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RESUMO 

 

Peptídeos antimicrobianos são um grupo diverso de moléculas bioativas 
produzidas naturalmente por uma variedade de organismos procariotos e 
eucariotos, e que tem atividade antimicrobiana. Tendo em vista que o Brasil 
representa o país de maior incidência de leishmaniose no continente americano e a 
inexistência de peptídeos bacterianos com atividade neste parasito, o objetivo 
desde trabalho foi a prospecção de peptídeos produzidos por bactérias com ênfase 
na atividade anti-Leishmania. Foram utilizadas 466 amostras bacterianas para a 
obtenção de extratos brutos extracelulares, investigados quanto a atividade 
antimicrobiana total, utilizando como células-alvo culturas de bactérias (Gram-
positivas e negativas), leveduras (Candida sp) e Leishmania sp. Esta avaliação da 
atividade antimicrobiana total permitiu definir as amostras produtoras de 
substâncias bioativas, bem como a caracterização do espectro de ação da 
substância antimicrobiana. E somente os extratos que tiveram atividade anti-
Leishmania foram submetidos a precipitação protéica para avaliação da produção 
de peptídeos antimicrobianos. Quanto à caracterização da amostra produtora, 
foram realizados testes morfo-tintoriais, genéticos e metabólicos para garantia da 
pureza da cultura e determinação do melhor momento fisiológico de produção da 
substância antimicrobiana. Em relação ao espectro de ação, 222 extratos tiveram 
atividade antagônica ao crescimento bacteriano; 05 extratos tiveram atividade 
antagônica à Candida sp.; e 20 extratos tiveram atividade antagônica ao 
crescimento de Leishmania sp., totalizando 51 % de amostras positivas para 
produção de substâncias antimicrobianas. Quanto à atividade anti-Leishmania, os 
valores médios de inibição de extratos a 20 mg/mL em formas promastigotas do 
parasito pelo método do MTT foi de 33 % em L. braziliensis e L. chagasi, 30,7 % 
em L. major e 29 % em L. amazonensis. A redução da viabilidade de formas 
amastigotas também foi observada para o extrato bruto a 40 mg/mL de 
Staphylococcus edpidermidis (CGP360), com valor de 60 %. E esse mesmo extrato 
não apresentou toxicidade para macrófagos peritoneais, resultado importante para 
novas drogas de uso sistêmico. Quanto à caracterização da amostra produtora, 
observou-se que a produção da substância antagonista com maior atividade anti-
Leishmania ocorreu em extratos advindos de culturas crescidas em meios TSB e 
BHI e provenientes da fase estacionária de crescimento. Estudos adicionais devem 
ser realizados para uma melhor compreensão da interação dos extratos 
bacterianos em espécies de Leishmania, mas os resultados descritos neste 
trabalho são promissores e inéditos na literatura científica. 
 
 
 
Palavras-chave: peptídeos antimicrobianos, AMPs, Leishmania sp., antagonismo, 
relação ecológica. 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 
Antimicrobial peptides are a diverse group of bioactive molecules naturally 
produced by a variety of prokaryotic and eukaryotic organisms with antimicrobial 
activity. Brazil represents the highest incidence country of leishmaniasis in the 
American continent, so the objective of this work was prospect bacteria peptides 
with anti-Leishmania activity. A total of 466 bacterial samples were used to produce 
extracellular crude extracts to evaluate antimicrobial activity against bacterial cells 
(Gram-positive and negative bacteria), yeast (Candida sp) and Leishmania sp. and 
characterize antimicrobial spectrum of action. Only Leishmania activity extracts 
were submitted to protein precipitation and tested to peptides production. The 
producing sample were characterized by genetic, morphologic and metabolic tests, 
and the best physiological moment of peptides production was determinate. The 
results showed that 222 extracts had bacterial activity, 05 extracts had Candida 
activity, and 20 extracts had Leishmania activity, summarizing 51 % of positive 
samples to antimicrobial substances production. For promastigote Leishmania 
activity, 20 mg/ mL extracts showed inhibition values by MTT method of 33 % in L. 
braziliensis and L. chagasi, 30.7 % in L. major and 29 % in L. amazonensis. The 
amastigote forms viability was observed for 40 mg/mL crude extract of 
Staphylococcus edpidermidis (CGP360), with a reduction value of 60 %. And this 
same extract did not have toxicity to peritoneal macrophages, an important result for 
new drugs of systemic use. Concerning the characterization of the producing 
sample, it was observed that the production of the antagonistic substance with the 
highest anti-Leishmania activity occurred in TSB and BHI media extracts coming 
from stationary phase. Additional studies should be performed to better understand 
the interaction of bacterial extracts in Leishmania species, but the results described 
in this paper are promising and unpublished in the scientific literature. 
 
 
Key-words: antimicrobial peptides, AMPs, Leishmania spp., antagonism, ecological 
relationship. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

O fenômeno da resistência microbiana associada às terapias 

convencionalmente utilizadas na prática clínica tem despertado preocupação na 

comunidade científica. Sem dúvida, os antibióticos foram a grande conquista do 

século XX e mudaram a forma de lidar com as doenças infecciosas graves, 

melhorando a qualidade de vida dos pacientes e sua sobrevivência. No entanto, o 

uso abusivo dos mesmos na saúde humana e animal, contribuiu para a 

disseminação de genes de resistência no ambiente e entre os organismos. 

Atualmente, segundo a Organização Mundial de Saúde, estamos entrando na 

chamada era pós-antibiótica, onde infecções comuns, de pouca injúria, que foram 

tratadas com sucesso por décadas, podem novamente vir a causar mortes. 

Associado a isso, o arsenal terapêutico utilizado no tratamento de algumas 

patologias é considerado caro, de tempo prolongado e com elevada toxicidade 

celular, o que impulsiona cada vez mais a busca por novos agentes 

antimicrobianos. Nos últimos anos, estudos globais de prospecção de moléculas 

bioativas em organismos procariotos e eucariotos têm sido realizados, com relatos 

na literatura científica sobre o isolamento e caracterização de substâncias de ação 

antimicrobiana diversa. 

Dentre as moléculas bioativas os peptídeos antimicrobianos vêm ganhando 

destaque, por serem considerados uma forma altamente organizada de sistema 

de defesa de organismos procariotos e eucariotos, unicelulares e pluricelulares, 

como fungos, plantas, invertebrados, anfíbios, peixes, aves e mamíferos, incluindo 

o homem.  

No que se refere à microbiologia, existe na literatura científica uma 

diversidade de trabalhos sobre peptídeos antimicrobianos produzidos por 

bactérias, com atividade contra espécies bacterianas filogeneticamente 

relacionadas ou não, substâncias estas chamadas bacteriocinas. O estudo destas 

substâncias mostra a possibilidade do seu uso na medicina como antibióticos 

tópicos, além do uso como conservadores de alimentos, o que já é uma realidade. 

No entanto, estudos que avaliem o potencial antagonista destes e de outros 
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peptídeos bacterianos frente a organismos como fungos e protozoários ainda são 

escassos. 

Programas de incentivo e fomento a pesquisas nacionais vem sendo 

conduzidos no sentido de se estudar doenças que são consideradas pela 

Organização Mundial de Saúde "negligenciadas", devido ao grande número de 

pessoas infectadas vivendo principalmente em áreas tropicais e regiões de 

pobreza. Entretanto, muitas vezes, não existe o interesse das grandes 

corporações farmacêuticas na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, visto 

que as mesmas não representam retorno financeiro. Ressalta-se que menos de 

1% do arsenal terapêutico dos últimos 30 anos foi direcionado para o tratamento 

das doenças tropicais negligenciadas. As leishmanioses, incluidas neste cenário, 

têm como reflexo o número limitado de drogas disponíveis para tratamento e 

falhas de políticas públicas sítio-dirigidas.   

O tratamento de primeira linha para leishmaniose, os antimoniais 

pentavalentes, são utilizados há mais de 60 anos e apresentam uma série de 

inconvenientes, os quais incluem a via parenteral, tempo longo de tratamento, 

eficácia diminuída, pelo aparecimento de protozoários resistentes isolados de 

espécimes clínicos, somado ao fato destes compostos causarem efeitos colaterais 

severos ao longo do tratamento.  

Assim, considerando-se: (i) a importância de novas estratégias terapêuticas 

dirigidas ao tratamento de doenças infecto-parasitárias, em especial as 

leishmanioses, pelo limitado arsenal de drogas disponíveis; (ii) e a crescente 

resistência às drogas e estratégias terapêuticas disponíveis, observada em 

algumas regiões geográficas, foi proposto a prospecção de compostos 

antagonistas produzidas por bactérias, com ação anti-Leishmania, em uma 

parceria entre os Laboratórios de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana e o 

Núcleo de Pesquisa em Parasitologia (NUPEP) do ICB/UFJF. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Peptídeos Antimicrobianos  

 

 Os peptídeos antimicrobianos (antimicrobial peptides - AMPs) são um grupo 

diverso de moléculas biológicas produzidas por uma variedade de organismos, 

tais como bactérias, fungos, plantas e animais (REDDY, YEDERY e ARANHA, 

2004; JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; BROGDEN e BROGDEN, 2011; 

HASSAN et al., 2012; GURALP et al., 2013; TAVARES et al., 2013).  

 Apresentam extrema diversidade em relação ao tamanho, estrutura e 

mecanismo de ação, mas no geral são moléculas pequenas (<10 KDa), que 

contém de 20 a 50 resíduos de aminoácidos, carregados positivamente e com alta 

anfipaticidade (BROWN e HANCOCK, 2006; TAVARES et al., 2008; SANG e 

BLECHA, 2012; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013; 

PAIVA et al., 2013). Podem ser expressos constitutivamente ou de forma induzida, 

endógena ou heteróloga, o que desperta o interesse biotecnológico desta 

molécula e a promessa de serem utilizados como alternativa aos antibióticos 

(SACHETTO-MARTINS et al., 2000; GUANÍ-GUERRA et al., 2010; HASSAN et al., 

2012). 

 Alguns desses peptídeos têm ação antimicrobiana, o que pode sugerir que 

eles fazem parte da primeira linha de defesa de organismos, como animais e 

plantas, ou que conferem uma vantagem adaptativa à célula produtora, como em 

bactérias (ZASLOFF, 2002; MARSHALL e ARENAS, 2003; COX e WRIGHT, 

2013). O principal mecanismo de ação dos AMPs é a formação de poros na 

membrana plasmática, apesar de já ter sido demonstrado outras formas de 

interação com a célula-alvo (CARVALHO, 2011; SANG e BLECHA, 2012). 

 Desde que Zasloff (1987) relatou a descoberta do primeiro AMP extraído da 

secreção da pele do sapo africano Xenopus laevis, peptídeo este chamado de 

magainina, diversos outros peptídeos vem sendo relatados na literatura, e 

aproximadamente 2730 AMPs de diferentes origens podem ser encontrados na 

base de dados http://aps.unmc.edu/AP/main.php/ (WANG, LI e WANG, 2009; 
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GUANÍ-GUERRA et al., 2010; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e 

RAJENDHRAN, 2013), mais de 5547 sequências de AMPs na base de dados 

Lamp, do termo em inglês Linking Antimicrobials Peptides, 

http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/, sendo destes 3904 peptídeos 

naturais e 1643 peptídeos sintéticos (ZHAO et al., 2013; LAMP, 2016), e mais de 

8164 sequências depositadas na base de dados http://www.camp.bicnirrh.res.in/ 

(WAGHU et al., 2015) . 

 

2.2 Características e classificação dos peptídeos antimicrobianos 

 

 Os AMPs podem ser agrupados considerando-se diferentes características, 

tais como: o organismo produtor; o mecanismo de ação; características físico-

químicas, como o tamanho, a estrutura secundária, hidrofobicidade e carga 

líquida; atividade antimicrobiana, dentre outras (Tabela 1) (BROGDEN, 2005; 

JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e 

RAJENDHRAN, 2013).  

 Apesar de várias características serem usadas na descrição dos AMPs, 

existem alguns trabalhos que consideram que as duas mais importantes seriam 

aquelas baseada na estrutura secundária do peptídeo e na carga líquida, 

características que afetam diretamente sua ligação à célula alvo e sugere seu 

mecanismo de ação (TAVARES et al., 2013). 

 Em relação a estrutura secundária, os peptídeos podem conter ou não 

pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptídicas, que é o que vai defini-lo como 

sendo de estrutura estendida (estrutura primária linear), linear com α-hélice (onde 

uma cadeia polipeptídica se enrola sobre ela mesma formando uma estrutura 

secundária), em formas de folhas β ou em alça (formas tridimensionais com 

pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptídicas) (Figura 1) (JENSSEN, HAMILL e 

HANCOCK, 2006). 
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Tabela 1. Divisão dos peptídeos antimicrobianos 

Característica Classificação Exemplos Fonte 

Estrutura da 

Molécula 

α-hélice 

Folhas β 

Estrutura em alça 

Peptídeo estendido 

Magainina, cecropina 

β-defensinas,  

Dermaseptina 

Tanatina, gramicidina 

Indolicidina, histatina 

Zheng e Zheng, 2002 

Zasloff, 2002 

Vizioli e Salzet, 2003 

Andreu e Rivas, 1998  

Rokitskaya et al., 2011 

Carga líquida Catiônicos 

Não- catiônicos 

Defensinas, Catelicidina 

Secretolitina, dermicidina 

Nakajima et al., 2001 

Schittek et al., 2001 

Organismo 

produtor 

Procariotos 

Insetos 

Plantas 

Humanos 

Sapos 

Nisina, microcina 

Drosomicina, melitina 

Tionina 

α e β-Defensinas 

Magainina, dermaseptina 

Brumfitt et al., 2002 

Kamysz, Okrój e Lukasiak, 2003 

Castro e Fontes, 2005 

Jensen, Hamill e Hancock, 2006 

Rinaldi et al., 2002 

Mecanismo de 

ação 

Ação na membrana 

Ação intracelular 

Defensinas, magainina 

Histatina, lactoferrina 

Brown e Hancock, 2006 

Chen e Harrison, 2007 

Atividade 

antimicrobiana 

Antibacteriana 

Antiparasitária 

Antifúngica 

Mersacidina, nisina 

Bombina, temporina A e B 

Calipeltina A, discodermina 

Brogden, 2005 

Alberola et al., 2004 

Barbault et al., 2003 

 Antiviral Lactoferrina, dermaseptina Belaid et al., 2002 

Adaptado de PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013 

 

   

 Em relação a carga líquida do peptídeo, os resíduos de aminoácidos 

presentes na molécula caracterizam o peptídeo como catiônico ou aniônico 

(MARSHALL e ARENAS, 2003).  

A determinação das características físico-químicas dos AMPs permite não 

só uma compreensão das suas propriedades bioquímicas, mas também o 

delineamento de sua especificidade celular, onde sua capacidade de 

permeabilizar seletivamente as membranas irá sugerir o seu mecanismo de ação 

(ZASLOFF, 2002). 



 
 

8 
 

 

Figura 1. Estrutura dos peptídeos antimicrobianos segundo conformação da 

molécula. (A) e (D)- peptídeo em folha β; (B) e (C)- peptídeo em alça ou grampos; 

(E)- α-hélice e (F)-estendido. Fonte: JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006. 

 

Quando o peptídeo tem estrutura catiônica, com resíduos de aminoácidos 

como arginina e prolina, por exemplo, sabe-se que a interação com a membrana 

plasmática de células procariotas torna-se mais fácil, uma vez que esta é 

carregada negativamente. Já a membrana de organismos multicelulares se ligue 

com interações fracas aos lipídios de membrana (figura 2) (ZASLOFF, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Interação dos peptídeos antimicrobianos segundo composição lipídica 

da membrana celular. (A) organismos multicelulares eucariotos e (B) organismo 

procarionte.  Fonte: ZASLOFF, 2002. 

A B 

Interações eletrostáticas 
e hidrofóbicas 
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de animal multicelular (eritrócito) 

Camada externa 
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Fosfolipídeos 

Colesterol Fosfolipídeo Zwitteriônico  
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2.3 Mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos 

 

O principal mecanismo de ação descrito para os AMPs é a ação na 

membrana plasmática (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; BROGDEN e 

BROGDEN, 2011; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013). 

Os AMPs podem interagir com as membranas de três diferentes maneiras: modelo 

carpete, modelo em barril e modelo de poro toroidal (Figura 3) (BROGDEN, 2011; 

PAIVA et al., 2012; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013; 

BAHAR e REN, 2013; TAVARES et al., 2013). 

 

 

Figura 3. Mecanismo de ação dos peptídeos antimicrobianos na membrana 

plasmática. Em azul a parte hidrofóbica do peptídeo e em vermelho a parte 

hidrofílica do peptídeo. (A)- modelo em barril; (B)- modelo carpete; (C)- modelo de 

poro toroidal.  Fonte: BAHAR e REN, 2013. 

 

 Modelo carpete: Este modelo é usado para definir o mecanismo de ação 

onde os peptídeos se acumulam na superfície da membrana, de maneira tal 

que, quando observados, se assemelham a um carpete (TAVARES et al., 

2013). Os peptídeos interagem eletrostaticamente com grupos aniônicos 

Membrana celular AMP’s em solução aquosa 

Ligação dos AMP’s à membrana e 
formação da estrutura em α-hélice  
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cobrindo a superfície da membrana e, dependendo da concentração, isto é, 

em altas concentrações de peptídeo, eles podem romper a membrana 

lipídica de uma forma semelhante a um detergente, eventualmente levando 

a formação de micelas (DE PAULA, 2010). 

 

 Modelo em Barril: O modelo tipo barril descreve o mecanismo de ação 

onde os peptídeos se ligam e agregam à membrana pelas regiões 

hidrofóbicas do peptídeo que interagem com o núcleo lipídico da 

membrana. A face hidrofílica fica voltada para o lúmen do poro, formando 

uma estrutura parecida com um barril, onde o centro do barril é formado 

pelas regiões hidrofílicas do peptídeo (ZHANG, ROZEK e HANCOCK, 

2001). 

 

 Modelo de Poro Toroidal: No modelo de poro toroidal, os peptídeos 

antimicrobianos se alinham perpendicularmente à estrutura da bicamada e 

a parte polar do peptídeo se associa com as cabeças polares dos lipídios, e 

suas regiões hidrofílicas ficam voltadas para o poro (BROGDEN, 2005). O 

modelo de poro toroidal difere do modelo em barril, porque os peptídeos 

estão sempre associados com as cabeças polares dos lipídios de 

membrana e não pela parte apolar, mesmo quando eles estão 

perpendicularmente inseridos na bicamada (DE PAULA, 2010). 

 

 

De maneira geral, estes mecanismos propostos não interferem somente na 

permeabilidade seletiva e no transporte de nutrientes da célula. Em procariotos, 

onde a membrana desempenha várias funções, como a respiração celular, 

biossíntese da parede celular, de ácidos nucléicos e a secreção de proteínas, 

danos gerados nesta estrutura podem comprometer todo o metabolismo celular, a 

força próton motora, a cadeia transportadora de elétrons e por consequência a 

geração de ATP, resultando muitas vezes na morte da célula alvo (figura 4) 

(BAHAR e REN, 2013; FALICO, 2014).  
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Figura 4. Modelo Shai-Matsuzaki-Huang de mecanismo de ação dos peptídeos 

antimicrobianos. A, B, C, F- interação com danos na membrana; D, E- interação 

na membrana com danos intracelulares. Fonte: ZASLOFF, 2002. 

 

 

Segundo Cézard e colaboradores (2011), os mecanismos de ação 

propostos vão se diferenciar, em suma, pela etapa de ligação e inserção do 

peptídeo, onde ligações eletrostáticas iniciais não específicas direcionam a 

ancoragem do AMP. Os autores citam como exemplo a ligação de um peptídeo 

catiônico na membrana de uma bactéria Gram-negativa, onde a ligação vai ocorrer 

via grupamentos fosfatos aniônicos da camada de lipopolissacarídeos da 

membrana externa (LPS). Já em bactérias Gram-positivas a ligação ocorreria a 

partir da superfície do grupo de ácidos teicóicos presentes no peptidioglicano. 

Alguns autores sugerem que mesmo se o mecanismo de ação do peptídeo 

for um alvo intracelular, uma interação inicial com a membrana da célula é 

Interno 

Externo 

Difusão da membrana para 
alvos intracelulares 
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requerida para a atividade antimicrobiana do peptídeo, de maneira que esta 

interação determina o espectro de alvos celulares (Figura 4). Além disto, a 

interação eletrostática não termina na fase inicial de ligação. A parte hidrofóbica 

do AMP ajuda a inserir a molécula dentro da membrana celular, como já mostrado 

na Figura 3 (BAHAR e REN, 2013). 

Além destes mecanismos de ação para os AMPs já descritos, com ação na 

superfície celular, foram relatados também outros mecanismos de interação 

destas substâncias com estruturas intracelulares, tanto em procariotos quanto em 

eucariotos. Neste sentido, acredita-se que os AMPs possam interagir também com 

proteínas, DNA, RNA, mitocôndria, peptidioglicano, glicocálice, lisossomo, dentre 

outros (BROGDEN, 2005; JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; CHEN e 

HARRISON, 2007; TORRENT et al., 2012; BAHAR e REN, 2013). 

Peptídeos antimicrobianos, como buforinas, dermaseptinas, HNP-1, 

pleurocidina, indolicidina, pirrocidina e mersacidina, são exemplos de moléculas 

que atravessam a membrana celular e inibem processos celulares essenciais, 

enquanto peptídeos como a melitina, histatina, papiliocina e lactoferrina exercem o 

seu papel antimicrobiano pela formação de espécies reativas de oxigênio 

(PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013). 

Outro peptídeo encontrado na saliva humana, a histatina 5 (Hst5), tem 

como alvo a mitocôndria fungos e de parasitos, como Leishmania sp., induzindo a 

alterações mitocondriais e colapso bioenergético (ORTEGA et al., 2008). 

Trabalhos realizados com AMPs catiônicos α-hélice mostraram-se efetivos na 

ligação e destruição da membrana de lisossomos celulares (TORRENT et al., 

2012). Este mesmo grupo de pesquisa também já evidenciou ativação da via das 

caspases e morte do organismo por apoptose. 

Danos intracelulares como a inibição do DNA e da síntese proteica foram 

pesquisados por Nicolas (2009) que concluiu que mesmo quando o dano é 

intracelular é mediado ou passa pela membrana citoplasmática, que pode levar a 

maior ou menor translocação do peptídeo dependendo dos resíduos de 

aminoácidos presentes nele. Outros alvos intracelulares, como a inibição de 

proteases do hospedeiro, já tinham sido evidenciados em 1991 por Nishikata e 
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colaboradores para o peptídeo histatina de saliva humana. Em 2005, Brogden 

relatou a interação de diferentes peptídeos em alvos bacterianos de Escherichia 

coli, Yersinia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, entre outros, 

com ação em autolisinas e fosfolipases, alteração na formação do septo, inibição 

da síntese protéica e de ácidos nucléicos (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modo de ação extracelular e intracelular de peptídeos antimicrobianos 

usando Escherichia coli como célula alvo. Fonte: BROGDEN, 2005. 

 

 

Segundo Reddy e colaboradores (2004), além da formação de canal iônico, 

peptídeos como a seminalplasmina, isolada a partir do plasma seminal de bovinos, 

levam a ativação de moléculas da cascata de autólise celular em bactérias. 

Segundo estes autores, outros peptídeos como PP-39 e apidaecina mostraram-se 

efetivos na morte bacteriana pela degradação de proteínas requeridas no 

processo de replicação do DNA, bem como no transporte e metabolismo 

energético da célula bacteriana. 
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2.4 Peptídeos antimicrobianos como ferramentas terapêuticas potenciais  

 

 O comportamento de microrganismos frente às drogas antimicrobianas tem 

despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo a compreender melhor 

este fenômeno, e muitos trabalhos são publicados na literatura científica sobre a 

interação droga- microrganismo- resistência (WRIGHT, 2010; COX e WRIGHT, 

2013; MISHRA et al., 2013; ANDERSSON, HUGHES E KUBICEK-SUTHERLAND, 

2016).  

 Estudos sobre o resistoma microbriano tem contribuído para uma melhor 

compreensão da interação do ambiente e da pressão seletiva sobre a modulação 

da expressão gênica e manutenção desses genes de resistência nos reservatórios 

naturais, tais como o solo (TAVARES et al., 2013).  

 Mesmo com os avanços da biologia molecular na compreensão do 

fenômeno da resistência microbiana, o desenvolvimento de novas drogas 

antimicrobianas ainda se faz necessário. Substâncias que tenham novos sítios-

alvo, diferentes mecanismos de ação e que sejam menos tóxicas para a célula do 

hospedeiro, diminuindo assim alguns efeitos colaterais indesejados, vem sendo 

desenvolvidas (DENNISON, HARRIS e PHOENIX, 2007). E é neste cenário que 

surgem os estudos de prospecção de peptídeos antimicrobianos. 

 Uma ferramenta molecular que otimizou o estudo do resistoma microbiano 

foi o uso da metagenômica, que mostra uma relação direta e indireta da presença 

de cassetes de genes de resistência em bactérias não patogênicas do solo 

(RIESENFELD et al., 2004). Além disso, estudos metagenômicos tem sido usado 

para identificação de genes que codificam AMPs e também para predição, por 

programas como o AMPPred, que fazem inferências baseadas em similaridade 

(CASTRO, FERNANDES e FRANCO, 2014). 

  Vários AMPs têm se mostrado eficientes contra microrganismos 

multirresistentes, os chamados MDRs, sigla do termo em inglês multi-drug 

resistant, e com menor propensão ao desenvolvimento de resistência, 

provavelmente em função do peculiar mecanismo de ação a que eles estão 
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envolvidos, que é diferente daqueles amplamente conhecidos das drogas 

utilizadas no tratamento de doenças infecciosas (TAVARES et al., 2013). 

De modo geral, vários trabalhos vem relatando o potencial de uso dos 

AMPs como uma nova opção terapêutica, destacando seu papel antiviral, 

antifúngico, antibacteriano e antiparasitário (BROGDEN, 2005; JENSSEN, 

HAMILL e HANCOCK, 2006; SANG e BLECHA, 2008; McGWIRE e KULKARNI, 

2010; COBB e DENNY, 2010; GUANÍ-GUERRA et al., 2010; SILVA e MACHADO, 

2012; TORRENT et al., 2012; BAHAR e REN, 2013; FARUCK, YUSOF e 

CHOWDHURY, 2015). 

 

2.4.1 Atividade Antibacteriana 

 

Vários AMPs produzidos por células eucariotas também tem como alvo 

células bacterianas. Magainina, cepropina A, melitina, indolicidina, buforina II, PR-

39, LL-37, polifemusina são exemplos de peptídeos produzidos por anfíbios, 

abelhas, células da imunidade inata do homem e por suínos, que atuam induzindo 

a desestabilização da membrana, conexão aos ácidos nucléicos, o que pode levar 

à inibição do DNA, RNA e proteínas, e afeta o metabolismo do cálcio (JENSSEN 

et al., 2006, TAVARES et al., 2013). 

De particular importância são as interações competitivas entre os membros 

de uma comunidade microbiana, por meio da produção de substâncias que inibem 

o crescimento de outros microrganismos (JACK et al., 1995; PESCHEL e SAHL, 

2006). Estas substâncias incluem produtos finais do metabolismo, como ácidos e 

peróxido de hidrogênio, antibióticos clássicos, como bacitracina e polimixina B, 

que são sintetizadas por complexos multienzimáticos, enzimas bacteriolíticas 

semelhantes à lisozima, e um grupo de substâncias antagonistas conhecidas 

como bacteriocinas (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006). 

O primeiro relato documentado sobre a produção de um agente antibiótico 

por bactéria foi publicado em 1925, por Gratia, ao observar que uma amostra de 

Escherichia coli produzia, em meio liquido de cultura, uma substância 

termoestável e dializável, capaz de inibir, em baixas concentrações, o crescimento 
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de outra amostra da mesma espécie. Em 1946, este agente antibiótico recebeu de 

Gratia e Frederic, o nome genérico de “colicina” (MAYR-HARTING et al., 1972). 

Assim surgiu o termo “bacteriocina”, para designar AMPs produzidos por 

bactérias e que atuam contra outras bactérias, inibindo ou interagindo com 

espécies correlacionadas (curto espectro de ação) ou não (amplo espectro de 

ação) (SANG e BLECHA, 2008). 

Desde então, novas bacteriocinas e substâncias bacteriocina-like foram 

relatadas na literatura (CLEVELAND et al., 2001; GILLOR et al., 2005; APOLÔNIO 

et al., 2008). Embora já tenha sido descrita a produção de bacteriocinas por 

muitas bactérias tanto Gram-negativas quanto Gram-positivas, as mais estudadas 

são bacteriocinas produzidas por bactérias ácido-lácticas (LAB) e as colicinas, as 

quais já estão bem caracterizadas em relação às propriedades bioquímicas e 

modo de ação (GILLOR et al., 2005; CASCALES et al., 2007). Peptídeos 

catiônicos lineares em α-hélice e em folhas β também tem sido relatado na 

literatura, e exibem efeito tanto contra bactérias Gram-positivas, quanto Gram-

negativas (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006). 

A maioria das bacteriocinas apresenta em comum uma fração protéica em 

sua molécula, sintetizada no ribossomo (PAIVA et al., 2012). Estas substâncias 

são geralmente codificadas por genes localizados em plasmídios, que podem ser 

transferidos para outros microrganismos por mecanismos de recombinação 

bacterianos. Entretanto, já foram descritas algumas bacteriocinas que tem seus 

genes localizados no cromossomo, como, por exemplo, a produzida por Serratia 

marcencens. Geralmente, o operon das bacteriocinas codifica três proteínas: a 

bacteriocina, a proteína imune e a proteína liberadora de bacteriocina (VAN DER 

WAL et al., 1995). 

Pouco se conhece sobre os fatores que influenciam a produção de 

bacteriocinas na natureza. Em alguns casos, não há bacteriocina detectável antes 

da indução e, em outros casos, a indução aumenta o nível de substância 

produzida (MAYR-HARTING et al.,1972). Konisky, em 1978, observou que, apesar 

de muitos estudos descreverem condições para otimização da produção de 
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bacteriocinas em culturas puras, estes eram muito empíricos e pouco esclareciam 

sobre a biossíntese destas substâncias. 

Alguns dos fatores que, reconhecidamente, podem influenciar na produção 

de bacteriocinas in vitro são: pH, potencial de oxi-redução, temperatura, 

composição do meio de cultivo e fase de crescimento do microrganismo. Com 

relação à composição do meio de cultura, geralmente a produção é maior em 

meios complexos que em meios mais simples, havendo, contudo, exceções. No 

entanto, as proteínas presentes nestes meios podem apresentar características 

semelhantes às bacteriocinas, confundindo-se com estas. Alem disso, as 

bacteriocinas produzidas em meio sólido podem não o serem em meios líquidos, e 

a produção pode não ser constante (MAYR-HARTING et al.,1972). 

O mecanismo de ação das bacteriocinas, de modo geral, pode ser dividido 

em três etapas: a de ligação a receptores específicos no envelope celular; o 

transporte das moléculas de bacteriocinas através da membrana externa, ou, em 

alguns casos, via membrana citoplasmática; e a morte celular, via alterações 

bioquímicas especificas (RILEY e WERTZ, 2002). No entanto já foram verificados 

mecanismos de ligações dessas substâncias à membrana de modo inespecífico e 

sem ligação à receptores (PAIVA et al., 2012).  

 

2.4.1.1 Bacteriocinas de bactérias Gram-negativas 

 

Bacteriocinas de bactérias Gram-negativas foram as primeiras 

caracterizadas em detalhe. As mais conhecidas destas são as colicinas, 

produzidas por E. coli (RILEY e WERTZ, 2002; GILLOR et al., 2005; CASCALES 

et al., 2007). As colicinas constituem um grupo diverso de proteínas 

antibacterianas. São proteínas grandes e complexas, de 29-90 kDa, com domínios 

estruturais característicos envolvidos no ataque às células-alvo, translocação e 

atividade reconhecidamente bactericida (RILEY e GORDON, 1999; RILEY e 

WERTZ, 2002; KIM, TARR e PENFOLD, 2014) e, geralmente, não sofrem nenhum 

processamento pós-tradução, com exceção daquelas que perdem o resíduo de 

metionina N-terminal. 
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De acordo com o mecanismo de liberação da célula produtora, as colicinas 

são divididas em dois grupos, A e B. Em geral, colicinas do grupo A são liberadas 

no meio, enquanto as colicinas do grupo B não são secretadas. Entretanto, 

algumas colicinas que normalmente pertencem a um grupo podem apresentar 

homologia com colicinas do outro grupo, como é o caso das colicinas 5 e 10. 

Existem duas classes de plasmídeos colicinogênicos (pCol): tipo I e tipo II. Os 

plamideos tipo I são pequenos, de 6 a 10kb, presentes nas células em numero de 

aproximadamente 20 cópias. Estes podem ser amplificados e são mobilizáveis na 

presença de plasmídeos conjugativos. Codificam, principalmente, colicinas do 

grupo A e têm sido largamente utilizados na engenharia genética e biotecnologia 

(CASCALES et al., 2007). 

 Os plasmídeos tipo II são grandes plasmídeos de copia única, de, 

aproximadamente, 40kb, e codificam, usualmente, colicinas do grupo B. São 

conjugativos e promovem a transferência horizontal do material genético entre a 

célula doadora e receptora (CASCALES et al., 2007; GILLOR et al., 2005). 

De modo geral, a ação das colicinas pode acontecer por dois mecanismos: 

formação de poros na membrana, provocando a dissipação do seu potencial 

eletroquímico, perda de íons e outros componentes celulares, e por atividade 

enzimática de endonucleases, degradando DNA cromossômico (DNAses), ou 

RNA (RNAses), com consequente inibição da síntese protéica (CASCALES et al., 

2007). 

A proteína de imunidade das colicinas formadoras de poros está localizada 

na membrana interna da célula produtora, bloqueando a ação de colicina, sendo 

secretada de forma independente da colicina. Em contraste, a proteína de 

imunidade das colicinas com mecanismo de ação de nucleases é sintetizada no 

citoplasma e forma complexos com a colicina, neutralizando sua atividade 

catalítica. É este complexo que é liberado e só se dissocia durante a ação da 

colicina na célula sensível (BRAUN et al., 1994; KIM, TARR e PENFOLD, 2014). 

Os genes envolvidos na produção das colicinas estão organizados em um 

operon que contem, em geral, três genes: o gene estrutural, um gene que codifica 

a proteína de imunidade e um gene que codifica a proteína responsável pela 
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secreção da colicina. A síntese da maioria das colicinas é controlada pelo sistema 

“SOS” de regulação, responsável pelo controle dos genes envolvidos em sua 

regulação e sua expressão pode ser induzida por situações de estresse celular 

(SANTOS, 2001). 

Colicina codificada por cromossomos já foi relatada em Serratia 

marcenscens, sendo umacolicina com bastante homologia a colicinas formadoras 

de poros. Neste caso, o gene estrutural da colicina não está associado aos genes 

das proteínas de imunidade e liberação, em contraste ao observado para as 

colicinas codificadas por plasmídeos (SOUSA et al., 2013). 

Segundo Cotter e colaboradores (2013), o sistema de classificação para as 

bacteriocinas de Gram-negativos está dividido em dois grupos: o gupo das 

bacteriocinas pequenas, as microcinas, e o grupo das bacteriocinas grandes, as 

colicinas. 

 

2.4.1.2 Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas 

 

Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas são abundantes e mais 

diversificadas quando comparadas àquelas encontradas em bactérias Gram-

negativas (TAGG et al., 1976; GILLOR et al., 2005; PAIVA, 2007). 

Por definição, como mencionado, as bacteriocinas tem como componente 

essencial para sua atividade uma proteína ou um peptídeo. Embora as 

bacteriocinas de algumas bactérias Gram-positivas sejam de alto peso molecular e 

termolábeis, as descritas até o momento são, em sua maioria, pequenos 

peptídeos catiônicos, termoestáveis, estruturalmente bem diferentes das colicinas 

(GILLOR et al., 2005). 

As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas melhor estudadas pertencem 

ao grupo de bactérias de ácido láctico (LAB). Estas moléculas são formadas, 

inicialmente, como pré-peptideos que, após sofrerem processamento e serem 

separados do peptídeo líder, formam a molécula biologicamente ativa. Parece que 

a função da seqüência líder N-teminal é impedir que a bacteriocina tenha atividade 
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dentro da célula produtora, além de ser um sinal de reconhecimento para o 

sistema de transporte (NES et al., 1996; OGAKI, FURLANETO e MAIA, 2015). 

Assim como relatado para classificação de bacteriocinas de Gram-

negativos, o sistema de classificação dessas moléculas bioativas em Gram-

positivos também mudou. Na classificação mais atual, de Cotter et al. (2013), as 

bacteriocinas de Gram-positivos foram separadas das bacteriocinas de Gram-

negativos, sendo que as bacteriocinas de Gram-positivos foram agrupadas apenas 

nas classes I e II, sendo excluídas as classes III e IV. Na classe I, ficaram os 

peptídeos modificados, isto é, peptídeos que sofrem extensas modificações pós-

traducionais. Na classe II, temos os chamados peptídeos não-modificados/ 

cíclicos, isto é, as bacteriocinas que não sofrem modificações e também as que 

sofrem modificações modestas, como a formação de pontes dissulfeto, a 

circularização ou a adição de N-formilmetionina. Neste grupo temos a subclasse 

IIa- tipo pediocina, a subclasse IIb- bacteriocinas de dois peptídeos, a subclasse 

IIc- peptídeos cíclicos e a subclasse IId- as bacteriocinas de único peptídeo, que 

contém serina (s) na região C-terminal, modificação pós-traducional tipo 

sideróforo, além dos peptídeos lineares e tipo não-pediocina (OGAKI, 

FURLANETO e MAIA, 2015). 

Dentre as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, 

destacam-se a nisina (Lactococcus lactis subsp lactis), as estafilococcinas 

(Staphylococcus sp) e as enterococcinas (Enterococcus sp).  

A produção de bacteriocinas em bactérias Gram-positivas é, geralmente, 

associada com a transição de crescimento do microrganismo da fase logarítmica 

para a estacionária, não sendo necessário induzir sua produção (JACK et al., 

1995; RILEY e WERTZ, 2002). 

 

2.4.2 Atividade Antifúngica 

 

A incidência de infecções oportunistas por leveduras tem se tornado cada 

vez mais crescente. Isso pode estar relacionado a fatores como a maior 

agressividade no tratamento de neoplasias, transplante de órgãos, síndrome da 
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imunodeficiência adquirida (AIDS), tuberculose e antibioticoterapia prolongada. O 

gênero Candida se destaca neste contexto por se tratar de uma levedura 

pertencente à microbiota residente do ser humano e, uma vez instalada uma 

situação de desequilíbrio da microbiota, Candida pode causar infecções 

oportunistas de difícil tratamento (MACÊDO et al., 2009). 

 O desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de micoses 

graves causadas por Candida sp. busca moléculas que possam interagir com a 

célula fúngica de forma seletiva, sem interferências à célula do hospedeiro. Neste 

sentido, a parede celular fúngica é um bom alvo de ação, já que é essencial para a 

sobrevivência do fungo e não está presente nas células humanas (PEREZ e 

RIBAS, 2004). 

 A parede celular do fungo é constituída de resíduos de N-acetilglucosamina 

β1-4 ligados, formando a quitina, estrutura responsável pela rigidez e forma da 

célula. Quando a síntese da quitina é interrompida, a parede celular torna-se 

desorganizada e a célula fúngica sofre deformações e instabilidade osmótica 

(FALICO, 2013). 

 Nos últimos anos, o conhecimento sobre os peptídeos antifúngicos vem 

aumentando e vários mecanismos de ação tem sido proposto além da 

interferência em membrana. O uso do peptídeo Pn-AMP1, por exemplo, leva à 

despolarização da actina do citoesqueleto e a lise da parede celular. Danos na 

mitocôndria também já foram relatados com o uso de histatina. A ação da 

cecropina leva a sua ligação ao ergosterol/ colesterol de membrana e sua 

desestabilização e a lise desta já foi relatada pela magainina e brevinina-1 

(JESSEN et al., 2006). 

 

2.4.3 Atividade Antiparasitária 

 

Dentre as infecções parasitárias, as leishmanioses, que são doenças 

causadas pelo parasita protozoário Leishmania sp., são responsáveis por um 

grande problema de saúde pública mundial (OPAS, 2008). 
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Acredita-se que mais de 20 espécies de Leishmania podem infectar o 

homem e uma das características marcantes para estas doenças é a grande 

variedade de sinais clínicos. Classicamente, elas podem ser sub-divididas em 

duas manifestações clínicas: leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. A 

primeira inclui manifestações cutâneas ou de mucosa; a segunda acomete órgãos 

como baço, fígado e medula óssea e é considerada como a forma mais grave da 

doença, sendo fatal se não tratada (SANTOS et al., 2008; CRUZ et al., 2009). A 

patogênese das leishmanioses, suas manifestações clínicas e o curso da infecção 

são dependentes de complexas interações entre a virulência das diferentes 

espécies do gênero e a resposta imunológica mediada por células do hospedeiro 

(DEANE, 1985; GRIMALDI et al., 1993).  

Estima-se que aproximadamente 12 milhões de indivíduos estejam 

infectados com esta parasitose e a incidência anual é de 2 milhões de novos 

casos, com 350 milhões vivendo em áreas de risco (WHO, 2010). No continente 

americano, o Brasil constitui o país de maior incidência da doença, e dados 

recentes mostram que nos últimos 20 anos estas doenças vêm apresentando 

franco crescimento em todas as regiões do Brasil, tanto no número de casos como 

em expansão geográfica, observando-se um aumento no número de surtos 

epidêmicos (BRASIL 2013a, b).  

A partir de 2003, foi confirmada a autoctonia da leishmaniose tegumentar 

em todos os estados brasileiros, e o número de casos confirmados tem variado de 

20.000 a 30.000 anuais, sendo que no ano de 2015 foram registrados 20.187 

casos (Ministério da Saúde, DATASUS 2016a).  

No caso da leishmaniose visceral, os dados epidemiológicos dos últimos 

dez anos revelam a periurbanização e a urbanização da doença, destacando 

surtos ocorridos em várias capitais brasileiras, incluindo Belo Horizonte (MG) e 

outras cidades de médio a grande porte nas várias regiões brasileiras (BRASIL 

2013a, b). O número de casos tem variado entre 2.000 a 4.000 novos casos 

anualmente, sendo que em 2015 foram notificados 3.319 casos de leishmaniose 

visceral (Ministério da Saúde, DATASUS 2016b). Estes dados alarmantes 

reforçam o grande desafio ainda a ser vencido para o controle destas doenças.  
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Apesar do grande número de espécies de Leishmania que podem infectar o 

homem, todas têm um ciclo similar, consistindo de uma forma imóvel do parasito, 

amastigota, encontrada no hospedeiro mamífero (parasitando células do sistema 

fagocítico) e a forma promastigota flagelada no inseto vetor (trato digestivo), as 

quais são transmitidas durante o repasto sanguíneo por espécies de 

flebotomíneos, principalmente aqueles pertencentes ao subgênero Lutzomyia nas 

Américas (Figura 6) (LAINSON e SHAWl., 1992; MONZOTE, 2009).  

 

 

Figura 6. Ciclo de vida do parasito Leishmania, com fase promastigota no inseto 

vetor e fase amastigota intracelular em células fogocíticas do hospedeiro 

vertebrado. Fonte: Adaptado de CDC, 1998. 

 

 

Desde 1940, os antimoniais pentavalentes vêm sendo os medicamentos de 

primeira escolha para o tratamento de todas as manifestações clínicas das 

leishmanioses (SANTOS et al., 2008; CRUZ et al., 2009; FRÉZARD et al., 2000, 

ELMAHALLAWY e AGIL 2015, WHO, 2016). Os antimoniais usados na clínica são 
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complexos de Sb+5 com N-metil- D glucamina (antimoniato de meglumina ou 

Glucantime®) ou com gluconato de sódio (estibogluconato de sódio ou 

Pentostam®) (FRÉZARD et al., 2000). Estas drogas apresentam efeitos 

indesejáveis, tais como longo período de terapia, efetividade diminuída em alguns 

casos, sendo que a única forma de administração é a parenteral (SANTOS et al., 

2008; CRUZ et al., 2009; FRÉZARD et al., 2000, ELMAHALLAWY e AGIL, 2015). 

A ineficácia deste tratamento é observada particularmente na co-infecção HIV-

Leishmania (MONZOTE, 2009). Além disto, os antimoniais apresentam alto custo, 

girando em torno de 200 US$ por paciente, o que é altamente dispendioso para o 

sistema de saúde pública de países em desenvolvimento (SUNDAR e RAI, 2002). 

É interessante também ressaltar que, apesar do longo tempo de uso clínico dos 

antimoniais e do avanço de técnicas para caracterização molecular, a estrutura 

exata destes compostos, o metabolismo e o mecanismo de ação ainda não estão 

bem esclarecidos (FRÉZARD et al., 2000). 

Pentamidina e anfotericina B constituem as drogas de segunda escolha 

para o tratamento das leishmanioses, entretanto, ambas são muito tóxicas 

(MONZOTE, 2009, WHO 2016). Formulações lipídicas de anfotericina ou de 

antimoniais têm sido desenvolvidas no intuito de minimizar os efeitos tóxicos 

(SANTOS et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; MONZOTE, 2009). Contudo, o alto 

custo limita o uso deste medicamento, principalmente em países mais pobres 

(SANTOS et al., 2008). Miltefosina, utilizado inicialmente como anticancerígeno, 

tem sido apresentado como o mais novo tratamento alternativo por via oral, 

utilizado com sucesso em pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos 

(RICHARD e WERBOVETZ, 2010).  

Além dos efeitos adversos, incluindo o potencial teratogênico, pesquisas 

realizadas na América Central e do Sul apontam variações de sensibilidade de 

espécies de Leishmania do Novo Mundo (TEMPONE et al. 2011).  

Nas últimas duas décadas, vários trabalhos vêm sendo realizados na busca 

por AMPs com atividade leishmanicida (ALBEROLA et al., 2004; COBB e DENNY, 

2010; McGWIRE e KULKARNI, 2010; TELLERIA et al., 2013; SOUZA et al., 2013). 
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O primeiro AMP descrito para Leishmania com implicação terapêutica foi a 

temporina A e B, um AMP com 13 aminiácidos, isolado da secreção cutânea de 

Rana temporaria, rã vermelha da Europa. Por ser um peptídeo pequeno e com o 

menor número de aminoácidos carregados positivamente (uma única lisina/ 

arginina), Mangoni e colaboradores (2005) mostraram um efeito leishmanicida 

considerável pela ação do peptídeo que mantinha sua função biológica no soro. O 

mecanismo envolvido no efeito inibitório envolvia a permeação da membrana 

plasmática, o que levava ao rápido colapso do potencial de membrana, bem como 

a redução dos níveis de ATP intracelular e danos morfológicos na membrana do 

parasito (MANGONI et al., 2005). 

Antes disso outros peptídeos já haviam sido isolados de anfíbios com efeito 

anti-parasitário, como a dermaseptina (FEDER, DAGAN e MOR, 2000), 

dermatoxina (AMICHE et al., 2000) e filoxina (PIERRE et al., 2000), da secreção 

cutânea da perereca Phyllomedusa sp., bombininas (MANGONI et al., 2007) 

isoladas de Bombina sp e mangainina (ZASLOFF, 1987) da secreção cutânea do 

anfíbio africano Xenopus laevis, todos demonstrando interações com a membrana 

do parasito. Além de anfíbios, AMPs com ação lesihmanicida já foram extraídos de 

outros animais, como a gomesina extraída de hemócitos da aranha tarântula 

Acanthoscurria gomesiana (SILVA, DAFFRE e BULET, 2000).  

Peptídeos sintéticos também vêm sendo estudados para leishmaniose 

canina, como o peptídeo acilado Oct-CA(1-7)-M(2-9), pesquisado por JENSSEN et 

al. (2006) e que tem ação na membrana do parasito de forma promissora. 

Mais recentemente, Torrent e colaboradores (2012) mostrou o mecanismo 

de ação de diferentes peptídeos antimicrobianos contra os parasitos Leishmania e 

Plasmodium. A revisão realizada pelos autores evidencia não só o mecanismo de 

ação na membrana do parasito com dissipação do potencial de membrana e 

danos celulares, mas também o papel da proteases de membrana como a Gp63, 

no efeito protetivo conta AMPs.  

Diante do exposto, e frente aos desafios atuais de contenção e tratamento 

de doenças infecto-parasitárias, percebe-se a necessidade de buscar por novas 

tecnologias ou opções para a terapêutica destes patógenos. A prospecção de 
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AMPs pode resultar em moléculas promissoras com potencial utilização na terapia 

destas doenças, em especial as leishmanioses, pelo limitado arsenal de drogas 

disponíveis. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Prospecção de peptídeos bacterianos extracelulares obtidos do extrato 

bruto com atividade anti- Leishmania. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a produção de compostos bacterianos com atividade antagonista 

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pertencentes à coleção 

de culturas do Laboratório de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do 

ICB/ UFJF; 

 

 Avaliar a produção de compostos bacterianos com atividade antagonista 

contra o crescimento do fungo leveduriforme, Candida sp.; 

 

 Avaliar a produção de compostos no extrato bruto bacteriano com atividade 

antagonista contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, 

Leishmania braziliensis, Leishmania major e Leishmania chagasi;  

 

 Avaliar o espectro de ação dos compostos bacterianos que mostraram 

atividade antagonista contra bactérias, Candida e Leishmania; 

 

 Selecionar amostras bacterianas que produziram compostos com atividade 

anti-Leishmania exclusivamente para caracterização parcial; 

 

 Definir a fase de crescimento bacteriano na qual são produzidas compostos 

com a maior atividade antagonista contra formas promastigotas de L. 

amazonensis;  
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 Avaliar a influência da composição do meio de cultura sobre a produção de 

compostos antagonistas contra formas promastigotas de L. amazonensis; 

 

 Determinar a natureza proteica e purificar parcialmente os compostos 

bacterianos com antagonismo contra formas promastigotas de L. 

amazonensis; 

 

 Comparar o efeito inibitório do composto bacteriano do extrato bruto e da 

fração precipitada (peptídeos) em formas amastigotas de L. amazonenis; 

 

 Avaliar a toxicidade do composto bacteriano do extrato bruto e da fração 

precipitada (peptídeos) em macrófagos peritoneais de camundongos.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho experimental 

 

 

 

Fluxograma 1. Esquema representativo dos passos experimentais no estudo de 

prospecção de peptídeos bacterianos. 

Obtenção de extratos brutos extracelulares de 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

pertencentes à coleção de culturas do LFGMB/ICB 

 

Avaliação do 

antagonismo em bactérias 
Gram-positivas e negativas 

Amostras negativas  
nos ensaios de antagonismo  

Avaliação da atividade antagonista a   Leishmania sp. 

Avaliação do  
     antagonismo  
   em Candida sp  

Avaliação do  meio de  
cultura e da fase de 

crescimento na produção  
do composto antagonista  

Seleção das amostras 

com melhor atividade  
antagonista a L. amazonensis 

Avaliação dos extratos e frações precipitadas em formas promastigostas e 

amastigostas de L. amazonensis 

Caracterização e purificação parcial do extrato 

e avaliação dos peptídeos fracionados 
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4.2 Amostras bacterianas para avaliação da atividade antagonista 

 

Um total de 466 amostras bacterianas pertencentes à coleção de culturas 

do Laboratório de Genética e Fisiologia Molecular Bacteriana do ICB/ UFJF foi 

utilizado na prospecção de compostos antagonistas, sendo 368 cocos Gram-

positivos (CGP), pertencentes aos gêneros Staphylococcus (fezes de pombo, 

queijo minas frescal e leite humano) e Enterococcus (fezes de pombos) (Apêndice 

2); e 98 bastonetes Gram-negativos (BGN) entre representantes da família 

Enterobacteriaceae e BGN não-fermentadores, de origem animal (fezes de 

pombos), secreção humana (leite materno) e de alimento (queijo minas frescal) 

(Apêndice 3).  

Dentre as amostras testadas, foram utilizadas ainda linhagens bacterianas 

de referência de Escherichia coli (ATCC 11229 e ATCC 35218), Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 13866), Serratia marcences (CDC 4133), Salmonella enterica 

Tiphy (CFP/ IAL 1472), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter 

aerogenes (CDC 1680), Staphylococcus aureus (ATCC 33591, ATCC 25923 e 

ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus faecium 

(ATCC 35667), Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Kocuria rhizophila (ATTC 

9341) e Micrococcus luteus (ATCC 10240) (Apêndices 2 e 3). 

Os microrganismos foram rotineiramente cultivados em caldo BHI (Caldo 

infusão de cérebro e coração, Himedia, Mumbai, India) a partir de estoques 

mantidos criopreservados no laboratório. Todos os microrganismos repicados 

foram submetidos a testes bioquímicos fisiológicos para confirmação da identidade 

bacteriana (Apêndice 4). 

 

4.3 Avaliação da atividade antagonista ao crescimento de bactérias 

 

A investigação da atividade antagonista frente a linhagens bacterianas foi 

realizada pelo método da sobrecamada, segundo metodologia proposta por 

Romeiro (1989), que consiste em confrontar uma amostra bacteriana teste, 
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chamada de produtora, com amostras possivelmente sensíveis, chamadas de 

reveladoras.  

Para isso, as 466 amostras testes (368 CGP e 98 BGN) foram estriadas em 

ágar peptona de caseína e soja (TSA- Tryptic Soy Agar, Himedia, Mumbai, India) e 

incubadas a 36 ºC por 24 horas, para obtenção de massa celular. Com auxílio de 

uma alça bacteriológica, parte da massa celular obtida foi solubilizada em 1 mL de 

solução salina 0,9 % estéril, para obtenção de padrão de suspensão 

correspondente a 0,5 na escala MacFarland, e a partir desta diluição, 200µL foram 

distribuídos nos poços do Replicador de Steers (STEERS, 1959) e carimbadas na 

superfície do TSA. As placas foram incubadas a 36 ºC por 24 horas. 

Passado o período de incubação, foi adicionado 1 mL de clorofórmio P.A. 

(Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro) na face interior da tampa da placa de 

Petri, e estas foram deixadas fechadas e com a tampa para baixo, por 30 minutos, 

à temperatura ambiente, com intuito de gerar a morte bacteriana por vapor de 

clorofórmio. Após este período, as placas foram deixadas por 30 minutos 

entreabertas em capela de fluxo laminar para evaporação do clorofórmio residual. 

Paralelamente, 200 µL de cultura da amostra reveladora (Tabela 2) foram 

adicionados e homogeneizados a 4 mL de caldo infusão de cérebro e coração 

(BHI, Himedia, Mumbai, índia) acrescido de 0,7 % de ágar-ágar, previamente 

deixados no banho-maria a 70 ºC e homogeneizados. A mistura então foi vertida 

sobre as amostras carimbadas em TSA, de forma que todas as colônias das 

produtoras tivessem uma sobrecamada com a amostra reveladora. As placas 

foram incubadas por 24 horas a 36 ºC. Com o auxílio do replicador de Steers, foi 

possível a avaliação de pelo menos 32 amostras bacterianas contra uma amostra 

de bactéria reveladora por experimento.  

A atividade antagonista foi avaliada pela presença de halos de inibição do 

crescimento da amostra reveladora ao redor do inóculo da amostra produtora 

carimbada, sendo o valor do diâmetro do halo medido em milímetros (Figura 7). 

De acordo com o tipo de bactéria inibida, o antagonismo foi classificado em amplo 

espectro de ação (inibição de microrganismos filogeneticamente não relacionados 

à amostra produtora) ou de estreito espectro de ação (inibição de microrganismos 
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filogeneticamente relacionados à amostra produtora). Como controle negativo, foi 

utilizado o meio BHI (Himedia) sem inóculo, contendo 0,7 % de ágar-ágar. Todos 

os testes foram realizados com uma duplicata técnica e uma duplicata biológica.  

 

 

Tabela 2. Amostras bacterianas usadas como reveladoras no antagonismo 
bacteriano. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-positivos). 

 

 

 

 

CÓDIGO 
AMOSTRA 

 
IDENTIFICAÇÃO ORIGEM 

CGP1 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 
CGP6 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 

CGP11 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 
CGP19 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 
CGP23 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 
CGP27 Staphylococcus sp. Fezes de pombo 
CGP162 Enterococcus sp. Fezes de pombo 
CGP165 Enterococcus sp. Fezes de pombo 
CGP183 Enterococcus sp. Fezes de pombo 
CGP235 Enterococcus sp. Fezes de pombo 
CGP248 Staphylococcus sp. Queijo minas 
CGP269 Staphylococcus sp. Queijo minas 
CGP289 Staphylococcus sp. Queijo minas 
CGP302 Staphylococcus sp. Leite humano  
CGP313 Staphylococcus sp. Leite humano  
CGP329 Staphylococcus sp. Leite humano  
CGP337 Staphylococcus sp. Leite humano  
CGP360 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ATCC 
CGP362 Staphylococcus aureus ATCC 25923 ATCC 
BGN1 Pseudomonas putida Leite humano  
BGN3 Pseudomonas sp. Leite humano  
BGN8 A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas 
BGN9 Enterobacter amnigenus Queijo minas 

BGN10 Enterobacter sp. Queijo minas 
BGN93 P. aeruginosa ATCC 27853 ATCC 
BGN94 E. coli ATCC35218 ATCC 
BGN95 Salmonella Typhi CFP/IAL 1472 ATCC 
BGN96 Enterobacter aerogenes CDC 1680 CDC 
BGN97 E. coli ATCC 11229 ATCC 
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Figura 7. Esquema representativo do teste de antagonismo bacteriano pelo 

método da sobrecamada, segundo ROMEIRO (1989). Fonte: arquivo pessoal. 

 

 

4.4 Avaliação da atividade antagonista ao crescimento de Candida sp 

 

Foram utilizadas oito linhagens de Candida na investigação da atividade 

antagonista, as quais foram gentilmente cedidas pelo laboratório de Micologia do 

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade 

Federal de Juiz de Fora (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Amostras de Candida sp. usadas como reveladoras no teste de 

antagonismo. 

CÓDIGO AMOSTRA IDENTIFICAÇÃO ORIGEM 

CA1 Candida albicans ATCC 18804 ATCC  

CA2 Candida albicans ATCC 10231 ATCC  

CA3 Candida albicans Isolado clínico 

CP Candida parapsilosis ATCC 22019 ATCC  

CK Candida krusei ATCC 20228 ATCC  

CT Candida tropicalis ATCC 750 ATCC 

CD Candida dubliniensis ATCC 28 ATCC  

CG Candida glabrata ATCC 90030 ATCC  
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A investigação da atividade antagonista foi realizada pelo método da 

sobrecamada, segundo metodologia descrita por Mayr-Hartin (1972), que consiste 

em confrontar uma amostra bacteriana teste, designada produtora, com amostras 

de leveduras designadas reveladoras.  

As amostras de Candida foram avaliadas quanto a pureza de acordo com a 

característica macroscópica das colônias e pela característica morfotintorial, pelo 

método de Gram. Assim, cada amostra foi inoculada em placas contendo ágar 

Sabouraud 4 % (Himedia, Mumbai, India) por meio de alça bacteriológica e, em 

seguida, as placas foram incubadas à 36 ºC por até 48 horas. 

Para serem utilizadas como reveladoras, as amostras de Candida crescidas 

no ágar Sabouraud 4% tiveram parte da sua massa celular coletada com auxílio 

de uma alça bacteriológica e solubilizadas em 1 mL de solução salina 0,9 %, 

estéril, para obtenção de um padrão de suspensão correspondente a 0,5 na 

escala MacFarland. 

As 466 amostras testes de bactéria (Apêndices 2 e 3) foram estriadas em 

ágar TSA - peptona de caseína e soja (Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 36 

ºC por 24 horas, para obtenção de massa celular. Com auxílio de uma alça 

bacteriológica, parte da massa celular obtida foi solubilizada em 1 mL de solução 

salina 0,9% estéril, para obtenção de padrão de suspensão correspondente a 0,5 

na escala MacFarland e, a partir desta diluição, 200 µL foram distribuídos nos 

poços do Replicador de Steers (STEERS, 1959) e carimbadas na superfície do 

TSA. Foram utilizados também um controle positivo (Anfotericina B a 5 mg/mL) e 

um controle negativo (salina 0,9 %). As placas foram incubadas a 36 ºC por 24 

horas. 

Passado o período de incubação, foi adicionado um 1 mL de clorofórmio 

P.A. (Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro) na face interior da tampa da placa 

de Petri, e estas foram deixadas fechadas e com a tampa para baixo, por 30 

minutos, à temperatura ambiente, com intuito de gerar a morte bacteriana por 

vapor de clorofórmio. Após este período, as placas foram deixadas por 30 minutos 

entreabertas em capela de fluxo laminar para evaporação do clorofórmio residual. 
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Paralelamente, 200 µL das amostras reveladoras de Candida padronizadas 

a 0,5 da escala de MacFarland foram adicionadas e homogeneizadas em 4 mL de 

caldo Sabouraud acrescido de 0,7 % de ágar-ágar (Himedia), previamente 

deixadas no banho-maria a 70 ºC. A mistura então foi vertida sobre as amostras 

carimbadas em TSA, de forma que todas as colônias das produtoras tivessem 

uma sobrecamada com a amostra reveladora. As placas foram incubadas por 24 

horas a 36 ºC. Com o auxílio do Replicador de Steers, foi possível a avaliação de 

pelo menos 32 amostras bacterianas produtoras contra uma levedura reveladora 

por experimento.  

A atividade antagonista foi avaliada pela presença de halos de inibição do 

crescimento da amostra reveladora ao redor do inóculo da amostra teste 

carimbada, sendo o valor do diâmetro do halo medido em milímetros (Figura 8). 

Como controle negativo, foi utilizado o caldo Sabouraud contendo apenas 0,7 % 

de ágar- ágar. Todos os testes foram realizados com uma duplicata técnica e uma 

duplicata biológica. 

 

 

Figura 8. Esquema representativo do teste de antagonismo em fungo 

leveduriforme pelo método da sobrecamada segundo MAYR-HARTIN (1972). As 

setas indicam halos de inibição Fonte: arquivo pessoal. 
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4.5 Avaliação da atividade antagonista ao crescimento de Leishmania sp 

 

Após a realização dos testes de avaliação da atividade antagonista contra 

bactérias e Candida sp., as 466 amostras bacterianas foram divididas em dois 

grupos: (i) amostras positivas para a produção de composto antagonista; (ii) 

amostras negativas nos ensaios de antagonismo. Esta separação inicial teve 

objetivo de comparar se as amostras produtoras de compostos antagonistas ao 

crescimento de bactérias e/ou Candida também seriam capazes de inibir o 

crescimento de Leishmania, verificando assim uma possível sobreposição do 

espectro de ação da substância antagonista. 

Neste estudo, foram utlizadas quatro espécies de Leishmania, gentilmente 

cedidas pelo Núcleo de Estudos e Pesquisa em Parasitologia, do Departamento 

de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Espécies de Leishmania utilizadas no teste de antagonismo. 

CÓDIGO 

AMOSTRA 

IDENTIFICAÇÃO ORIGEM 

AMA L. amazonensis L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8 

BRA L. braziliensis L. braziliensis MHOM/Br/75/M2903 

CHA L. chagasi L. chagasi MHOM/Br/PP75 

MAJ L. major L. major MRHO/Su/59/P 

 

 

Considerando-se as particularidades de condições de cultivo de parasitos 

em relação ao cultivo de bactérias, as metodologias tradicionalmente descritas na 

literatura e utilizadas para investigação de antagonismo leveduriforme e bacteriano 

por compostos produzidos por bactérias durante seu crescimento em meios de 

cultura, não puderam ser aplicadas para Leishmania, para se ter uma 

padronização do método.  
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A metodologia padrão-ouro na pesquisa da atividade antagonista de 

compostos bioativos em parasitos é a descrita por Mossman (1983), onde se 

utiliza a cultura do parasito em meio líquido, soro bovino fetal, o composto bioativo 

e um indicador de óxido-redução, geralmente o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil 

tetrazólico (MTT). Outra diferença no método é a utilização de microplacas de 

poliestireno com 96 poços ao invés de placas de meio de cultura sólidos. 

Em relação a atividade antagonista, as amostras bacterianas crescidas em 

meio de cultura líquido tiveram que ser centrifugadas e filtradas em filtros 

bacteriológicos para obtenção de um extrato bruto livre de células, para que então 

somente os compostos advindos do seu crescimento, antimicrobianos em 

potencial, pudessem ser acrescidos ao sistema teste (Fluxograma 2).  

 

4.5.1 Obtenção de extratos brutos bacterianos 

 

As 466 amostras bacterianas foram cultivadas em 50 mL de caldo BHI 

(Himedia), em estufa bacteriológica a 36 ºC, por 24 horas. Após o período de 

incubação, esfregaços foram realizados em lâmina e coloração de Gram foi 

realizada para confirmação da pureza das culturas. A seguir, o extrato extracelular 

foi obtido pela precipitação da cultura por centrifugação a 4500x g (Centrífuga 

Marca Eppendorff 5804R) por 15 minutos, a 4 ºC, para separação do 

sobrenadante das massas celulares.  

Os extratos brutos extracelulares foram filtrados em membranas de 0,22 μm 

(TPP, Zurich, Switzerland), para remoção de células bacterianas remanescentes, 

congelados em biofreezer a -80 ºC por 72 h, e liofilizados por até 72 h, condições 

finais 60 µHg, -51 ºC (Liofilizador Liotop L101, São Paulo, Brasil). 

Para a avaliação da atividade anti-Leishmania, os extratos liofilizados foram 

pesados, e suspensões de concentrações de 300 e 600 mg/mL foram obtidas 

utilizando-se água destilada estéril. 
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Fluxograma 2. Esquema representativo dos passos experimentais no estudo de 

prospecção de compostos bacterianos com atividade anti-Leishmania. 
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4.5.2 Teste de atividade anti-Leishmania em formas promastigotas 

 

O teste anti-Leishmania foi realizado inicialmente em formas promastigotas 

e a atividade leishmanicida foi analisada pelo método colorimétrico do MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazólico; Sigma-Aldrich) em diferentes espécies 

do parasito (L. amazonensis, L. braziliensis, L. major e L. chagasi) (MOSSMAN, 

1983). O método do MTT consiste na avaliação da atividade das enzimas 

desidrogenases encontradas nas mitocôndrias metabolicamente ativas (células 

viáveis), as quais convertem o MTT, um sal de cor amarela e solúvel em água em 

formazan, um produto insolúvel e de cor púrpura (MOSMMAN, 1983). As amostras 

que se destacaram no teste de forma promastigota foram investigadas quanto ao 

índice de toxicidade em macrófagos peritoneais e também em formas 

amastigotas. 

Formas promastigotas de Leishmania foram cultivadas em diferentes meios 

de cultura, dependendo da espécie, conforme rotina estabelecida no NUPEP/ ICB/ 

UFJF: para L. amazonensis, meio Warren; para L. major e L. braziliensis, meio 

BHI e para L. chagasi, meio LIT (Liver Infusion Triptose- Infusão de fígado e 

triptose), todos suplementados com 10 % de soro bovino fetal (SBF), e antibiótico 

(penicilina 10.000UI/Ml e estreptomicina 10 mg/Ml, Cf= 10 µg/mL) a 24 oC (BRAGA 

et al. 2007, MACHADO et al. 2012). Para os testes anti-promastigotas, os 

parasitos, em fase exponencial de crescimento, foram contados em câmara de 

Newbauer e inoculados à razão de 2x106 células/ mL (L. amazonensis) e de 3x106 

células/ mL (L. braziliensis, L. major e L. chagasi), em placa de 96 poços estéreis, 

na presença de 10 µL dos extratos bacterianos, em duplicata, e incubados a 24 ºC. 

O experimento foi feito em triplicata para que se pudesse tirar uma placa após 24 

horas de interação, após 48 horas e após até 72 horas. Os extratos brutos usados 

neste ensaio nas concentrações de 300 e 600 mg/mL assumiam como 

concentrações finais 20 e 40 mg/mL, respectivamente, nos poços da microplaca. 

Como controles negativos, foram utilizados os meios de cultura 

suplementados com SBF, o diluente dos extratos bacterianos, e o meio de cultura 

utilizado para o crescimento das bactérias, concentrado da mesma maneira como 
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na preparação dos extratos bacterianos. Como controle positivo, foi utilizado 

anfotericina B (Cristália-Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Brasil), droga de 

referência para tratamento das leishmanioses.  

Após 24, 48 e 72 h de incubação foi adicionado 10 µL do MTT (5 mg/mL) 

em cada poço da placa, e incubado durante quatro horas. A reação foi 

interrompida pela adição de isopropanol/ácido clorídrico (0,7 % v/v), e a leitura 

realizada em espectrofotômetro à 570 nm (Termo Multiskan EX- Vantaa, Finland). 

A atividade antagonista dos extratos foi expressa em porcentagem de inibição do 

crescimento de Leishmania em relação ao controle, sem extrato. A partir deste 

ensaio, foi determinada a concentração inibitória mínima de cada extrato proteico. 

Os ensaios foram realizados em duplicatas e os resultados representam a média 

de três experimentos em dias diferentes. 

Para a visualização morfológica de formas promastigotas na presença ou 

ausência do extrato bacteriano, após 24 horas de incubação, foram coletados 5 µL 

do meio de interação para confecção de esfregaço em lâmina de vidro. Após 

secos, os esfregaços foram cobertos por álcool etílico absoluto (VETEC) e 

deixados por 20 minutos para fixação dos mesmos. Passado este período, as 

lâminas foram cobertas por Giemsa e deixadas por 20 minutos. Após secas, as 

lâminas de promastigotas representativas foram observadas em microscopia de 

luz em microscópio com captura de imagem (OLYMPUS, DP73, UTV05X0-

3,Tokyo, Japan).  

 

4.6 Avaliação da composição do meio de cultura e tempo de crescimento na 

produção de compostos com atividade em Leishmania amazonensis 

 

As amostras bacterianas cujos extratos tiveram os melhores valores de 

inibição de formas promastigotas de L. amazonensis foram avaliadas quanto ao 

tempo de crescimento e meio de cultivo, para a produção de compostos anti- 

Leishmania.  
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4.6.1 Obtenção de extratos brutos após cultivo bacteriano em diferentes 

meios de cultura  

 

As bactérias produtoras foram cultivadas nos meios: caldo BHI (Himedia), 

caldo TSB (Tryptic Soy Broth- Himedia), caldo Brucela (Merck), caldo Nutriente 

(Biolab) e água peptonada. As amostras foram incubadas à 36 ºC por 24 horas, e 

em seguida foram centrifugadas a 20800 g (Centrífuga Marca Eppendorff 5804R), 

4 ºC, por 15 min. O sobrenadante livre de células foi coletado por filtração em 

membrana de 0,22 μm (TPP), e o extrato extracelular de cada amostra foi 

congelado em biofreezer -80 ºC por 72 horas e liofilizado nas mesmas condições 

relatadas no ítem 4.5.1 para obtenção dos extratos à 600 mg/mL.  

A atividade antagonista contra formas promastigotas foi avaliada pela 

porcentagem de inibição do crescimento da mesma, pelo método do MTT. 

Os meios que permitiram as maiores porcentagens de inibição foram 

selecionados para avaliação da produção da substância antagonista e 

porcentagem de inibição de Leishmania ao longo da curva de crescimento 

bacteriano in vitro. 

 

4.6.2 Obtenção de extratos brutos ao longo do crescimento bacteriano in 

vitro 

  

As amostras bacterianas candidatas foram cultivadas em 50 mL de caldo 

BHI, a 36 ºC, por 24 h. Posteriormente, os 50 mL foram transferidos para 450 mL 

do mesmo meio de cultivo, e incubados nas mesmas condições por até 30 h.  

A densidade óptica da cultura foi avaliada em intervalos de 6 h (DO=600nm 

em Espectrofotômetro AJX-3002 PC Micronal) a partir de alíquotas de 3 mL da 

cultura. Além disso, foi retirado nos intervalos de tempo, um mililitro da amostra 

para plaqueamento e contagem de UFC/mL e cerca de 50 mL para obtenção dos 

extratos brutos extracelulares de cada tempo, usados para determinação da 

atividade anti-Leishmania pelo composto bioativo produzido pela bactéria ao longo 
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do seu crescimento. Os dados obtidos foram utilizados para a construção da curva 

de crescimento bacteriano (Apêndice 5 e 7).  

 

4.7 Precipitação protéica dos extratos provenientes da melhor condição 

experimental 

 

Na melhor condição de cultivo determinada (tempo e meio), as bactérias 

candidatas foram repicadas em volumes de 1000 mL e, logo em seguida, 

submetidas à centrifugação para coleta do sobrenadante (5500 RPM, à 4 ºC, por 

20 min). O sobrenadante foi então filtrado em membrana de 0,22 µm (TPP), com 

auxílio da bomba de vácuo, e o sobrenadante livre de células foi medido em 

proveta para determinação do volume e cálculo do sulfato de amônio (VETEC) a 

ser utilizado para a precipitação protéica.  

O extrato bruto extracelular de cada bactéria selecionada foi precipitado em 

três concentrações de sulfato de amônio (0-40 %, 40-70 % e de 70-100 % p/v), 

sob agitação constante e lenta em banho de gelo. Os precipitados de cada fração 

foram coletados após centrifugação a 10.000g, a 4 oC, por 20 minutos e 

dissolvidos em PBS, pH 7,4. As frações obtidas foram exaustivamente dialisadas 

contra o mesmo tampão em baixa temperatura (7 oC) por 24 horas. Desta forma, 

foram obtidas frações extracelulares E40, E70 e E100. Estas frações foram 

avaliadas quanto ao potencial inibitório das formas promastigotas de Leishmania 

amazonensis.  

 

4.8 Avaliação da toxicidade sobre macrófagos peritoneais 

 

Para a avaliação da citotoxicidade dos extratos bacterianos, macrófagos 

peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c previamente estimulados com 

2 mL de meio tioglicolato (Sigma-Aldrich, USA) a 3 % estéril para indução de uma 

resposta inflamatória e recrutamento dos macrófagos para a cavidade peritoneal. 

Após 72 horas, os animais foram eutanasiados por asfixia em câmara de CO2 

(Insight, São Paulo) e injetou-se 5 mL de solução de Hank`s fria (Sigma-Aldrich, 



 
 

45 
 

USA) na região abdominal dos camundongos. O aspirado contendo as células 

residentes do peritônio foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm (Thermo 

Scientific, USA), o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de meio RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich, USA) e as células foram contadas em câmara de Neubauer.  

Em seguida, em cada poço da placa de 96 poços, adicionou-se 100 L de 

uma suspensão de 2x106 células/mL (2x105 células/poço) em meio RPMI-1640 

suplementado com 10 % de SBF e 0,5 % de penicilina/estreptomicina, e as placas 

permaneceram por 1 hora em estufa com 5 % de CO2 a 37 ºC para que os 

macrófagos aderissem. Em seguida cada poço foi lavado com PBS estéril para a 

retirada de macrófagos não aderidos e mantidos por 24 horas, em estufa com 5 % 

de CO2 a 37 ºC, em meio RPMI-1640 contendo 10 % de SBF. Após este período, 

foram adicionados os extratos bacterianos, nas mesmas concentrações usadas no 

teste anti-promastigota (extratos brutos com concentração inicial de 300 e 600 

mg/mL concentrações finais de 19.0 e 38.0 mg/mL, respectivamente), e a placa 

novamente incubada em estufa com 5 % de CO2 a 37 ºC por 48 horas. 

Posteriormente, foi adicionado 10 µL de MTT a 5 mg/mL e, após 2 horas, a 

reação foi interrompida com adição de 100 µL de isopropanol/HCl (0,4 %) e a 

leitura realizada em espectrofotômetro a 570 nm (Spectramax 190, Molecular 

Devices). Os testes foram realizados em duplicatas e poços sem extrato foram 

utilizados como controle negativo. Os resultados foram expressos em 

porcentagem de inibição em relação ao controle a partir da média de dois 

experimentos realizados em dias diferentes. Os procedimentos foram realizados 

de acordo com os princípios de ética no uso animal e aprovado previamente pela 

Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da UFJF (CEUA 054/2013). O 

protocolo foi anexado ao final deste trabalho (Anexo 2). 

Os extratos bacterianos que mostraram baixa toxicidade para estas células 

foram utilizados nos testes de atividade em formas amastigotas de L. 

amazonensis. 
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4.9 Teste de atividade em formas amastigotas de L. amazonensis 

 

Os ensaios de inibição amastigota foram realizados de acordo com a rotina 

já previamente estabelecida no NUPEP/ ICB/ UFJF. Macrófagos peritoneais foram 

obtidos, como descrito no ítem 4.8, após obtenção do lavado peritoneal de 

camundongos.  

Posteriormente, essas células foram distribuídas sobre lamínulas de vidro 

de 13 milímetros de diâmetro, em placas de 24 poços, onde em cada poço foram 

adicionados 300 L de suspensão celular, na concentração de 2x106 células/mL, 

em meio RPMI-1640 contendo 10 % SBF e 0,5 % de penicilina/estreptomicina. A 

placa foi incubada por 1 hora à 37 oC em estufa com 5 % de CO2 para que os 

macrófagos aderissem à lamínula. Após este tempo, as células foram lavadas com 

PBS estéril para a retirada das células não aderidas. 

Após 16 horas, as células foram lavadas com PBS estéril e foram 

infectadas com promastigotas de L. amazonensis em fase estacionária de 

crescimento (razão de 5 promastigotas: 1 macrófago) em meio RPMI-1640 

contendo 10 % SBF e deixadas interagir por 3 horas a 37 ºC com células 

hospedeiras. Em seguida, cada poço foi lavado com PBS estéril para retirar os 

parasitos que não foram fagocitados e os compostos foram adicionados nas 

mesmas concentrações do teste anti-promastigota.  

Após 72 horas de tratamento, em estufa de CO2 a 33 ºC, as células foram 

fixadas com álcool absoluto e coradas com Giemsa, e observadas em microscópio 

óptico com captura de imagem (OLYMPUS, DP73, UTV05X0-3,Tokyo, Japan). Os 

testes foram realizados em duplicatas e poços sem extrato foram utilizados como 

controle negativo. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição em 

relação ao controle a partir da média de dois experimentos realizados em dias 

diferentes. Como controle positivo, foi utilizada a anfotericina B (Cristália-Produtos 

Químicos Farmacêuticos Ltda, Brasil), droga de referência para tratamento das 

leishmanioses.  

O efeito antiparasitário dos extratos bacterianos foi avaliado a partir da 

contagem de amastigotas dentro dos macrófagos, com a contagem de 500 
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macrófagos/ lamínula. Os procedimentos foram realizados de acordo com os 

princípios de ética no uso animal e aprovado previamente (Anexo 1). 

 

4.10 Análise estatística 

 

 A análise estatística dos dados obtidos nos ensaios promastigotas foi 

realizada por meio da análise de variância (one-way-ANOVA). 

Para comparação dos valores médios de inibição das amostras, 

considerando o extrato precipitado proveniente da melhor condição experimental, 

foi utilizado o teste T de Student. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Produção de compostos antimicrobianos por bactérias 

 

A produção de compostos antimicrobianos pelas 466 amostras bacterianas 

pesquisadas levou a 20.038 ensaios de antagonismo, como mostrado na figura 9. 

 

 

 

Figura 9. Organograma representativo da prospecção de peptídios 

antimicrobianos in vitro. 

 

 

A avaliação da produção de compostos com atividade antagonista contra 

bactérias totalizou 14.446 ensaios dos quais 6.744 foram realizados entre 

bactérias filogeneticamente não-relacionadas (BGN x CGP), e 7.702 entre 

bactérias filogeneticamente relacionadas (BGN x BGN ou CGP x CGP). Não foram 

observados eventos de auto-inibição, com os reveladores testados.  

Para avaliação da produção de compostos com atividade antagonista 

contra amostras de Candida sp., 3.728 testes foram realizados, no entanto, devido 

PROSPECÇÃO 
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a perda de viabilidade de 23 amostras durante a prospecção, consideramos 

apenas 3.544 eventos de inibição confirmados. 

A avaliação da produção de compostos com atividade antagonista contra 

espécies de Leishmania resultou em 1.864 testes de inibição, considerando as 

466 amostras bacterianas testadas frente 4 amostras do parasito usadas como 

reveladoras. Dos testes preliminares, apenas 472 apresentaram homonegeidade 

nos resultados de inibição e puderam ser confirmados, onde 51 ensaios foram 

referentes a inibição de L. braziliensis, 36 referentes a inibição de L. major, 24 

referentes a inibição de L. chagasi e 361 referentes a inibição de L. amazonensis. 

A prospecção de substâncias bioativas muitas vezes é exaustiva, 

dispendiosa, necessita de muitas repetições técnicas e biológicas, e cuja 

padronização da metodologia e dos observadores depende de muitas etapas de 

treinamento e análise. Especialmente, considerando-se os objetivos propostos 

neste estudo, é de se levar em conta que Leishmania são parasitos que exigem 

constantes passagens em camundongos para verificar sua infecciosidade, e 

também da cultura de macrófagos, para a avaliação das formas amastigotas, o 

que demanda uma atenção especial às passagens celulares nas fontes de cultivo 

utilizadas (ROCHA, 2009). Além disso, devido a impossibilidade de cultivo desses 

parasitos em meios de cultura sólidos, como rotineiramente realizado para 

bactérias e fungos, e o ineditismo da proposta sem relatos metodológicos prévios 

na literatura disponível, optou-se por fazer a investigação da atividade anti-

Leishmania inicialmente em formas promastigotas do parasito. Ambas as formas 

do parasito são consideradas ferramentas essenciais para avaliação do potencial 

de novas drogas em Leishmania (COBB e DENNY, 2010) e, assim, os ensaios em 

promastigotas serviram como triagem para seleção dos compostos bioativos 

(TEZUKA, 2015). 

Outro fator importante na prospecção é busca pela compreensão de fatores 

internos e externos, químicos e físicos, que influenciam na produção natural de 

substâncias bioativas por diferentes tipos celulares. Na literatura científica são 

encontrados trabalhos de prospecção de substâncias bioativas a partir de 

organismos muito diversos, tais como plantas (BESSA et al., 2013; PORCU e 
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XAVIER, 2014), fungos (GUBIANI, 2015), bactérias (LEÃES, 2012), anuros 

(SOUZA, 2008), carrapatos (SILVA, 2007), dentre outros, sendo relatados 

diferentes fatores interferentes para cada perfil celular, o que culmina em 

diferentes problemas metodológicos. 

A que se considerar também que apesar dos microrganimos terem 

contribuído muito nesta busca por novas drogas, sabe-se que apenas 1% deles 

são cultiváveis por técnicas tradicionalmente utilizadas nos laboratórios de 

microbiologia. Assim, alguns autores têm considerado que abordagens como a 

metagenômica apareceriam como uma ferramenta alternativa de prospecção, uma 

vez que permitiriam a geração de coleções de compostos bioativos naturais e 

sintéticos por estes microrganimos não cultiváveis e o acesso à clusters de genes 

associados a vias biossintéticas silenciadas (BÉRDY, 2005; GUIMARÃES, 

MOMESSO e PUPO, 2010). 

Assim, além de ser uma solução para a prospecção de substâncias 

bioativas em microrganismos viáveis, porém não cultiváveis, a análise in silico vem 

sendo relatada como uma alternativa também à redução de custos e ensaios 

laboratoriais, já que inicialmente utiliza-se de técnicas de sequenciamento de nova 

geração para varredura de genomas de amostras candidatas, buscando-se assim 

a presença de regiões codificadoras para substâncias bioativas (BELARMINO et 

al., 2010; SALLES, 2012; TAVARES et al., 2013; TAVARES, 2015). 

A análise transcriptômica (MATULOVA et al., 2013) e proteômica (LUNA-

RAMIREZ et al., 2013) para predição de aminoácidos e peptídeos de interesse 

também já é uma realidade na prospecção de AMPs. Isso sem considerar a 

prospecção de compostos lipídicos e fenólicos (SILVA et al., 2010).  

 

5.1.1 Atividade antagonista contra bactérias 

 

Um total de 222 amostras bacterianas mostraram-se capazes de inibir o 

crescimento bacteriano, perfazendo 47,6 % de casos positivos, dos quais 17,1 % 

(n=38) associados a BGN e 82 % (n=184) associados a CGP. 
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Dentre os isolados que produziram compostos antagonistas, observou-se a 

presença de espécies clinicamente relevantes, como Escherichia coli, 

Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra as 

bactérias testadas. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-

positivos). 

 

Amostras de BGN produtores 

(n=38) 

Amostras de CGP produtores 

(n=184) 

E. coli (n=32) Staphylococcus sp. (n=108) 

Pseudomonas sp.(n=4) Enterococcus sp. (n= 76) 

Acinetobacter sp.(n=1)  

Serratia marcenscens (n=1)  

 

 

Dos 38 BGN produtores de compostos antagonistas, 84 % (n=32) 

corresponderam a Escherichia coli, seguidos de membros do gênero 

Pseudomonas, que representaram 10,5 % das amostras (n=4) (Tabela 4). A 

porcentagem elevada de E. coli dentre as linhagens produtoras de antagonismo 

bacteriano já era esperado, uma vez que, na literatura, diferentes trabalhos 

relatam a produção de substância antagonista por representantes dessa espécie 

(CURSINO et al., 2002; GORDON e O’BRIEN, 2006; MAJEED et al., 2011).  

Dentre as substâncias antagonistas produzidas por bactérias Gram-

negativas, e mais especificamente por E. coli, as bacteriocinas colicinas e 

microcinas são as mais estudadas, sendo isoladas com frequência de amostras 

provenientes da microbiota intestinal (O'SHEA et al., 2012). Flach, Vecchia e 

Corção (2001) analisando amostras de água de abastecimento no município de 

Porto Alegre observaram a produção de colicina por E. coli numa frequência de 10 

%. Em nosso estudo, a frequência observada de produção de substância 
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antagonista por E. coli foi de 41 % (n=32, de 78 amostras), o que reafirma a 

importância do estudo desta espécie, dentre as bactérias Gram-negativas, como 

eficiente produtora de compostos bioativos. 

Em relação à origem, a maioria das amostras positivas para o antagonismo 

bacteriano foram isoladas de fonte animal (79 %), seguidas daquelas de fonte 

alimentar (13 %) e das linhagens de referência (8 %). Não foi observada a 

produção de substância antagonista por bactérias isoladas de leite humano. 

Acredita-se que bactérias associadas a ecossistemas altamente 

competitivos, tais com como o trato gastrintestinal de pombos urbanos, possam 

estar relacionadas, mais frequentemente, com a expressão de atividade 

antagonista (BARBOSA et al., 2011). Essa capacidade poderia atuar como 

vantagem importante para controlar os níveis populacionais de outras espécies no 

ecossistema, bem como evitar o crescimento exacerbado da microbiota do 

hospedeiro (COX e WRIGHT, 2013).  

Ao se analisar apenas as amostras bacterianas Gram-negativas como 

produtoras, foram observados 84 % de eventos de inibição frente a espécies não 

relacionadas filogeneticamente com a amostra produtora, como a inibição de 

amostras do gênero Enterococcus. Essa relação antagônica sugere um 

mecanismo de ação de amplo espectro. A produção de bacteriocinas por bactérias 

Gram-negativas é muito estudada, principalmente colicinas de E. coli, e evidencia 

que nessas moléculas a produção geralmente é mediada por resposta do sistema 

SOS a estresse, envolvendo genes plasmidiais que codificam a proteína de 

inibição (colicina), a proteína de imunidade e algumas vezes a proteína de lise 

(CURSINO et al., 2002; GORDON e O’BRIEN, 2006; BENITEZ, 2010; O’SHEA et 

al., 2012). Além de E. coli, o presente estudo também evidenciou a produção de 

substância antagonista por amostras de Serratia marcescens (BGN98) e 

Pseudomonas sp. (BGN4, BGN11 e BGN93, Apêndice 3), que também encontra 

respaldo na literatura científica, onde trabalhos como o de Rebuffat (2011) 

relataram a produção de piocinas por P. aeruginosa e marcescinas por S. 

marcescens. O mecanismo de ação de bacteriocinas de Gram-negativos 

geralmente envolve a ligação da proteína a um receptor de superfície da célula 
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alvo seguido de inibição da síntese de proteínas, degradação do DNA ou 

formação de poros na membrana citoplasmática (SMAJS et al., 1997; RILEY e 

WERTZ, 2002, CASCALES et al., 2007). 

Os resultados obtidos aqui corroboram com os de Cavalcante e 

colaboradores (2013), que testaram amostras bacterianas de diferentes ambientes 

e observaram a capacidade antagonista de um isolado de P. aeruginosa contra 

bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. 

Apolônio e colaboradores (2007) também observaram atividade antagonista de 

amplo espectro de ação em isolados de Eikenella corrodens, da cavidade bucal 

humana, com perfil de inibição contra linhagens como Porphyromonas gingivalis, 

Staphylococcus aureus e Peptostreptococcus anaerobius. 

Em nosso estudo, foram observados também eventos de antagonismo mais 

restritos, que totalizaram 16 % dos casos positivos, cujo efeito de inibição foi sobre 

espécies mais proximamente relacionadas às células produtoras, como amostras 

de Salmonella sp. e Pseudomonas sp. 

Dos 368 cocos Gram-positivos avaliados, 184 amostras (50 %) foram 

capazes de inibir o crescimento de pelo menos uma das amostras reveladoras 

testadas. O tamanho dos halos de inibição foi bastante variável, destacando-se 

algumas amostras de Staphylococcus isolado de fezes de pombo (CGP60 e 

CGP64, Apêndice 2), que foram capazes de inibir 21 amostras reveladoras, com 

halos de inibição que chegaram a 29 mm de diâmetro. Halos maiores indicam 

maior efeito do composto sobre o crescimento da amostra reveladora, mostrando 

que o tamanho de 29 mm indica a maior redução observada. Dentre as amostras 

que tiveram o seu crescimento inibido, encontram-se amostras de Enterococcus 

sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus MRSA, Pseudomonas e E. coli. 

As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas são relatadas na literatura 

como mais abundantes e diversificadas que as de Gram-negativas, são menores 

(até 8 kDa) e cujo mecanismo de liberação envolve sistema específico de 

transporte, não envolvendo assim dano a célula produtora, como ocorre nas 

Gram-negativas (FERREIRA, 2007). 
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Quanto à origem, as amostras provenientes de fonte animal foram as que 

mostraram mais atividade antagonista (80 %), seguidas daquelas isoladas de 

secreção humana (16 %), e de origem alimentar (2 %).  

Em relação ao espectro de ação, 41,5 % dos testes relacionaram-se com 

antagonismo a espécies não relacionadas filogeneticamente, como E. coli, 

Pseudomonas sp., Salmonella sp. e Shigella sp., sugerindo um espectro de ação 

mais abrangente. Por outro lado, 58,5 % dos eventos mostraram um espectro de 

ação mais restrito, agindo sobre espécies mais proximamente relacionadas, como 

Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. 

Das amostras produtoras, houve uma prevalência na produção de 

substância antagonista contra representantes do gênero Staphylococcus, que 

somaram 58,7 % das amostras posivitas, seguidos de 41,3 % por amostras do 

gênero Enterococcus. Os representantes do grupo de Micrococcus sp. e Kokuria 

sp. não produziram substância antagonista ativas contra as bactérias reveladoras 

testadas neste trabalho. 

 A capacidade de produção de bacteriocinas por Staphylococcus foi avaliada 

por Nascimento e colaboradores (2005), que obtiveram um percentual de 5,8% de 

linhagens produtoras, valor muito inferior ao encontrado neste trabalho. O trabalho 

não deixou claro a quantidade de amostras reveladoras usadas, o que pode ter 

influenciado no resultado da pesquisa. 

 Na literatura científica existem relatos de várias substâncias antagonistas 

produzidas por estes dois gêneros, destacando-se a produção de estafilococcinas, 

aureocina A53, A70, 4185 e hyicina 3682 por estafilococos (CEOTO et al., 2012) e 

enterococcinas por enterococos (NASCIMENTO et al., 2010). 

 

5.1.2 Atividade antagonista contra Candida sp. 

 

O resultado da avaliação da produção de compostos antagonistas contra 

Candida está apresentado na tabela 6.  
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Tabela 6. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra 

Candida sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-positivos).  

 

Amostras de BGN produtores 

(n=1) 

Amostras de CGP produtores 

(n=4) 

E. coli (BGN54) Staphylococcus sp. (CGP31) 

 Staphylococcus sp. (CGP41) 

 Staphylococcus sp. (CGP60) 

 Staphylococcus sp. (CGP259) 

 

Um total de 443 amostras bacterianas foram confrontadas às 8 linhagens 

de Candida usadas como reveladoras e 5 amostras bacterianas foram capazes de 

inibir o crescimento de Candida sp. (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7: Eventos de inibição das amostras produtoras de compostos 

antagonistas contra Candida sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos 

Gram-positivos).  

Amostras CA1 CD CG CK CT 

CGP31 

CGP41 

CGP60 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

CGP259 - - + - - 

BGN54 - - + - - 

CA1= C. albicans; CD= C. dubliniensis; CG= C. glabrata; CK= C. krusei; CT= C. tropicalis 

(+) positivo: presença de halo de inibição; (-) negativo: ausência de halo de inibição 

 

 

As amostras reveladoras CA2 (Candida albicans ATCC10231), CA3 

(Candida albicans de isolado clínico) e CP (Candida parapsilosis ATCC 22019) 

não foram inibidas por nenhuma amostra produtora testada neste estudo. 
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Os testes de atividade antagonista revelaram a inibição de cinco espécies 

de Candida por quatro cocos Gram-positivos e um bastonete Gram-negativo. Em 

estudo semelhante, Yadav e colaboradores em 2006 demostraram a inibição de 

Candida albicans e de Aspergillus sp. por uma linhagem bacteriana pertencente à 

família Enterobacteriaceae, no entanto, o método utilizado foi disco difusão e 

microdiluição. O resultado apresentado no nosso trabalho corrobora também com 

o obtido por Hasslof et al. (2010) que demonstraram pelo método da sobrecamada 

a inibição de Candida albicans por linhagens de Lactobacillus sp., bactéria Gram-

positiva, e que compartilha o mesmo perfil de produção de substâncias 

antagonistas. 

Dentre as espécies produtoras, destaca-se a amostra CGP41, um 

estafilococo isolado de fonte animal, que foi capaz de inibir o crescimento de 

quatro espécies de Candida. A inibição do crescimento fúngico por peptídeos 

bacterianos vem sendo relatada na literatura científica desde o surgimento dos 

primeiros antibióticos. De Lucca e Walsh (1999) relataram a inibição do 

crescimento de Candida sp. pelos peptídeos iturina A e syringomicina E, 

produzidos respectivamente por Bacillus subtilis e Pseudomonas syringae. O 

mecanismo de ação da iturina A está associado a alterações na tensão superficial 

da membrana celular, o que causa a formação de poros com perda de K+ eoutros 

íons vitais, levando a morte da célula. Já syringomicina E aumenta o fluxo de K+, 

H+, Ca2+ e do potencial de membrana em leveduras, o que resulta na alteração da 

fosforilação proteica e atividade da H+ATPase (De Lucca e Walsh,1999). 

Shekh e colaboradores (2011) evidenciaram que linhagens de 

Enterococcus faecium isolados de pinguim foram capazes de inibir o crescimento 

de seis linhagens de Candida albicans. Os mesmos autores, em 2012, mostraram 

a capacidade de linhagens de Enterococcus faecalis em produzir fator anti-

Candida.  

Em nosso trabalho não foram identificadas amostras de enterococos e nem 

de Pseudomonas sp. produtores de substância antagonista contra as amostras 

testadas. 
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A expressão e produção de compostos bioativos por bactérias é bastante 

variável segundo a literatura científica, uma vez que atuam como estratégia de 

defesa e podem ser expressos constantemente ou após a exposição a algum fator 

externo, como por exemplo, outros microrganismos (O’DRISCOLL et al., 2013). 

Estes compostos podem ser codificados por genes presentes em plasmídeos, que 

poderiam ser facilmente transferidos entre microrganismos, ou muitas vezes 

perdidos no ambiente (FORTES et al., 2012). 

Assim, o fato de algumas linhagens bacterianas não terem mostrado 

resultados positivos de inibição sugere a possibilidade de que talvez fosse 

necessário um contato prévio com outros microrganismos para ativação da 

cascata transcricional de seus metabólitos via indutiva, de forma que uma bactéria 

poderia tanto deixar de produzir compostos antifúngicos, como começar a produzi-

los após o contato com outros microrganismos (YADAV et al., 2010). 

As leveduras do gênero Candida são responsáveis por cerca de 80 % das 

infecções por fungos em hospitais e podem se apresentar como superficiais ou 

invasivas, sendo que as superficiais acometem pele e mucosas inclusive de 

indivíduos saudáveis, diferente das invasivas, que estão associadas a pacientes 

críticos (COLOMBO et al., 2003). Outro dado importante é que de acordo com o 

CDC (2015), linhagens de Candida estão ficando cada vez mais resistentes aos 

medicamentos de primeira e segunda escolha, o que reforça ainda mais a 

necessidade e importância da pesquisa de substâncias bioativas contra este 

grupo. 

Trabalhos mostram a produção de peptídeos antifúngicos produzidos por 

insetos, plantas, anfíbios e bactérias com atividade antimicrobiana (DAFFRE et al., 

2001; YADAV et al., 2010; O’BRIEN e WRIGHT, 2011; DEUS et al., 2011). Stom e 

colaboradores (2002) investigaram um isolado de Lactobacillus plantarum quanto 

a produção de substâncias bioativas e observaram uma ampla atividade 

antagônica contra Aspergillus fumigatus e Candida albicans, assim como Hasslof 

e colaboradores (2010) demostraram pelo método da sobrecamada que isolados 

de Lactobacillus sp. foram capazes de inibir diferentes linhagens de Candida 

albicans. 
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É importante salientar que o principal fator de virulência das linhagens de 

Candida sp. é a sua capacidade de formar biofilme quando em processo de 

candidíase invasiva (NASCIMENTO, 2013). Estudos realizados por Bhattacharyya 

e colaboradores (2014) observaram a capacidade reduzida de linhagens de 

Candida sp. para formação de biofilme quando tratadas com filtrados de cultura de 

Staphylococcus epidermidis. 

Levando em conta que o número de infecções causadas por fungos tem 

aumentado consideravelmente nos últimos anos, e, neste contexto, as infecções 

por Candida figuram como as mais prevalentes (KAUR et al., 2015), a busca por 

substâncias bioativas merece ser destacada como uma possível alternativa para 

os tratamentos convencionais nestes microrganismos eucariotos. 

 

5.1.3 Atividade antagonista contra Leishmania sp. 

 

Inicialmente, foram ultizadas quatro espécies de Leishmania: L. braziliensis, 

L. amazonensis, L. major e L. chagasi, sendo as três primeiras relacionadas à 

leishmaniose cutânea e L. chagasi (sinonímia de L. infantum) responsável pela 

forma visceral da doença nas Américas, considerada de manifestação clínica mais 

grave e fatal quando não tratada (SANTOS et al. 2008). Dos 1.864 testes 

realizados para avaliação da produção de substância antagonista pelas amostras 

bacterianas, foram observados 472 eventos de inibição confirmados (25,3 %) 

sendo destes: 51 (10,8 %) contra formas promastigotas de L. braziliensis, 36 (7,6 

%) contra formas promastigotas de L. major, 24 (5 %) contra formas promastigotas 

de L. chagasi e 361 (76,5 %) contra formas promastigotas de L. amazonensis, 

considerando as réplicas técnicas e biológicas. Observa-se com estes resultados 

que a L. amazonensis foi a espécie mais sensível aos compostos bacterianos e L. 

braziliensis a menos sensível. Estes resultados já eram esperados, visto que 

diferenças de sensibilidade entre as espécies de Leishmania têm sido previamente 

reportado para várias drogas, incluindo as de referência para o tratamento das 

leishmanioses, tais como os antimoniais pentavalentes, anfotericina B e 

miltefosina (MINODIER e PAROLA 2007; DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2011). 
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As leishmanioses, doenças causadas pelas espécies acima relatadas do 

parasito, são doenças tropicais negligenciadas, o que significa dizer que menos de 

1 % das novas drogas produzidas são destinadas ao tratamento desta parasitose 

(OPAS, 2008). Os resultados aqui apresentados com esses primeiros eventos de 

inibição do crescimento de Leishmania pelas amostras candidatas investigadas 

reforça a hipótese do nosso trabalho em se considerar a produção de substâncias 

bioativas de amplo espectro de ação produzidas por bactérias, provenientes de 

diferentes origens, contra parasitos tripanossomatídeos. 

Diferentemente do que foi realizado para bactérias e fungos, os ensaios de 

prospecção com Leishmania necessitaram de vários ajustes metodológicos, como 

a concentração dos sobrenadantes das culturas bacterianas, antes testadas em 

unidades arbitrárias/mL e após a concentração por liofilização, em extratos 

extracelulares de 300 e 600 mg/mL com a concentração final nos testes de 

Leishmania sp. de 20 e 40 mg/mL. 

A escolha destes valores levou em consideração a concentração de uso de 

bacteriocinas em testes de prospecção com uso da técnica da sobrecamada, uma 

vez que não existe na literatura científica o relato de substâncias bioativas 

produzidas por bactérias com ação em Leishmania (COBB e DENNY, 2010).  

Assim, considerando o exposto sobre as dificuldades de cultivo do parasito 

e a necessidade de concentração das amostras, um total de 20 bactérias 

candidatas (Tabela 8), dos 472 casos positivos, foram selecionadas para os 

eventos seguintes de inibição de Leishmania, o que resultou em 38 eventos de 

antagonismo. 
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Tabela 8. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra 

espécies de Leishmania sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos 

Gram-positivos).  

 

Amostras de BGN produtores 

(n=7) 

Amostras de CGP produtores 

(n=13) 

E. coli (n=3) Staphylococcus sp. (n=7) 

Pseudomonas sp. (n=2) Enterococcus sp. (n= 5) 

Salmonella Typhi (n=1) 

A. baumaniicalcoaceticus Typhi (n=1) 

Micrococcus luteus (n=1) 

 

 

Quanto à origem, sete amostras (35 %) vieram de fonte animal, duas (10 %) 

de fonte humana, três (15 %) de fonte alimentar e oito (40 %) amostras de 

referência (Apêndice 1, 2 e 8). Das sete amostras de BGN que mostraram 

atividade contra Leishmania apenas duas amostras de E. coli (BGN68 e BGN69) 

também apresentaram atividade contra bactérias. Dos 13 CGP produtores de 

compostos antagonistas, três amostras de estafilococos (CGP363, CGP364 e 

CGP27) e uma amostras de enterococos (CGP183) também inibiram o 

crescimento bacteriano. Nenhuma das amostras testadas que apresentaram 

inibição ao crescimento de Leishmania mostrou inibição em Candida. 

Quanto a linhagem de Leishmania que sofreu inibição, 15 das 20 amostras 

bacterianas testadas apresentaram atividade contra L. braziliensis, 11 contra L. 

major, 13 contra L. amazonensis e 8 contra L. chagasi. 

Assim como para o descrito em relação ao potencial de inibição de 

bactérias, as amostras que se mostraram positivas nos testes com Leishmania 

poderiam sugerir a aleatoriedade do fenômeno considerando-se a ubiquidade 

bacteriana e sua habilidade de colonizar diferentes ambientes, nos quais, muitas 

vezes, a expressão de antagonismo poderia garantir vantagens ecológicas às 

bactérias produtoras, o que garantiria sua sobrevivênvia (RELMAN et al.,  2009).  
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Por exemplo, o trabalho realizado por Cavalcanti e colaboradores (2004) 

mostraram infecção fúngica e bacteriana em lesões de cães diagnosticados com 

leishmaniose visceral canina, tendo sido isolado das lesões cutâneas desses 

animais Staphylococcus sp. e Aspergillus sp. Os autores consideraram que a 

presença de estafilococos está associada ao fato dele fazer parte da microbiota 

residente da pele do animal. Já a presença do bolor foi considerada como 

contaminação, uma vez que este é um fungo ambiental e saprófita e que pode 

fazer parte da microbiota transitória da pele. No entanto, os autores concluíram 

que a simples presença destes microrganismos nas lesões da leishmaniose 

indicariam que, quando em condições favoráveis, estes poderiam tornar-se 

agentes etiológicos de dermatites e agravar o quadro do animal. 

Vera e colaboradores (2001) reforçaram o fato de que a prevalência de 

bactérias nas úlceras leishmanióticas é bastante comum, mas pouco relatada, e 

que dados clínicos (EDRISSIAN et al., 1990) mostraram que esta associação 

chega a 35,7 % das lesões de pacientes com suspeita clínica de leishmaniose 

cutânea. Dentre os observados, a presença de S. aureus é a mais relatada, o que 

corrobora com os dados de Oster e colaboradores (1985), Fontes e colaboradores 

(2005) e Gonçalves et al. (2009).  

A análise de 31 pacientes com diagnóstico de leishmaniose tegumentar 

americana para investigação de microrganismos nas lesões leishmanióticas 

revelou a presença de S. aureus em 95,2 % dos pacientes (FONTES et al., 2005). 

Esses mesmos autores detectaram a presença de E. coli (4,8 %), Pseudomonas 

sp. (4,8 %) e Candida sp. (14,3 %) nas lesões, e concluíram que a presença da 

Leishmania nas lesões induz a um efeito supressivo local que permitiria a 

sobrevivência de ambos, mas sugeriram que a relação entre os microrganismos 

pode não ser sempre sinérgica. 

Estudos semelhantes foram realizados por Gonçalves e colaboradores 

(2009), que detectaram uma prevalência de 60 % de estafilococos nas lesões 

leishmanióticas e Layegh e colaboradores (2015), que observaram a presença de 

S. aureus em 52,3 % das amostras e S. epidermidis em 9,5 %. Estes últimos 

autores enfatizaram que uma das maiores complicações nos casos de 

file://dtahylococcus
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leishmaniose cutânea é a infecção bacteriana secundária, que pode prolongar a 

duração da doença, aumentar a destruição do tecido e resultar em cicatrizes. No 

estudo de Ziaei et al. (2008), a presença de S. aureus foi relatada em 69,3 % das 

amostras e indicaram uma incidência elevada de lesões ulceradas em relação as 

não-ulceradas nos pacientes com infecção bacteriana secundária. 

 

5.1.4 Sobreposição do espectro de ação e perfil antagonista  

 

 Analisando os três ensaios de antagonismo (bacteriano, fúngico e 

parasitário) para caracterização inicial do espectro de ação das amostras testadas, 

foi possível observar um total de 252 amostras positivas, o equivalente a 54% do 

que foi investigado, sendo que duas amostras de CGP (CGP41 e CGP60) 

produziram antagonismo tanto para bactérias como para Candida; outras três 

amostras de cocos (CGP27, CGP363 e CGP364) mostraram-se antagonistas ao 

crescimento bacteriano e à Leishmania sp. Não observamos amostras de CGP 

com espectro de ação contra Candida e Leishmania ao mesmo tempo. Dentre os 

BGN, não observamos amostras capazes de inibir bactérias e fungos ao mesmo 

tempo, assim como também não observamos antagonismo combinado em 

Candida e Leishmania. No entanto, duas amostras de BGN (BGN68 e BGN69) 

foram capazes de inibir tanto o crescimento de bactérias quanto o do parasito. 

Não foram observadas amostras com perfil antagônico aos três grupos de células-

alvo testadas (Figura 10).  

Um total de 226 amostras foram negativas quanto a produção de 

substância antagonista nas condições experimentais utilizadas.  
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Figura 10. Diagrama representativo de espécimes produtoras de compostos 

antagonistas que resultaram em testes positivos de inibição frente ao grupo de 

células alvo avaliadas.  

 

 

Trabalhos na literatura também evidenciam a produção de compostos 

inibitórios produzidos por células com antagonismo a mais de um microrganismo 

alvo, corroborando aos achados do nosso estudo e mostrados na figura 10. A 

interação do AMP pode variar conforme tamanho da molécula, anfipaticidade e 

mecanismo de ação (McGUIRE e KULKARNI, 2010). 

 

5.2 Avaliação da inibição de formas promastigotas de Leishmania sp. 

 

Os resultados de inibição dos extratos brutos provenientes das 20 amostras 

bacterianas selecionadas em formas promastigotas das quatro espécies de 

Leishmania estão apresentados no Apêndice 8 e compilados na Figura 11. 
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Figura 11. Potencial anti-Leishmania de extratos bacterianos brutos extracelulares 

(Cf= 20.0 mg/mL) em promastigotas de L. amazonensis (AMA), L. braziliensis 

(BRA), L. chagasi (CHA), L. major (MAJ), após 72 horas de tratamento. p=0,6071 

(one-way-ANOVA). 

 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre a comparação dos 

valores médios da porcentagem de inibição de Leishmania pelos extratos 

bacterianos testados (p= 0,6071). O valor médio de inibição para BRA foi de 33 %, 

assim como para CHA, seguidos de MAJ (30,7 %) e AMA (29 %).  

Dentre as amostras bacterianas testadas, os extratos provenientes das 

amostras CGP162, CGP360 e BGN97 (Apêndices 2 e 3) se destacaram por 

apresentar valores médios de inibição mais satisfatórios que as demais amostras 

testadas (Apêndice 8). Refere-se como satisfatório a amostra bacteriana que 

gerou antagonismo ao crescimento de Leishmania nos ensaios de inibição, bem 

como aquelas que tiveram uma produção constitutiva da substância antagônica, 

isto é, aquelas que durante todo o ensaio de prospecção foram capazes de manter 

a atividade anti-Leishmania nas réplicas biológicas independente de fatores de 

indução. 
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Os valores médios de inibição em formas promastigotas de Leishmania 

estão apresentados na Tabela 9. 

 

 

Tabela 9. Valores de inibição das amostras bacterianas escolhidas para os 

ensaios contra formas promastigotas de Leishmania sp. 

Espécies de 

Leishmania  

% de Inibição do crescimento de Leishmania sp. pelos extratos 

bacterianos b/ c após 72 horas de incubação 

CGP162a CGP360 a BGN97 a 

AMA  28,0   24,00   24,12  

BRA  26,68   32,57   s/a*  

CHA  12,34   13,47   14,14  

MAJ  13,85   24,32   18,16  

AMA= L. amazonensis; BRA= L. braziliensis; CHA= L. chagasi; MAJ= L. major 
Os testes foram feitos em duplicata em dias diferentes 
* 
Teste de inibição sem atividade detectada pelo método MTT- s/a 

a
 concentração dos extratos- 20 mg/mL 

b
 controle positivo – anfotericina B-  0,01 mg/ml (IC50) 

c
 controle negativo – meio de cultura Warren 

 

 

O isolado CGP162 refere-se a uma amostra de Enterococcus sp. isolada de 

fezes de pombo (SILVA et al., 2012). A candidata CGP360 refere-se a uma 

amostra de refêrencia de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e o BGN97 é 

uma amostra de referência de Escherichia coli ATCC 11229. Embora essas 

amostras bacterianas não tenham apresentado atividade antagonista contra outras 

bactérias e Candida sp., existem relatos na literatura da atividade 

bacteriocinogênica por outras amostras destas mesmas espécies (NETZ et al., 

2001; NASCIMENTO et al., 2010; CEOTTO et al., 2012). 

Em nosso estudo, a frequência de produção de substância antagonista por 

Enterococcus apresentou percentual de inibição contra L. amazonensis com um 

índice médio de 33 % (n=2), quando testado o extrato na concentração de 20 

mg/mL e 27,6 % (n=2) quando testada à 40 mg/mL. 
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Os enterococos são bactérias encontradas principalmente associadas ao 

trato gastrintestinal do homem e de animais (SILVA et al., 2012). São patógenos 

oportunistas com importância considerável em pacientes imunodeprimidos e de 

unidades de tratamento intensivo, cujo fenômeno da resistência intrínseca aos 

antimicrobianos gera preocupação na comunidade científica (ANVISA, 2007). Na 

literatura já foram relatados peptídeos antimicrobianos produzidos por este 

gênero, como as enterococcinas com ação em linhagens bacterianas não 

correlacionadas (NASCIMENTO et al., 2010). Assim, em nosso trabalho, a 

observação de um índice médio de inibição de 30% reforça a importância destes 

microrganismos como potenciais veículos na produção de substâncias bioativas. 

Dentre as substâncias bioativas produzidas por enterococos destaca-se a 

produção de enterococcinas, cuja atividade antagonista contra diferentes bactérias 

é bastante conhecida, principalmente em Listeria sp. (ANANOU et al., 2005; NES 

et al., 2007; TULINI, GOMES e DE MARTINIS, 2011). No entanto, não foi 

encontrado na literatura nenhum trabalho que descreva a produção de 

substâncias bioativas por este gênero com perfil de ação em parasitos.   

A candidata BGN97 refere-se a uma amostra de referência de Escherichia 

coli. Representante da família Enterobacteriaceae, a E. coli talvez seja a bactéria 

mais bem estudada no mundo todo. Encontrada no trato gastrintestinal do ser 

humano e de outros animais, é responsável por vários quadros infecciosos e se 

destaca por produzir um arsenal de substâncias antagonistas, como as colicinas, 

as primeiras bacteriocinas descobertas. Trabalhos mostram que dentre uma 

população de E. coli, pelo menos 30 % produz algum tipo de colicina (CURSINO 

et al., 2002; GORDON e O’BRIEN, 2006). No nosso estudo a frequência de 

observação de produção de substância antagonista por E. coli com atividade 

contra Leishmania variou de 5 a 27 % (n=2) quando utilizada a concentração de 

20 mg/mL (apêndice 6) e índices de inibição de 52 % (n=2) quando concentrados 

a 40 mg/mL.  

A candidata CGP360 é uma amostra de referência de S. epidermidis. Os 

estafilococos são um grupo de bactérias de interesse clínico-microbiológico 

(NASCIMENTO et al., 2009) cuja produção de bacteriocinas e substâncias 
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antagonistas está geralmente associada à presença de plasmídeos 

(NASCIMENTO et al., 2005). Dentre as linhagens de Leishmania, o maior 

percentual de inibição foi observado para L. braziliensis (32%, n=2), seguidas de 

L. amazonensis e L. major com 24 % (n=2), quando testados os extratos a 20 

mg/mL, e de 27,8 % (n=2) em L. amazonensis quando testados os extratos a 40 

mg/mL. 

Quando analisado os valores médios de inibição, por tipo de Leishmania, 

independente do extrato, o valor de p foi igual a 0,5798 e, portanto, não 

significativo, o que justifica e enfatiza a análise de prospecção nas diferentes 

linhagens de Leishmania. Quando analisado cada extrato quanto ao seu perfil 

antagonista, a análise de variância mostrou valores de p= 0,044431, 

demonstrando que houve diferença significativa dos valores médios de inibição 

entre os extratos das três candidatas, o que nos fez pensar na escolha de um 

único extrato para as próximas etapas de prospecção. 

Considerando o potencial de aplicação biotecnológica das substâncias 

antimicrobianas no tratamento das leishmanioses e levando em consideração a 

facilidade de cultivo e crescimento do parasito de forma satisfatória na maioria das 

passagens em meio de cultivo, optou-se por dar segmento aos experimentos de 

inibição com a espécie de L. amazonensis. 

 

5.3 Avaliação do meio de cultivo na produção do composto antagonista  

 

Foram avaliados cinco diferentes meios de cultivo bacteriano para verificar 

a influência de seus componentes na produção da substância antagonista ao 

crescimento da espécie L. amazonensis. Os resultados referentes ao crescimento 

bacteriano nos diferentes meios de cultivo estão apresentados no Apêndice 5 e os 

dados de inibição de formas promastigotas de L. amazonensis nos respectivos 

meios na Tabela 10. 
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Tabela 10. Valores médios de inibição de L. amazonensis por extratos bacterianos 

obtidos após crescimento da bactéria produtora em diferentes meios de cultura  

Meios de 

cultivo 

 

% de Inibição de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8b/ c 

após 72 horas de incubação 

CGP162a CGP360a BGN97a 

BHI  23,80   31,62   25,53  

TSB  32,97   21,45   36,20  

NUT 

BRU 

APT 

 0,33 

s/a* 

s/a 

  4,25 

s/a 

s/a 

  10,27 

3,92 

s/a 

 

BHI (Caldo infusão cérebro coração); TSB (Caldo triptose e soja); NUT (Caldo nutriente); BRU 
(Caldo Brucella); APT (Água peptonada) 
Os testes foram feitos em duplicata em diferentes dias. 
*
Teste de inibição sem atividade detectada pelo método do MTT- s/a 

a
 concentração dos extratos- 40 mg/mL 

b
 controle positivo – anfotericina B-  0,01 mg/ml (IC50) 

c
 controle negativo – meio de cultura Warren 

 

 

Diante dos resultados, foi possível verificar que os meios que ofereceram as 

melhores condições nutricionais para produção da substância antagonista ao 

crescimento de L. amazonensis foi o caldo BHI, com taxas de inibição que 

variaram de 23,8 a 31,62 %, e o caldo TSB, com taxas de 21,45 a 36,20 %. Já na 

água peptonada (APT) não se observou crescimento bacteriano, sendo a 

densidade óptica à 600 nm neste meio constante durante todo o período de 

investigação (dados não mostrados). 

A produção de AMPs por bactérias é dependente de vários fatores, tais 

como meios de cultivo, metabolismo celular, método de detecção, entre outros 

(KRIER et al., 1998; NASCIMENTO, MORENO e KUAYE, 2008), o que pode levar 

a oscilações na cinética de produção desses peptídeos (SCHULZ et al., 2003) e a 

não detecção de atividade antagonista nos ensaios iniciais. Além disso, a 

estabilidade do AMP pode ser influenciada pelo pH, temperatura e a presença de 

proteases (DAVIES et al., 1998; KRIER et al., 1998; SCHULZ et al., 2003).  
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Em estudo realizado por Aasen e colaboradores (2000), a produção da 

bacteriocina sakacina por Lactobacillus sakei CCUG 42687 se mostrou altamente 

dependente do tipo e da suplementação utilizada para crescimento do 

microrganismo, tendo sua produtividade aumentada em 0,1mg l-1 t-1 quando se 

utilizou suplementação com farelo de soja em comparação com o meio de 

referência. Esses dados corroboram com o nosso trabalho, que observou uma 

maior atividade antagonista quando as células são crescidas em meios ricos como 

o caldo BHI, em comparação com meios mais pobres como o caldo nutriente e 

diluentes, como a água peptonada.  

Na investigação realizada por Ribeiro-Ribas et al. (2009), foi avaliada a 

estabilidade da bacteriocina produzida por um isolado de Fusobacterium 

nucleatum, e os resultados evidenciaram melhor estabilidade da atividade 

antagonista em pH 7 e 8 (37 ºC por 2 horas) e às temperaturas de 37 ºC por 48 

horas e 4 ºC por 72 horas. Mas, ainda assim, observou-se uma queda de 4 e 8 

vezes, respectivamente, na atividade da bacteriocina em unidades arbitrárias por 

mililitro quando comparadas ao controle. Estes mesmos autores avaliaram 

também o efeito da bacteriocina após tratamento com as proteases papaína, 

quimio-tripsina, tripsina e proteinase K, e em todas as avaliações observaram a 

perda da atividade antagonista. Em estudo semelhante, Sousa e colaboradores 

(2013) avaliaram a expressão de uma bacteriocina produzida por Shigella sonnei, 

e encontraram estabilidade da fração intracelular precipitada a 75 % com sulfato 

de amônio por até 25 dias em pH 5 e 6 (37 ºC) e por um período de tempo 

superior a 24 meses quando a mesma foi armazenada a -80 ºC. Lima et al. (2009) 

também inferiram sobre a estabilidade de uma bacteriocina produzida por 

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans em função do pH, 

temperatura e proteases e observaram a manutenção da atividade antagonista 

quando submetida a tratamento com pH 7 e 8 e a 37 ºC por 48 horas.  

Além dos fatores relatados acima (disponibilidade de nutrientes, pH e 

temperatura), Alves e colaboradores (2005) mostraram a influência de enzimas 

produzidas por L. amazonensis durante fase inicial de crescimento promastigota, 

como as proteinases cisteína-proteinases, metalo-proteinases, aspártico-
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proteinases e serina-proteinases. Assim, a presença de proteinases solúveis de L. 

amazonensis no meio de interação com os extratos bacterianos testados, 

considerando que a atividade antagonista é proveniente de possíveis peptídeos, 

poderia explicar a sua degradação e a falta de atividade em alguns ensaios 

realizados.  

Dentre as proteases produzidas por Leishmaniasp., destaca-se a metalo-

protease zinco dependente gp63, uma leishmanolisina de 63 kDa produzida por 

todas as espécies de Leishmania, principalmente na forma promastigota e que 

totaliza 1 % da proteína total produzida por esse parasito (SILVA-LOPES, 2010). 

Olivier e colaboradores (2012) afirmaram que gp63 é um importante fator de 

virulência de Leishmania e que está envolvida na proteção do parasito contra 

resposta de macrófagos e a proteínas do sistema complemento como c3b. Lynn et 

al. (2011) avaliaram o efeito do peptídeo sintético BMAP-28 em promastigotas e 

amastigotas de L. major e o papel da leishmaniolisina na sobrevivência do 

parasito, e observaram que o peptídeo na isoforma D-BMAP-28 reduziu em 30 % 

a viabilidade das células quando usados a 0,5 µM, se comparado ao BMAP-28, 

que não interferiu na viabilidade celular. Além disso, os autores concluíram que o 

peptídeo e suas isoformas não foram afetados pela atividade proteolítica da 

leishmanolisina de Leishmania. 

A concentração da substância antagonista é outro fator que influencia na 

prospecção de substâncias bioativas (SCHULZ et al., 2003). A literatura relata 

diferentes concentrações de uso dos AMPs, incluindo aqueles antiparasitários, 

mas em quase todos os relatos, o peptídeo antimicrobiano já se encontra 

purificado ou semi-purificado (ALBEROLA et al., 2004; BROGDEN, 2005; BRAND 

et al., 2006; SANG e BLECHA, 2008; KUCKELHAUS et al., 2009; KULKARNI et 

al., 2009). Possivelmente um AMP presente, mas em concentrações diferentes a 

cada cultivo microbiano, poderia resultar em falta de homogeneidade dos 

resultados. As amostras bacterianas testadas nestes ensaios foram submetidas à 

liofilização, o que poderia resultar na concentração do peptídeo e uma melhor 

observação da atividade antagonista. Entretanto, a alta concentração dos extratos 

pode também ter uma influência negativa, pois com a liofilização outras 
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substâncias interferentes também podem ser concentradas, o que poderia reduzir 

seu efeito biológico (SCHULZ et al., 2003). 

 

5.4 Efeito inibitório do extrato bacteriano proveniente da melhor condição de 

cultivo 

 

 De maneira geral, entre todas as amostras bacterianas avaliadas em 

relação à produção de compostos antagonistas contra Leishmania, três linhagens 

mostraram maior potencial inibitório, com medidas de índice de inibição de 

crescimento promastigota de 58,95 % (BGN97) a 300 mg/mL, 48,75 % (CGP162) 

a 300 mg/mL e 32,99 % (CGP360) a 600 mg/mL (Apêndice 9). A facilidade de usar 

as amostras provenientes de linhagens de referência é que as informações 

genéticas e fisiológicas já foram bem descritas na literatura. Para estas linhagens 

de bactérias com potencial anti-Leishmania, extratos extracelulares foram obtidos 

ao longo da curva de crescimento bacteriano. Vários trabalhos mostram a 

produção diferencial de AMPs produzidos por bactérias no fim da fase logarítimica 

e no início da fase estacionária de crescimento (RILEY e WERTZ, 2002). 

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento da BGN97 foram 

capazes de inibir o crescimento de L. amazonensis, em taxas que variaram entre 5 

e 38 %, sendo os melhores valores obtidos para o tempo de 3 e 6 horas de 

crescimento, que coincide com o final da fase logarítmica de crescimento da 

bactéria analisada (Figura 12). Esses dados corroboram com os relatados na 

literatura científica sobre a produção de bacteriocinas por bactérias Gram-

negativas ativamente reguladas pelo operon SOS em resposta a escassez 

nutricional (KIM, TARR e PENFOLD, 2014). 
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Figura 12. Avaliação da produção de substâncias antagonistas com atividade em 

formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de 

células obtidos de cultura de E. coli (BGN97) em meio TSB, ao longo da curva de 

crescimento bacteriano. As barras indicam os valores médios referentes às taxas 

de morte da população de Leishmania (%); a linha indica os valores log UFC/mL 

de crescimento bacteriano. 

 

 

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento da amostra CGP162 

foram capazes de levar a morte L. amazonensis, em taxas que variaram entre 13 

e 48 %, sendo o melhor valor obtido para o tempo de 6 horas de crescimento 

(Figura 13).  
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Figura 13. Avaliação da produção de substâncias antagonistas com atividade em 

formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de 

células obtidos de cultura de Enterococcus sp. (CGP162) em meio TSB, ao longo 

da curva de crescimento. As barras indicam os valores médios referentes às taxas 

de morte da população de Leishmania (%); a linha indica os valores log UFC/mL 

de crescimento bacteriano. 

 

 

 

Esses dados corroboram com a literatura sobre uma possível mudança na 

expressão de genes que estão associados à escassez nutricional e produção de 

substâncias antagonistas no final da fase logarítmica e na fase estacionária de 

crescimento (BHUGALOO-VIAL et al., 1996; PAPAGIANNI, 2003; SALEEM et al., 

2009).  

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento do CGP360 foram 

capazes de inibir o crescimento de L. amazonensis, em taxas que variaram entre 2 

e 45 %, sendo o melhor valor obtido para o tempo de 6 horas de crescimento 

(Figura 14).  
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Figura 14. Avaliação da produção de substâncias antagonistas com atividade em 

formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de 

células obtidos de cultura de Staphylococcus epidermidis (CGP360) em meio BHI, 

ao longo da curva de crescimento. As barras indicam os valores médios referentes 

às taxas de morte da população de Leishmania (%); a linha indica os valores log 

UFC/mL de crescimento bacteriano. 

 

 

5.5 Precipitação proteica das amostras na melhor condição de cultivo 

 

 As três amostras bacterianas selecionadas foram cultivadas nas melhores 

condições (meio de cultura e tempo de crescimento) e fracionadas com sulfato de 

amônio em três faixas consecutivas de precipitação (40, 70 e 100%) e avaliadas 

quanto a atividade em formas promastigotas de L. amazonensis pela técnica do 

MTT em diferentes tempos de incubação (24, 48 e 72 horas). 

 A precipitação de proteínas com o sulfato de amônio é uma metodologia 

clássica e amplamente utilizada como purificação parcial de extratos proteicos 
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complexos (BALCIUNAS et al., 2013; WINGFIELD, 2016), como é o caso de um 

extrato bacteriano. A comparacão da atividade do extrato bruto de amostras 

bacterianas e suas frações precipitadas em sulfato de amônio estão apresentados 

na tabela 10 e os resultados representam a média de inibição de três 

experimentos independentes, realizados em duplicata, após 24, 48 e 72 horas de 

tratamento. Como pode ser obervado, a capacidade de inibição ao crescimento de 

L. amazonensis dos extratos precipitados e concentrados das amostras CGP162, 

CGP360 e BGN97 permaneceu ativa, apesar de parcial, após a etapa de 

precipitação, sugerindo que a substância inibidora tem caráter proteico. No geral, 

houve variação da atividade anti-Leishmania das amostras em todos os tempos e 

frações analisados, não sendo possível estabelecer padrões, tais como tempo ou 

precipitação dependentes.  

  

 

Tabela 11. Comparacão da atividade do extrato bruto de amostras bacterianas 

selecionadas e suas frações precipitadas em sulfato de amônio em formas 

promastigotas de L. amazonensis em diferentes tempos de tratamento.  

 

Faixa de 

precipitação 

(fração) 

% de Inibição de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8b/c 

CGP162 CGP360 BGN97 

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 

0-40% (E-40)
a
 25,66 28,43 21,61 60,66 27,08 14,0 14,93 32,96 15,06 

40-70% (E-70)
a
 21,22 16,31 21,10 29,94 15,77 15,66 6,38 29,27 14,82 

70-100% (E-100)
 a 

 11,67 31,24 26,21 31,39 39,25 2,79 8,63 34,03 22,89 

Extrato Bruto
 a 41,92 67,7 70,68 28,39 30,53 27,76 54,37 66,90 41,60 

a
 concentração dos extratos- 20 e 40 mg/mL 

b
 controle positivo – anfotericina B - 0,01 mg/ml (IC50 após 72 horas de tratamento) 

c
 controle negativo – meio de cultura Warren 

Os valores representam a média de três experimentos realizados em duplicata. 

 
 
 

O fracionamento das amostras em faixas de precipitação graduais não 

conferiu às frações valores de inibição superiores aos relatados anteriormente 
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para formas promastigotas, com exceção do valor de inibição da fração E-40 da 

amostra CGP360 com leitura após 24 horas (60,66 %), cujo valor de inibição foi 

mais do que o dobro do observado anteriormente (28,39 %). Isso pode ser 

explicado em função de uma mesma proteína poder ser precipitada em diferentes 

faixas de concentração com este sal, como já descrito por Lopes e Fernandes 

(2006). Outro fator que poderia justificar menores taxas de inibição do extrato 

precipitado em relação ao extrato bruto é o fato de que algumas proteínas 

poderiam atuar de forma sinérgica (LIMA, 2010), ou trabalhar em sinergismo com 

outros componentes do metabolismo bacteriano, como os ácidos graxos, por 

exemplo, e cuja etapa de fracionamento com sulfato de amônio poderia inferir na 

redução da atividade antagonista.  

A concentração da substância antagonista após o fracionamento proteico 

também pode ter influenciado nas taxas de inibição encontradas, uma vez que a 

substância bioativa pode não estar presente na mesma concentração nas faixas 

de precipitação, se comparado ao extrato bruto total. 

Classicamente, os testes de avaliação de atividade antagonista bacteriana 

envolvem testes iniciais em substratos sólidos de avaliação qualitativa onde halos 

de inibição bacteriana ou fúngica são observados (ROMEIRO, 1989). A natureza 

do sistema (meios de cultura sólidos) permite a caracterização inicial da natureza 

química da ou das substâncias relacionadas ao fenômeno, bem como a 

modulação do efeito pela variação nos tamanhos dos halos de inibição e 

condições de cultivo das amostras produtoras (FURTADO,2010). Esse tipo de 

controle experimental pode não ter sido alcançado pela natureza dos sistemas de 

teste anti-Leishmania que envolvem solubilidade, estabilidade das moléculas 

bioativas, fatores interferentes de origem bacteriana e de culturas de Leishmania, 

dentre outros. Todos esses fatores interferentes, não avaliados neste estudo 

preliminar, poderiam contribuir para a variabilidade nos resultados observados.  

De qualquer forma, apesar de notada uma variação nas taxas de inibição 

de Leishmania, em todas as repetições temporais do ensaio de prospecção foi 

percebida a redução do crescimento do parasito na presença dos três extratos 
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bacterianos candidatos (CGP162, CGP360 e BGN97) em relação ao controle, o 

que confirma o seu caráter antagonista de ação. 

Diante do panorama de inibição apresentado nas Tabelas 8 e 10 e levando 

em consideração que a candidata CGP360 é uma amostra de referência, isto é, 

com fisiologia bem caraterizada, sequência do genoma já descrito na literatura 

(ZHANG et al., 2003), e boa reprodutibilidade nos testes anti-Leishmania, optou-se 

por dar segmento aos experimentos de inibição com esta amostra. O que facilitaria 

futuros ensaios de predição do peptídeo em bancos de dados e sua 

caracterização total, como realizado por Amaral et al., 2012. 

O efeito inibitório das frações precipitadas sobre formas promastigotas de L. 

amazonensis também foi obsevado por microscopia de luz, em paralelo ao teste 

do MTT (Figuras 15 e 16). Quando as formas promastigotas do parasito foram 

crescidas na presença do extrato bruto bacteriano (40 mg/ml) observou-se uma 

arredondamento das células (setas nas Figuras 15 B e 16 B), com perda de 

morfologia característica e a presença de muitos debrids celulares, em todas as 

triplicatas e réplicas realizadas. Sugere-se que essas alterações sejam em função 

da atividade antagonista do composto bacteriano, uma vez que não foram 

observadas no controle não tratado (Figura 15 A e Figura 16 A).  

A literatura descreve que a principal ação de peptídeos bacterianos ocorre 

na membrana plasmática das células (TEMPONE et al., 2011), levando ao 

rompimento da mesma ou à perda intensa do gradiente eletrolítico. Nossos dados 

são preliminares e sem a caracterização total do peptídeo bacteriano não é 

possível afirmar tal mecanismo de ação, mas ensaios posteriores com marcadores 

fluorescentes tais como iodeto de propídeo ou por microscopia eletrônica de 

transmissão poderão fornecer maiores informações sobre o efeito do composto 

bacteriano neste parasito.  

Dentre as frações precipitadas (Figuras 15 C-E, Figuras 16 C-E), as 

alterações morfológicas, apesar de existirem, foram menos evidentes em 

comparação com os parasitos tratados com o extrato bruto, mas é possível 

observar ligeira turgidez nas formas promastigotas em relação ao controle 

negativo. 
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Figura 15. Fotografias representativas do tratamento de promastigotas de L. 
amazonensis com extrato bacteriano da amostra Staphylococcus epidermidis 
ATCC 12228 (CGP360) a 40 mg/ml e frações precipitadas com sulfato de amônio 
(40 mg/ml), após 24 horas de tratamento, corados com Giemsa e observados em 
microscopia de luz (aumento 40x). A- representa o controle negativo (sem adição 
de extratos ou frações precipitadas); B- tratamento com extrato bruto (seta indica 
arredondamento da forma promastigota); C- tratamento com a fração precipitada 
E-40; D-tratamento com a fração precipitada E-70 e E-tratamento com a fração 
precipitada E-100. 
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Figura 16. Fotografias representativas do tratamento de promastigotas de 
Leishmania amazonensis com extrato bacteriano da amostra de Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 (CGP360) a 40 mg/ml e frações precipitadas com sulfato de 
amônio (40 mg/ml), após 24 horas de tratamento, corados com Giemsa e observados 
em microscopia de luz (aumento 100x, barra=10 µm). A- representa o controle 
negativo (sem adição de extratos ou frações precipitadas); B- tratamento com extrato 
bruto (seta indica arredondamento da forma promastigota); C- tratamento com a 
fração precipitada E-40; D-tratamento com a fração precipitada E-70 e E-tratamento 
com a fração precipitada E-100. 
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5.6 Avaliação da toxicidade em macrófagos e testes em amastigotas 

 

Visto que a fração precipatada E-40 da amostra CGP360 apresentou a 

melhor atividade anti-Leishmania em formas promastigotas de L. amazonensis, a 

mesma foi submetida para avaliação da toxicidade em macrófagos peritoneais e 

avaliação de inibição de formas amastigotas. Os resultados preliminares estão 

apresentados na Tabela 12.  

 

 

Tabela 12. Efeito do extrato bruto e precipitado (fração E-40) de CGP360 em 

macrófagos peritoneais de camundongos e em formas amastigotas de L. 

amazonensis  

 

Extrato 

CGP360 

% toxicidade à macrófagos 

peritoneais (N=2) 

% inibição de formas 

amastigotas (N=2) 

E-40 a 31,05 62,79 0 0 

E-40 b 0 0 0 0 

Bruto a 25,27 0 55,8 69,90 

Bruto b 0 0 52,24 28,77 

a
Extrato a 40 mg/mL; 

b
Extrato a 20 mg/mL (concentração final) 

N=2 refere-se as réplicas biológicas do experimento 

 

 

Como pode ser obervado, o extrato bruto da amostra CGP360 apresentou 

elevado percentual de inibição das formas amastigotas de L. amazonensis, além 

de apresentar uma toxicidade diminuída ou nenhuma em macrófagos peritoneais. 

Isto aponta para a seletividade do extrato bruto, sendo muito mais tóxico para os 

parasitos intracelulares do que para os macrófagos, consideradas as principais 

células hospedeiras para Leishmania (SEIFERT et al. 2010).  

Entretanto, a fração E-40 não apresentou atividade de inibição das formas 

amastigotas, e, além disso, apresentou alta toxicidade em macrófagos. Convém 

ressaltar que no caso dos ensaios em formas amastigotas de L. amazonensis, 
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foram observadas diferenças de níveis de infecção entre os dois experimentos 

aqui relatados, sendo que no segundo, houve um maior número de macrófagos 

infectados quando comparados com o primeiro teste. Níveis de infecção e cargas 

parasitárias podem influenciar o efeito de novos compostos sobre os amastigotas 

intracelulares de Leishmania (NEAL e CROFT 1984; SEIFERT et al. 2010).  

Testes em formas amastigotas de Leishmania são muito mais árduos e 

laboriosos, pois os parasitos são intracelulares obrigatórios e requerem uma célula 

hospedeira (MONTE-ALEGRE et al. 2006). Entretanto, ensaios com estas formas 

do parasito são considerados como modelo-ouro para a pesquisa in vitro de novos 

compostos biologicamente ativos em Leishmania (VERMEERSCH et al. 2009). 

São necessários experimentos adicionais no intuito de melhor definir o 

efeito do extrato extracelular de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

(CGP360) e da fração E-40 em formas amastigotas de L. amazonensis, mas os 

resultados aqui obtidos demonstram o potencial efeito inibitório de compostos 

bacterianos neste protozoário, abrindo perspectivas para novos estudos. 

 A observação das lâminas de formas amastigotas ao microscópio de luz 

(Figura 17) permitiu evidenciar um número reduzido de amastigotas nos 

macrófagos quando tratados com o extrato bruto, tanto na concentração de 40 

quanto de 20 mg/mL (Figura 17- B, com setas indicando formas amastigotas fora 

dos macrófagos), se comparado ao controle positivo (Figura 17- A, com setas 

indicando os macrófagos infectados). No entanto, o tratamento com a fração E-40 

nas duas concentrações testadas, evidenciou muitos amastigotas por campo e 

com alteração parcial da morfologia dos macrófagos peritoneais, sugerindo 

toxicidade celular (fotos não mostradas).  

No trabalho de revisão apresentado por Cobb e Denny (2010), 20 peptídeos 

antimicrobianos com ação em Leishmania sp. foram descritos pelos autores, 

sendo que destes, apenas sete foram testados também em formas amastigotas, 

evidenciando que o perfil de ação dos AMPs pode atuar sobre uma forma e não 

necessariamente sobre a outra.  
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 Figura 17. Fotografias representativas do tratamento de amastigotas de 
Leishmania amazonensis com extrato bacteriano da amostra CGP360, após 
coloração com Giemsa e observados em microscopia de luz (aumento 100x, 
barra=10 µm). A- representa o controle negativo (macrófago infectado, não 
tratado, com setas indicando a presença de formas amastigotas); B- tratamento 
com extrato bruto a 20 mg/mL (setas indicando a presença de formas amastigotas 
fora dos macrófagos). 

A 
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Diante do exposto, é notória a capacidade antagonista de peptídeos 

antimicrobianos isolados de diferentes fontes frente a parasitos como Leishmania 

sp., destacando-se principalmente aqueles isolados de secreção de anfíbios, 

crustáceos, insetos, plantas e de células humanas (ALBEROLA et al., 2004). Mas 

até o presente trabalho não existe na literatura científica a descrição de peptídeos 

antimicrobianos produzidos por bactérias com ação anti-parasitária, o que 

confirma que os achados encontrados até o momento merecem continuidade e 

novas investigações, a fim de elucidar melhor o fenômeno antagonista. 
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Considerações Finais 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Atualmente, diante do desafio no tratamento de doenças infecto-

parasitárias, mediante o fenômeno cada vez mais crescente da resistência 

microbiana, somado ao fato dos fármacos disponíveis serem altamente tóxicos ou 

apresentarem efeito teratogênico, faz-se necessária a busca por substâncias 

bioativas de diferentes origens que possam oferecer alternativas no futuro, como 

moléculas antibióticas de interesse clínico-microbiológico. 

Sabendo-se que menos de 1% dos novos fármacos desenvolvidos no 

mundo é destinado ao tratamento das doenças negligenciadas, onde as 

leishmanioses se enquadram, e a observação da atividade antagonista bacteriana, 

relacionada à produção de peptídeos antimicrobianos com potencial de inibição do 

crescimento de formas promastigotas do parasito vem sustentar o compromisso 

deste trabalho em demonstrar um potencial biotecnológico ainda não relatado na 

literatura científica, e que apesar de preliminar, alavanca a busca pela 

compreensão desse fenômeno antagonista. 

Considerando-se também que os ensaios de prospecção foram realizados 

com amostras bacterianas provenientes de diferentes ambientes, com diferentes 

pressões seletivas, a observação da produção de substâncias antagonistas in vitro 

demonstra uma enorme plasticidade fenotípica que esses microrganismos têm 

para se adaptar à ambientes competitivos e diversos. 

Assim, novos trabalhos devem ser realizados para caracterização detalhada 

destes peptídeos bacterianos com potencial atividade antagonista contra 

Leishmania, bem como determinação de seu mecanismo de ação. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 

 O ensaio de prospecção de substâncias antagonistas evidenciou 242 

amostras com potencial atividade inibitória ao crescimento de bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, 10 amostras com potencial atividade em 

Candida sp. e 20 amostras com potencial atividade em Leishmania sp.; 

 Nenhuma das amostras demonstrou antagonismo simultâneo para os três 

grupos de células alvo testadas. No entanto, observou-se que duas 

amostras tiveram inibição em espécimes bacterianos e Candida sp. e cinco 

amostras tiveram inibição em espécimes bacterianos e Leishmania sp. 

 Dentre as espécies produtoras de substância antagonista estão 

representantes dos gêneros Staphylococcus e Enterococcus e da espécie 

Escherichia coli. 

 Candida glabrata foi a espécie que teve mais inibições observadas no perfil 

antifúngico, assim como Leishmania amazonensis no perfil anti-parasitário. 

 Não houve diferença significativa no perfil inibitório dos extratos de 

amostras bacterianas contra espécies de Leishmania quando comparados 

a porcentagens médias de inibição de extratos a 20 mg/mL. 

 A precipitação de proteínas com sulfato de amônio a partir do extrato bruto 

extracelular e a manutenção do percentual inibitório de promastigotas de L. 

amazonensis sugere o caráter proteico da substância antagonista.  

 Dentre as frações precipitadas obtidas a partir das três amostras 

bacterianas selecionadas (CGP162, CGP360 E BGN97), a que teve a faixa 

de inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis 

mais constante e com valores médios mais altos foi a fração E40, seguida 

da E100 e da E70 de CGP360. O extrato bruto destas amostas inibiu em 

média 47,76 % de L. amazonensis. 

 A fração do extrato bruto obtido a partir de CGP360 e precipitada a 40 % da 

amostra CGP360 apresentou valor de inibição duas vezes superior nas 

formas promastigotas de L. amazonensis após 24 horas de tratamento 

quando comparada ao extrato bruto. 
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 Os ensaios de citotoxicidade em macrófagos mostraram que apesar de 

promissora atividade anti-Leishmania em formas promastigotas de L. 

amazonensis, a fração E-40 não inibiu o crescimento de formas 

amastigotas nas concentrações de 20 e 40 mg/mL, e, ainda, se mostraram 

tóxicas à macrófagos peritoneais na maior concentração de uso, com média 

de toxicidade de 47 %. No entanto, o extrato bruto da amostra CGP360 

concentrado a 40 mg/mL mostrou-se promissor em formas amastigotas, 

uma vez que não apresentou toxicidade para macrófagos peritoneais e 

ainda apresentou média de inibição de 60 % nas formas intracelulares do 

parasito.  
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Apêndice 02. Distribuição das amostras de bactérias Gram-positivas utilizadas nos experimentos de antagonismo. 

COCOS GRAM-POSITIVOS 

CÓDIGO 
TESE 

ESPÉCIMES 
TESTADOS 

IDENTIFICAÇÃO ORIGEM 
ANTAGONISMO- 

BACTERIANO 
ANTAGONISMO- 

CANDIDA sp 
ANTAGONISMO- 
LEISHMANIA sp 

CGP1* A1C1 
 

Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP2 A1C10 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP3 A1C11 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP4 A1C14 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP5 A1C17 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP6* A1C18 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP7 A1C21 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP8 A1C22 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP9 A1C23 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP10 A1C25 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP11* A1C26 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP12 A1C27 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP13 A1C28 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP14 A1C3 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP15 A1C31 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP16 A1C32 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP17 A1C33 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP18 A1C34 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP19* A1C35 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP20 A1C36 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP21 A1C37 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP22 A1C38 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP23* A1C39 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP24 A1C40 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP25 A1C41 Staphylococcus sp. Fezes de pombo SIm Não Não 

CGP26 A1C42 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 
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CGP27* A1C46 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Sim 

CGP28 A1C47 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP29 A1C48 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP30 A1C5 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP31 A1C51 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Sim Não 

CGP32 A1C52 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP33 A1C53 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP34 A1C54 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP35 A1C57 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP36 A1C58 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP37 A1C6 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP38 A1C60 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP39 A1C61 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP40 A1C62 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP41 A1C63 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Sim Não 

CGP42 A1C64 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP43 A1C65 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP44 A1C66 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP45 A1C67 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP46 A1C69 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP47 A1C7 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP48 A1C70 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP49 A1C71 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP50 A1C72 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP51 A1C73 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP52 A1C74 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP53 A1C75 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP54 A1C76 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP55 A1C77 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP56 A1C78 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP57 A1C79 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 



 
 

122 
 

CGP58 A1C8 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP59 A1C80 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP60 A1C81 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Sim Não 

CGP61 A1C82 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP62 A1C84 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP63 A1C87 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP64 A1C90 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP65 A1C91 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP66 A4C10 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP67 A4C100 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP68 A4C101 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP69 A4C102 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP70 A4C103 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP71 A4C104 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP72 A4C105 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP73 A4C106 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP74 A4C107 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP75 A4C108 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP76 A4C109 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP77 A4C11 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP78 A4C110 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP79 A4C111 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP80 A4C112 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP81 A4C113 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP82 A4C114 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP83 A4C115 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP84 A4C116 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP85 A4C117 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP86 A4C118 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP87 A4C119 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP88 A4C12 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 
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CGP89 A4C120 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP90 A4C121 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP91 A4C122 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP92 A4C123 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP93 A4C124 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP94 A4C125 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP95 A4C126 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP96 A4C127  Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP97 A4C128 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP98 A4C129 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP99 A4C13 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP100 A4C130 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP101 A4C131 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP102 A4C132 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP103 A4C133 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP104 A4C134 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP105 A4C135 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP106 A4C136 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP107 A4C137 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP108 A4C138 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP109 A4C139 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP110 A4C14 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP111 A4C140 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP112 A4C141 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP113 A4C142 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP114 A4C143 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP115 A4C144 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP116 A4C145 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP117 A4C146 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP118 A4C147 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP119 A4C148 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 



 
 

124 
 

CGP120 A4C149 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP121 A4C15 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP122 A4C150 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP123 A4C151 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP124 A4C152 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP125 A4C153 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP126 A4C154 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP127 A4C155 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP128 A4C156 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP129 A4C157 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP130 A4C158 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP131 A4C159 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP132 A4C16 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP133 A4C160 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP134 A4C161 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP135 A4C162 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP136 A4C163 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP137 A4C164 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP138 A4C165 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP139 A4C166 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP140 A4C167 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP141 A4C168 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP142 A4C169 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP143 A4C17 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP144 A4C170 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP145 A4C171 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP146 A4C172 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP147 A4C173 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP148 A4C174 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP149 A4C175 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP150 A4C176 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 
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CGP151 A4C177 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP152 A4C178 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP153 A4C179 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP154 A4C18 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP155 A4C180 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP156 A4C181 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP157 A4C182 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP158 A4C183 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP159 A4C184 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP160 A4C185 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP161 A4C19 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP162* A4C2 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Sim 

CGP163 A4C20 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP164 A4C21 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP165* A4C22 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP166 A4C23 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP167 A4C24 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP168 A4C25 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP169 A4C26 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP170 A4C27 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP171 A4C28 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP172 A4C29 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP173 A4C3 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP174 A4C30 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP175 A4C31 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP176 A4C32 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP177 A4C33 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP178 A4C34 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP179 A4C35 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP180 A4C36 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não NR Não 

CGP181 A4C37 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 
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CGP182 A4C38 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Sim 

CGP183* A4C39 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Sim 

CGP184 A4C4 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP185 A4C40 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP186 A4C41 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP187 A4C42 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP188 A4C43 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP189 A4C44 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP190 A4C45 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP191 A4C46 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP192 A4C47 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP193 A4C48 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP194 A4C49 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP195 A4C5 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP196 A4C50 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP197 A4C51 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP198 A4C52 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP199 A4C53 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP200 A4C54 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP201 A4C55 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP202 A4C56 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP203 A4C57 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP204 A4C58 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP205 A4C59 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP206 A4C6 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP207 A4C60 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP208 A4C61 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP209 A4C62 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP210 A4C63 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP211 A4C64 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP212 A4C65 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 
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CGP213 A4C66 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP214 A4C67 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP215 A4C68 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP216 A4C69 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP217 A4C7 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP218 A4C70 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP219 A4C71 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP220 A4C72 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP221 A4C73 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP222 A4C74 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP223 A4C77 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP224 A4C78 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não NR Não 

CGP225 A4C79 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não NR Não 

CGP226 A4C8 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP227 A4C80 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não NR Não 

CGP228 A4C81 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Não 

CGP229 A4C82 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não NR Não 

CGP230 A4C83 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP231 A4C84 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP232 A4C85 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP233 A4C86 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP234 A4C87 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP235* A4C88 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Sim 

CGP236 A4C89 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP237 A4C9 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP238 A4C90 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP239 A4C91 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP240 A4C92 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP241 A4C93 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP242 A4C94 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP243 A4C95 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 
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CGP244 A4C96 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP245 A4C97 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP246 A4C98 Enterococcus sp. Fezes de pombo Não Não Não 

CGP247 A4C99 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Não Não 

CGP248* AL1C1 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Sim 

CGP249 AL1C10 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP250 AL1C11 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP251 AL1C12 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP252 AL1C13 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP253 AL1C14 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP254 AL1C15 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP255 AL1C18 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP256 AL1C19 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP257 AL1C2 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP258 AL1C20 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP259 AL1C21 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Sim Não 

CGP260 AL1C25 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP261 AL1C26 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP262 AL1C27 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP263 AL1C28 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP264 AL1C3 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP265 AL1C30 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP266 AL1C32 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP267 AL1C33 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP268 AL1C34 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP269* AL1C35 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP270 AL1C36 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP271 AL1C37 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP272 AL1C38 Staphylococcus sp. Queijo minas Não NR Não 

CGP273 AL1C39  Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP274 AL1C4 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 
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CGP275 AL1C40  Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP276 AL1C41 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP277 AL1C42 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP278 AL1C45 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim Não Não 

CGP279 AL1C46 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP280 AL1C47 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP281 AL1C48 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP282 AL1C49 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP283 AL1C50 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP284 AL1C50 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP285 AL1C52 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP286 AL1C53 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP287 AL1C55 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP288 AL1C57 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP289* AL1C58 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP290 AL1C6 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP291 AL1C60 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP293 AL1C62 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim Não Não 

CGP294 AL1C63 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim Não Não 

CGP295 AL1C64 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP296 AL1C65 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP297 AL1C66 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP298 AL1C7 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP299 AL1C8 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP300 AL1C9 Staphylococcus sp. Queijo minas Não Não Não 

CGP301 H1C1 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP302* H1C10 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP303 H1C11 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP304 H1C12 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP305 H1C13 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP306 H1C14 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 
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CGP307 H1C15 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP308 H1C16 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP309 H1C17 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP310 H1C18 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP311 H1C19 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP312 H1C2 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP313* H1C20 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP314 H1C21 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP315 H1C22 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP316 H1C23 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP317 H1C24 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP318 H1C25 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP319 H1C26 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP320 H1C27 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP321 H1C28 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP322 H1C29 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP323 H1C3 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP324 H1C30 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP325 H1C31 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP326 H1C32 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP327 H1C33 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP328 H1C34 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP329* H1C35 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP330 H1C36 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP331 H1C37 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP332 H1C38 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP333 H1C39 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP334 H1C4 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP335 H1C40 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP336 H1C41 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP337* H1C42 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Sim 
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CGP338 H1C43 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP339 H1C44 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP340 H1C45 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP341 H1C47 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP342 H1C49 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP343 H1C5 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP344 H1C50 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP345 H1C51 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP346 H1C52 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP347 H1C53 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP348 H1C54 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP349 H1C55 Staphylococcus sp. Leite humano  Não Não Não 

CGP350 H1C56 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP351 H1C57 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP352 H1C58 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP353 H1C59 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP354 H1C6 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP355 H1C60 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP356 H1C7 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP357 H1C8 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP358 H1C9 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP359 H1C48 Staphylococcus sp. Leite humano  Sim Não Não 

CGP360* ATCC 3 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ATCC Não Não Sim 

CGP361 ATCC4 Micrococcus luteus ATCC 10240 ATCC Não Não Sim 

CGP362* ATCC 5 Staphylococcus aureus ATCC 25923 ATCC Não Não Sim 

CGP363 ATCC 6  Staphylococcus aureus ATCC 29213 ATCC Sim Não Sim 

CGP364 ATCC 7 Staphylococcus aureus ATCC 33591 ATCC Sim Não Sim 

CGP365 ATCC 8 Enterococcus faecalis ATCC 51299 ATCC Sim Não Não 

CGP367 ATCC 19 Kokuria rhizophila ATCC 9341 ATCC Não Não Não 

CGP368 ATCC 22 Enterococcus faecium ATCC 35667 ATCC Não Não Sim 
*Amostras testadas como reveladoras também 
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Apêndice 03. Distribuição das amostras de bactérias Gram negativas utilizadas nos experimentos de antagonismo. 

BASTONETES GRAM NEGATIVOS 

CÓDIGO 
TESE 

ESPÉCIMES 
TESTADOS 

IDENTIFICAÇÃO ORIGEM 
ANTAGONISMO- 

BACTÉRIA 
ANTAGONISMO- 

FUNGO 
ANTAGONISMO- 

LEISHMANIA 

BGN1* H3C5 Pseudomonas putida Leite humano  Não Não Sim 

BGN2 H3C13 Pseudomonas sp. Leite humano  Não Não Não 

BGN3* H3C23 Pseudomonas sp. Leite humano  Não Não Não 

BGN4 AL3C13 Pseudomonas sp. Queijo minas Sim Não Não 

BGN5 AL3C20 Aeromonas sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN6 AL3C22 Enterobacter sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN7 AL3C24 A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas Sim Não Não 

BGN8* AL3C25 A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas Não Não Sim 

BGN9* AL3C40 Enterobacter amnigenus Queijo minas Não Não Não 

BGN10* AL3C52 Enterobacter sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN11 AL3C61 Pseudomonas sp. Queijo minas Sim Não Não 

BGN12 AL3C66 Pseudomonas sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN13 AL3C77 Pseudomonas sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN14 AL3C79 Pseudomonas sp. Queijo minas Não Não Não 

BGN15 AL3C98 Pseudomonas putida Queijo minas Não Não Não 

BGN16 AL3C99 E. coli Queijo minas Sim Não Não 

BGN17 AL3C108 E. coli Queijo minas Não Não Não 

BGN18 AL3C118 E. coli Queijo minas Sim Não Não 

BGN19 A3C2 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN20 A3C3 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN21 A3C4 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN22 A3C5 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN23 A3C6 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN24 A3C7 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN25 A3C8  E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN26 A3C9 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 
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BGN27 A3C10 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN28 A3C11 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN29 A3C12 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN30 A3C13 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN31 A3C14 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN32 A3C15 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN33 A3C16 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN34 A3C17 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN35 A3C18 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN36 A3C19 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN37 A3C20 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN38 A3C21 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN39 A3C22 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN40 A3C23 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN41 A3C24 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN42 A3C25 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN43 A3C26 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN44 A3C27 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN45 A3C28 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN46 A3C29 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN47 A3C30 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN48 A3C31 Lecrercia adecarboxylata Fezes de pombo Não Não Não 

BGN49 A3C32 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN50 A3C33 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN51 A3C34 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN52 A3C35 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN53 A3C36 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN54 A3C37 E.coli Fezes de pombo Não Sim Não 

BGN55 A3C38 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN56 A3C39 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN57 A3C40 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 
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BGN58 A3C41 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN59 A3C42 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN60 A3C43 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN61 A3C44 E. coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN62 A3C45 E. coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN63 A3C46 E. coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN64 A3C47 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN65 A3C48 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN66 A3C49 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN67 A3C50 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN68 A3C51 E.coli Fezes de pombo Sim Não Sim 

BGN69 A3C52 E.coli Fezes de pombo Sim Não Sim 

BGN70 A3C53 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN71 A3C54 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN72 A3C55 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN73 A3C56 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN74 A3C57 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN75 A3C58 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN76 A3C59 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN77 A3C60 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN78 A3C61 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN79 A3C62 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN80 A3C63 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN81 A3C64 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN82 A3C65 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN83 A3C66 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN84 A3C67 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN85 A3C68 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN86 A3C69 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN87 A3C70 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN88 A3C71 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 
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BGN89 A3C72 E.coli Fezes de pombo Sim Não Não 

BGN90 A3C73 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN91 A3C74 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN92 A3C75 E.coli Fezes de pombo Não Não Não 

BGN93* ATCC 1 P. aeruginosa ATCC 27853 ATCC Sim Não Não 

BGN94* ATCC 2 E. coli ATCC35218 ATCC Não Não Não 

BGN95* ATCC 14 Salmonella Typhi CFP/IAL 1472 ATCC Não Não Sim 

BGN96* ATCC 13 Enterobacter aerogenes CDC 1680 CDC Não Não Não 

BGN97* ATCC 15 E. coli ATCC 11229 ATCC Não Não Sim 

BGN98 ATCC 18 Serratia marcescensCDC 4133 CDC Sim Não Não 

BGN99 AL3C47 Pseudomonas sp. Queijo minas Não Não Sim 
 
*Amostras testadas como reveladoras também. 
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Apêndice 04. Fluxograma utilizado na confirmação da identidade dos 

microrganismos pertencentes à coleção de cultura do laboratório e utilizados 

como amostras produtoras. 

 

Amostras previamente 
identificados como Escherichia coli

Cultivo em  meio seletivo EMB 
(Eosin Metylen Blue) (Acumedia)
• crescimento com formação de 

brilho metálico. 

• Teste da fermentação da 
glicose em caldo glicosado, 

• Prova da oxidase,
• Coloração de Gram

• Teste de fermentação da 
glicose em caldo glicosado,

• Prova da oxidase, 
• Coloração de Gram,
• Sistema automatizado de 

identificação bioquímica 
Bactray (Laborclin)

Bacilos Gram negativos

Amostras sem identificação prévia

 
 
 
 

Cocos Gram-positivos

Amostras previamente identificadas 
como Staphylococcus sp.

• Crescimento e fermentação 
em ágar manitol salgado, 

• Coloração de Gram,
• Prova da catalase, 
• Prova da coagulase.

Amostras previamente identificadas 
como espécies de Enterococcus.

• Crescimento em ágar bile 
esculina, com hidrólise da 
esculina,

• Coloração de Gram.
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Apêndice 05. Dados do crescimento bacteriano (contagem UFC/mL e log da 

contagem) das amostras com melhor atividade antagonista contra Leishmania 

amazonensisno teste de inibição do crescimento desta pelo método do MTT. 

 

tempo crescimento 
(hs) Contagem* log % INIBIÇÃO 

0 6,6X105 5,8 0 

3 3,4X106 6,5 24,2 

6 8,6X106 6,9 48,5 

12 1,7X107 7,2 27,4 

18 9,4X106 7,2 21,4 

24 1,5X107 7,2 22 

30 7,3X106 6,9 14,02 

tempo crescimento 
   Contagem** log % INIBIÇÃO 

0 1,9x105 5,3 0 

3 9,7X105 6 2,13 

6 6,4x106 6,8 42,5 

12 1,6x107 7,2 25,7 

18 2,2x107 7,2 22,8 

24 1,7x107 7,2 31,05 

30 8,8x106 7 14,66 

tempo crescimento 
   Contagem*** log % INIBIÇÃO 

0 3x105 5,5 2,2 

3 8,9x106 7 38,13 

6 1,2x107 7,1 37,78 

12 1,1x107 7 31,11 

18 5,6x107 7,2 27,66 

24 1,7x107 7,2 17,5 

30 1,2x107 7,1 6,79 

*Enterococcus sp. (CGP162) em meio TSB 
**S. epidermidis ATCC 11228 (CGP360) em meio BHI 
***E. coli ATCC12229 (BGN97) em meio TSB 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

138 
 

Apêndice 06. Dados do crescimento bacteriano ao longo de 30 horas de 

cultivo, no melhor meio de cultura para produção de substância antagonista 

contra Leishmania amazonensis avaliada pelo método do MTT. 

 
 

Meio de 

cultura 

Tempo 

(h) d 

% de Inibição de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8b/c  

CGP162a CGP360a BGN97a 

24 48 72 24 48 72 24 48 72 

BHI 0 - - - s/a s/a s/a - - - 

 3 - - - 2,13 0,57 2,75 - - - 

 6 - - - 42,50 19,57 4,38 - - - 

 12 - - - 25,7 s/a s/a - - - 

 18 - - - 22,8 2,45 0,54 - - - 

 24 - - - 31,05 s/a 14,09 - - - 

 30 - - - 14,66 4,23 s/a - - - 

TSB 0 s/a 1,2 0,13 - - - 2,20 0,67 S/a 

 3 24,2 13,40 s/a - - - 38,13 46,45 2,27 

 6 48,5 17,48 0,27 - - - 37,78 27,5 s/a 

 12 27,4 10,2 1,3 - - - 31,11 4,03 0,29 

 18 21,4 9,20 s/a - - - 27,66 s/a s/a 

 24 22,0 4,33 s/a - - - 17,5 4,20 0,46 

 30 14,02 s/a 29,4 - - - 6,79 s/a s/a 

 
* 
Teste de inibição sem atividade detectada pelo método do MTT na concentração de uso- s/a 

a
 concentração dos extratos- 40 mg/mL 

b
 controle positivo – anfotericina B 0,01 mg/ml (IC50) 

c
 controle negativo – meio de cultura Warren 
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Apêndice 07. Curva de crescimento bacteriano no melhor meio de cultura para 

avaliação da produção de substância antagonista ao longo do tempo. 
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Apêndice 08. Valores brutos de Inibição do crescimento de Leishmania sp. por 

amostras bacterianas na prospecção para seleção de candidatas. 

 PROSPECÇÃO DE PEPTÍDEOS BACTERIANOS COM AÇÃO EM  Leishmania sp. 

LINHAGENS 
TESTADAS 

L. braziliensis L. chagasi L. major L. amazonensis 

LEITURA MTT % (FAIXA DE INIBIÇÃO APÓS 72 HORAS)     

CGP363 20,17 NR 0,00 s/a 

CGP364 23,40 NR 0,00 s/a 

CGP361 2,27 NR 0,00 5,06 

BGN97 0,56 0,11 - 14,14 0,78 - 18,16 13,12– 58,95 

CGP360 15,82 - 49,32 0 - 26,95 18,07 - 30,57 14,47 - 32,99 

CGP368 0,12 - 11,35 0 - 5,0 0 - 2,83 s/a 

CGP337 0 - 12,38 0 - 10,54 0 - 22,83 0 - 4,36 

BGN1 25,49 NR 23,56 0 - 30,75 

BGN68 10,97 NR 0,00 24,20 

BGN69 17,50 NR 8,98 32,13 

CGP235 24,34 NR 11,44 s/a 

CGP183 0 - 6,81 0 -24,19 15,7 - 30,13 8,55 - 19,19 

CGP162 25,27 - 28,10 0 - 24,68 9,34 - 18,38 17,38 – 48,75 

CGP182 5,33 NR 0,00 s/a 

CGP248 0 - 5,74 0 - 8,29 0 - 1,84 0,44 - 14,50 

BGN8 18,81 NR 0,00 s/a 

BGN99 s/a 0 - 28,24 0 - 12,34 5,66 

CGP27 s/a s/a s/a 14,39 - 17,3 

CGP362 s/a s/a s/a 5,84 - 25,47 

BGN95 s/a s/a s/a s/a 
 
*s/a = sem atividade 
** NR= teste não realizado 
*** Todos os extratos bacterianos testados estavam a 300 mg/mL (Cf=20 mg/mL) 
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Apêndice 09. Valores de Inibição do crescimento de Leishmania amazonensis 

pelas amostras bacterianas candidatas ao longo do tempo de crescimento do 

parasito. 

AMOSTRA 
BACTERIANA 

CONCENTRAÇÃO DE 
USO (CIM) 

 

%INIBIÇÃO 
(N=2)    

 

DESVIO 
PADRÃO 

 

TEMPO DE 
CONTATO (HS) 

 

CGP162- EB  40 mg/mL 33,5 2,4466 72 hs 
CGP162- EB  40 mg/mL 27,6 8,3226 72 hs 
CGP162- EB  20  mg/mL 48,8 1,2374 72 hs 
CGP162- EB  20  mg/mL 33,0 22,1819 72 hs 
CGP162- EB 40 mg/mL 51,9 20,3647 24 hs 
CGP162- EB 40 mg/mL 59,4 0,9687 48 hs 
CGP162- EB 40 mg/mL 52,8 17,1544 72 hs 
CGP162- E40 40 mg/mL 38,9 5,8478 24 hs 
CGP162- E40 40 mg/mL 35,1 9,4257 48 hs 
CGP162- E40 40 mg/mL 25,4 10,6561 72 hs 
CGP162- E70 40 mg/mL s/a  0,0000 24 hs 
CGP162- E70 40 mg/mL 25,2 7,1064 48 hs 
CGP162- E70 40 mg/mL 22,4 11,2006 72 hs 
CGP162- E100 40 mg/mL 17,6 6,8307 24 hs 
CGP162- E100 40 mg/mL 31,3 3,7595 48 hs 
CGP162- E100 40 mg/mL 42,9 24,0770 72 hs 
CGP360- EB 40 mg/mL 37,2 5,7558 24 hs 
CGP360- EB 40 mg/mL 36,4 5,3245 48 hs 
CGP360- EB 40 mg/mL 27,8 12,5653 72 hs 
CGP360- E40 40 mg/mL 32,7 1,3930 24 hs 
CGP360- E40 40 mg/mL 36,1 14,5805 48 hs 
CGP360- E40 40 mg/mL 26,2 15,9382 72 hs 
CGP360- E70 40 mg/mL 40,1 7,5802 24 hs 
CGP360- E70 40 mg/mL 28,9 26,1135 48 hs 
CGP360- E70 40 mg/mL 23,4 14,8280 72 hs 
CGP360- E100 40 mg/mL 56,5 46,3084 24 hs 
CGP360- E100 40 mg/mL 55,6 52,3047 48 hs 
CGP360- E100 40 mg/mL 52,2 61,9284 72 hs 
BGN97- EB 40 mg/mL 60,1 6,9084 24 hs 
BGN97- EB 40 mg/mL 70,3 6,0953 48 hs 
BGN97- EB 40 mg/mL 48,9 8,7893 72 hs 
BGN97- E40 40 mg/mL 22,4 2,7860 24 hs 
BGN97- E40 40 mg/mL 34,1 1,6617 48 hs 
BGN97- E40 40 mg/mL 16,3 2,2698 72 hs 
BGN97- E70 40 mg/mL 9,6 13,5411 24 hs 
BGN97- E70 40 mg/mL 33,9 7,4741 48 hs 
BGN97- E70 40 mg/mL 10,7 1,7183 72 hs 
BGN97- E100 40 mg/mL 13,0 5,0912 24 hs 
BGN97- E100 40 mg/mL 42,0 30,8440 48 hs 
BGN97- E100 40 mg/mL 25,0 0,2192 72 hs 

*EB= extrato bruto 
**E40= extrato precipitado a 40 % com sulfato de amônio 
***E70= extrato precipitado a 70 % com sulfato de amônio 
****E100= extrato precipitado a 100 % com sulfato de amônio 
s/a= sem atividade  
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Anexo 01. Parecer do Comitê de ética para uso de formas amastigotas. 
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Anexo 02. Parecer do Comitê de ética para uso de macrófagos peritoneais. 
 

 




