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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) constitui um importante desafio a saide publica, agravado pelo
uso indiscriminado de antibidticos e pela formacdo de biofilmes, que dificultam a acdo dos
antimicrobianos e favorecem infec¢des persistentes. Nesse contexto, os peptideos antimicrobianos
(PAMs) destacam-se como alternativas promissoras devido a sua acdo eficaz e amplo espectro. Este
estudo avaliou a atividade antibiofilme dos peptideos BotrAMP14 e CrotAMP14, derivados de
catelicidinas presentes na peconha de serpentes, frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae. Os resultados indicaram aumento da atividade a partir de 8 uM. Contra S.
aureus, ambos apresentaram inibicdo =50%, superior ao controle com Gentamicina. Contra K.
pneumoniae, o CrotAMP iniciou atividade em 8 pM e apresentou maior inibicdo que BotrAMP e
Colistina, cuja atividade foi mais evidente em 16 pM. Os resultados sugerem atividade antibiofilme
dose-dependente e potencial antimicrobiano dos peptideos.
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INTRODUCAO

A dificuldade no tratamento de infec¢des bacterianas era ainda mais evidente na era pré-
antibiotica, quando essas infecgdes apresentavam maior impacto na mortalidade por ndo haver uma
resposta efetiva contra essas efermidades. Somente na década de 1940, com a descoberta acidental
da penicilina por Alexander Fleming em 1928, iniciou-se a era de ouro dos antibacterianos, seguida
pelo desenvolvimento de diversas classes, como [3-lactamicos, quinolonas, rifamicinas, tetraciclinas e
sulfonamidas (Christensen, 2021; Uddin et al,, 2021).

Todavia, com o uso intensivo de antimicrobianos na sadde, agricultura e pecuaria aumentou
a pressao seletiva sobre esses organismos, favorecendo o surgimento e a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana (RAM) (Muteeb et al., 2023). Desde a década de 70, a descoberta de novos antibiéticos
tornou-se limitada, estimulando a busca por alternativas, como bacteridéfagos e peptideos
antimicrobianos, embora ainda existam limita¢des para sua aplicacdo clinica (Uddin et al,, 2021). Em
2019, cerca de 5 milhdes de mortes foram associadas a RAM, com tendéncia de aumento até 2050
sem medidas de controle (Anderson, 2022; Ho et al,, 2025).

Os biofilmes bacterianos sdo macroestruturas compostas por comunidades de
microrganismos envoltas por uma matriz de exopolissacarideos (EPS), presentes em superficies
hospitalares, tecidos, alimentos e ambientes naturais. Essa estrutura protege as células contra
condi¢des adversas, antimicrobianos e resposta imune do hospedeiro, favorecendo infeccoes
persistentes e contribuindo para a resisténcia aos tratamentos (Zhao, Sun e Liu, 2023; Peng et al,,
2023).
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Entre os principais patégenos formadores de biofilme destacam-se Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae. Seus mecanismos de evasdo imunoldgica favorecem sua persisténcia e
resisténcia, como producao de moléculas e toxinas (Fayisa e Tuli, 2023; Cheung, Bae e Otto, 2021).Ja
K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa encapsulada e oportunista, associada a hiperviruléncia,
hipermucoviscosidade, producdo de sideroforos e formacdo de biofilmes, caracteristicas que
aumentam sua capacidade de causar infeccdes (Li et al., 2024; Xu et al.,, 2024).

Como alternativa ao uso de antibiéticos convencionais, os peptideos antimicrobianos (PAMs)
sdo alternativas promissoras por conta de suas caracteristicas moleculares. PAMs sdo pequenas
moléculas de natureza aminoacidica, compostas por cadeias de 12 a 50 aminoacidos que participam
da imunidade inata de diversos organismos e podem apresentar propriedades antimicrobianas,
imunomoduladoras, anticancerigenas e cicatrizantes. Entre suas vantagens estdo o amplo espectro
de acdo, baixa toxicidade, estabilidade térmica e solubilidade (Luo; Song, 2021).

As catelicidinas sdo peptideos sintéticos cationicos encontrados em diversos organismos e
possuem atividade antimicrobiana e imunomoduladora. Seu mecanismo envolve principalmente a
interacdo com membranas microbianas, promovendo sua permeabilizacio por diferentes
mecanismos, incluindo formagao de poros e desorganizacdo da membrana (Guerra et al., 2024; Yoon
et al.,, 2024). Entre as catelicidinas sintéticas destacam-se BotrAMP14 e CrotAMP14, derivados de
peptideos encontrados nas peconhas de Bothrops atrox e Crotalus durissus terrificus, a batroxicidina
e a crotalicidina, respectivamente (Oliveira et al., 2020).

OBJETIVO

Avaliar a atividade antibiofilme dos peptideos BotrAMP14 e CrotAMP14 frente a isolados
clinicos de Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, investigando sua capacidade de inibir a
formacdo e promover a erradicagdo de biofilmes, comparando sua eficAcia com antibiéticos
convencionais.

METODO

Foram utilizadas cepas de Klebsiella pneumoniae isolado clinico 001450421 e Staphylococcus
aureus isolado clinico 7133623. Para preparo do in6culo, as cepas foram cultivadas em agar MH a 37
°C por um periodo overnight. Em seguida, trés colénias foram transferidas para caldo MH e incubadas
overnight (37 °C, 200 rpm). As culturas resultantes foram diluidas 1:100 em meio basal( fosfato de
potassio 62 mM, 7 mM de (NH,),SO,4, 2 mM de MgS0,, 10 uM de FeSO, e 0,4% de glicose, pH 7,0).

0 ensaio foi conduzido em placas de 96 poc¢os. Em cada poco, foram adicionados 50 pL da
suspensdo bacteriana diluida e 50 pL. dos peptideos BotrAMP14 ou CrotAMP14, em concentracgdes
variando de 64 uM a 0,5 uM, em triplicata. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para avaliar a
formacao do biofilme na presenca dos peptideos.

Apoés a incubacio, os pogos foram lavados trés vezes com solucdo salina para remocgao das
células planctoénicas. O biofilme foi fixado com 100 pL de etanol absoluto por 15 minutos, seco a 37 °C
e posteriormente corado com 200 pL de cristal violeta 0,1% por 20 minutos. Em seguida, foi feita
outra lavagem para retirar o excesso de cristal violeta e o corante aderido foi solubilizado com 200
uL de acido acético 30% para quantificacdo. A leitura da densidade 6ptica foi realizada em 600 nm
em leitor de microplacas BioTek PowerWave HT.

RESULTADOS

A atividade de inibigcdo dos peptideos BotrAMP e CrotAMP foi avaliada frente aos isolados
clinicos (Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae) em diferentes concentragdes, utilizando
gentamicina e colistina, respectivamente, como antimicrobianos de referéncia. Conforme
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apresentado na Figura 1, ambos os peptideos apresentaram maior percentual de inibicao de S. aureus
nas concentragdes mais elevadas e manutencio de atividade mesmo em concentragées reduzidas. O
BotrAMP apresentou aproximadamente 90% de inibigdo em 64 uM, mantendo atividade superior a
50% até 8 pM, evidenciando efeitos antimicrobianos em concentra¢des mais baixas. O CrotAMP
apresentou comportamento semelhante, embora com reducdo gradual nas concentragdes
intermedidrias. Em baixas concentracdes (<2 uM), a atividade dos peptideos foi reduzida, indicando
comportamento dependente da concentracio.

Figura 1
Percentual de inibicdo de Staphylococcus aureus Cl 7133623 pelo BotrAMP14, CrotAMP14 e
gentamicina em diferentes concentragoes.
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Fonte: Criado pelo autor

Para K. pneumoniae, observou-se um perfil de inibicdo mais pronunciado para o CrotAMP,
conforme demonstrado na Figura 2. O peptideo apresentou aproximadamente 100% de inibicado em
32 e 64 pM, mantendo atividade superior a observada para o BotrAMP e a colistina nas concentracoes
de 8 a2 uM. Esse comportamento evidencia a capacidade de manter uma atividade expressiva mesmo
diante da reducdo da concentracdo. O BotrAMP também apresentou elevada atividade nas maiores
concentragdes, atingindo aproximadamente 100% em 64 pM, porém sua inibi¢do diminuiu de forma
mais acentuada nas concentracdes inferiores. A colistina apresentou perfil intermediario, com maior
atividade nas concentracdes de 32 e 64 uM e reducao progressiva em concentragdes menores.

Figura 2
Percentual de inibicdo de Klebisiella pneuomoniae CI 001450421 pelo BotrAMP14, CrotAMP14 e
colistina em diferentes concentragées.

Kiabisiella preumoniae CI

B i
37 M
15 B
EpmM
4 M
Z
1M
0,5 i

'L

T EEEEE
% ode mibigo

V Congresso de Iniciacdo Cientifica | IV Mostra do Stricto Sensu | UCB



e Iniciacao Cientifica e Tecnoldgica

' dO Str|cto Sensu
Umvemdade Catolica de Brasilia

Nota. A intensidade da coloracdo representa o percentual de inibicdo, variando de 0% (branco) a
100% (azul).
Fonte: Criado pelo préprio autor.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram comportamento predominantemente concentracdo-dependente,
com maior atividade dos peptideos nas concentracdes elevadas e manutencao de atividade relevante
em concentragdes intermediarias. Destaca-se o CrotAMP14 frente a K. pneumoniae, que apresentou
elevada atividade inibitéria e desempenho superior ao BotrAMP14 e a colistina em concentracdes
intermediarias, evidenciando capacidade de manter sua acdo mesmo com reduc¢io da concentracao.
Frente a S. aureus, ambos os peptideos apresentaram atividade semelhante, especialmente nas
maiores concentragdes. Esses achados reforcam o potencial dos PAMs como alternativas aos
antimicrobianos convencionais no contexto da resisténcia antimicrobiana e dos biofilmes
bacterianos. Entretanto, os resultados ainda nao permitem avaliar a capacidade de erradica¢do de
biofilmes previamente formados. Assim, a continuidade dos ensaios de erradicacdo permitira
verificar a acdo dos peptideos sobre biofilmes estabelecidos, complementando os resultados de
inibicao e contribuindo para uma avaliacdo mais abrangente de seu potencial antibiofilme.
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