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PG39
Otimização e elucidação da atividade antibacteriana de pep-
tídeos catiônicos em patógenos multirresistentes

RIGHETTO, G. M.; LOPES, J. L. S.; SANTOS FILHO, N. A.; BELTRAMINI, L. M.1; CILLI, E. M.;
CAMARGO, I. L. B. C.1

gmrighetto@gmail.com

1Instituto de Física de São Carlos - USP

Apesar dos avanços no tratamento de doenças infecciosas, microrganismos patogênicos continuam amea-
çando a saúde pública. (1) A escassez de opções terapêuticas leva ao interesse em novos compostos. Por
isso, peptídeos antimicrobianos, como Bothropstoxina-I (2) e Plantaricina 149 (3), estão sendo revisita-
dos por terem atividades antibacterianas que podem ser aperfeiçoadas. Este estudo objetivou otimizar a
ação destes compostos, modificando os peptídeos, que foram sintetizados em fase sólida. A concentração
inibitória mínima (CIM) para bactérias patogênicas (Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium ATCC 700221,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC
19606 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) e a hemólise de eritrócitos humanos foram indicadores
usados na avaliação da otimização das atividades dos análogos sintetizados. Os peptídeos escolhidos
foram NA1897, (KKWRWHLKPW)2K e Pep20 (FMOC-KAVKKLFKKWG) para a Bothropstoxina-I e
Plantaricina 149, respectivamente, por apresentarem a melhor atividade antimicrobiana e a menor taxa
hemolítica. As CIMs de Pep20 e NA1897 foram determinadas para 60 bactérias de espécies, linhagens
e perfis de resistência diferentes, indicando amplo espectro de ação de ambos. As cinéticas de morte
de duas linhagens de S. aureus (CIM 16 mg/L para NA1897, 8 mg/L para Pep20) e duas linhagens
de A. baumannii (CIM 32 mg/L para NA1897, 32 e 64 mg/L para Pep20) foram determinadas para
cada um dos peptídeos, resultando em ação rápida característica dos peptídeos antimicrobianos, com
redução total de sobreviventes em no máximo duas horas para todas as concentrações testadas. Em
ambos a concentração subinibitória foi capaz de reduzir o inóculo bacteriano em pelo menos 2,5 log.
Com estes resultados confirmamos o potencial bactericida dos peptídeos. O efeito pós antibiótico destes
peptídeos também foi avaliado nas mesmas linhagens. Os efeitos pós antibiótico em gram-positivos e
gram-negativos foram de pelo menos 8,5 h e 4 h para NA1897, e 5 h e 2,5 h para Pep20, respectivamente.
Esses dados podem influenciar na posologia e otimização da farmacocinética. Para estudar os modos
de ação destes peptídeos, uma seleção de isolados resistentes foi realizada in vitro, através de passagens
seriadas das linhagens em concentrações subinibitórias de NA1897 e Pep20. Em 30 dias, observou-se
um aumento de 8x a CIM inicial de Pep20, tanto para S. aureus quanto para A. baumannii. Houve
um aumento de 16x a CIM inicial de NA1897 para S. aureus, porém a CIM para A. baumannii não
mudou. Genes que codificam o alvo de NA1897, proteínas das vias de entrada deste na célula, ou ainda
bombas de efluxo, podem ter sido mutados, aumentando a CIM em gram-positivos. Por outro lado, em
gram-negativos, a atividade de NA1897 permaneceu estável. Por fim, duas moléculas foram seleciona-
das com atividades antibacterianas otimizadas. O sequenciamento do genoma das linhagens resistentes
selecionadas será fundamental para verificar os mecanismos de resistência e, consequentemente, indicar
possíveis modos de ação dessas moléculas. Outros ensaios como observação da célula em microscopia
eletrônica (transmissão e confocal), despolarização de membrana e inibição de enzimas topoisomerases
serão usados para investigar o modo de ação destes peptídeos.
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