, 2006).
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Figura 1 — Principais mecanismos de resisténcia bacteriana. Adaptado de Biomériux, 2019.
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Dentre os mecanismos de resisténcia mencionados, o mais frequente e
importante compreende a produgdo de enzimas que degradam os antimicrobianos
tornando-os inativos. Um exemplo de resisténcia, voltado para a atividade enzimatica,
inclui a inativagao do cloranfenicol e dos aminoglicosideos. A resisténcia bacteriana
ao cloranfenicol baseia-se na inativagao por acetilacao (RONNING; EINARSEN; ASP,
2006). As enzimas acetiltransferases sao responsaveis por promover a acetilagado do
cloranfenicol através de ligagdes covalentes entre um ou dois grupos de acetil,
derivados da acetil-CoA sintetase, e um grupo de hidroxila do farmaco, impedindo que
assim o cloranfenicol interaja com os ribossomos bacterianos (KEHRENBERG et al.,
2005).

Semelhante ao cloranfenicol, as enzimas acetiltransferases catalisam uma
acetilacao especifica no grupo amino dos aminoglicosideos e adicionam um grupo
acetil (LEVINGS et al., 2005; PINSETTA, 2010). Contudo, a resisténcia ao
aminoglicosideo também pode ocorrer por uma mutagao no gene rpsL, que codifica a
proteina ribossomal S12 no ribossomo 30S (CARTER et al.,, 2000). Além de
adquirirem genes de resisténcia a partir das mutagbes, que ocorrem comumente
durante a replicacdo, os mecanismos pelos quais as bactérias transferem seus genes
para outras também podem ser um problema na expansao da resisténcia bacteriana.

A transferéncia de genes normalmente se da entre membros da mesma espécie,
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podendo ocasionalmente ocorrer entre membros de espécies diferentes (KAYSER,
2005).

A transferéncia de material genético entre cepas bacterianas resistentes e
cepas suscetiveis aos antimicrobianos pode ocorrer por meio de mecanismos como a
transformacgao, a conjugagao ou a transducgdo. Na transformacéo, a cepa doadora
libera o material genético no meio e este pode ser absorvido pela cepa receptora, ja
na conjugacao, € necessario um contato fisico, por meio do pili, para que haja a
transferéncia unidirecional do material. A transducdo, por sua vez, necessita de um
vetor (um bacteriéfago) para que o material genético seja transferido (ALEKSHUN;
LEVY, 2007).

1.3 INTERFACE HUMANO-ANIMAL NA RESISTENCIA BACTERIANA

A epidemiologia dos microrganismos resistentes a antimicrobianos na
interface humano-animal envolve uma infinidade de rotas de transmisséo, pressao
antimicrobiana seletiva, além de outros fatores ecoldgicos, bem como a transferéncia
horizontal de genes de resisténcia entre espécies e géneros bacterianos. Sendo
assim, quando se trata de lidar com a transmissdo zoondtica de patdgenos
resistentes, precisamos envolver uma ampla gama de partes interessadas, incluindo
agricultores, veterinarios, profissionais de seguranga alimentar, médicos e
especialistas em monitoramento e controle do meio ambiente e da vida selvagem
(WEGENER, 2012).

Os antimicrobianos tém sido utilizados de maneira terapéutica, metafilatica,
profilatica e até como promotores de crescimento, sendo a maior parte do uso para
prevencao de doencas. O uso de antimicrobianos tornou-se importante na produgao
industrial, visto que em quase todos os alimentos para animais em crescimento séo
usados como suplemento em varias doses, variando entre as concentragdes
subterapéuticas e doses terapéuticas completas. Estima-se que os volumes de
antimicrobianos usados em animais produtores de alimentos excedam o uso em seres
humanos em todo o mundo (AARESTRUP; JENSER, 2008).

O uso de antimicrobianos na pratica veterinaria, tanto para animais
domeésticos quanto para animais produtores de alimentos, pode selecionar os genes
que codificam a resisténcia. Esses genes, quando selecionados e expressos em

determinadas cepas, codificando caracteristicas de resisténcia, podem ser



19

transferidos para humanos, resultando em um perigo para a saude publica. Cepas de
origem animal resistentes aos antimicrobianos podem disseminar-se para os
humanos através da cadeia de fornecimento alimentar (carne e lacticinios), do contato
direto com animais ou através de rotas ambientais (LHERMIE; GROHN; RABOISSON,
2017).

A relagdo entre o uso de antimicrobianos e a ocorréncia de cepas
resistentes a antimicrobianos n&o ocorre apenas em animais, mas também em
humanos com contato proximo. Interagbes diretas ou indiretas entre seres humanos
e animais podem levar a transmissao de cepas e genes de resisténcia aos antibioticos
de animais para humanos (Figura 2). Agricultores, manipuladores de alimentos e
veterinarios estdo mais propensos a serem infectados por cepas resistentes (CHANG
et al., 2014; MARSHALL; LEVY, 2011), enquanto que os consumidores podem ficar
expostos através do consumo de produtos contaminados, como carne, leite e seus

derivados.

Figura 2 — Movimento de cepas/genes bacterianos resistentes a antibiéticos entre diferentes
ecossistemas. Adaptado de Sharma, 2018.
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Recentemente, alguns relatos retrataram a presencga de um grande numero
de bactérias resistentes e genes de resisténcia em uma variedade de produtos de
origem animal (COETZEE et al., 2016; LIU et al.,, 2016). O sequenciamento do

genoma completo e estudos filogenéticos propuseram que cepas de Staphylococcus
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aureus resistentes a meticilina (MRSA) presentes no gado, evoluiram de cepas de S.
aureus suscetiveis a meticilina de origem humana. Além disso, outros estudos
identificaram cepas bacterianas de origem animal em populagcbes humanas sem
qualquer exposicao direta a animais, ligando-os ao consumo ou manuseio de
alimentos (FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2016). Casos subsequentes de infecgdes,
em que animais de criagao frequentemente transmitem MRSA associada ao gado
para humanos expostos (KOCK et al., 2017), sdo de primordial preocupacéo. Este
problema de transmissdo de cepas resistentes € mais relevante em paises em
desenvolvimento, onde ndo existem diretrizes ou diretrizes estabelecidas ndo sdo
seguidas, e também tém alta carga de doencgas infecciosas, juntamente com poucos
recursos médicos (CHANTZIARAS et al., 2014; JAMALI et al., 2015).

1.4 ESTRATEGIAS PARA O CONTROLE DE INFECCOES BACTERIANAS

A resisténcia antimicrobiana consiste em uma das maiores ameacgas a
saude no mundo, visto que reduz o tratamento efetivo de infeccbes e aumenta a
mortalidade associada a doencgas bacterianas comuns (KLEVENS et al., 2007). A
prevaléncia da resisténcia antimicrobiana pode ser diminuida através da diminuicao
do consumo de antibidticos. Além disso, o constante surgimento de cepas bacterianas
resistentes a antibioticos (LONG; VESTER, 2012) torna a resisténcia um desafio que
requer uma abordagem multifacetada, incluindo inovagéao biomédica, melhor controle
do consumo de antibidticos e das taxas de resisténcia antimicrobiana, diagndstico
microbiolégico rapido e uso clinico e veterinario reduzido (CASSIR; ROLAIN;
BROUQUI, 2014).

Embora a resisténcia bacteriana continue a emergir, a taxa de
desenvolvimento de antibidticos esta diminuindo, o que gera um déficit de terapias
eficazes contra infecgbes bacterianas. Portanto, encontrar e introduzir novos
antibidticos tornou-se mais desafiador e a pesquisa antimicrobiana ndo € uma opcéao
atraente para investidores que buscam retornos rapidos e substanciais (SHARMA et
al.,, 2018). Solugdes mais inovadoras e ousadas para reduzir a resisténcia aos
antibioticos e acelerar a descoberta e introdugao de novas alternativas seguras, livres
de resisténcia e econémicas (FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2016).

Nesse contexto, a busca por estratégias para o controle de patogenos e da

resisténcia antimicrobiana se faz necessaria. As alternativas ideais aos antibidticos
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devem ser nao-toxicas, serem eliminadas facilmente pelo organismo, estaveis durante
o transito gastrointestinal, facilmente decompostas e favoraveis ao meio ambiente,
seletivas contra patdégenos, com minimo ou nenhum efeito sobre a microbiota
intestinal, e acima de tudo serem livres de resisténcia (CHENG et al., 2014).

Algumas estratégias alternativas para combater a resisténcia
antimicrobiana e seus mecanismos de acgédo diretos e indiretos incluem (1) a
vacinagao, que ajuda a prevenir o curso de infecgcbes através do desenvolvimento de
células imunes e da produgao de anticorpos especificos; (2) fago terapia, que utiliza
o bacteriéfago litico ou seus produtos genéticos purificados para tratar infecgbes
bacterianas; (3) peptideos antimicrobianos, bacteriocinas e fitocompostos que inibem
diretamente o crescimento bacteriano agindo na membrana celular; (4) CRISPR-Cas,
que tem como alvo a modificagcdo de genes de resisténcia em patdgenos; (5)
nanoparticulas baseadas em metal que ajudam no bloqueio de vias enzimaticas,
alteracdo da parede celular e vias de material nucleico; (6) antibioticoterapia; (7)
combinagado de compostos, que visa o sinergismo entre 2 antimicrobianos (SHARMA
et al., 2018).

1.4.1 Peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos (PAMs), reconhecidos como peptideos de
defesa do hospedeiro, sdo uma das principais alternativas a antibioticoterapia e estao
abundantemente distribuidos na natureza (NARAYANA; CHEN, 2015). Eles estao
presentes em todos os organismos, e além de possuirem uma variada diversidade
estrutural e funcional, exibem notaveis propriedades antimicrobianas e
imunomoduladoras, o que os torna candidatos ideais para o desenvolvimento de
novas terapias (SHARMA et al., 2018). Os PAMs s&o alvo de pesquisas em todo o
mundo, devido a sua habilidade em inibir o crescimento ou matar uma variedade de
microrganismos responsaveis por patologias em animais, plantas e no homem. Essas
moléculas proteicas tém sido isoladas de uma ampla variedade de organismos, como
bactérias, fungos, plantas, invertebrados e vertebrados e sao tipicamente conhecidas
por seu pequeno tamanho (YEAMAN; YOUNT, 2003).

Esses pequenos polipeptideos sdo de natureza anfipatica e exibem
propriedades hidrofdbicas e catibnicas que promovem interagdo com as mais diversas

membranas lipidicas, que se tornam alvos no mecanismo de acédo destes peptideos
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(CHEEMA et al., 2011). Dessa forma, essas moléculas apresentam um amplo
espectro de atividade contra diversos alvos, como bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos, parasitas, virus, entre outros (KAZEMZADEH-NARBAT et al.,
2010).

Além de possuirem atividades antimicrobianas, os PAMs geram efeitos
positivos sobre o desempenho do crescimento dos animais, € em contraste com os
antibiéticos, os PAMs geralmente atacam as células do hospedeiro e previnem a
infeccdo de maneira indireta, conferindo protecéo por mecanismos alternativos, como
a manutengdo da homeostase e a modulagdo das respostas inflamatérias, gerando
uma vantagem adicional sobre os antibi6ticos (WANG et al., 2016).

Embora os PAMs possuam efeitos bactericidas potentes e sejam
facilmente metabolizados sem afetar adversamente a qualidade da alimentacéo,
existem algumas poucas restrigdes que limitam sua aplicagdo como terapia
antimicrobiana, como o alto custo de producéao, preocupagdes de seguranga relativas
a toxicidade, chances de desenvolvimento de resisténcia, baixa estabilidade durante
o transporte e facil hidrolise por proteases (CHENG et al., 2014). Portanto, para serem
caracterizados como substitutos eficazes para os antibidticos, muitos esforcos e
enfoque ainda s&o necessarios.

A prospeccao de ecossistemas inexplorados representa uma importante
estratégia para encontrar linhagens microbianas e bioprodutos com relevancia
biotecnolégica (BACH et al., 2011; CASTRO et al.,, 2014). Essa busca pela
biodiversidade e bioprospecc¢ao de novos microrganismos tornou-se um dos principais
focos da era biotecnolégica, onde a utilizagdo destes organismos na busca de
solugcbes vem crescendo, principalmente pela sua extraordinaria capacidade em
produzir uma grande variedade de metabdlitos, como peptideos antimicrobianos.

Dentre todos os nichos ambientais naturais, os solos contém a maior
biomassa e diversidade microbiana, sendo classificados como um dos habitats mais
desafiadores para os microbiologistas (MOCALI; BENEDETTI, 2010). A microbiota do
solo é conhecida por desempenhar papéis essenciais em varios processos
relacionados ao funcionamento e a capacidade produtiva do ecossistemas, como a
decomposi¢cado da matéria organica (ALTIERI, 1999; BURNS et al., 2013).

Microrganismos também sao considerados como valiosos recursos para
obter bioprodutos uteis. A industria farmacéutica, por exemplo, tem explorado

produtos naturais e entre eles estdo os antibibticos, os quais sdo produzidos por



23

diversos géneros de microrganismos (HARVEY, 2008). Apesar do pouco
conhecimento existente sobre a biodiversidade do solo, a producao industrial de
importantes antibidticos como as tetraciclinas, eritromicinas, vancomicinas,
cefalosporinas, rifamicinas e diferentes B-lactdmicos a partir de microrganismos do
solo é bem desenvolvida (OSBURNE et al., 2002). Motivo pelo qual, faz com que o
solo seja apontado ainda como o mais promissor ambiente para estudos de
bioprospecc¢édo (LORENZ et al., 2002).

A metaprotedbmica consiste em uma técnica que pode ser utilizada para
avaliar a atividade microbiana, vias metabdlicas, transducao de sinais presentes na
comunidade do solo, além de identificar microrganismos presentes através da analise
de proteinas expressas pelos organismos dentro do ecossistema (KEIBLINGER et al.,
2012; ZAMPIERI et al., 2016). Devido a importancia dos peptideos, existe um ramo
da protedmica que tem sido aplicado principalmente a estudos de peptideos. O termo
peptidémica foi descrito pela primeira vez por Schoofs (BAGGERMAN et al., 2004;
CLYNEN et al., 2001) e refere-se ao conjunto de peptideos presentes em uma
amostra biolégica. A peptidémica consiste em uma metodologia relativamente rapida,
eficiente e passivel de detectar mudancas transitorias além de identificar modificagdes
pos-traducionais (CRAMERI; SCHULZ-KNAPPE; ZUCHT, 2005; FARROKHI;
WHITELEGGE; BRUSSLAN, 2008; IVANOV; YATSKIN, 2005).

Em estudos de bioprospeccado, os PAMs podem ser identificados e
sequenciados por espectrometria de massa. A técnica de espectrometria de massa
(MS) tornou-se indispensavel na pesquisa, mostrando-se uma importante ferramenta
que consiste em uma técnica analitica para determinagdo da relacdo massa/carga
com base no movimento de particulas carregadas em um campo elétrico e/ou
magnético. As moléculas da amostra sdo convertidas em ions na fase gasosa e
separadas de acordo com as suas relagbes de massa/carga (m/z) (WESTEMEIER;
NAVEN, 2002). A ionizagao das proteinas na espectrometria ocorre por dois métodos
distintos, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) e electrospray
ionization (ESI). A identificagdo das proteinas pode ser realizada pelo uso da
Espectrometria de Massa Sequencial, ou in tandem (MS/MS), onde um peptideo do
espectro é selecionado, fragmentado e o espectro gerado € entdo analisado pela
diferenca de massa molecular entre os picos e essa diferenca € associada a massa
molecular dos 20 aminoacidos que compdem as proteinas, fornecendo assim
informacgdes de identificagcdo da sequéncia (WESTEMEIER; NAVEN, 2002).



24

Os testes de atividade antimicrobiana tém sido a metodologia mais
adequada para a selegao de moléculas bioativas. Apesar disso, o grande numero de
sequéncias coletadas em bancos de dados torna essa metodologia inviavel
(SILVERSTEIN et al., 2007), sendo necessaria uma selecdo prévia dessas
sequéncias in silico. O numero de possiveis combinacbes de sequéncias de
aminoacidos torna dificil a descoberta de novos PAMs exclusivamente através de
testes experimentais em laboratérios. Portanto, muitos grupos de pesquisa estédo
buscando ferramentas que realizem a predicao in vitro da atividade antimicrobiana,
para fornecer conjuntos especificos de candidatos mais provaveis para a avaliagao in
vitro e/ou in vivo.

Nesse contexto, algoritmos de predicdo de atividade antimicrobiana tém
sido utilizados nessa pré-selecao de sequéncias possivelmente antimicrobianas e
podem ser determinantes na selecdo de peptideos para testes in vitro e in vivo.
Existem duas estratégias distintas de predicdo, que levam em consideragcéo a ordem
da sequéncia ou a variagao do tamanho da sequéncia. Se a predi¢cao for baseada na
ordem da sequéncia, o tamanho n&o podera variar, pois a predi¢ao é feita com base
na frequéncia de aminoacidos em cada posicao; por outro lado, se a predicdo for
baseada na variacdo do tamanho da sequéncia, sdo consideradas as propriedades
fisico-quimicas, nao levando em conta a ordem das sequéncias, uma vez que as
sequéncias embaralhadas podem ter os mesmos valores das propriedades que a
sequéncia ordenada (LOOSE et al., 2006; PORTO; PIRES; FRANCO, 2017).

Atualmente, existem trés sistemas de predicdo disponiveis como
programas independentes ou servidores online, incluindo AntiBP (LATA; MISHRA,
2010), CAMP (WAGHU et al., 2014) e CS-AMPPred (PORTO; PIRES; FRANCO,
2012). O AntiBP consiste em um modelo de maquina de vetor de suporte (SVM,
Support Vector Machine) que utiliza os dados do N- e C-terminal para a predi¢cao de
atividade antimicrobiana. O CAMP é um preditor capaz de analisar sequéncias de
tamanhos variaveis que utiliza random forest (RF), analise discriminante (Discriminant
Analysis; DA) e SVM. O CS-AMPPred utiliza um modelo de SVM desenvolvido
utilizando caracteristicas fisico-quimicas para predicado de atividade antimicrobiana de
peptideos exclusivamente estabilizados por cisteina (PORTO; PIRES; FRANCO,
2017).

O surgimento dos bancos de dados de peptideos antimicrobianos tornou

mais facil o entendimento e projeto racional de PAMs por ser uma fonte de
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informacdes disponivel para comparacgodes, analises e testes com PAMs através dos
mais diversos métodos e algoritmos. A identificacdo de PAMs de bancos de dados
ganhou atengdo como um ramo da gendmica estrutural e da bioinformatica, tendo
contribuido de forma decisiva no que se refere a identificagcdo, concepcao e estudos
de mecanismos de agao de PAMs. Varias abordagens tém sido aplicadas para a
identificacdo de PAMs de bancos de dados, incluindo alinhamentos locais, algoritmos
de predicdo e também previsdes tridimensionais de estrutura (PORTO; PIRES;
FRANCO, 2017).

Os sistemas de predi¢ao sao construidos levando em consideracao apenas
0 peptideo maduro, mas em bancos de dados os peptideos sdo encontrados como
suas sequéncias precursoras, o que acrescenta uma complexidade a predi¢ao (ZHU,
2008). Apesar disso, esses métodos de predicdo foram aplicados como um
complemento a busca por sequéncias antimicrobianas (PORTO; FENSTERSEIFER,;
FRANCO, 2014; PORTO; PIRES; FRANCO, 2012). Além disso, também sao
utilizados para a otimizacdo de moléculas ja existentes. Desde a década de 1990,
diversos métodos tém sido aplicados no desenvolvimento racional de PAMSs,
objetivando gerar analogos de tamanho reduzido, com atividade antimicrobiana
superior e baixa toxicidade. Isto permite explorar grandes quantidades de sequéncias,
facilitando a identificagdo e selegcao de moléculas (FJELL et al., 2012). Contudo, os
modelos in silico devem ser associados aos ensaios in vitro elou in vivo a fim de
diminuir a quantidade de moléculas a serem avaliadas e maximizar as chances de

sucesso na identificagcdo de novos PAMs com potencial antimicrobiano.

1.4.2 Antimicrobianos

Os antimicrobianos séo utilizados em medicina humana e veterinaria ha
mais de 60 anos. Além disso, o uso de antimicrobianos tem sido aplicado na para
prevenir, controlar e tratar infecgdes e para melhorar o crescimento e a eficiéncia
alimentar, quando se fala em agricultura (ANGULO et al., 2004; SILBERGELD;
GRAHAM; PRICE, 2008). Os antimicrobianos também se mostraram importantes
para a producdo animal sustentavel e para o controle de infeccbes em animais que
poderiam ser transmitidas aos seres humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1997).
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A escolha de um agente antimicrobiano € crucial em qualquer regime
terapéutico, levando em consideragdo a capacidade de acdo, absorcdo e
penetracdo do antimicrobiano no local da infecgdo. Os agentes antimicrobianos
podem ser divididos em substancias de amplo espectro, capazes de inibir o
crescimento e até mesmo matar uma ampla gama de bactérias, e substancias de
estreito espectro, utilizados para o tratamento de patégenos especificos
(SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).

A maioria dos antibidticos utilizados na clinica sao classificados segundo
seu mecanismo de acdo. Existem quatro principais modos de acao: interferéncia na
sintese da parede celular bacteriana, como os 3 — lactamicos; inibicdo da sintese
proteica, como a estreptomicina e o cloranfenicol; interferéncia na sintese dos
acidos nucleicos, como as fluoroquinolonas; e inibicao vias metabdlica importantes
para a bactéria, como as sulfonamidas (TENOVER, 2006). A tabela a seguir (Tabela
1) resume os antimicrobianos utilizados no presente estudo, assim como sua

estrutura e mecanismos de agao e resisténcia.
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Tabela 1 — Antimicrobianos utilizados nos ensaios in vitro.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

1.4.2.1 Estreptomicina

A descoberta da penicilina estimulou a pesquisa e o desenvolvimento de
outros antimicrobianos. Em 1943, o fungo Streptomices griséus, que produzia a
estreptomicina, um potente agente antimicrobiano ativo contra varios microrganismos
aerdbicos Gram-positivos, foi descoberto e isolado (SILVA, 1994).

Os aminoglicosideos sao importantes antibiéticos utilizados no tratamento
de infecgbes bacterianas que podem ser produzidos por microrganismos, além de
sinteticamente. Dentre os produzidos por microrganismo, a estreptomicina apresenta
um bom espectro de atividade antibacteriana, mas é toxica e apresenta uma alta
incidéncia de resisténcia (SILVA, 1994). Os aminoglicosideos podem ser utilizados no
tratamento de doencas causadas por bactérias aerébicas Gram-positivas e Gram-
negativas, ndo sendo ativos contra bactérias anaerodbicas, pois sobre essas condigdes
sua acéao é bloqueada (GETEK; VESTAL; ALEXANDER, 1991).

A descoberta da estreptomicina, o primeiro aminoglicosideo isolado,
possibilitou o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (ISOHERRANEM;
SOBACK, 1999). O mecanismo de acdo dos aminoglicosideos € baseado na
habilidade de inibir a sintese de proteina dos microrganismos, resultando em uma

rapida concentracdo dependente da agao bactericida (MARZO; BO, 1998).
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Na medicina veterinaria, os aminoglicosideos s&o amplamente utilizados
no tratamento de infecgdes por bactérias, como por exemplo, enterites e mastites
(MARZO; BO, 1998). Os mais comumente utilizados s&o a gentamicina, neomicina,
dihidroestreptomicina e estreptomicina. Apesar disso, existe uma grande preocupagao
relacionada a presenca de residuos desses antibidticos em alimentos devido a sua
toxicidade, visto que os aminoglicosideos s&o em sua maioria nefro e ototoxicos
(ISOHERRANEM; SOBACK, 1999; STEAD, 2000).

Os aminoglicosideos s&o antibiéticos caracterizados pela presenga de um
anel aminociclitol ligado a dois ou mais agucares por ligagdes glicosidicas (MARZO;
BO, 1998). A resisténcia a esses antibiéticos pode ocorrer por trés mecanismos,
sendo o principal a produgdo de enzimas que causam a inativacao do antibidtico
através da fosforilagdo, adenilagdo ou acetilagdo de grupos hidroxila ou amino. Por
isso, a estreptomicina é importante, principalmente quando utilizada em associagao a
outros antimicrobianos, onde se pode ter uma rapida absor¢cédo ou uma lenta absorcéo
(GOODMAN, 1996).

1.4.2.2 Cloranfenicol

O cloranfenicol consiste um antibidético de amplo espectro e altamente
efetivo, pertencente a classe dos anfenicois, que foi isolado pela primeira vez em
Streptomyces venezuelae (DURANTE-MANGONI et al., 2009). E um antibiético com
classificagdo bacteriostatica, que devido as suas sodlidas propriedades de combater
uma variedade de microrganismos aerébios e anaerdbicos, tem sido empregado como
medicamento de uso veterinario e humano.

Seu espectro de acgao € amplo, sendo ativo in vitro contra muitas bactérias
Gram-positivas e Gram negativas, tais como: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Brucella sp.,
Enterobacter aeruginosa, Salmonella sp., Bacillus anthracis, Corynebacterium
pyogenes, Erysipelothrix rhusiopatiae e Klebisiella pneumoniae (BOOTH;
MCDONALD, 1992). Devido a presenca de efeitos colaterais perigosos, como anemia
aplastica ou aplasia medular, o uso do cloranfenicol é limitado na terapéutica humana
como farmaco de ultima escolha para o tratamento de doencas nas quais os demais
antibiéticos, com menor risco toxicoldgico, sdo menos eficazes. Para fins veterinarios,

o cloranfenicol pode ser utilizado no tratamento de uma variedade de infecgdes,
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entretanto, dado o potencial téxico em humanos, o uso do cloranfenicol ndo é
permitido em animais destinados a alimentagdo humana em muitos paises
(NEUHAUS; HURLUT; HAMMACK, 2007).

O cloranfenicol € um composto lipossoluvel que se difunde através da
membrana celular e se liga a subunidade proteica 50S dos ribossomos das células de

procariontes, de modo reversivel, inibindo a sintese da proteina (JUNIOR et al., 2006).

1.4.2.3 Aceturato de diminazeno

O aceturato de diminazeno é um farmaco utilizado no controle de
tripanossomoses, consiste em uma diamidina aromatica que possui atividade
tripanocida, babesicida e bactericida, principalmente contra Brucella sp. e
Streptococcus sp..

O aceturato de diminazeno, por ter uma baixa incidéncia de resisténcia, é
utilizado em substituicdo a outros tripanocidas contra tripanossomas resistentes a
estes. Apesar de nao ter o mecanismo de acao muito bem compreendido, sabe-se
que o aceturato de diminazeno atua interferindo na glicolise anaerdbica e sintese de
DNA e RNA dos parasitas, além de interferir também na atividade das isoenzimas e
da Ca*™ - ATPase (PEREGRINE, Andrew S, 1994). Estudos realizados, em animais,
com o uso deste medicamento na dose de 3,5 mg kg', dose Unica indicada pelos
fabricantes para equinos, bovinos, ovinos e caninos, ocorrendo o desaparecimento
dos sinais clinicos em 24 h (BRENDER, 1991), demonstraram eficacia na primeira
aplicacao, retirando os parasitas do sangue periférico (TUNTASUVAN et al., 2003).

Este tripanocida é o produto mais utilizado nas tripanossomoses de animais
domésticos pois apresenta um indice terapéutico mais alto do que os outras farmacos,
possui atividade contra tripanossomas resistentes a outros farmacos usados em
bovinos e apresenta uma baixa incidéncia de resisténcia (PEREGRINE, A S;
MAMMAN, 1993). A pentamidina € um agente antiprotozoario, similar ao aceturato de
diminazeno, eficaz no tratamento da tripanossomiase, leishmaniose e algumas
infeccdes fungicas (NGUEWA et al., 2005). A pentamidina, apesar de nunca ter sido
utilizada na clinica como agente antimicrobiano, foi recentemente constatada por
Stokes et al. (2017) como capaz de perturbar a membrana externa de bacilos Gram-
negativos devido a sua interagdo como os lipopolissacarideos presentes na

membrana. Além disso, eles concluiram que a pentamidina, em combinagdo com
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antimicrobianos tipicamente utilizados para cocos Gram-positivos, tinha atividade

sinérgica in vitro contra diferentes bacilos Gram-negativos (STOKES et al., 2017).

1.4.3 Combinagao de compostos

A resisténcia adquirida e inerente das cepas bacterianas tem implicado nos
tratamentos terapéuticos. Tendo em vista que a resisténcia bacteriana pode vir a se
tornar inevitavel, a industria farmacéutica perdeu o interesse pela descoberta de novos
antimicrobianos, levando em considerac&o os altos custos para ensaios clinicos e 0
longo periodo para conclusao de testes pré-clinicos e clinicos (MARTENS; DEMAIN,
2017). Devido a essas dificuldades econbmicas e os obstaculos regulatérios, o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos tiveram uma queda drastica
entre as décadas de 80 e 2010 (BARTLETT; GILBERT; SPELLBERG, 2013;
PIDDOCK, 2012).

Além disso, a falta de clareza, burocracia, mudanca nas regras regulatorias
e a diferenca das premissas dos estudos clinicos dos paises entre si sdo outros
empecilhos para a industria. Essas modificagées realizadas pela agéncia nos padrées
de estudos clinicos torna a experimentagao terapéutica clinica desafiadora, prova
disso é que em 2019 apenas 4 medicamentos antibacterianos, de 48 novas moléculas
propostas, foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), sendo eles o
recarbrio (associacdo de imipenem, cilastatina e relabactam), a pretomanida, a
xenleta (lefamulina) e o fetroja (cefiderocol) (ANDREI; DROC; STEFAN, 2019).

A dificuldade em encontrar um tratamento ideal e eficaz para infecgbes
causadas por alguns patégenos, a falta de desenvolvimento de novos antimicrobianos
pela industria farmacéutica (SPELLBERG; REX, 2013) e o rapido aumento da
resisténcia a antimicrobianos em patoégenos, tornam urgente a busca de abordagens
para combater essas infecgdes. Sendo assim, muitas empresas farmacéuticas tém
optado por retomarem o uso de antibidticos que foram abandonados ao longo do
tempo, ao invés de buscar por novos antimicrobianos. Para tanto, uma das
alternativas inclui o estudo de combinagdes entre compostos na tentativa de alcangar
resultados de efeitos sinérgicos e significativos frente aos quadros de infecgdes.
(OKDAH; PAGE; OLAITAN, 2018).

A combinagao de duas classes diferentes de compostos pode resultar em

atividade bactericida, que é significativamente maior do que a soma de ambos os
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compostos sozinhos. Quando esse fendbmeno € demonstrado, diz-se que a
combinacgao € sinérgica. Se a combinacgao resultar em um efeito de piora, diz-se que
€ uma combinagcdo antagbnica. Um resultado menor que o sinérgico, mas nao
antagénico, é considerado indiferente ou aditivo (LORIAN, 2005).

O sinergismo pode ser avaliado in vitro por diferentes técnicas como
checkerboard e time-kill LANGEVELD et al., 2014; TAN et al., 2011). O checkerboard
e o time-kill s&o metodologias utilizadas a fim de quantificar o efeito das combinagdes
frente as cepas bacterianas in vitro (JACKSON; AGBOKE; NWOKE, 2009). O método
de checkerboard avalia o efeito da combinagdao de antimicrobianos em diferentes
concentracdes, podendo ser decorrente da microdiluicdo em caldo semelhante ao
utilizado para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) (PILLAI;
MOELLERING; ELIOPOULQS, 2005), enquanto que o time-kill avalia a atividade
bactericida e a poténcia relacionada a atividade em fungao do tempo (BONAPACE et
al., 2002).

Como uma estratégia de tratamento, a utilizagdo de antimicrobianos nao
usualmente empregados para o tratamento de certas infecgbes causadas por
patdogenos (YOUNIS; THANGAMANI; SELEEM, 2015) em associagdo com outros
antimicrobianos vem sendo amplamente estudada. Stokes et al. (2017) constataram
que a pentamidina em combinagdo com antimicrobianos tipicamente utilizados para
cocos Gram-positivos, tinha atividade sinérgica in vitro contra diferentes bacilos Gram-
negativos. Uma atividade sinérgica promissora, foi observada por Almaaytah et al.
(2018) frente cepas Gram-positivas e Gram-negativas, durante a combinagao de
peptideos com antimicrobianos convencionais.

Alguns estudos demonstram uma melhora e um aumento da eficacia de
antibiéticos na clinica, uma vez que sua atividade sinérgica foi confirmada in vitro, por
meio da terapia combinatéria, quando associados com compostos nao
antimicrobianos, como anti-inflamatérios, antipsicoticos, bioativos da natureza e 6leos
essenciais (BUSH; AVE; LOUIS, 2014; LANGEVELD et al., 2014).

O sinergismo entre aminoglicosideos ja foi reportado anteriormente com 3-
lactdmicos. A associacdo de penicilina e estreptomicina foi relatada por Wolfe e
Johnson (1974)contra isolados de S. viridans. A mesma combinacao foi observada
em outros estudos, que evidenciaram o sinergismo entre a estreptomicina e a
penicilina contra alguns isolados (DURACK; PELLETIER; PETERSDORF, 1974;
JAWETZ; V.R.C, 1950; OPLINGER; WAGNER; CAVENDER, 2015) Corroborando
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com o sinergismo in vitro entre aminoglicosideos e B-lactamicos, estudos clinicos de
endocardite tratados pela combinacao de penicilina e SMA foram relatados em 1950
(CATES; CHRISTIE; GARROD, 1951). A mesma combinagao também foi descrita por
Almquist et al. (1951) em estudos in vivo, em que a jung¢ao do B-lactdmico e do
aminoglicosideo demonstrou atividade significativa no controle bacteriano presente.

Na literatura, existem relatos de sinergismo entre o cloranfenicol e extrato
de planta capaz de inibir diversas bactérias, incluindo E. coli, K pneumoniae e S.
aureus (STEFANOVIC; STANOJEVI; OMI, 2012). A combinagao de cloranfenicol com
peptideos também foi observada por Park et al. (2006) contra cepas de S. aureus. A
combinagao de cloranfenicol com produtos naturais também foi evidenciada por
(BETONI et al., 2006) que verificou o sinergismo contra S. aureus com 8 extratos de
plantas. Recentemente, um relato de sinergismo de aceturato de diminazeno com
clofazimina foi observado por Tuvshintulga (2017) contra T. equi, além de efeitos
aditivos no crescimento in vitro de B. bovis, B. bigemina e B. caballi. Os relatos na
literatura de combinagdes com aceturato de diminazeno sao escassos.

As terapias de combinagdes antimicrobianas melhoram a efetividade,
proporcionam uma terapia de amplo espectro e previnem o aparecimento de
microrganismos resistentes (DRAGO et al., 2007) além de reduzirem o tempo, custo

e risco associados ao desenvolvimento de novas moléculas antimicrobianas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo do potencial antimicrobiano de peptideos bioprospectados do
solo do Cerrado, além da avaliagédo do potencial antimicrobiano livre e em combinagao
de estreptomicina, cloranfenicol e aceturato de diminazeno frente a cepas bacterianas

in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Prospectar e sintetizar peptideos antimicrobianos do solo utilizando a
metaprotedmica associada a algoritmos de predicao;

e identificar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos peptideos
antimicrobianos sintetizados;

e identificar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos
estreptomicina, cloranfenicol e aceturato de diminazeno;

e avaliar a ocorréncia do efeito sinérgico do tratamento pela comparacéo dos
resultados da terapia combinada entre estreptomicina/cloranfenicol e aceturato
de diminazeno em relagdo a monoterapia;

e determinar a cinética de agao das combinagdes estreptomicina e aceturato de
diminazeno e cloranfenicol e aceturato de diminazeno frente as bactérias (time
Kill).
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3 METODOLOGIA

3.1 BIOPROSPECCAO DE PEPTIDEOS A PARTIR DO SOLO

3.1.1 Coleta e extragao de proteinas

Para este estudo foi utilizado solo nativo do Cerrado. O material foi coletado
na Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF (latitude: -15.605, longitude: -
47.7142). Para a extracao de proteinas e maxima remocao dos acidos humicos, dois
protocolos foram utilizados. Para a primeira extragao, foi utilizado o protocolo descrito
por Chourey et al. (2010) para tanto, 100 mg de solo foi homogeneizado em 1 mL de
tampao de extragdo (SDS 5%, Tris-HCI 50 mM pH 8.5, NaCl 0.15 M, EDTA 0.1 mM,
MgCI2 1 mM, DTT 50 mM). Posteriormente, as amostras foram agitadas e imersas
rapidamente em agua a 100 °C para lise celular e inativagao das proteases, seguido
de resfriamento e centrifugagdo por 10 min a 2.095 x g. A fase superior foi transferida
para um novo tubo, as proteinas foram precipitadas em TCA 25% e lavadas com
acetona 80%. Em seguida, o pellet passou por uma nova extragao, utilizando o
protocolo descrito por Villeth et al. (2009). O pellet foi homogeneizado em 750 uL de
tampéo de extragao (sacarose 0,7 M, Tris HCI 0,5 M, HCI 30 mM, EDTA 50 mM, KCI
0,1 M, DTT 40 mM). A extracdo foi a base de fenol equilibrado em pH 8.0.
Posteriormente, as amostras foram agitadas por 15 min com o auxilio de um agitador
e centrifugadas a 10.000 x g por 3 min. A fase superior foi transferida para um novo
tubo e extraido mais duas vezes com tampao de extragdo. As proteinas foram

precipitadas em acetato de aménio 0,1 M em metanol e lavadas com acetona 80%.

3.1.2 Solubilizagao e digestao das proteinas

As proteinas extraidas foram solubilizadas com 60 uL de bicarbonato de
amonio a 50 mM (NH4sHCOs pH 8,5). Em seguida, 25 uL de RapiGest™ SF — Waters
(0,2% vl/v) foi acrescentado. As amostras foram aquecidas a 80°C por 15 min, sob
agitacédo e, 2,5 uL de dithiothreitol a 100 mM foi adicionado. As amostras foram
novamente aquecidas a 60°C por 30 min e permaneceram a temperatura ambiente

até o resfriamento. Foi acrescentado 2,5 pyL de iodoacetamida 300 mM e entéo, as
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amostras permaneceram a temperatura ambiente por 30 min. Para digestao das
proteinas, 40 yL de solugdo contendo 200 ng de tripsina foram acrescentados,
seguido de incubagao em estufa a 37 °C por 19 h. Apds o periodo de incubagao, foi
adicionado 10 pL de acido triofluracético 5% e as amostras foram incubadas a 37 °C
por 90 min. Em seguida, foram centrifugadas a 10 °C por 30 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e seco em centrifuga a vacuo. Para a quantificagao das
proteinas, o pellet formado foi solubilizado em 50 yL de agua mili-Q e quantificado

utilizando Qubit® Fluorometer.

3.1.3 Dessalinizagao das amostras

As amostras foram dessalinizadas de acordo com o protocolo descrito por
Rappsilber (2007) com modificagdes. Inicialmente, foi realizado o preparo das
ponteiras (P200 uL) com discos Empore® C18, contendo um disco cada ponteira. Em
seguida, as ponteiras contendo os discos foram lavadas com 20 pL de metanol,
centrifugadas a 2.000 x g por 30s (as ponteiras foram centrifugadas com o auxilio de
microtubos de 1,5 mL). Posteriormente, foram acrescentados 20 uL de resina
POROS® R2 em solvente B (Acido férmico 0,1%, acetonitrila 98%) e as ponteiras
foram centrifugadas a 2000 x g por 30 s. Duas lavagens com 20 pL de solvente A
(Acido formico 0,1%, acetonitrila 2%) seguidas de centrifugagéo foram realizadas em
cada ponteira. Apés o preparo das ponteiras, as amostras foram solubilizadas em
solvente A, inseridas nas ponteiras e centrifugadas a 2.000 x g por 2 min. As amostras
solubilizadas foram eluidas com 20 uL de solvente B e secas em centrifuga a vacuo
por 45 min. Em seguida, foram solubilizadas com acido formico 0,1% e injetadas no
ESI LC-MS/MS.

3.1.4 Andlise dos peptideos por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa (LC-MS/MS)

Apos a digestao triptica e dessalinizagao, os peptideos foram aplicados em
cromatografo liquido (Dionex Ultimate 3000 nano). Um total de 3 pg da mistura de
peptideos foram injetados em uma coluna de aprisionamento (trap-column) com 3 cm
x 100 ym, contendo particulas de C18 5 ym para concentracdo. Em seguida, os

peptideos foram eluidos da frap-column para uma coluna analitica (32 cm x 75 um,
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C18 3 ym) em gradiente crescente de acetonitrila de 7 a 35% durante 3h sob fluxo
constante de 230 nL/min. Posteriormente os peptideos foram destinados a fonte de
ionizagao do espectrometro. As fragdes eluidas diretamente na fonte de ionizacéo do
espectrometro de massa do tipo Orbitrap Elite foram analisadas em modo DDA (data-
dependent acquisition), gerando espectros MS1 no analisador Orbitrap (com
resolugcado de 120.000 FWHM a 400m/z) entre as massas 350-1650 m/z. Para cada
espectro MS1, foram definidos automaticamente os 20 ions mais intensos com cargas
acima de dois e direcionados a fragmentacdo por CID (colisdo induzida por
dissociagdo) com o ganho automatico controle de 1 x 10° e tempo de preenchimento
maximo (maximo TI) de 120 ms. A configuracdo determinada para CID consistiu na:
deteccéo por ion trap, janela de isolamento de 2.0 m/z em 20s, com ganho automatico
controle de 5 x 104, maximo Tl de 100 ms, com energia de colisdo normalizada em

35% e limiar para a selegéo de 3000.

3.1.5 Selecgao dos peptideos

Os peptideos foram analisados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa e uma lista de peptideos foi gerada. Os peptideos
identificados a partir do solo foram submetidos a dois algoritmos de predicdo de
peptideos antimicrobianos (PAMs). O primeiro algoritmo, sense the moment,
desenvolvido pelo Centro de Analises Protedmicas e Bioquimicas da Universidade
Catolica de Brasilia (dados n&o publicados), baseado no modelo linguistico proposto
por Loose et al. (2006) prediz os peptideos com base em 3 escalas de momento
hidrofébico. O segundo algoritmo, preditor do CAMP (Collection of Antimicrobial
Peptides), que possui uma maior sensibilidade, prediz os peptideos baseado na
sequéncia (WAGHU et al., 2016).

3.1.6 Sintese dos peptideos e confirmagao da identidade por espectrometria de

massa

Apo6s a escolha in silico das sequéncias peptidicas, os peptideos selecionados
foram sintetizados através de um protocolo de sintese quimica, purificados (> 95%) e

liofilizados pela empresa brasileira Aminotech. A sintese foi realizada de acordo com
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a metodologia em fase sdlida F-moc (envolve o uso de 9- fluorenilmetoxicarbonila
protetor do grupo amino). A verificagdo de massas moleculares e o grau de pureza
dos peptideos sintetizados foi realizada utilizando espectrometria de massa. Os
peptideos foram dissolvidos em um volume minimo de agua, misturados com uma
solugao saturada de acido matriz a-ciano-4-hidroxicindmico (1:3). As amostras foram
secas a temperatura ambiente sobre uma placa de MALDI-ToF. A solugdo de acido
matriz foi preparada em H20:ACN:TFA (50:50:0,3).

3.1.7 Avaliagao da atividade antimicrobiana

3.1.7.1 Microrganismos

Para a realizagdo dos testes de atividade antimicrobiana in vitro, foram
utilizadas cepas ATCC de Escherichia coli (ATCC 8798) e Staphyloccocus aureus
(ATCC 25923). As cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton e armazenadas na

geladeira por no maximo sete dias.

3.1.7.2 Determinagéo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

Para determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM) foi empregado
0 método de microdiluigdo em caldo. Uma colbnia isolada foi inoculada em caldo
Mueller Hinton, incubada a 37°C sob agitagao durante 18h e ajustada para obtengao
de uma concentragéo de 1 x 108 UFC.mL™". Foram realizadas diluigdes seriadas com
os peptideos em um volume de 50 uL e em seguida foram adicionados 50 uL de
suspensao bacteriana contendo 108 células na fase logaritmica de crescimento em
cada pogo, para que ao final as concentragbes variassem de 256 ug.mL™" a 2 pg.mL"
'. Em seguida a placa foi levada para estufa a 37° C por 24 h. A inibigdo do
crescimento bacteriano foi demonstrada por densidade 6ptica utilizando um leitor de
microplacas e um comprimento de onda de 595 nm. A menor concentragao capaz de
inibir o crescimento bacteriano foi definida como a CIM. Todos os ensaios foram feitos

em triplicata.

3.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA COMBINACAO DE
COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS
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3.2.1 Microrganismos

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana in vitro da
combinacgao de antimicrobianos, foram utilizados isolados clinicos de Escherichia coli,
Staphyloccocus aureus e Klebsiella pneumoniae e cepas ATCC (Tabela 2). Os
microrganismos foram previamente identificados por meio de analise utilizando MALDI
Byotiper 3, que identifica microrganismos através do MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization/Time of Flight). Os microrganismos foram semeados em

agar Mueller Hinton e armazenados na geladeira por no maximo sete dias.



Tabela 2 — Relagao dos isolados utilizados nos experimentos in vitro.

Nome do isolado

Origem

Caracteristica

E. coli 89

E. coli 94

E. coli 95

E. coli 96

E. coli KPC+ 002101123

E. coliATCC 8739

E. coli 3789319

E. coli KPC+ 001812446

K. pneumoniae 3259271

K. pneumoniae 001789769

K. pneumoniae 001450421

S. aureus 111

S. aureus 117

S. aureus 118

S. aureus 003730529

S. aureus 7133623

S. aureus ATCC 25923

Fezes (Animal)

Fezes (Animal)

Fezes (Animal)

Fezes (Animal)

Isolado humano

ATCC

Isolado humano

Isolado humano

Isolado humano

Isolado humano

Isolado humano

Leite bovino

Leite bovino

Leite bovino

Isolado humano

Isolado humano

ATCC

Resisténcia a eritromicina
(CIM >8 ug.mL™)
Resisténcia a penicilina
(CIM >4 ug.mL™)
Resisténcia a penicilina
(CIM >4 ug.mL™)
Resisténcia a tetraciclina
(CIM >8 ug.mL™)
Resisténcia a gentamicina
(CIM >8 ug.mL™)
Resisténcia a gentamicina
(CIM>8 ug.mL " e
tetraciclina (CIM >8 ug.mL-")
Resisténcia a gentamicina
(CIM >8 ug.mL " e
ampicilina (CIM >16 ug.mL-")
Resisténcia a ampicilina
(CIM >16 ug.mL") e
tetraciclina (CIM >8 ug.mL-")
Resisténcia a gentamicina
(CIM>8 ug.mL " e
ampicilina (CIM >16 ug.mL-")
Resisténcia a gentamicina
(CIM >8 ug.mL™)
Resisténcia a neomicina
(CIM >4 ug.mL™)
Resisténcia a polimixina
(CIM >16 pg.mL™")
Resisténcia a neomicina
(CIM >4 ug.mL™)
Resisténcia a eritromicina
(CIM >4 ug.mL™)
Resisténcia a ampicilina

(CIM >8 pg.mL™")

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).
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3.2.2 Agentes antimicrobianos

Para a realizagdo dos testes de sensibilidade, foram utilizadas as drogas
antibacteriana estreptomicina e cloranfenicol em combinagdo com o aceturato de
diminazeno. Foram preparadas solugbes estoque de 5 mg.mL"" para cada um dos
antimicrobianos. Para os ensaios de combinacao (checkerboard) e determinacéo da
concentracdo minima inibitoria, as solugcdes dos antimicrobianos foram diluidas para
que a concentragdo inicial fosse 200 ug.mL™" e, apds diluicdo seriada (6 diluigbes), a
concentragéo final fosse de 3,12 yg.mL"", em algumas cepas variando pra mais (400

pug.mL") ou pra menos (1,56 ug.mL™").

3.2.3 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Para determinacéo da concentragao inibitéria minima (CIM) foi empregado
0 método de microdiluicdo em caldo. Uma colbnia isolada foi inoculada em caldo
Mueller Hinton, incubada a 37°C sob agitagao durante 18h e ajustada para obtencgao
de uma concentragéo de 1 x 108 UFC.mL". Foram realizadas diluigdes seriadas com
os antimicrobianos em um volume de 50 pL e em seguida foram adicionados 50 pL
de suspenséo bacteriana contendo 10° células na fase logaritmica de crescimento em
cada pogo, para que ao final as concentragdes variassem de 200 yg.mL" a 3,12
pug.mL', em algumas cepas variando pra mais (400 yg.mL") ou pra menos (1,56
ug.mL"). Em seguida a placa foi levada para estufa a 37° C por 24 h. A inibigdo do
crescimento bacteriano foi demonstrada por densidade 6ptica utilizando um leitor de
microplacas e um comprimento de onda de 595 nm. A menor concentragao capaz de
inibir o crescimento bacteriano foi definida como a CIM. Todos os ensaios foram feitos

em triplicata.

3.2.4 Ensaio checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico do antibiético estreptomicina e aceturato de
diminazeno frente a cepas de E. coli e S. aureus, foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em caldo com modificagdes para o ensaio checkerboard (PILLAI;
MOELLERING; ELIOPOULOS, 2005). As suspensbes de bactéria foram
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padronizadas a uma concentragdo de 1 x 108 UFC.mL"", a qual foi utilizada no ensaio.
Os pogos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com a mistura dos
antimicrobianos em diferentes concentragdes e inoculados com as suspensdes de
bactéria. As microplacas foram incubadas por 24 h a 37°C e apds esse periodo foi
realizada a leitura visual do crescimento bacteriano e a leitura com o leitor de

microplacas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 3 — Representagcdo do método checkerboard, utilizado para avaliagdo do sinergismo entre os
antimicrobianos.
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F000000000000
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5000000000000«
$Ce 00000000000
:Ce00000000000s
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cae IR T U

Estreptomicina ou Cloranfenicol

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

A interpretacgao das interagdes foi realizada através do calculo do indice de

concentragéo inibitdria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte equacgao:

CIM estreptomicina/cloranfenicol em combinagao CIM aceturato em combinagao

ICIF =

CIM estreptomicina/cloranfenicol CIM aceturato

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interagdo seguindo a classificagao

descrita por Bonapace et al. (2002) na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores do ICIF correspondentes as diferentes interagdes segundo Bonapace, 2002. ICIF:

indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada; CIF: Concentragao Inibitéria Fracionada.

Interacao ICIF
Sinérgica CIF=<0,5
Indiferente 05<CIF=4
Antagbnica CIF>4

Fonte: Bonapace (2002).

3.2.5 Avaliagao da cinética de agcao bactericida (time-kill)

O ensaio de time-kill das combinagdes dos antimicrobianos e dos peptideos

foi avaliada frente as cepas de E. coli que apresentaram o melhor resultado de

sinergismo. Cultivos bacterianos em fase de crescimento exponencial foram

centrifugados (1.000 g, 10 min, 4°C), lavados trés vezes com PBS (fosfato de potassio

10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,3), e em seguida ressuspensos em PBS para obtengao

de uma concentragdo de 1 x 106 UFC mL"". Esta suspenséo bacteriana foi incubada

a 37°C com PBS contendo os antimicrobianos (1:1). Aliquotas de 10 uL foram

retiradas em diferentes tempos, diluidas em meio Mueller Hinton, plaqueadas em agar

Mueller Hinton e incubadas por 18h a 37 °C para obtencdo de valores de UFC

(ABBASSI et al., 2013; RAMLI et al., 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 BIOPROSPECCAO DE PEPTIDEOS A PARTIR DO SOLO

4.1.1 Selegao de peptideos

As proteinas foram extraidas das amostras do solo do Cerrado,
solubilizadas, dessalinizadas e preparadas para analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). A analise por espectrometria de
massas gerou uma lista de 467 sequéncias de peptideos que foram identificadas nas
amostras. Estes peptideos foram submetidos a dois algoritmos de predi¢ao a fim de
identificar peptideos com possivel atividade antibacteriana. O primeiro algoritmo,
desenvolvido pelo grupo de pesquisa, identificou 185 desses 467 como possiveis
peptideos antimicrobianos. Estes 185 selecionados foram submetidos ao algoritmo do
CAMP, que possui uma maior sensibilidade, a fim de restringir o numero de peptideos.
14 peptideos foram identificados como peptideos antimicrobianos, e destes, 7 foram
selecionados (Tabela 4) para sintese levando em consideragao alguns parametros,

como tamanho, carga e fator de agregacéao.

Tabela 4 — Peptideos selecionados a partir da prospecgéo do solo do Cerrado por metaprotedmica
associada a algoritmos de predi¢édo para sintese e avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro.

Peptideos Sequéncia Tamanho Carga Fator d?
agregacao
1 QGQDQDKR 8 0 -131,1
2 KSYELCTR 8 +1 -12,8
3 QNYEQYGNR 9 0 -61,8
4 TDHKESLAHR 10 0 -64,5
5 YSCDFADSLSK 11 -1 -19,2
6 HNEEEMKEFSK 11 -2 -72,9
7 QVDLEDALQQAK 12 -2 -49,4

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).
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A pureza dos peptideos sintetizados foi confirmada por espectrometria de

massa, a fim de assegurar a eficacia dos ensaios bioldgicos. Os espectros obtidos

(Figura 4) indicaram um excelente grau de pureza, ndo sendo, portanto, necessaria a

purificacdo dos mesmos.

Figura 4 — Espectros de massas dos peptideos sintetizados a partir da metaproteémica do solo
do Cerrado associada a algoritmos de predi¢gao gerados no equipamento MALDI-ToF obtidos no
modo de ionizagdo positiva, usando o acido a-ciano-4-hidroxicinAmico como matriz.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2020).
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4.1.3 Atividade antimicrobiana dos peptideos determinada pelo método de

microdilui¢ao

A atividade antimicrobiana dos peptideos foi avaliada contra cepas
bacterianas, sendo uma Gram-negativa e uma Gram-positiva, E. coli ATCC 8739 e S.
aureus ATCC 25923, respectivamente, e assim foi determinada a concentracao
inibitéria  minima (CIM) frente a cada microrganismo. Os resultados estao
apresentados na Tabela 5.

Os resultados obtidos mostram que os peptideos nao foram capazes de
inibir o crescimento bacteriano em concentragées de até 256 ug.mL"', maior dose
testada no estudo. E possivel que em concentracdes maiores esses peptideos tenham
atividade antibacteriana, mas visando o objetivo do presente estudo, de encontrar
estratégias para o controle bacteriano, concentragdes muito altas destes peptideos

tornariam o processo dispendioso e, portanto, inviavel economicamente.

Tabela 5 — Avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro dos peptideos 1 a 7, sintetizados a partir da
bioprospecgéo do solo do Cerrado por metaprotedmica, contra E. coli e S. aureus pelo método de
microdiluicdo. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Concentragao inibitoria minima (ug.mL-1)

Peptideos 1 2 3 4 5 6 7

Microrganismo

E. coli ATCC 8739 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
S. aureus ATCC 25923 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

4.2 COMBINAGCAO DE COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS

4.2.1 Atividade antimicrobiana determinada pelo método de microdiluigao

A atividade antimicrobiana dos trés antimicrobianos foi avaliada contra
cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas, e assim foi determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a cada microrganismo. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados obtidos mostram que o aceturato de diminazeno foi capaz de

inibir todas as cepas com CIM variando entre 25 — 400 ug.mL-', sendo as cepas de K.
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pneumoniae menos sensiveis a este antimicrobiano. A estreptomicina, por sua vez,
se mostrou um agente antimicrobiano promissor contra as bactérias Gram-positivas
testadas, visto que a CIM foi < 3,12 ug.mL", ja para as bactérias Gram-negativas a
CIM variou de 6,25 — 400 ug.mL-'. Com relag&o ao cloranfenicol, a CIM variou de 6,25
— 200 yg.mL", sendo mais eficaz contra algumas cepas de E. coli e menos eficaz

contra uma cepa de K. pneumoniae.
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Tabela 6 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro dos antimicrobianos aceturato de
diminazeno, estreptomicina e cloranfenicol contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus pelo
método de microdiluicdo. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Microrganismo Concentragao inibitoria minima (ug.mL-1)

Aceturato  Estreptomicina Cloranfenicol

Bactérias Gram-negativas

Isolados animais

E. coli 89 25,00 25,00 12,50
E. coli 94 50,00 50,00 25,00
E. coli 95 50,00 50,00 12,50
E. coli 96 25,00 50,00 25,00
Isolados humanos e ATCC
E. coli KPC+ 002101123 25,00 50,00 6,25
E. coli ATCC 8739 50,00 25,00 6,25
E. coli 3789319 25,00 50,00 >200,00
E. coli KPC+ 001812446 100,00 100,00 >200,00
K. pneumoniae 3259271 200,00 6,25 50,00
K. pneumoniae 001789769 400,00 100,00 6,25
K. pneumoniae 001450421 400,00 400,00 >400,00

Bactérias Gram-positivas

Isolados animais

S. aureus 111 50,00 <1,56 25,00
S. aureus 117 50,00 <1,56 25,00
S. aureus 118 50,00 <1,56 6,25
Isolados humanos e ATCC
S. aureus 003730529 >200,00 <3,12 100,00
S. aureus 7133623 100,00 <3,12 100,00
S. aureus ATCC 25923 200,00 <3,12 12,50

Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2020).

4.2.2 Atividade sinérgica determinada pelo método checkerboard

Os valores da CIM obtidos pela combinagédo do aceturato de diminazeno
com estreptomicina e cloranfenicol estdo listados nas Tabelas 7 e 8. A CIM do
aceturato de diminazeno (25 — 400 pg.mL™") aumentou a atividade antibacteriana dos
agentes antimicrobianos. A atividade sinérgica foi detectada pela diminui¢gao do valor

da CIM dos antimicrobianos na combinacdo, quando comparados a CIM livre, e

determinada pela CIF <0,5.
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A combinacdo do aceturato de diminazeno com a estreptomicina
apresentou sinergismo para quase todas as bactérias Gram-negativas, com CIF
variando de 0,09 — 0,37 (Tabela 7). Nesta associacdao houve reducado da CIM da
estreptomicina para 1/32 da CIM livre para a cepa E. coli 94, demonstrando a maior
eficacia. As cepas de K. pneumoniae 3259271 e 001450421, apesar de terem
apresentado reducao da CIM para os antimicrobianos, apresentaram efeito indiferente
com CIF de 0,51 e 0,62, respectivamente. Para as bactérias Gram-positivas, esta
combinacao nao foi muito eficaz, visto que todas as cepas foram sensiveis a
estreptomicina com CIM livre < 1,56. Nao foi possivel observar reducido da CIM para

nenhum dos antimicrobianos utilizados nesta combinacéo.
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Tabela 7 — Efeito sinérgico in vitro da combinagao de aceturato de diminazeno e estreptomicina pelo
método checkerboard contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata. CIM: Concentracgao Inibitéria Minima; CIF: Concentragao Inibitéria
Fracionada; A: aceturato de diminazeno; E: estreptomicina; S: sinérgico; I: indiferente.

. . Concentragao inibitéria minima Indice de concentracao inibitéria
Microrganismo
(ng.mL-1) fracionada (ICIF)
. CIM em
CIM livre L CIFA CIFE XCIF Interpretagédo
combinacgao

CIMA CIME CIMA CIME

Bactérias Gram-
negativas

Isolados animais

E. coli 89 25,00 25,00 6,25 1,56 0,25 0,06 0,31 S
E. coli 94 50,00 50,00 3,12 1,56 0,06 0,03 0,09 S
E. coli 95 50,00 50,00 3,12 3,12 0,06 0,06 0,12 S
E. coli 96 25,00 50,00 3,12 6,25 0,12 0,12 0,24 S
Isolados humanos
E. coli KPC+
25,00 50,00 6,25 6,25 0,25 0,12 0,37 S
002101123
E. coli ATCC 8739 50,00 25,00 6,25 3,12 0,12 0,12 0,24 S
E. coli 3789319 25,00 50,00 6,25 6,25 0,25 0,12 0,37 S
E. coli KPC+
100,00 100,00 3,12 12,50 0,03 0,12 0,15 S
001812446
K. pneumoniae
200,00 6,25 3,12 3,12 0,01 0,50 0,51 |
3259271
K. pneumoniae
400,00 100,00 50,00 12,50 0,12 0,12 0,24 S
001789769
K. pneumoniae
400,00 400,00 50,00 200,00 0,12 0,50 0,62 |
001450421

Bactérias Gram-
positivas

Isolados animais

S. aureus 111 50,00 <1,56 - - - - - -
S. aureus 117 50,00 <1,56 - - - - - -
S. aureus 118 50,00 <1,56 - - - - - -

Isolados humanos

S. aureus 003730529 >200,00 <1,56 - - - - - R
S. aureus 7133623 100,00 <1,56 - - - - - -
S. aureus ATCC

200,00 <1,56 - - - - - -
25923

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).
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A combinacéo do aceturato de diminazeno com o cloranfenicol apresentou
sinergismo para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Tabela 8). Esta
combinagao demonstrou uma maior eficacia contra a cepa E. coli KPC+ 001812446,
onde o cloranfenicol apresentou uma reducdo de 1/16 da CIM, o aceturato de
dimiazeno uma reducéo de 1/32 e o CIF foi de 0,09. Outra cepa que obteve uma
reducao significativa da CIM foi a S. aureus 003730529, em que o cloranfenicol

apresentou uma CIM de 1/32 quando comparado com a CIM livre e um CIF de 0,28.
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Tabela 8 — Efeito sinérgico da combinagéo de aceturato de diminazeno e cloranfenicol pelo método
checkerboard contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata. CIM: Concentracgao Inibitéria Minima; CIF: Concentragao Inibitéria
Fracionada; A: aceturato de diminazeno; C: cloranfenicol; S: sinérgico; I: indiferente

. . Concentracao inibitéria minima
Microrganismo

Indice de concentragdo inibitéria

(Mg.mL-1) fracionada (ICIF)
CIM em
CIM livre L CIFA CIFC 2XCIF Interpretacao
combinagéo
CIM A CcimCc CIMA CIMC
Bactérias Gram-
negativas
Isolados animais
E. coli 89 25,00 12,50 6,25 6,25 0,25 0,50 0,75 |
E. coli 94 50,00 25,00 12,50 6,25 0,25 0,25 0,50 S
E. coli 95 50,00 12,50 6,25 6,25 0,12 0,50 0,62 |
E. coli 96 25,00 25,00 6,25 6,25 0,25 0,25 0,50 S
Isolados humanos
E. coli KPC+
25,00 6,25 25,00 6,25 1,00 1,00 2,00 |
002101123
E. coli ATCC 8739 50,00 6,25 25,00 3,12 0,50 0,50 1,00 |
E. coli 3789319 25,00 >200,00 12,50 3,12 0,50 0,01 0,51 |
E. coli KPC+
100,00 >200,00 3,12 12,50 0,03 0,06 0,09 S
001812446
K. pneumoniae
200,00 50,00 50,00 12,50 0,25 0,25 0,50 S
3259271
K. pneumoniae
400,00 6,25 100,00 3,12 0,25 0,50 0,75 |
001789769
K. pneumoniae
400,00 >400,00 50,00 200,00 0,12 0,50 0,62 |
001450421
Bactérias Gram-
positivas
Isolados animais
S. aureus 111 50,00 12,50 6,25 3,12 0,12 0,25 0,36 S
S. aureus 117 50,00 25,00 12,50 6,25 0,25 0,25 0,50 S
S. aureus 118 50,00 6,25 25,00 3,12 0,50 0,50 1,00 |
Isolados humanos
S. aureus 003730529 >200,00 100,00 50,00 3,12 0,25 0,03 0,28 S
S. aureus 7133623 100,00 100,00 50,00 2500 0,50 0,25 0,75 |
S. aureus ATCC
200,00 12,50 25,00 3,12 0,12 0,25 0,37 S

25923

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).



52

4.2.3 Ensaio time-kill

O ensaio time-kill foi realizado com as combinagdes para determinar em
quanto tempo os antimicrobianos agem inibindo o crescimento da cepa. A cepa E. coli
94, que obteve o melhor efeito sinérgico para as duas combinacoes, foi utilizada. Estes
resultados estdo apresentados nas Figuras 5 e 6.

Como resultado deste teste foi observado, para a combinagao de aceturato
de diminazeno e estreptomicina (Figura 5), que em concentragdes mais baixas
(1xCIM; 50ug.mL") a combinagdo é capaz de inibir o crescimento da bactéria em
menor tempo que o antibidtico livre, significando que o aceturato de diminazeno é
capaz de potencializar a atividade antibacteriana da estreptomicina. Por outro lado,
quando as concentragdes sao elevadas (4xCIM; 200ug.mL™"), ndo é possivel observar

uma diferenga no tempo de acgao entre o antibidtico livre e em combinacéo.

Figura 5 — Cinética de crescimento em fung¢do do tempo para a combinagéo aceturato de diminazeno
x estreptomicina frente a cepa E. coli 94, onde estreptomicina é representada pela letra E, aceturato
de diminazeno pela letra A e a combinagéo pela sigla Sin. O controle foi realizado em auséncia dos
antimicrobianos. Os resultados sdo expressos como a média dos valores representativos de um
experimento realizado em triplicata
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e —e—  A(200ug.mL™)
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= Sin (200pg.mL™")
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2020).

Para a segunda combinagado, aceturato de diminazeno e cloranfenicol
(Figura 6), ndo foi observada a inibicdo do crescimento da bactéria dentro do periodo

de 20 min, n&o sendo possivel inferir o tempo necessario para que o antibiético livre
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tenha efeito e nem se existe diferenga no tempo de acao entre o antibiético livre e em

combinagao.

Figura 6 — Cinética de crescimento em fungéo do tempo para a combinacgéo aceturato de diminazeno
x cloranfenicol frente a cepa E. coli 94, onde cloranfenicol é representado pela letra C, aceturato de
diminazeno pela letra A e a combinagao pela sigla Sin. O controle foi realizado em auséncia dos
antimicrobianos e estreptomicina 1 x CIM foi utilizada como controle positivo. Os resultados séo
expressos como a meédia dos valores representativos de um experimento realizado em triplicata

- = Controle
_El —e— C (25 ug.mL")
8' —e— C (100 pg.mL")
= 3 ~o— A (50 pg.mL")
=y —e— A (200 pg.mL")
‘;, 2] Sin (25 pg.mL™" x 50 pg.mL"1)
o ~e—  Sin (100 pg.mL" x 200 pg.mL"")

1 E (50 pg.mL")

e | 1 1 1

0 5 10 15 20
Tempo (min)

Fonte: Elaborada pela propria autora (2020).
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5 DISCUSSAO

Com o rapido aumento na incidéncia de infeccbes e de bactérias
resistentes a multiplas drogas e a descontinuidade na pesquisa de novas drogas pela
industria farmacéutica, existe a necessidade da busca por novas alternativas de
tratamento. Tendo em vista essa busca por novos tratamentos frente a crescente
incidéncia de infeccbes, o presente estudo avaliou o potencial antimicrobiano de
peptideos sintetizados a partir de estudos in silico e a atividade antimicrobiana de
estreptomicina, cloranfenicol e aceturato de diminazeno, sozinhos e em combinacgao,
contra cepas de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus.

Os peptideos tém sido considerados como potentes candidatos para a
geracdo de novos antimicrobianos, oferendo uma alternativa interessante para
abordar o crescente problema das infec¢gdes e da resisténcia aos antibidticos. O
mecanismo de acédo dos peptideos antimicrobianos ainda n&do esta completamente
elucidado, podendo apresentar diferentes formas de acdo. Ha diversas explicacdes
para que sejam capazes de eliminar bactérias multirresistentes. Suas propriedades
catibnicas e hidrofébicas permitem que eles participem da imunidade inata
reconhecendo e inativando microrganismos aniénicos (WANG et al., 2015).

Apesar do grande potencial terapéutico, a aplicagdo dos PAMs de origem
natural na clinica, € limitada (ZHANG; FALLA, 2006). Dentre os obstaculos para o uso
de PAMs como agentes antimicrobianos, destaca-se o seu potencial de toxicidade. A
maioria dos ensaios clinicos com peptideos ndo utiliza a administragcdo com efeito
sistémico, que corresponde ao mercado mais lucrativo, mas sim a aplicacao topica
para o tratamento de infecgbes de superficie (KOSIKOWSKA et al., 2016). Frente aos
obstaculos da aplicagao terapéutica dos PAMs, algoritmos de predi¢gdo de atividade
antimicrobiana tém sido utilizados para pré-selecao de sequéncias possivelmente
antimicrobianas para testes in vitro e in vivo, proporcionando uma alternativa eficiente
para o desenvolvimento de novos farmacos. Pesquisas recentes mostram que esta
abordagem pode ser utilizada na predi¢gdo, geragcdo e/ou otimizacdo de PAMs
(PORTO; FENSTERSEIFER; FRANCO, 2014; PORTO; PIRES; FRANCO, 2012).
Sendo assim, avaliou-se o potencial antimicrobiano de peptideos sintetizados a partir

de estudos in silico.
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Parametros fisioquimicos (carga, hidrofobicidade global, propensao
helicoidal, anfipaticidade, etc.) sdo os principais moduladores efetivos para que ocorra
a lise da membrana por meio de PAMs (TIAN et al., 2009). Apesar de nao ser uma
garantia para que os peptideos apresentem uma atividade antimicrobiana, o equilibrio
entre os parametros fisioquimicos pode ser necessario para que exista uma atividade
eficiente (GIANGASPERO; SANDRI; TOSSI, 2001). As sequéncias dos peptideos
foram obtidas a partir da analise por espectrometria de massas de proteinas extraidas
de amostras do solo do Cerrado, gerando 467 peptideos com grande variedade de
massa, tamanho e composi¢cédo. Os fragmentos foram analisados individualmente,
levando em conta a observacgao de caracteristicas que podem auxiliar na identificacao
daqueles com maior propensao em ser um PAM. Dentre estas caracteristicas,
destacam-se o tamanho, a carga e o fator de agregagédo. Buscou-se selecionar
aqueles com maior probabilidade de apresentar essas caracteristicas, tamanho < 20,
carga preferencialmente positiva e fator de agregacéao baixo.

Estes peptideos foram submetidos a dois algoritmos de predi¢ao a fim de
identificar peptideos com possivel atividade antibacteriana. O primeiro algoritmo,
desenvolvido pelo grupo de pesquisa, baseado no modelo linguistico proposto por
Loose et al. (2006) que prediz os peptideos com base em 3 escalas de momento
hidrofébico, identificou 185 desses 467 como possiveis peptideos antimicrobianos.
Estes 185 selecionados foram submetidos ao algoritmo do CAMP, que possui uma
maior sensibilidade e prediz os peptideos com base na sequéncia (WAGHU et al.,
2016) a fim de restringir o numero de peptideos. Apds a andlise pelos dois algoritmos
de predicao, 14 peptideos foram identificados como peptideos antimicrobianos, e
destes, 7 foram selecionados com base nas caracteristicas previamente descritas.

Os sete peptideos que passaram pelos processos descritos anteriormente
foram sintetizados artificialmente e preparados de forma adequada para sua
submissao aos testes in vitro para verificar a atividade antimicrobiana. Apesar de
todos os peptideos avaliados terem demonstrado potencial antimicrobiano a partir de
avaliagdes in silico de suas sequéncias nos algoritmos de predi¢ao, os testes in vitro
aqui desenvolvidos ndo geraram resultados que comprovassem atividade inibitoria
contra as cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas testadas.
Concentragdes superiores a 256 ug.mL™", maior dose testada no estudo, e ja bastante
elevada, deixariam de ser industrialmente viaveis devido ao elevado custo de

obtencao destes peptideos.
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Considerando que a primeira estratégia utilizada para o controle de
bactérias patogénicas ndao se mostrou viavel economicamente, foi avaliada outra
abordagem que envolve a avaliagdo de sinergismo entre antimicrobianos. Dentre os
antimicrobianos testados sozinhos, a estreptomicina foi a Unica que nao apresentou
um perfil de resisténcia para todas as cepas, inibindo o crescimento das cepas de S.
aureus com CIM <3,12 yg.mL'. O efeito da estreptomicina sobre 62 cepas de K.
pneumoniae KPC+ foi avaliado por Hu e colaboradores (2017), onde 98,4%
apresentaram sensibilidade a estreptomicina, com CIM variando de 0,5 a 64 ug.mL"".
A mesma sensibilidade foi relatada por Noriega (1975) onde 70% das cepas
resistentes a gentamicina eram sensiveis a estreptomicina.

Apesar do cloranfenicol ter apresentado um valor de CIM reduzido para
algumas cepas, variando de 6,25 a 400 ug.mL-!, encontra-se fora dos parametros de
sensibilidade quando desafiado contra cepas de K. pneumoniae KPC+. Humphries et
al. (2015) descreve que cepas de KPC+ devem ser consideradas sensiveis ao
cloranfenicol quando a concentragao necessaria para inibir crescimento bacteriano for
< 4 yg.mL"", o que néo foi observado no presente estudo para nenhuma das cepas.
Zavascki et al. (2017) ao avaliarem a atividade do cloranfenicol sobre 8 cepas de K.
pneumoniae KPC+, observaram uma variagdo de CIM entre 16 e > 256 ug.mL™".
Livermore et al. (2011) por sua vez, também evidenciou a resisténcia de cloranfenicol
em cepas de K. pneumoniae KPC+ com CIM 2 8 ug.mL™".

Para as cepas de S. aureus, a mesma capacidade de resisténcia ao
cloranfenicol foi observada por Zuo et al. (2016) que detectaram 100% de resisténcia
em todas as cepas de S. aureus testadas contra o mesmo antimicrobiano, exibindo
CIM > 32 ug.mL™", uma que os valores de breakpoint para cloranfenicol da EUCAST
e do CLSI consideram patdégenos sensiveis 0os que séo inibidos em concentragdes <
8 ug.mL" (CLSI, 2015; EUCAST, 2014).

O aceturato de diminazeno, por sua vez, tem uma baixa incidéncia de
resisténcia contra tripanossomas, e apesar de nunca ter sido utilizado na clinica para
o controle de bactérias, Stokes et al. (2017) constataram que a pentamidina, um
agente similar ao aceturato, foi capaz de perturbar a membrana de bacilos Gram-
negativos ao interagir com os lipopolissacarideos presentes na membrana. Quanto
testado sozinho, o aceturato de diminazeno apresenta um perfil de resisténcia para

todas as cepas, com CIM variando de 25 a 400 yg.mL"".
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A necessidade de concentragcbes elevadas para o tratamento desses
microrganismos e a constante evidéncia da resisténcia aos antimicrobianos,
enfraquece cada vez mais o0 uso de monoterapias como recurso terapéutico para
essas infecgdes. Devido as limitagdes no tratamento de infecgdes causados por esses
patdgenos, o presente trabalho consistiu em avaliar o uso da terapia combinada.

O checkerboard e o time-kill sdo os métodos para avaliagao do efeito de
sinergismo, in vitro, mais utilizados na pesquisa de combinag¢des de antimicrobianos.
Ambos os métodos sdo complementares. Enquanto o checkerboard avalia a atividade
inibitdria, o time-kill avalia a atividade bactericida e a poténcia relacionada a atividade
em funcao do tempo (BONAPACE et al., 2002). Dados sobre sinergismo na literatura
sdo escassos. Alguns estudos compararam métodos in vitro de facil execugéo, como
disco difusao, para deteccao de sinergismo, como alternativa aos métodos time-kill e
checkerboard (PANKEY; ASHCRAFT; DORNELLES, 2013; TAN et al., 2011).

Ao avaliarmos as combinagdes propostas (estreptomicina + aceturato de
diminazeno e cloranfenicol + aceturato de diminazeno), a estreptomicina associada
com o aceturato de diminazeno mostrou melhor atividade antibacteriana e sinérgica
contra as cepas Gram-negativas, ndo obtendo resultados para as cepas Gram-
positivas. Relatos anteriores por Wolfe e Johnson (1974) apresentam sinergismo de
estreptomicina com penicilina, in vitro e na clinica, contra isolados de S. viridans, em
que a estreptomicina obteve redugdo de 40x a CIM (de 200 para 5 pyg.mL-'), assim
como outros estudos apresentam a mesma combinacdo e uma reducéo da CIM de
estreptomicina (DURACK; PELLETIER; PETERSDORF, 1974; JAWETZ; V.R.C,
1950; OPLINGER; WAGNER; CAVENDER, 2015). A mesma associacdo de
estreptomicina e penicilina foi observada por Oplinger et al. (2015) e obteve efeito
sinérgico contra cepas de Flavobacterium psychrophilum, tendo uma redugédo de
>5000 mg.mL"" para 2,5 mg.mL-' da CIM. Em um outro estudo, Stokes et al. (2017)
concluiu que a pentamidina, agente antimicrobiano similar ao aceturato de
diminazeno, atua como um adjuvante antibiético capaz de sensibilizar bactérias Gram-
negativas a antibidticos tipicamente restritos a bactérias Gram-positivas.
Especificamente, contra E. coli a pentamidina apresentou sinergismo com
rifampicina, novobiocina e eritromicina, com CIF < 0,5.

Para a outra combinacao, cloranfenicol associado com o aceturato de
diminazeno, foi possivel obter sinergismo para cepas Gram-negativas e Gram-

positivas, com CIF < 0,5. Danesh et al. (2017) demonstrou sinergismo entre
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cloranfenicol combinado com bacteriocinas contra isolados de Staphylococcus,
Streptococcus e Enterococcus. Diferentemente do observado no presente estudo,
Jawetz (1950) observou um efeito antagdnico do cloranfenicol, quando associado a
penicilina, contra 9 cepas de enterococcus. Esse antagonismo se deve,
provavelmente, ao impedimento, pelo cloranfenicol, da sintese de autolisinas
necessarias para a atividade bactericida dos antibiéticos p-lactdmicos (TYERS;
WRIGHT, 2019). Com relagdo a combinagdo com aceturato de diminazeno néao
existem outros relatos na literatura, o que fortalece e incentiva estudos como esse,
visando a busca de estratégias novas para o controle de infecgbes bacterianas.

Baseado nos ensaios de checkerboard, a cepa que obteve o melhor
sinergismo, com CIF < 0,5, para ambas as combinag¢des foi submetida a analise da
cinética de crescimento em fungao do tempo (time-kill), utilizando duas concentragdes
diferentes de cada antimicrobiano, separados e em combinagdo e a velocidade da
acgao bactericida foi monitorada pela contagem de UFC.

Em funcdo dos resultados da cinética de morte, percebemos que a
combinacao de aceturato de diminazeno e estreptomicina, em concentracbes mais
baixas (1xCIM; 50ug.mL") é capaz de inibir o crescimento da bactéria em menor
tempo que o antibidtico livre, enquanto que em concentragbes elevadas (4xCIM;
200ug.mL"), ndo é possivel observar uma diferenca no tempo de agdo entre o
antibiodtico livre e em combinagdo, o que nos leva a pensar que o aceturato de
diminazeno é capaz de potencializar a atividade antibacteriana da estreptomicina em
concentragdes baixas. Quando essas concentragdes sédo elevadas, nao é possivel
observar a acao potencializadora do aceturato, visto que o antibiotico por si s6 é capaz
de agir sobre a bactéria inibindo o crescimento.

O aceturato de diminazeno quando em combinacdo com o cloranfenicol
nao demonstrou a inibicdo do crescimento da bactéria dentro do periodo de tempo
observado (20 min). Isso se deve, provavelmente, ao fato do cloranfenicol ser um
agente bacteriostatico e necessitar de um tempo de agdo um pouco maior, quando
comparado com a estreptomicina. Apesar desses estudos forneceram informacgdes
valiosas sobre a taxa de morte, concentragdo e o potencial de acdo dos agentes

antibacterianos, optamos por ndo aumentar o tempo.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliou-se o potencial antimicrobiano de peptideos
selecionados a partir de algoritmos de predigdo. Sete peptideos foram sintetizados,
ao total, e avaliados contra cepas Gram-negativas e Gram-positivas. Os testes in vitro
nao geraram resultados que comprovassem atividade inibitéria contra as cepas
bacterianas, sendo avaliados em concentragbes maximas de 256 pug.mL'. Sendo
assim, para este trabalho, a prospeccao in silico, a metaprotedmica associada aos
algoritmos de predicdo, identificou os peptideos, mas estes ndo demonstraram
atividade antimicrobiana.

Considerando que os peptideos sintetizados prospectados do solo do
Cerrado ndo demonstraram atividade antimicrobiana em concentragdes elevadas,
outra abordagem foi avaliada, onde foram utilizados os seguintes antimicrobianos:
estreptomicina, cloranfenicol e aceturato de diminazeno, com o objetivo de avaliar sua
atividade isolada e em combinagao in vitro frente a cepas de E. coli, K. pneumoniae e
S. aureus. Os dados apresentados no decorrer do trabalho corroboram com relatos
de resisténcia na literatura, quando as cepas foram testadas contra os antimicrobianos
sozinhos.

Dentre as duas combinagbes entre os antimicrobianos propostos no
estudo, evidenciou-se que a associagao de estreptomicina e aceturato de diminazeno
demonstrou um potencial de atividade antimicrobiana sinérgico com menor valor de
CIF (0,09), dentre os demais, obtido frente a E. coli. A mesma combinagao também
evidenciou um potencial favoravel contra K. pneumoniae. Esta combinagdo se
mostrou mais eficaz contra bactérias Gram-negativas. A segunda associagéo, de
cloranfenicol e aceturato de diminazeno, também demonstrou um potencial de
atividade com menor CIF (0,09) frente a E. coli KPC+. Apesar de ter demonstrado o
maior potencial contra E. coli, esta associacdo se mostrou mais eficaz frente a
bactérias Gram-positivas.

Com base nos resultados obtidos, a terapia combinada, proveniente da
associacdo de estreptomicina e cloranfenicol juntamente com o aceturato de
diminazeno, pode constituir uma alternativa terapéutica eficaz de tratamento frente a
bactérias (resistentes ou ndo), reduzindo as doses administradas e potencializando

0s compostos em questao.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a interacdo das combinacdes estreptomicina/cloranfenicol e aceturato
de diminazeno com as cepas bacterianas por microscopia de forgca atdmica;
avaliar a citotoxicidade das combinagdes estreptomicina/cloranfenicol e

aceturato de diminazeno frente a células humanas imunoldgicas.
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