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RESUMO 

 

A resistência bacteriana consiste em uma das maiores ameaças à saúde 

no mundo, visto que reduz o tratamento efetivo de infecções e aumenta a mortalidade 

associada a doenças bacterianas comuns. Nesse contexto, a busca por estratégias 

para o controle de patógenos e da resistência antimicrobiana se faz necessária. Duas 

das estratégias desenvolvidas para combater esses microrganismos têm sido a 

terapia combinada de antimicrobianos e a prospecção de peptídeos antimicrobianos. 

No presente trabalho investigamos a efetividade in vitro de peptídeos prospectados 

do solo do Cerrado e a efetividade in vitro dos antimicrobianos aceturato de 

diminazeno, cloranfenicol e estreptomicina sozinhos e em combinação contra isolados 

clínicos de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Para bioprospecção, o material foi 

coletado em solo nativo do Cerrado, as proteínas totais foram extraídas e os peptídeos 

identificados por LC-MS / MS foram analisados pelos algoritmos sense the moment e 

CAMP, a fim de prever peptídeos antimicrobianos. De todos os peptídeos com 

possível 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 peptídeos sintetizados não demostraram atividade 

antimicrobiana quando desafiados por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Sendo assim, para este trabalho, a prospecção in silico, metaproteômica associada 

aos algoritmos de predição, não se demonstrou um método eficaz para a identificação 

de peptídeos 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 combinação de aceturato e 

cloranfenicol. Essas combinações de antimicrobianos apresentaram resultados 

importantes, demonstrando que essa estratégia pode ser utilizada como uma 

alternativa no controle de patógenos. 

 

Palavra chave: Peptídeos. Prospecção. 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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baixa virulência e um papel de proteção, impedindo a colonização de agentes 

patogênicos. Entretanto, elas podem atuar como bactérias oportunistas e causar 

infecções (ANVISA, 2004). 

As bactérias Gram-negativas ganham uma maior atenção devido à 

natureza de sua membrana externa (FAIR; TOR, 2014). Devido a surtos registrados 

em diversos países, a Klebsiella pneumoniae se destaca como uma ameaça urgente 

à saúde (HOLT et al., 2015). K. pneumoniae é conhecida por ser um patógeno 

oportunista que possui forma de bacilo não móvel, sendo anaeróbio facultativo 

(SIKARWAR; BATRA, 2011). São bacilos pertencentes à família 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 infecções do trato urinário (ZHAO et al., 2010). Dados da Anvisa (2018), apontam 

que K. pneumoniae foi o microrganismo Gram-negativo mais isolado e notificado 

nas UTIs brasileiras, sendo assim, as infecções causadas por K. pneumoniae 

resistentes representam um grande desafio terapêutico, e a fim limitar sua 

disseminação e auxiliar na redução dos índices de morbidade e mortalidade ligados 

a doenças infecciosas (DIENSTMANN et al., 2010), pesquisas sobre expressão e 

tratamento de infecções por Klebsiella spp. são relevantes e se fazem necessárias. 

Escherichia coli, outra cepa Gram-negativa, também pode ser 

considerada de grande importância quando se referem a infecções 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 virulência específicos, se adaptam a 

outros nichos e causam diversos tipos de infecções (RODRIGUEZ-SIEK et al., 

2005). Além de causar diversos tipos de infecções em humanos, a E. coli também 

é um patógeno frequentemente associado com infecções em animais de produção. 

Apesar das bactérias Gram-negativas ganharem uma maior atenção, as 

Gram-positivas também representam uma parcela das infecções. Staphylococcus 

aureus, bactéria Gram-positiva, foi um dos primeiros microrganismos bacterianos a 

serem controlados por meio da descoberta e uso dos antibióticos. O S. aureus é um 

patógeno extracelular, coagulase positivo e se apresenta na forma de cocus 
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Após a descoberta da penicilina e a introdução da mesma no mercado, 

foram relatados casos de S. aureus resistentes, em que a droga não foi eficaz 

(ABRAHAM; CHAIN, 1940; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Atualmente, 

existem várias espécies de bactérias resistentes aos antimicrobianos disponíveis 

(BREIDENSTEIN et al., 2012). No Brasil, o uso controlado de antibióticos só passou 

a ser válido em 2010, após a publicação da RDC 44/2010, que preconiza que todos 

os medicamentos contendo princípio ativo de antimicrobianos sejam distribuídos 

apenas mediante a receita de controle especial (ANVISA, 2010). Em 2009, 

previamente à publicação da RDC, dados da OMS apontavam que mais de 50% das 

prescrições de antibióticos no mundo eram inadequadas (OPAS; OMS, 2009).  

Além dos antibióticos presentes na natureza, a ampla utilização indevida 

de antibióticos pela população e na agropecuária, constitui uns dos fatores que leva 

ao aumento da resistência bacteriana e exige medidas urgentes para combater o 

surgimento de novas cepas resistentes. A utilização indiscriminada de antibióticos 

para terapia, ou até mesmo profilaxia, pode aumentar a pressão de seleção que 

favorece o surgimento, multiplicação e disseminação de cepas resistentes. 

As bactérias podem ser naturalmente resistentes a uma classe de 

antimicrobianos ou podem adquirir genes de resistência de outros microrganismos e 

manifestarem a resistência. Genes de resistência a antibióticos já existiam antes 

mesmo do uso difundido dos antibióticos, uma vez que os organismos estão 

competindo por recursos no ambiente, e assim permitindo o aparecimento de 

características que melhoram suas chances de sobrevivência (ANDERSSON; 

HUGHES, 2010). 

A maioria dos antibióticos naturais foram isolados de fungos e bactérias 

que ocorrem naturalmente no ambiente. As cepas, produtoras de antibióticos, podem 

ter genes que codifiquem a resistência ao antibiótico. Esses genes provavelmente 

foram submetidos a transferência horizontal, disseminando a resistência antes mesmo 

da seleção externa causada pelo uso dos antibióticos (ALLEN et al., 2010; WRIGHT, 

2007). Esses genes de resistência adquiridos podem possibilitar o bloqueio da entrada 

do antimicrobiano na célula, a produção de enzimas capazes de degradar o agente 

antibacteriano, a expressão de sistemas de efluxo eficientes que impedem a entrada 

de medicamentos ou mesmo a capacidade de atingir o alvo intracelular, a alteração 

dos sítios alvo do antimicrobiano, ou a produção de vias metabólicas alternativas, que 

impedem a ação da droga (Figura 1) (ALLEN et al., 2010; TENOVER, 2006). 
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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, vírus, entre outros (KAZEMZADEH-NARBAT et al., 

2010). 

Além de possuírem atividades antimicrobianas, os PAMs geram efeitos 

positivos sobre o desempenho do crescimento dos animais, e em contraste com os 

antibióticos, os PAMs geralmente atacam as células do hospedeiro e previnem a 

infecção de maneira indireta, conferindo proteção por mecanismos alternativos, como 

a manutenção da homeostase e a modulação das respostas inflamatórias, gerando 

uma vantagem adicional sobre os antibióticos (WANG et al., 2016). 

Embora os PAMs possuam efeitos bactericidas potentes e sejam 

facilmente metabolizados sem afetar adversamente a qualidade da alimentação, 

existem algumas poucas restrições que limitam sua aplicação como terapia 

antimicrobiana, como o alto custo de produção, preocupações de segurança relativas 

a toxicidade, chances de desenvolvimento de resistência, baixa estabilidade durante 

o transporte e fácil hidrólise por proteases (CHENG et al., 2014). Portanto, para serem 

caracterizados como substitutos eficazes para os antibióticos, muitos esforços e 

enfoque ainda são necessários. 

A prospecção de ecossistemas inexplorados representa uma importante 

estratégia para encontrar linhagens microbianas e bioprodutos com relevância 

biotecnológica (BACH et al., 2011; CASTRO et al., 2014). Essa busca pela 

biodiversidade e bioprospecção de novos microrganismos tornou-se um dos principais 

focos da era biotecnológica, onde a utilização destes organismos na busca de 

soluções vem crescendo, principalmente pela sua extraordinária capacidade em 

produzir uma grande variedade de metabólitos, como peptídeos antimicrobianos. 

Dentre todos os nichos ambientais naturais, os solos contêm 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 vários processos 

relacionados ao funcionamento e à capacidade produtiva do ecossistemas, como a 

decomposição da matéria orgânica (ALTIERI, 1999; BURNS et al., 2013). 

Microrganismos também são considerados como valiosos recursos para 

obter bioprodutos úteis. A indústria farmacêutica, por exemplo, tem explorado 

produtos naturais e entre eles estão os antibióticos, os quais são produzidos por 
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diversos gêneros de microrganismos (HARVEY, 2008). Apesar do pouco 

conhecimento existente sobre a biodiversidade do solo, a produção industrial de 

importantes antibióticos como as tetraciclinas, eritromicinas, vancomicinas, 

cefalosporinas, rifamicinas e diferentes β-lactâmicos 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 

bioprospecção (LORENZ et al., 2002).  

A metaproteômica consiste em uma técnica que pode ser utilizada para 

avaliar a atividade microbiana, vias metabólicas, transdução de sinais presentes na 

comunidade do solo, além de identificar microrganismos presentes através da análise 

de proteínas expressas pelos organismos dentro do ecossistema (KEIBLINGER et al., 

2012; ZAMPIERI et al., 2016). Devido à importância dos peptídeos, existe um ramo 

da proteômica que tem sido aplicado principalmente a estudos de peptídeos. O termo 

peptidômica foi descrito pela primeira vez por Schoofs (BAGGERMAN et al., 2004; 

CLYNEN et al., 2001) e refere-se ao conjunto de peptídeos presentes em uma 

amostra biológica. A peptidômica consiste em uma metodologia relativamente rápida, 

eficiente e passível de detectar mudanças transitórias além de identificar modificações 

pós-traducionais (CRAMERI; SCHULZ-KNAPPE; ZUCHT, 2005; FARROKHI; 

WHITELEGGE; BRUSSLAN, 2008; IVANOV; YATSKIN, 2005). 

Em estudos de bioprospecção, os PAMs podem ser identificados e 

sequenciados por espectrometria de massa. A técnica de espectrometria de massa 

(MS) tornou-se indispensável na pesquisa, mostrando-se uma importante ferramenta 

que consiste em uma técnica analítica para determinação da relação massa/carga 

com base no movimento de partículas carregadas em um campo elétrico e/ou 

magnético. As moléculas da amostra são convertidas em íons na fase gasosa e 

separadas de acordo com as suas relações de massa/carga (m/z) (WESTEMEIER; 

NAVEN, 2002). A ionização das proteínas na espectrometria ocorre por dois métodos 

distintos, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) e electrospray 

ionization (ESI). A identificação das proteínas pode ser realizada pelo uso da 

Espectrometria de Massa Sequencial, ou in tandem (MS/MS), onde um peptídeo do 

espectro é selecionado, fragmentado e o espectro gerado é então analisado pela 

diferença de massa molecular entre os picos e essa diferença é associada à massa 

molecular dos 20 aminoácidos que compõem as proteínas, fornecendo assim 

informações de identificação da sequência (WESTEMEIER; NAVEN, 2002).  
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Os testes de atividade antimicrobiana têm sido a metodologia mais 

adequada para a seleção de moléculas bioativas. Apesar disso, o grande número de 

sequências coletadas em bancos de dados torna essa metodologia inviável 

(SILVERSTEIN et al., 2007), sendo necessária uma seleção prévia dessas 

sequências in silico. O número de possíveis combinações de sequências de 

aminoácidos torna difícil a descoberta de novos PAMs exclusivamente através de 

testes experimentais em laboratórios. Portanto, muitos grupos de pesquisa estão 

buscando ferramentas que realizem a predição in vitro da atividade antimicrobiana, 

para fornecer conjuntos específicos de candidatos mais prováveis para a avaliação in 

vitro e/ou in vivo. 

Nesse contexto, algoritmos de predição de atividade antimicrobiana têm 

sido utilizados nessa pré-seleção de sequências possivelmente antimicrobianas e 

podem ser determinantes na seleção de peptídeos para testes in vitro e in vivo. 

Existem duas estratégias distintas de predição, que levam em consideração a ordem 

da sequência ou a variação do tamanho da sequência. Se a predição for baseada na 

ordem da sequência, o tamanho não poderá variar, pois a predição é feita com base 

na frequência de aminoácidos em cada posição; por outro lado, se a predição for 

baseada na variação do tamanho da sequência, são consideradas as propriedades 

físico-químicas, não levando em conta a ordem das sequências, uma vez que as 

sequências embaralhadas podem ter os mesmos valores das propriedades que a 

sequência ordenada (LOOSE et al., 2006; PORTO; PIRES; FRANCO, 2017). 

Atualmente, existem três sistemas de predição disponíveis 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 máquina de vetor de suporte (SVM, 

Support Vector Machine) que utiliza os dados do N- e C-terminal para a predição de 

atividade antimicrobiana. O CAMP é um preditor capaz de analisar sequências de 

tamanhos variáveis que utiliza random forest (RF), análise discriminante (Discriminant 

Analysis; DA) e SVM. O CS-AMPPred utiliza um modelo de SVM desenvolvido 

utilizando características físico-químicas para predição de atividade antimicrobiana de 

peptídeos exclusivamente estabilizados por cisteína (PORTO; PIRES; FRANCO, 

2017). 

O surgimento dos bancos de dados de peptídeos antimicrobianos tornou 

mais fácil o entendimento e projeto racional de PAMs por ser uma fonte de 
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A escolha de um agente antimicrobiano é crucial em qualquer regime 

terapêutico, levando em consideração a capacidade de ação, absorção e 

penetração do antimicrobiano no local da infecção. Os agentes antimicrobianos 

podem ser divididos em substâncias de amplo espectro, capazes de inibir o 

crescimento e até mesmo matar uma ampla gama de bactérias, e substâncias de 

estreito espectro, utilizados para o tratamento de patógenos específicos 

(SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).  

A maioria dos antibióticos utilizados na clínica são classificados segundo 

seu mecanismo de ação. Existem quatro principais modos de ação: interferência na 

síntese da parede celular bacteriana, como os β – lactâmicos; inibição da síntese 

proteica, como a estreptomicina e o cloranfenicol; interferência na síntese dos 

ácidos nucleicos, como as fluoroquinolonas; e inibição vias metabólica 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 ação e resistência.  
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compostos sozinhos. Quando esse fenômeno é demonstrado, diz-se que a 

combinação é sinérgica. Se a combinação resultar em um efeito de piora, diz-se que 

é uma combinação antagônica. Um resultado menor que o sinérgico, mas não 

antagônico, 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 são metodologias utilizadas a fim de quantificar o efeito das combinações 

frente as cepas bacterianas in vitro (JACKSON; AGBOKE; NWOKE, 2009). O método 

de checkerboard avalia o efeito da combinação de antimicrobianos em diferentes 

concentrações, podendo ser decorrente da microdiluição em caldo semelhante ao 

utilizado para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) (PILLAI; 

MOELLERING; ELIOPOULOS, 2005), enquanto que o time-kill avalia a atividade 

bactericida e a potência relacionada à atividade em função do tempo (BONAPACE et 

al., 2002).  

Como uma estratégia de tratamento, a utilização de antimicrobianos não 

usualmente empregados para o tratamento de certas infecções causadas por 

patógenos (YOUNIS; THANGAMANI; SELEEM, 2015) em associação com outros 

antimicrobianos vem sendo amplamente estudada. Stokes et al. (2017) constataram 

que a pentamidina em combinação 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 combinação de 

peptídeos com antimicrobianos convencionais.  

Alguns estudos demonstram uma melhora e um aumento da eficácia de 

antibióticos na clínica, uma vez que sua atividade sinérgica foi confirmada in vitro,  por 

meio da terapia combinatória, quando associados com compostos não 

antimicrobianos, como anti-inflamatórios, antipsicóticos, bioativos da natureza e óleos 

essenciais (BUSH; AVE; LOUIS, 2014; LANGEVELD et al., 2014).  

O sinergismo entre aminoglicosídeos já foi reportado anteriormente com β-

lactâmicos. A associação de penicilina e estreptomicina foi relatada por Wolfe e 

Johnson (1974)contra isolados de S. viridans. A mesma combinação 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 aminoglicosídeos e β-lactâmicos, estudos clínicos de 

endocardite tratados pela combinação de penicilina e SMA foram relatados em 1950 

(CATES; CHRISTIE; GARROD, 1951). A mesma combinação também foi descrita por 

Almquist et al. (1951) em estudos in vivo, em que a junção do β-lactâmico e do 

aminoglicosídeo 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 combinação de cloranfenicol com 

peptídeos também foi observada por Park et al. (2006) contra cepas de S. aureus. A 

combinação 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 combinações com aceturato de diminazeno são escassos.  

As terapias de combinações 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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Tabela 2 – Relação dos isolados utilizados nos experimentos in vitro. 

Nome do isolado Origem Característica 

E. coli 89 Fezes (Animal) 
Resistência a eritromicina 

(CIM >8 µg.mL-1)  

E. coli 94 Fezes (Animal) 
Resistência a penicilina 

(CIM >4 µg.mL-1) 

E. coli 95 Fezes (Animal) 
Resistência a penicilina 

(CIM >4 µg.mL-1) 

E. coli 96 Fezes (Animal) 
Resistência a tetraciclina 

(CIM >8 µg.mL-1) 

E. coli KPC+ 002101123 Isolado humano 
Resistência a gentamicina 

(CIM >8 µg.mL-1)  

E. coli ATCC 8739 ATCC - 

E. coli 3789319 Isolado humano 

Resistência a gentamicina 

(CIM >8 µg.mL-1) e 

tetraciclina (CIM >8 µg.mL-1) 

E. coli KPC+ 001812446 Isolado humano 

Resistência a gentamicina 

(CIM >8 µg.mL-1) e 

ampicilina (CIM >16 µg.mL-1) 

K. pneumoniae 3259271 Isolado humano 

Resistência a ampicilina 

(CIM >16 µg.mL-1) e 

tetraciclina (CIM >8 µg.mL-1) 

K. pneumoniae 001789769 Isolado humano 

Resistência a gentamicina 

(CIM >8 µg.mL-1) e 

ampicilina (CIM >16 µg.mL-1) 

K. pneumoniae 001450421 Isolado humano 
Resistência a gentamicina 

(CIM >8 µg.mL-1)  

S. aureus 111 Leite bovino 
Resistência a neomicina 

(CIM >4 µg.mL-1) 

S. aureus 117 Leite bovino 
Resistência a polimixina 

(CIM >16 µg.mL-1) 

S. aureus 118 Leite bovino 
Resistência a neomicina 

(CIM >4 µg.mL-1) 

S. aureus 003730529 Isolado humano 
Resistência a eritromicina 

(CIM >4 µg.mL-1) 

S. aureus 7133623 Isolado humano 
Resistência a ampicilina 

(CIM >8 µg.mL-1) 

S. aureus ATCC 25923 ATCC - 

Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2020). 
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pneumoniae menos sensíveis 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 µg.mL-1, já para as bactérias Gram-negativas a 

CIM variou de 6,25 – 400 µg.mL-1. Com relação ao cloranfenicol, a CIM variou de 6,25 

– 200 µg.mL-1, sendo mais eficaz contra algumas cepas de E. coli e menos eficaz 

contra uma cepa de K. pneumoniae.   
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A combinação 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 associação houve redução da CIM da 

estreptomicina para 1/32 da CIM livre para a cepa E. coli 94, demonstrando a maior 

eficácia. As cepas de K. pneumoniae 3259271 e 001450421, apesar de terem 

apresentado redução da CIM para os antimicrobianos, apresentaram efeito indiferente 

com CIF de 0,51 e 0,62, respectivamente. Para as bactérias Gram-positivas, esta 

combinação não foi muito eficaz, visto que todas as cepas foram sensíveis à 

estreptomicina com CIM livre < 1,56. Não foi possível observar redução da CIM para 

nenhum dos antimicrobianos utilizados nesta combinação.  
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Tabela 7 – Efeito sinérgico in vitro da combinação de aceturato de diminazeno e estreptomicina pelo 
método checkerboard contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Os experimentos foram 

realizados em triplicata. CIM: Concentração Inibitória Mínima; CIF: Concentração Inibitória 
Fracionada; A: aceturato de diminazeno; E: estreptomicina; S: sinérgico; I: indiferente. 

 

Microrganismo 
Concentração inibitória mínima 

(µg.mL-1) 

Índice de concentração inibitória 

fracionada (ICIF) 

 CIM livre 
CIM em 

combinação  
CIF A CIF E åCIF Interpretação 

 CIM A CIM E CIM A CIM E     

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+ 

002101123 
25,00 50,00 6,25 6,25 0,25 0,12 0,37 S 

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+ 

001812446 
100,00 100,00 3,12 12,50 0,03 0,12 0,15 S 

K. pneumoniae 

3259271 
200,00 6,25 3,12 3,12 0,01 0,50 0,51 I 

K. pneumoniae 

001789769 
400,00 100,00 50,00 12,50 0,12 0,12 0,24 S 

K. pneumoniae 

001450421 
400,00 400,00 50,00 200,00 0,12 0,50 0,62 I 

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 - - - - - - 

S. aureus 7133623 100,00 <1,56 - - - - - - 

S. aureus ATCC 

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

Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2020). 
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A combinação do aceturato de diminazeno com o cloranfenicol apresentou 

sinergismo para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Tabela 8). Esta 

combinação demonstrou uma maior eficácia contra a cepa E. coli KPC+ 001812446, 

onde o cloranfenicol apresentou uma redução de 1/16 da CIM, o aceturato de 

dimiazeno uma redução de 1/32 e o CIF foi de 0,09. Outra cepa que obteve uma 

redução 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 combinação de aceturato de diminazeno e cloranfenicol pelo método 
checkerboard contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. Os experimentos foram 
realizados em triplicata. CIM: Concentração Inibitória Mínima; CIF: Concentração Inibitória 

Fracionada; A: aceturato de diminazeno; C: cloranfenicol; S: sinérgico; I: indiferente 

 

Microrganismo 
Concentração inibitória mínima 

(µg.mL-1) 

Índice de concentração inibitória 

fracionada (ICIF) 

 CIM livre 
CIM em 

combinação  
CIF A CIF C åCIF Interpretação 

 CIM A CIM C CIM A CIM C     

Bactérias Gram-

negativas 
        

Isolados animais         

E. coli 89 25,00 12,50 6,25 6,25 0,25 0,50 0,75 I 

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 I 

E. coli 96 25,00 25,00 6,25 6,25 0,25 0,25 0,50 S 

Isolados humanos         

E. coli KPC+ 

002101123 
25,00 6,25 25,00 6,25 1,00 1,00 2,00 I 

E. coli ATCC 8739 50,00 6,25 25,00 3,12 0,50 0,50 1,00 I 

E. coli 3789319 25,00 >200,00 12,50 3,12 0,50 0,01 0,51 I 

E. coli KPC+ 

001812446 
100,00 >200,00 3,12 12,50 0,03 0,06 0,09 S 

K. pneumoniae 

3259271 
200,00 50,00 50,00 12,50 0,25 0,25 0,50 S 

K. pneumoniae 

001789769 
400,00 6,25 100,00 3,12 0,25 0,50 0,75 I 

K. pneumoniae 

001450421 
400,00 >400,00 50,00 200,00 0,12 0,50 0,62 I 

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 I 

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 25,00 0,50 0,25 0,75 I 

S. aureus ATCC 

25923 
200,00 12,50 25,00 3,12 0,12 0,25 0,37 S 

Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2020). 
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Parâmetros fisioquímicos (carga, hidrofobicidade global, propensão 

helicoidal, anfipaticidade, etc.) são os principais moduladores efetivos para que ocorra 

a lise da membrana por meio de PAMs (TIAN et al., 2009). Apesar de não ser uma 

garantia para que os peptídeos apresentem uma atividade antimicrobiana, o equilíbrio 

entre os parâmetros fisioquímicos pode ser necessário para que exista uma atividade 

eficiente (GIANGASPERO; SANDRI; TOSSI, 2001). As sequências dos peptídeos 

foram obtidas a partir da análise por espectrometria de massas de proteínas extraídas 

de amostras do solo do Cerrado, gerando 467 peptídeos com grande variedade de 

massa, tamanho e composição. Os fragmentos foram analisados individualmente, 

levando em conta a observação de características que podem auxiliar na identificação 

daqueles com maior propensão em ser um PAM. Dentre estas características, 

destacam-se o tamanho, a carga e o fator de agregação. Buscou-se selecionar 

aqueles com maior probabilidade de apresentar essas características, tamanho < 20, 

carga preferencialmente positiva e fator de agregação baixo.  

Estes peptídeos foram submetidos a dois algoritmos de predição a fim de 

identificar peptídeos com possível atividade antibacteriana. O primeiro algoritmo, 

desenvolvido pelo grupo de pesquisa, baseado no modelo linguístico proposto por 

Loose et al. (2006) que prediz os peptídeos com base em 3 escalas de momento 

hidrofóbico, identificou 185 desses 467 como possíveis peptídeos antimicrobianos. 

Estes 185 selecionados foram submetidos ao algoritmo do CAMP, que possui uma 

maior sensibilidade e prediz os peptídeos com base na sequência (WAGHU et al., 

2016) a fim de restringir o número de peptídeos. Após a análise pelos dois algoritmos 

de predição, 14 peptídeos foram identificados como peptídeos antimicrobianos, e 

destes, 7 foram selecionados com base nas características previamente descritas.  

Os sete peptídeos que passaram pelos processos descritos anteriormente 

foram sintetizados artificialmente e preparados de forma adequada para sua 

submissão aos testes in vitro para verificar a atividade antimicrobiana. Apesar de 

todos os peptídeos avaliados terem demonstrado potencial antimicrobiano a partir de 

avaliações in silico de suas sequências nos algoritmos de predição, os testes in vitro 

aqui desenvolvidos não geraram resultados que comprovassem atividade inibitória 

contra as cepas bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas testadas. 

Concentrações superiores a 256 µg.mL-1, maior dose testada no estudo, e já bastante 

elevada, deixariam de ser industrialmente viáveis devido ao elevado custo de 

obtenção destes peptídeos. 
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Considerando que a primeira estratégia utilizada para o controle de 

bactérias patogênicas não se mostrou viável economicamente, foi avaliada outra 

abordagem que envolve a avaliação de sinergismo entre antimicrobianos. Dentre os 

antimicrobianos testados sozinhos, a estreptomicina foi a única que não apresentou 

um perfil de resistência para todas as cepas, inibindo o crescimento das cepas de S. 

aureus  com CIM <3,12 µg.mL-1. 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 µg.mL-1. 

A mesma sensibilidade foi relatada por Noriega (1975) onde 70% das cepas 

resistentes a gentamicina eram sensíveis a estreptomicina.  

Apesar do cloranfenicol ter apresentado um valor de CIM reduzido para 

algumas cepas, variando de 6,25 a 400 µg.mL-1, encontra-se fora dos parâmetros de 

sensibilidade quando desafiado contra cepas de K. pneumoniae KPC+. Humphries et 

al. (2015) descreve que cepas de KPC+ devem ser consideradas sensíveis ao 

cloranfenicol quando a concentração necessária para inibir crescimento bacteriano for 

≤ 4 µg.mL-1, o que não 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 variação de CIM entre 16 e > 256 µg.mL-1. 

Livermore et al. (2011) por sua vez, também evidenciou a resistência de cloranfenicol 

em cepas de K. pneumoniae KPC+ com CIM ≥ 8 µg.mL-1. 

Para as cepas de S. aureus, a mesma capacidade de resistência ao 

cloranfenicol foi observada por Zuo et al. (2016) que detectaram 100% de resistência 

em todas as cepas de S. aureus testadas contra o mesmo antimicrobiano, exibindo 

CIM > 32 µg.mL-1, uma que os valores de breakpoint para cloranfenicol da EUCAST 

e do CLSI consideram patógenos sensíveis os que são inibidos em concentrações ≤ 

8 µg.mL-1 (CLSI, 2015; EUCAST, 2014).  

O aceturato de diminazeno, por sua vez, tem uma baixa incidência de 

resistência contra tripanossomas, e apesar de nunca ter sido utilizado na clínica 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 lipopolissacarídeos presentes na membrana. Quanto 

testado sozinho, o aceturato de diminazeno apresenta um perfil de resistência para 

todas as cepas, com CIM variando de 25 a 400 µg.mL-1.  
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A necessidade de concentrações elevadas para o tratamento desses 

microrganismos e a constante evidência da resistência aos antimicrobianos, 

enfraquece cada vez mais o uso de monoterapias como recurso terapêutico para 

essas infecções. Devido as limitações no tratamento de infecções causados por esses 

patógenos, o presente trabalho consistiu em avaliar o uso da terapia combinada.  

O checkerboard e o time-kill são os métodos para avaliação do efeito de 

sinergismo, in vitro, mais utilizados na pesquisa de combinações de antimicrobianos. 

Ambos os métodos são complementares. Enquanto o checkerboard avalia a atividade 

inibitória, o time-kill avalia a atividade bactericida e a potência relacionada à atividade 

em função do tempo (BONAPACE et al., 2002). Dados sobre sinergismo na literatura 

são escassos. Alguns estudos compararam métodos in vitro de fácil execução, como 

disco difusão, para detecção de sinergismo, como alternativa aos métodos time-kill e 

checkerboard (PANKEY; ASHCRAFT; DORNELLES, 2013; TAN et al., 2011). 

Ao avaliarmos as combinações 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, não obtendo resultados para as cepas Gram-

positivas. Relatos anteriores por Wolfe e Johnson (1974) apresentam sinergismo de 

estreptomicina com penicilina, in vitro e na clínica, contra isolados de S. viridans, em 

que a estreptomicina obteve redução de 40x a CIM (de 200 para 5 µg.mL-1), assim 

como outros estudos apresentam a mesma combinação e uma redução da CIM de 

estreptomicina (DURACK; PELLETIER; PETERSDORF, 1974; JAWETZ; V.R.C, 

1950; OPLINGER; WAGNER; CAVENDER, 2015). A mesma associação de 

estreptomicina e penicilina foi observada por Oplinger et al. (2015) e obteve efeito 

sinérgico contra cepas de Flavobacterium psychrophilum, tendo uma redução de 

>5000 mg.mL-1 para 2,5 mg.mL-1 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 antibiótico capaz de sensibilizar bactérias Gram-

negativas a antibióticos 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 combinação, cloranfenicol associado com o aceturato de 

diminazeno, foi possível 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 antagônico do cloranfenicol, quando associado à 

penicilina, contra 9 cepas de enterococcus. Esse antagonismo se deve, 

provavelmente, ao impedimento, pelo cloranfenicol, da síntese de autolisinas 

necessárias para a atividade bactericida dos antibióticos β-lactâmicos (TYERS; 

WRIGHT, 2019). Com relação a combinação com aceturato de diminazeno não 

existem outros relatos na literatura, o que fortalece e incentiva estudos como esse, 

visando a busca de estratégias novas para o controle de infecções bacterianas.  

Baseado nos ensaios de checkerboard, a cepa que obteve o melhor 

sinergismo, com CIF ≤ 0,5, para ambas as combinações foi submetida à análise da 

cinética de crescimento em função do tempo (time-kill), utilizando duas concentrações 

diferentes de cada antimicrobiano, separados e em combinação  e a velocidade da 

ação bactericida foi monitorada pela contagem de UFC.  

Em função dos resultados da cinética de morte, percebemos que a 

combinação de aceturato de diminazeno e estreptomicina, em concentrações mais 

baixas (1xCIM; 50µg.mL-1) é capaz de inibir o crescimento da bactéria em menor 

tempo que o antibiótico livre, enquanto que em concentrações elevadas (4xCIM; 

200µg.mL-1), não é possível observar uma diferença no tempo de ação entre o 

antibiótico livre e em combinação, o que nos leva a pensar que o aceturato de 

diminazeno é capaz de potencializar a atividade antibacteriana da estreptomicina em 

concentrações baixas. Quando essas concentrações são elevadas, não é possível 

observar a ação potencializadora do aceturato, visto que o antibiótico por si só é capaz 

de agir sobre a bactéria inibindo o crescimento.  

O aceturato de diminazeno quando em combinação com o cloranfenicol 

não demonstrou a inibição do crescimento da bactéria dentro do período de tempo 

observado (20 min). Isso se deve, provavelmente, ao fato do cloranfenicol ser um 

agente bacteriostático e necessitar de um tempo de ação um pouco maior, quando 

comparado com a estreptomicina. Apesar desses estudos forneceram informações 

valiosas sobre a taxa de morte, concentração e o potencial de ação dos agentes 

antibacterianos, optamos por não aumentar o tempo.  
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PERSPECTIVAS 

 
 

• Avaliar a interação das combinações estreptomicina/cloranfenicol e aceturato 

de diminazeno com as cepas bacterianas por microscopia de força atômica; 

• avaliar a citotoxicidade das combinações estreptomicina/cloranfenicol e 

aceturato de diminazeno frente a células humanas imunológicas. 
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