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RESUMO

As terapias endodonticas regenerativas (TER) estdo ganhando espaco na endodontia como uma
alternativa de tratamento para dentes permanentes imaturos acometidos por necrose pulpar. Este
estudo avaliou a atividade antimicrobiana, in vitro, dos peptideos sintéticos CrotAMP14 e PaDBS1R7
contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, a fim de identificar o peptideo mais promissor
para incorporacdo futura em um arcabouco sintético composto por nanofibras para a TER. A
concentragdo inibitéria minima (MIC) e a concentracio bactericida minima (MBC) foram
determinadas por microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton, com posterior plaqueamento em meio
agar. Observou-se que ambos os peptideos apresentaram atividade predominantemente
bacteriostatica. Devido ao seu maior potencial inibitério contra S. aureus, o peptideo CrotAMP14
apresentou-se como candidato promissor para incorporacdo futura em scaffolds sintéticos de
nanofibra. Contudo, essa aplicagdo biotecnoldgica ainda requer mais estudos para avaliar sua
seguranca e aplicabilidade em procedimentos de TER.
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INTRODUCAO

As terapias endodonticas regenerativas (TER) representam uma importante mudanga de
paradigma no tratamento de dentes permanentes imaturos (DPIs) acometidos por necrose pulpar. A
TER busca restabelecer a vitalidade e viabilizar o desenvolvimento de um novo tecido no espacgo
pulpar, além de permitir a continuagdo da formagdo da raiz e fechamento apical. Entretanto, para
alcancar este resultado, é essencial estabelecer um ambiente favoravel composto por biomoléculas
de reparo, células mesenquimais indiferenciadas e uma carga bacteriana consideravelmente reduzida
(Kim et al., 2018). Os scaffolds (arcabougos) sdo ferramentas essenciais nesse processo e vém sendo
desenvolvidos com o propdsito de disponibilizar uma plataforma de liberacao local controlada de
biomoléculas antimicrobianas que auxiliem na descontaminacdo do SCRs, além de fatores de
crescimento que fornecam indutores de reparo tecidual para a diferenciacdo de células-tronco
remanescentes. Logo, a producdo de um novo scaffold, composto por nanofibras, surge como uma
alternativa altamente viavel para o mercado odontolégico, tendo em vista o excelente desempenho
biolégico em experimentos prévios e o baixo custo de fabricacdo (Sousa et al., 2022). Assim, os
peptideos antimicrobianos (AMPs) CrotAMP14 e PaDBS1R7 foram selecionados por erradicar
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e apresentarem atividade bacteriana comprovada em ensaios
in vivo (Cardoso et al., 2022).

OBJETIVO
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Avaliar o potencial antimicrobiano dos peptideos CrotAMP14 e PaDBS1R7 frente a
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, determinando a MIC e a MBC, a fim de subsidiar sua
futura incorporag¢do em arcaboucos para a TER.

METODO

Os peptideos CrotAMP14 (KRLKKIFKKMIKIF-NH2) e PaDBS1R7 (PMARNKPKILKRILAKIFK)
foram obtidos por sintese quimica em fase sélida, purificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC >95%), liofilizados e armazenados de acordo com as especificagcdes dos fabricantes.
Para a execucdo dos ensaios, as amostras foram reconstituidas em agua ultrapura, quantificadas
espectrofotometricamente e armazenadas em aliquotas a -20 2C. A fim de determinar a MIC de ambos
os peptideos, foram realizadas avaliacées por meio de ensaios de microdiluicdo em caldo, conforme
as diretrizes metodoldgicas normalizadas pela norma M7-A6 do National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2003). As bactérias de referéncia Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Enterococcus faecalis (ATCC 19433) foram pré-inoculadas e mantidas em incubacdo até que a
densidade 6ptica da suspensao celular atingisse valores de absorbancia estaveis entre 0,50 e 0,65 em
comprimento de onda de 600 nm, ap6s a confirmacdo dos pardmetros pela curva padrdo de
crescimento. Os ensaios microbioldgicos foram delimitados com base em cinco grupos: (1) controle
de crescimento bacteriano (positivo), composto exclusivamente por meio de cultura e suspensao
bacteriana correspondente; (2 e 3) controle de inibicdo (antibi6ticos), contendo suspensdo
bacteriana tratada com ciprofloxacino e gentamicina nas concentracgoes 0,5; 2; 4; 6; 8 e 16 ug/mL; e
(4 e 5) presenca dos peptideos CrotAMP14 e PaDBS1R7 nas concentragdes de 4; 8; 16; 32; 64 e 128
uM. O plaqueamento foi executado em triplicatas técnicas e biologicas em placas de microdilui¢do de
96 pocos. As placas foram mantidas sob incubagdo a 37 °C por 24 horas, apds esse periodo, foi
realizado a leitura por absorbancia a 600 nm. O valor de MIC foi determinado por andlise qualitativa
e quantitativa do percentual da inibicdo comparado aos controles. Para a determinacao da MBC, os
sobrenadantes provenientes de todos os pogos do ensaio de MIC que ndo exibiram turbidez visual
foram plaqueados em meio sélido (dgar). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para analise
visual qualitativa de sobrevivéncia ou morte celular.
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Nota: A) Preparo dos meios de cultura; B) Cultivo das bactérias E. faecalis e S. aureus em meio agar;
C) Incubacio dos meios por 24 horas a 37°C; D) Troca de meio agar por meio caldo; E) Agitacdo em
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shake por 12 horas; F) Troca de meio; G) Plaqueamento em placa de 96 pogos; H) Leitura do MIC no
leitor espectrofotométrico por 24 horas; I) Andlise dos dados do MIC; ]) Plaqueamento do MBC com
as aliquotas do MIC; K) Avaliacado visual apés 24 horas em incubacdo a 37°C; L) Andlise do resultado
do MBC.

Fonte: Autoral (2026).

RESULTADOS

O CrotAMP14 apresentou MIC de 8 uM frente a S. aureus e de 32 uM frente a E. faecalis. O
PaDBS1R7 apresentou MIC de 16 uM e 32 puM frente a S. aureus e E. faecalis, respectivamente. Para S.
aureus, portanto, o CrotAMP14 apresentou maior poténcia inibitéria que o PaDBS1R7. Em E. faecalis,
ambos apresentaram o mesmo valor de MIC. A MBC foi superior a 128 uM para ambos os peptideos
frente as duas espécies, pois houve crescimento bacteriano em todas as concentra¢des avaliadas. A
diferenca entre MIC e MBC indica que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, os peptideos
apresentaram atividade predominantemente bacteriostatica (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1
Atividade Antimicrobiana dos Peptideos CrotAMP14 e PaDBS1R7, frente a S. aureus ATCC 25923 e
E. faecalis ATCC 19433

MIC (uM) MBC (uM)
Peptideo S. aureus E. faecalis S. aureus E. faecalis Atividade
CrotAMP14 8 32 >128 >128 Bacteriostatica
PaDBS1R7 16 32 >128 >128 Bacteriostatica

Nota: MIC = concentragdo inibitéria minima; MBC = concentragdo bactericida minima.
Fonte: Autoral (2026).

Tabela 2
Atividade Antimicrobiana dos Peptideos CrotAMP14 e PaDBS1R7, em diferentes concentracgdes,
frente a S. aureus ATCC 25923 e E. faecalis ATCC 19433

Concentracoes

Peptideo/Condicdo 128 (uM) 64 (uM) 32 (uM) 16 (uUM) 8 (uM) 4 (uM)

CrotAMP14

(MIC) S. Aureus — — — — — +(71%)

(MIC) E. Faecalis — — — — + (74%) + (63%)

(MBCQC) S. Aureus + + + + + +

(MBC) E. Faecalis + + + + + +

PaDBS1R7

(MIC) S. Aureus — — — +(75%) +(56%) + (44%)

(MIC) E. Faecalis — — — +(63%) +(50%) + (43%)

(MBCQC) S. Aureus + + + + + +

(MBCQ) E. Faecalis + + + + + +
Nota: “—” = Crescimento bacteriano inibido; “+” = Crescimento bacteriano detectado e nos grupos

em que ndo houve inibic3do total foi apresentado o percentual de inibigao.
Fonte: Autoral. (2026).

CONCLUSAO
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Os peptideos CrotAMP14 e PaDBS1R7 apresentaram atividade antimicrobiana frente a S.
aureus e E. faecalis nas condi¢des experimentais avaliadas, com perfil predominantemente
bacteriostatico. O CrotAMP14 apresentou maior poténcia inibitdria contra S. aureus e, por isso, é o
candidato mais promissor entre os dois peptideos para investiga¢do futura em scaffolds de nanofibras
destinados a TER. Contudo, mais estudos sdo necessarios para confirmar o potencial dos peptideos
na formulacdo do scaffold e avaliar sua seguranca e aplicabilidade antes de qualquer utilizacdo clinica.
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