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RESUMO 
 

A bactéria patogênica Staphylococcus aureus é conhecida desde meados do século XX por ser 
uma bactéria resistente aos antibióticos. Com o passar dos anos, essa resistência  expandiu para 
antibióticos além daqueles encontrados na classe das penicilinas. Por conta disso, S. aureus é 
uma bactéria de grande importância hospitalar, sendo um dos principais organismos causadores 
de infecções adquiridas em hospitais. Além das diversas resistências, S. aureus também é capaz 
de formar biofilme, uma estrutura extracelular capaz de conferir ainda mais proteção às células 
bacterianas. Para contornar tal problemática, estudos de prospecção vêm sendo realizados para 
encontrar moléculas alternativas capazes de impedir a formação e, até mesmo degradar esse 
biofilme após formado, que seria a situação mais problemática. A prospecção de peptídeos 
antimicrobianos (PAMs) parece ser uma alternativa promissora, visto que seus mecanismos de 
ação conseguem burlar os mecanismos de resistência bacterianos. Porém, peptídeos naturais 
são economicamente inviáveis, pois são encontrados em quantidades diminutas, além de sua 
instabilidade e toxicidade aos hospedeiros. Como alternativa, o uso de peptídeos 
antimicrobianos sintéticos, bioinspirados em proteínas vegetais, tem se mostrado vantajoso. O 
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme, e possível efeito 
sinergico, de oito peptídeos sintéticos, em combinação com o antibiótico ciprofloxacina. São 
eles: Mo-CBP3-PepI, Mo-CBP3-PepII, Mo-CBP3-PepIII, RcAlb-PepI, RcAlb-PepII, RcAlb-
PepIII, Pep GAT e Pep KAA. Nossos resultados mostraram que, quatro dos oito peptídeos, 
combinados com o antibiótico ciprofloxacina, foram capazes de inibir a formação do biofilme 
em até 76%, que foi obtido da combinação do peptídeo Mo-CBP3-PepIII com o antibiótico. 
Além do ensaio antibiofilme, análises de microscopia de fluorescência corroboraram os 
resultados e mostraram que os peptídeos agem de forma a formar poros na membrana da célula 
e aumentando a atividade antibacteriana da ciprofloxacina, sugerindo efeito sinérgico e seu 
possível uso como adjuvante para melhorar a atividade de antibióticos. 
 
Palavras-chave: peptídeos sintéticos; biofilme; Staphylococcus aureus; sinergismo. 
 



  
ABSTRACT 

 
Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium known as resistant to antibiotics since the 
mid-20th century and, since then; your resistance did not stop growing, even towards the 
introduction of new pharmaceuticals. S. aureus has a huge medical importance, given to be the 
major organisms related to hospital-acquired infections (HAI). S. aureus is capable of forming 
biofilm, an extracellular structure that confers even more resistance to antibiotics. Over the 
years, studies have been conducted prospecting alternative molecules able to prevent biofilm 
formation, and even degrade preformed biofilms. In this context, antimicrobial peptides 
(AMPs) gained attention as promising alternative molecules, since their mechanisms of action 
can trespass bacterial resistance mechanisms. Even so, natural AMPs are economically 
unviable, given their low yield, low stability and toxicity to hosts. As an alternative, synthetic 
antimicrobial peptides (SAMPs), bioinspired in plant proteins, have been proving 
advantageous. The present work aimed to evaluate antibiofilm activity, and a possible 
synergistic effect, of eight SAMPs, in combination with the antibiotic ciprofloxacin. Out of 
eight, four peptides, in combination with ciprofloxacin, were capable of inhibiting S. aureus 
biofilm formation up to 76%. The best combination was Mo-CBP3-PepIII and ciprofloxacin. 
Besides the antibiofilm assay, fluorescence microscopy analysis confirmed the results and 
showed that the peptides act in a way that forms pores on cellular membrane and enhancing 
ciprofloxacin’s antibacterial activity, suggesting a synergistic effect between these molecules 
and their possible use as adjuvants for enhance antibiotics activity. 
 
Keywords: synthetic peptides; biofilm; Staphylococcus aureus; synergism. 
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12   
1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Antibióticos e a resistência bacteriana 
 

Em 1928, quando Alexander Fleming descobriu a penicilina, deu-se início a era dos 
antibióticos e a era de ouro da pesquisa e desenvolvimento de medicamentos para o controle e 
tratamento de doenças infecciosas (MA et al., 2021). Nos anos de 1940-1960, houve uma 
explosão de prospecção e descoberta de novos agentes antimicrobianos naturais, a maioria deles 
contra bactérias Gram-positivas, como a própria S. aureus, entre eles estão: β-lactâmicos, 
tetraciclinas, macrolídeos, aminoglicosídeos e até mesmo peptídeos. Além deles, houve a 
introdução de três antimicrobianos sintéticos: isoniazida, trimetropim e metronidazol 
(GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010).  

Já nos anos de 1960-1980, começaram a aparecer os antibióticos semi-sintéticos, e 
o diferencial deles para os já existentes era o amplo espectro, ou seja, possuem atividade contra 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Grande parte desses novos antibióticos foram 
derivados a partir de antibióticos já existentes, como os derivados β-lactâmicos, análogos de 
tetraciclinas e os derivados aminoglicosídicos (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). 

Entre 1980-2000, houve uma redução drástica da descoberta e desenvolvimento de 
novos antibióticos, mesmo com ferramentas mais avançadas e recentes da época, como a 
genômica. Atrelado à essa redução no desenvolvimento de novos antibióticos, ainda houve o 
aumento na incidência de resistência microbiana. Além disso, a introdução de antibióticos 
sintéticos, como as Fluoroquinolonas , foi um marco que modificou o mercado de antibióticos 
da época (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). 

Em relação aos seus mecanismos de ação, os antibióticos podem atuar de 4 modos. 
(1) atuar na inibição da síntese de parede celular (β-lactâmicos); (2) inibição da replicação do 
DNA, mais precisamente inibindo a ação da DNA girase (quinolonas);(3) inibição da 
transcrição gênica, atuando na inibição da ação da RNA polimerase (fidaxomicina) ou no 
elongação do RNA (actinomicina), inibição da tradução, podendo atuar tanto na inibição da 
subunidade 30S (tetraciclinas), quanto da subunidade 50S (anfenicóis, lincosamidas); e (4) 
podem atuar na inibição do metabolismo do ácido fólico (sulfonamidas) (PENCHOVSKY; 
TRAYKOVSKA, 2015).  



13  A partir dos anos 2000, ainda menos antibióticos foram introduzidos no mercado 
(linezolida em 2001, daptomicina em 2003), e a resistência microbiana só vem a aumentar desde 
então (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). Neste período, houve a documentação de 
isolados de S. aureus resistente à meticilina (MRSA), Streptococcus pneumoniae não 
susceptível à penicilina (PNSSP), Enterococos resistentes à vancomicina (VRE) e 
Enterobacteriaceae  produtoras de β-lactamases de amplo espectro (ESBL) (SANTOS, 2004). 

O crescimento exacerbado de microrganismos resistentes têm se mostrado como 
um dos maiores problemas de saúde mundial dos últimos anos, por conta da baixa 
disponibilidade de novos antibióticos (NAINU et al., 2021). No ano de 2020, existiam um total 
de 150 agentes antimicrobianos na fase pré-clínica e 43 na fase clínica (WHO, 2020). Esse 
crescimento acelerado da resistência antimicrobiana se dá, principalmente, por três fatores 
principais: uso indiscriminado e indevido na prescrição de receitas médicas, mau uso por parte 
dos pacientes em relação a não-completude do tratamento com antibióticos, e o uso exacerbado 
da indústria agropecuária tanto como prevenção e aditivo alimentar, levando a exposição desses 
agentes aos microrganismos do ambiente (NAINU et al., 2021). 

 
1.2 Mecanismos de resistência bacteriana 
 

A resistência bacteriana pode vir a ocorrer naturalmente e também pode ocorrer de 
maneira acelerada por ação do homem. Essa resistência, como mostrado na figura 1, pode ser 
adquirida através de novas mutações randômicas e seleção natural, quando em contato com o 
agente antimicrobiano, ou adquirindo, de outros microorganismos, a informação genética que 
confere tal resistência (transferência horizontal de genes) (TENOVER, 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



14  Figura 1 - Mecanismos de resistência bacteriana  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        

                                                 Fonte: elaborado pelo autor. 
 

Em se tratando dos mecanismos de resistência, os microrganismos podem: alterar 
o alvo proteico do antibiótico em questão, podendo ocorrer a modificação ou deleção do sítio 
de ligação, alta expressão de enzimas que alteram e inativam o agente antimicrobiano, 
diminuição da permeabilidade da membrana a tais agentes, ou a alta expressão de bombas de 
efluxo responsáveis por lançar para o meio extracelular o agente antibacteriano (TENOVER, 
2006). 

Em relação ao mecanismo de resistência envolvendo a alteração do alvo proteico, 
podemos citar alguns exemplos já documentados na literatura. Nos casos da penicilina e outros 
β-lactâmicos, houve a mudança estrutural do alvo desses agentes, a proteína de ligação à 
penicilina (PBP), que está diretamente ligada à síntese de peptideoglicano de bactérias Gram-
positivas. Qualquer tipo de mudança nessa proteína, seja de forma estrutural ou nos seus níveis 
de expressão, pode tornar os antibióticos β-lactâmicos pouco efetivos ou até ineficazes, como 
já visto em cepas de Pneumococci e Salmonella enterica (CAPUTO, 1993; NAINU et al., 2021; 
SUN; SELMER; ANDERSSON, 2014).  

Outro exemplo que pode ser mencionado é o caso dos antibióticos que agem sobre 
a síntese de DNA, nas subunidades ribossomais, onde qualquer mutação ou mudança 
conformacional nas subunidades do ribossomo, pode afetar a efetividade desses agentes 
(macrolídeos e aminoglicosídeos), como foi documentado a presença de genes de resistência 



15  da família de genes erm em algumas espécies bacterianas, onde esses genes correspondem a 
enzimas metilases responsáveis pela metilação das subunidades ribossomais e conferindo 
resistência a esses indivíduos (CHOI et al., 2018; NAINU et al., 2021).  

A resistência contra Fluoroquinolonas também ocorre através desse mecanismo, 
onde mudanças nas enzimas DNA-girase (topoisomerase IV) podem inutilizar esses agentes 
antimicrobianos, como já foi documentado em cepas resistente onde ocorreram mutações em 
ambas as subunidades das duas enzimas, mais comumente nas serinas e aminoácidos ácidos do 
sítio ativo, onde fica ancorada a ponte água-íon metálico e a metilação do sítio A do rRNA 16S 
por uma metiltransferase, resultando na perda de habilidade dos antibióticos  em se ligarem ao 
ribossomo (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014; EGOROV; ULYASHOVA; 
RUBTSOVA, 2018; NAINU et al., 2021). Além dessas, a resistência contra sulfonamidas vem 
a ocorrer por conta desse mecanismo de resistência, com modificações nas enzimas presente na 
via biossintética do ácido fólico, como foi documentado em cepas bacterianas com genes sul1 
e sul2, que expressam diidropteroato sintases altamente resistentes a sulfonamidas (NAINU et 
al., 2021; SKÖLD, 2001). 

Em relação ao mecanismo de inativação dos compostos antimicrobianos, essa 
inativação pode ser alcançada de duas formas: degradação do fármaco, ou transferência de 
grupos químicos (Metil) para que o fármaco seja inativado. As enzimas responsáveis por essa 
modificação ou destruição são classificadas em três categorias: hidrolases, transferases e 
oxidorredutases. Na classe das hidrolases, estão as β-lactamases. As β-lactamases hidrolisam a 
ligação amida do anel β-lactâmico e, desse modo, fazendo com que o antibiótico perca a 
capacidade de inibir a síntese da parede celular bacteriana (EGOROV; ULYASHOVA; 
RUBTSOVA, 2018). 

Na classe das transferases, estão as aminoglicosídeo N-acetiltransferases, cujo 
mecanismo é adicionar um grupo acetil ou metil no agente antimicrobiano, impedindo-o de se 
ligar ao ribossomo e inibir a síntese proteica (EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2018; 
SEFTON, 2002). Por fim, na classe das oxidorredutases, está a monooxigenase dependente de 
flavina, já observada em Streptomyces venezuelae, que é uma enzima que confere resistência a 
todas as tetraciclinas. Seu mecanismo de ação se baseia catalisando a hidroxilação das 
tetraciclinas, na presença de Mg+2, NADPH e O2, levando a decomposição da molécula 
(EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2018; KOTEVA et al., 2018). 

Para reduzir a permeabilidade da membrana, os microrganismos podem reduzir a 
expressão de proteínas membranares por onde os agentes são transportados. Um exemplo 
dessas proteínas são as aquaporinas, as quais transportam antibióticos hidrofílicos. Além disso, 



16  a própria formação de biofilme é conhecida por ser um mecanismo que reduz a permeabilidade 
da membrana, atrasando a penetração dos antibióticos na célula. Esse biofilme é conhecido por 
ser composto de diversas células amontoadas umas nas outras que, por sua vez, formam uma 
matriz extracelular. No caso das bactérias, essa matriz é composta por uma variedade de 
secreções celulares, como proteínas, carboidratos e DNA. Um exemplo de organismos que 
usam biofilme como mecanismo de resistência é a própria S. aureus ( NAINU et al., 2021; 
PAGÈS; JAMES; WINTERHALTER, 2008). 

Para a remoção dessas moléculas antimicrobianas, os microrganismos também 
vieram a desenvolver bombas de efluxo, que visam remover essas moléculas do meio 
intracelular para o meio extracelular, diminuindo a concentração interna das células. Em 
bactérias, existem cinco classes de bombas de efluxo que têm relação com a resistência a 
antibióticos, com dois principais mecanismos de efluxo: protomotriz (H+, Na+) e por hidrólise 
de ATP. Essas bombas de efluxo estão relacionadas com a resistência contra diversas classes 
de antibióticos, como as fluoroquinolona, tetraciclinas e aminoglicosídeos. No caso dos fungos, 
as bombas de fluxo funcionam de forma similar às bombas de bactérias, e conferem resistências 
a diversos antifúngicos, principalmente os azóis. Alguns exemplos de organismos com esse 
mecanismo de resistência são: Pseudomonas aeruginosa, S. typhimurium e S. aureus 
(ARCHER et al., 2011; EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2018; WEBBER, 2003). 
 
1.2.1 Biofilme e Staphylococcus aureus 
 

Um biofilme é composto, principalmente, por um consórcio estruturado de células 
bacterianas envolvidas em uma matriz extracelular de polissacarídeos, proteínas e DNA 
extracelular. Além dos mecanismos de resistência já apresentados, a maioria das bactérias, se 
não todas, são capazes de formar biofilme. O biofilme bacteriano é responsável por promover 
a sobrevivência das bactérias na natureza. Atrelada à questão da sobrevivência em ambientes, 
o biofilme também confere resistência a antibióticos, desinfetantes químicos e à fagocitose e 
outros componentes do sistema imunológico. Para que se chegue ao estágio de biofilme 
maduro, sua produção pelas bactérias passa por algumas etapas, como mostrado na figura 2: (1) 
o acoplamento reversível das células bacterianas à superfície; (2) ligação irreversível à 
superfície, multiplicação das células, formação das microcolônias, produção da matriz 
extracelular que envolve a microcolônia; (3) e dispersão de células bacterianas para colonização 



17  de novos locais onde seja possível a formação de biofilme (HØIBY et al., 2011; MOORMEIER; 
BAYLES, 2017).  

 
Figura 2 - Etapas de formação de biofilme microbiano 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 
 

O biofilme bacteriano é causador de diversas doenças de interesse médico, e o 
biofilme pode ser formado em diversas superfícies diferentes, como dentes, válvulas do 
coração, ouvido médio e em cateteres intravenosos. As infecções causadas por biofilme podem 
ser divididas em duas categorias, (1) infecções associadas a dispositivos e (2) infecções não 
associadas a dispositivos. A primeira categoria envolve a colonização e formação de biofilme 
em objetos como cateteres, próteses dentárias, dispositivos intrauterinos, entre outros, onde as 
células bacterianas podem se desacoplar dessas superfícies e se disseminarem aos tecidos 
próximos e até mesmo para a corrente sanguínea, podendo causar infecções severas. Já a 
segunda se trata da infecção diretamente nos tecidos do hospedeiro, onde pode levar a diferentes 
doenças dependendo de onde está instalado, como otite crônica, infecção recorrente do trato 
urinário e endocardite (SEGEV-ZARKO et al., 2015; YASIR; WILLCOX; DUTTA, 2018). 
Como o biofilme se apresenta como uma barreira física, dificultando a ação de antibióticos, é 
de extrema importância a descoberta de novas moléculas e tratamentos alternativos que 
possibilitem eliminar esses biofilmes bacterianos. 

Em se tratando especificamente das bactérias do gênero Staphylococcus, elas são 
bactérias Gram positivas, esféricas, com diâmetro entre 0,5 e 1,5 µm, não esporulam,  e são  
imóveis. Os estafilococos podem se arranjar no ambiente de diversas formas, sozinhas, em 
pares, cadeias curtas e agrupamentos irregulares. A primeira descrição de Staphylococcus 
aureus é datada de 1883, por Alexander Ogston, quando foi encontrada em pus de alguns 
abscessos cirúrgicos.  



18  Seu mecanismo de patogenicidade já é bem descrito, e consiste na adesão  à pele 
ou mucosa  para romper as barreiras do epitélio, com o uso de seus fatores de virulência. Após 
invadir o epitélio, a S. aureus se utiliza de diversos mecanismos para promover sua 
sobrevivência e proliferação, como a neutralização da fagocitose, inibição das respostas imunes 
e opsonização do complemento (SANTOS et al., 2007). Muito de sua patogenicidade vem de 
seus fatores de virulência, que possuem papéis muito importantes tanto na captação de 
nutrientes, quanto na adesão celular, e na sua capacidade de se “esconder” da resposta 

imunológica do hospedeiro. Seus fatores de virulência podem ser classificados em três 
categorias: fatores relacionados à aderência às células do hospedeiro ou à matriz extracelular, 
como produção de moléculas de fibrinogênio, fibronectina, colágeno, ou de enzimas 
coagulases; fatores relacionados à capacidade de evasão da defesa do hospedeiro, como as 
diversas enterotoxinas, a toxina da síndrome do choque tóxico,lipases, polissacarídeos 
capsulares e a proteína A; e fatores relacionados à invasão nas células do hospedeiro e sua 
penetração nos tecidos ou adesão de superfícies de próteses, onde estão incluídas as toxinas a, 
b, d, g, e d-hemolisinas (SANTOS et al., 2007; VELÁZQUEZ-MEZA, 2005). 

A evolução da resistência da S. aureus aos antibióticos vêm crescendo 
constantemente. Poucos anos após o início do uso clínico da penicilina, a S. aureus começou a 
desenvolver mecanismos de resistência contra tal antibiótico, esse mecanismo seria a expressão 
de enzimas que inativam o fármaco, a betalactamase, mais precisamente a penicilinase. Em 
1944, apenas 5% das S. aureus eram resistentes à penicilina. Porém, em 1959, apenas 15 anos 
depois, 80% das S.aureus possuíam resistência à penicilina, além de terem adquirido resistência 
à ampicilina e amoxicilina. A produção de lactamases se dava pelo gene blaZ, gene que é 
regulado por outros dois genes: blaI e blaR1, onde blaR1 expressava um sensor-transdutor que, 
na presença de penicilina, inicia uma cascata de eventos que leva ao aumento de expressão de 
penicilinases (SANTOS et al., 2007; LOWY, 2003; PANTOSTI et al., 2007). 

Em 1960, foi descoberta a meticilina, um antibiótico semi-sintético da classe das 
penicilinas, que foi criado justamente para tentar conter a onda de S. aureus resistentes à 
penicilinas, pois ela foi desenhada para ser invulnerável aos ataques das betalactamases. O 
fármaco fez o seu trabalho, mas por pouco tempo. Já em 1961, houve o primeiro relato 
documentado de S. aureus resistente à meticilina (MRSA). O surgimento da MRSA foi tão 
marcante na história da medicina que, mesmo a meticilina ter sido substituída por diferentes 
antibióticos, cepas de S. aureus multirresistentes ainda são chamadas de MRSA. Atualmente, a 
sigla MRSA indica a resistência a todos os antibióticos da classe dos β-lactâmicos. A resistência 
à meticilina se dá pelo gene mecA e seus reguladores: mecI e mecR1. O gene mecA é responsável 



19  pela expressão de uma PBP com afinidade reduzida a  β-lactâmicos, a PBP2a (PANTOSTI et 
al., 2007; LOWY, 2003).   

Após o surgimento  e disseminação da MRSA, na década de 1960, o principal 
antibiótico que era utilizado para tratar infecções era a vancomicina. A prevalência deste 
antibiótico durou um certo, mas na década de 1990, começaram a aparecer cepas de MRSA que 
não eram susceptíveis à vancomicina, mostrando uma resistência intermediária  (VISA) ou 
resistência total ao antibiótico (VRSA), agravando ainda mais o acúmulo de resistências nesse 
microrganismo. A primeira ocorrência da VISA foi em 1996, no Japão. Essa resistência está 
associada a uma parede celular mais espessa, fazendo com que uma maior concentração de 
vancomicina fosse necessária para inibir o crescimento. Não apenas por isso, a parede celular 
das cepas VISA é rica em cadeias de peptidoglicano que não possuem ligações cruzadas, e 
deixam a mostra o dipeptídeo D-Ala-D-Ala, o alvo da vancomicina, servindo como distrações 
para que o antibiótico não atinja seu verdadeiro alvo (PANTOSTI et al., 2007; LOWY, 2003). 
Diferente da VISA, as VRSA são cepas resistentes a altos níveis de vancomicina, e seu 
mecanismo de resistência é totalmente diferente do mecanismo da VISA. Cepas de VRSA 
obtiveram todo o aparato genético que confere resistência a glicopeptídeos, através de 
transferência horizontal de genes, tendo os enterococos resistentes à vancomicina (VRE) como 
doadores. O aparato genético em questão é o operon vanA, que consistem em um conjunto de 
genes que codificam a síntese de precursores modificados de peptidoglicano, ao invés de 
possuírem D-Ala-D-Ala terminal, os genes presentes no operon modificam essa terminação 
para D-Ala-D-Lac. A vancomicina possui uma afinidade extremamente baixa com esses 
precursores contendo a terminação D-Ala-D-Lac, tornando-a ineficaz  (PANTOSTI et al., 2007; 
LOWY, 2003).  

Com a vancomicina não sendo mais uma alternativa tão viável, por conta da alta 
resistência e da alta taxa de toxicidade em altas concentrações, a nova arma contra MRSA se 
tornou as fluoroquinolonas, que se iniciou com o  uso de ciprofloxacino, em 1997 na versão 
oral, e em 2001 a versão intravenosa. Porém, pouco tempo depois, já havia cepas de MRSA 
com resistência a essa classe de antibióticos. Essa resistência se deu a uma mutação que mudou 
certos aminoácidos na região determinante de resistência a fluoroquinolonas, fazendo com que 
esses antibióticos se tornassem ineficazes. Essa mutação ocorreu em duas enzimas responsáveis 
pela replicação do DNA e que são alvos das fluoroquinolonas: DNA girase e topoisomerase IV. 
Além dessa mudança de aminoácidos, ainda foi encontrado a presença de bombas de efluxo 
para diminuir a concentração intracelular desses antibióticos. (PANTOSTI et al.,  2007; LOWY, 
2003). 



20  Recentemente, os antibióticos mais utilizados para tratar infecções por MRSA são 
antibióticos bem recentes, como a linezolida e a daptomicina. A linezolida é um antibiótico da 
classe das oxazolidinonas e a daptomicina é um lipopeptídeo. Apesar de seu uso ser recente, 
esses fármacos existem desde a década de 1980, ou seja, a lista de antibióticos eficazes contra 
MRSA diminui, enquanto a lista de novos antibióticos não aumenta. Para piorar, estudos mais 
recentes já mostraram que já existem cepas de MRSA resistentes a esses antibióticos. 
Felizmente, estatisticamente falando, essa resistência ainda é ínfima. Essa situação só corrobora 
a necessidade da busca de alternativas em relação ao tratamento das infecções causadas por 
MRSA, principalmente as infecções adquiridas em hospitais (PANTOSTI et al., 2007; 
SHARIATI et al., 2020). 

 
Desde sua descoberta, e até antes disso, S. aureus vem sendo um grande problema 

de saúde pública podendo provocar diversas doenças, como espinhas, furúnculos, e até 
pneumonias e meningites, e desde a descoberta dos primeiros antibióticos, nas décadas de 1920 
e 1930, S. aureus vem evoluindo concomitantemente à disponibilização de novos antibióticos 
no mercado, e com o tempo vai adquirindo resistência aos mesmos e, por conta disso, se tornou 
uma bactéria de alta importância hospitalar ( SANTOS et al., 2007). Isso acaba por ser um 
problema muito sério, dado que estamos vivendo no período chamado de Discovery Void, um 
período que se dá desde 1987 (descoberta das Oxazolidinonas) até os dias de hoje, onde 
nenhuma nova classe de antibióticos foi descoberta, enquanto cepas multirresistentes 
continuam acumulando resistências através dos mecanismos já supracitados (BROUGHTON 
et al., 2016; MATSINGOS et al., 2021). 
 
1.3 Peptídeos antimicrobianos (PAMs) 
 

Para conter a onda de microorganismos multirresistentes, apelidados de superbugs, 
é necessário buscar e prospectar novas moléculas capazes de tratar infecções, ou até trazer de 
volta a efetividade de moléculas já ineficazes. Esse é o caso dos peptídeos antimicrobianos 
(PAMs) (ADEGOKE et al., 2016; ZHANG; GALLO, 2016). 

A escolha dos PAMs é muito interessante, e viável, por conta das diversas 
vantagens que eles trazem, como o fato do alvo dos PAMs serem as membranas celulares, parte 
da célula onde é muito difícil os microrganismos desenvolverem resistência, além do fato de 



21  que são produzidos por  todos os seres vivos já estudados para esse propósito, tornando-os uma 
fonte para prospecção quase que infinita (GHOSH; HALDAR, 2015; ZHANG; GALLO, 2016). 

 
1.3.1 Características dos PAMs 
 
Mesmo possuindo uma ampla diversidade de PAMs, todos apresentam algumas características 
intrínsecas comuns entre eles, como serem oligopeptídeos, com a quantidade de aminoácidos 
variando entre 5 e 50. Além disso, os PAMs possuem características que conferem a eles essa 
capacidade de interagir com as membranas de microrganismos e, consequentemente, conferir 
essa atividade antimicrobiana. Entre essas características estão a presença de resíduos de 
aminoácidos com carga positiva (lisinas e argininas) e a presença de aminoácidos hidrofóbicos. 
A presença dessas duas classes de aminoácidos confere aos PAMs uma propriedade de muita 
importância para seu papel antimicrobiano: a anfipaticidade. Por serem moléculas anfipáticas, 
os PAMs são capazes de interagir com membranas celulares. Entretanto, uma grande 
quantidade de aminoácidos com carga positiva pode causar um efeito indesejado, que é a baixa 
seletividade dos peptídeos e uma maior toxicidade às células do hospedeiro (BAHAR; REN, 
2013; KANG et al., 2017; LIMA et al., 2021c; ZHANG; GALLO, 2016)  

Os PAMs podem assumir diversas estruturas secundárias: folhas β, hélices α, e uma 

estrutura estendida. Essas estruturas estão diretamente ligadas à atividade biológica dos PAMs. 
A estrutura de folha β é caracterizada por pontes dissulfeto estabilizadas por resíduos Cys, como 
é o caso das defensinas e bacteriocinas. As hélices α são caracterizadas pela sua anfipaticidade, 

com a presença de aminoácidos catiônicos e hidrofóbicos para interação completa com a 
membrana, como é o caso do peptídeo humano LL37 e a Magainina de sapos. Além disso, esses 
peptídeos possuem uma peculiaridade, eles exibem pouca estrutura secundária em soluções 
aquosas, mas quando em um ambiente apolar (membrana bacteriana), eles assumem a estrutura 
de hélice α anfipática (ZHANG; GALLO, 2016).  

 
1.3.2 Mecanismos de ação dos PAMs 
 

Grande parte dos PAMs possuem um mecanismo de ação característico, que é a 
interação com a membrana bacteriana, formação de poros e morte celular subsequente. Já foram 
propostos quatro modelos de como os PAMs formam poros nas membranas, como pode ser 



22  visto na figura 3. São eles: poro toroidal, barril, carpete e modelo agregado (RAHEEM; 
STRAUS, 2019; YAN et al., 2021). 
 

      Figura 3 - Mecanismos de ação dos PAMs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                               
Fonte: (RAHEEM; STRAUS, 2019) (com modificações). 
 

No modelo de poro toroidal, a parte hidrofílica dos PAMs interage com a cabeça 
polar da membrana lipídica, enquanto que a parte hidrofóbica interage com a cauda apolar. 
Então, quando a proporção entre moléculas de peptídeo e fosfolipídios chega a um certo valor, 
os PAMs são verticalmente embutidos na bicamada lipídica. Esse deslocamento faz com que a 
membrana lipídica dobre para dentro e que os PAMs interajam com o grupo polar dos 
fosfolipídios para formar poros na membrana, seguidos de extravasamento do conteúdo celular 
e da incapacidade de manter a pressão osmótica em níveis regulares. Um exemplo de PAM que 
segue esse modelo é o peptídeo LL-37 (SEYFI et al., 2020; YAN et al., 2021).  

No modelo barril, quanto mais moléculas de PAMs interagem com a membrana, 
mais moléculas são atraídas a interagirem com a superfície da membrana celular. Desse modo, 
os PAMs são inseridos, verticalmente, na bicamada lipídica e se agregam (interação peptídeo-
peptídeo) para formar um canal iônico que desestabiliza a membrana e provoca o 
extravasamento de conteúdo celular. O que difere o modelo barril do modelo de poro toroidal, 
é que no modelo de poro toroidal não há uma interação entre peptídeos, apenas uma interação 
polar entre peptídeo e fosfolipídio  (SEYFI et al., 2020; YAN et al., 2021). 

O modelo carpete difere um pouco dos outros supracitados, pois nele, os PAMs se 
dobram para formar uma estrutura anfifílica paralela à superfície da membrana e cobrindo-a, 



23  como um carpete. Com isso, haverá a formação de micelas e ruptura parcial da membrana 
celular, causando destruição da bicamada lipídica e extravasamento do conteúdo celular 
(SEYFI et al., 2020; YAN et al., 2021). 

Também há o modelo de formação de agregados, onde PAMs se acumulam na 
superfície da membrana celular, sem nenhuma conformação específica. Após chegarem em 
uma determinada concentração, os PAMs embutidos na membrana, formam um complexo com 
as moléculas de fosfolipídios e cruzam a membrana na forma de agregados (SEYFI et al., 2020; 
YAN et al., 2021). 

Apesar dos mecanismos de danos causados na membrana celular serem os mais 
comuns entre os PAMs, alguns deles possuem mecanismos que atuam no interior da célula, 
afetando a fisiologia basal para promover morte celular. A literatura mostra casos de PAMs 
com mecanismos de interferência nos processos de transcrição e replicação do DNA e RNA 
bacteriano, ocorrendo pela interação eletrostática do PAM com as moléculas de ácidos 
nucleicos. Os PAMs também podem inibir o processo de tradução e modificações pós-
traducionais. Alguns PAMs também podem afetar a atividade de algumas enzimas, como 
enzimas essenciais no metabolismo de substâncias lipídicas, e assim afetando o metabolismo 
basal da bactéria. Por fim, os PAMs podem também afetar a divisão celular, bloqueando-a. Há 
relatos na literatura de que, sob condições de extremo estresse, causada pelos PAMs, as 
bactérias assumem uma forma filamentosa, inibida de realizar divisão celular. Este último é o 
caso da diptericina, que faz com que células de E. coli se tornem mais alongadas, afetando o 
processo de divisão celular (YAN et al., 2021). 
1.4 PAMs sintéticos 
 

Apesar dos PAMs serem ótimos candidatos para novas drogas alternativas no 
combate às bactérias resistentes, ainda existem alguns entraves em relação a sua utilização. 
PAMs naturais podem apresentar baixa seletividade, atividade hemolítica, toxicidade ao 
hospedeiro, baixa estabilidade relacionada à digestão por proteases in vivo, baixa solubilidade 
e problemas de biodistribuição. Além desses problemas, ainda há a questão do escalonamento, 
pois os PAMs naturais possuem um rendimento de obtenção baixíssimo, necessitando altas 
quantidades de material biológico para extração e purificação de alguns miligramas. Para 
contornar tais desvantagens, os peptídeos antimicrobianos sintéticos são ótimas alternativas 
(BOTO; PÉREZ DE LA LASTRA; GONZÁLEZ, 2018; SOUZA et al., 2020a).  



24  A produção dos peptídeos antimicrobianos sintéticos se dá pelo desenho racional 
dos mesmos, onde o tamanho do peptídeo, e quais aminoácidos serão utilizados, são 
minuciosamente selecionados, isso é chamado de desenho racional. O desenho racional é feito 
através de programas de bioinformática, onde é possível, com certo softwares, desenhar novos 
PAMs ou otimizar sequências já existentes, e obter diversos parâmetros do peptídeo desenhado, 
como carga líquida, hidrofobicidade, estrutura secundária, e índice de Boman, além de predizer 
uma possível atividade antimicrobiana, a qual pode ser melhorada com adições e remoções 
pontuais (KUNDU, 2020; SOUZA et al., 2020a).  
1.4.1 PAMs sintéticos desenhados a partir das proteínas Mo-CBP3 e Rc-2S-Alb 
 

Das sementes de Moringa oleifera, foi purificada, e caracterizada, a proteína Mo-
CBP3 (18 kDa), uma proteína de ligação à quitina da família das albuminas 2S, com alta 
atividade antifúngica. In vitro, Mo-CBP3 apresentou atividade contra os fungos fitopatogênicos 
Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae e C. gloeosporioides. Porém, ela 
não apresentou atividade antimicrobiana relevante contra patógenos humanos, como fungos do 
gênero Candida, mesmo em altas concentrações (BATISTA et al., 2014; GIFONI et al., 2012; 
NETO et al., 2017). 

A Rc-2S-Alb é uma proteína que foi purificada, e caracterizada, da torta das 
sementes de Ricinus communis, e também pertence à família das albuminas 2S, família cujas 
principais características são a baixa massa molecular e alto conteúdo de glutamina, arginina, 
asparagina e cisteína (SOUZA et al., 2016, 2020a). Ela mostrou possuir alta atividade 
antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. 
Porém, ambas as proteínas apresentaram um problema em comum, um baixo rendimento de 
purificação, o mesmo problema recorrente de PAMs naturais. 

Com o intuito de resolver o problema, foi feito o desenho racional de peptídeos 
sintéticos, baseados na sequência primária dessas proteínas, dando origem aos peptídeos Mo-
CBP3-PepI (CPAIQRCC), Mo-CBP3-PepII (NIQPPCRCC) e Mo-CBP3-PepIII (AIQRCC), a 
partir da proteína Mo-CBP3; e RcAlb-PepI (AKLIPTIAL), RcAlb-PepII (SLRGCC) e RcAlb-
PepIII (AKLIPTIA), a partir da proteína Rc-2S-Alb (DIAS et al., 2020; OLIVEIRA et al., 
2019). Os peptídeos foram desenhados com a ajuda do software C-PAmP de acesso gratuito 
(http://bioserver3.bioacademy.gr/Bioserver/C-PAmP/Peptide _index.php). Como requisitos 
para uma provável atividade antimicrobiana, os peptídeos tinham que possuir: carga líquida 
positiva; baixa massa molecular; índice de Boman ≤ 2,5; e mínimo de 40% de hidrofobicidade. 

http://bioserver3.bioacademy.gr/Bioserver/C-PAmP/Peptide%20_index.php


25  Todas essas características foram avaliadas através de outra ferramenta, chamada de Banco de 
dados de peptídeos antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/). 

Além do uso dessas ferramentas, os peptídeos também foram analisados em outras 
ferramentas in silico: iAMPpred tool (http://cabgrid.res.in:8080/amppred/), onde é dado um 
valor entre 0 e 1 correspondente à probabilidade do peptídeo ser antimicrobiano; Cell 
Penetrating Peptides (http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/multi_pep.php), que mostra o 
potencial do peptídeo para penetrar membranas celulares; Predicting antigenic peptides 
(http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl), usado para prever o potencial alergênico; Peptide 
Cutter (http://web.expasy.org/peptide_cutter/), usado para prever a estabilidade e possíveis 
sítios de clivagem por proteases; e o HLP (http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/help.html), usado 
para prever o tempo de meia-vida em ambiente intestinal. 
1.4.2 PAMs sintéticos desenhados a partir de quitinase de A. thaliana 
 

Além dos seis peptídeos supracitados, foi feito o desenho racional de mais dois 
peptídeos. Porém, dessa vez, o desenho dos peptídeos foi feito a partir de uma sequência 
aleatória do banco de dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). No caso, a sequência 
escolhida foi de uma quitinase de A. thaliana. O desenho foi feito seguindo um fluxograma 
descrito por SOUZA et al., 2020, que consiste em quatro etapas: escolha da sequência protéica; 
uso de softwares para encontrar as melhores sequências de peptídeos aplicando alguns critérios, 
como a carga, índice de Boman e razão de hidrofobicidade; estabelecimento de outras 
propriedades fisico-químicas e biológicas, como potencial antimicrobiano e potencial 
antibiofilme; obtenção da estruturas 3D dos peptídeos através do servidor PEP-Fold 
(http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/). Com a avaliação desses 
critérios, foram obtidos dois peptídeos: PepGAT (GATIRAVNSR) e PepKAA 
(KAANRIKYFQ). Para obtenção dos peptídeos, foram utilizados dois servidores de uso 
gratuito: dPABBs (http://ab-openlab.csir.res.in/abp/antibiofilm/protein.php), utilizado para 
desenhar peptídeos com atividade antibiofilme; CellPPD (http://crdd.osdd.net/ 
raghava/cellppd/submission.php), usado para desenhar peptídeos com propriedade de penetrar 
nas células. 

http://aps.unmc.edu/AP/
http://cabgrid.res.in:8080/amppred/
http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/multi_pep.php
http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
http://web.expasy.org/peptide_cutter/
http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/help.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
http://ab-openlab.csir.res.in/abp/
http://crdd.osdd.net/
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1.5 Sinergismo 
 

 O sinergismo entre agentes antimicrobianos acontece quando a combinação, de 
pelo menos dois deles, resulta em uma atividade antimicrobiana maior que atividade dos 
agentes somados. Alguns dos mecanismos de resistência bacteriana a antibióticos são os 
mecanismos relacionados a dificultar a entrada dos farmácos na célula. Os PAMs são ótimos 
candidatos a sinergismo com outros fármacos por conta do seu mecanismo de ação peculiar, de 
desestabilizar as membranas celulares, esse tipo de mecanismo pode vir a facilitar a entrada e 
ação de fármacos aos quais os microrganismos possuam resistência relacionada à 
permeabilidade de membrana (HOLLMANN et al., 2018; LI; FERNÁNDEZ-MILLÁN; BOIX, 
2020). O sinergismo também pode levar a uma redução da dose efetiva do fármaco, reduzindo 
o custo de tratamento e podendo até reduzir a toxicidade. Com isso, o uso de PAMs em 
combinação com fármacos já presentes no mercado se torna bastante relevante (LI; 
FERNÁNDEZ-MILLÁN; BOIX, 2020).  

Porém, é necessário tomar cuidado com certas desvantagens relacionadas a terapia 
combinada, como a questão do antagonismo, alto custo, superinfecção e maior incidência de 
efeitos adversos. Já existem exemplos na literatura que mostram o sinergismos de algus PAMs 
combinados com antibióticos, como a combinação entre colistina e azitromicina, e entre o PAM 
LL-37 e moxifloxacina (HOLLMAN et al., 2018) 
 

 
           



27  2 OBJETIVO GERAL  
 

Avaliar a ação antibacteriana de peptídeos sintéticos, contra o biofilme da bactéria 
patogênica S. aureus, isoladamente e em combinação com o antibiótico comercial 
ciprofloxacina. 
2.1 Objetivos específicos 
 

a) Avaliar e quantificar a atividade antibiofilme, e possível efeito sinérigco, de oito 
peptídeos sintéticos bioinspirados em proteínas vegetais, em combinação com o 
antibiótico ciprofloxacina contra S. aureus; 
b) Estabelecer o mecanismo de ação, através de técnicas de microscopia, dos 
peptídeos que obtiveram atividade antibiofilme significativa. 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



28   
3 METODOLOGIA 
3.1 Obtenção do material biológico 

A cepa (ATCC 25923) da bactéria S. aureus utilizada neste trabalho foi obtida do 
laboratório de proteínas tóxicas do departamento de bioquímica e biologia molecular da 
Universidade Federal do Ceará (UFC). 
3.2 Síntese dos peptídeos 
 

Os peptídeos sintéticos Mo-CBP3-PepI, Mo-CBP3-PepII, Mo-CBP3-PepIII, RcAlb-
PepI, RcAlb-PepII, RcAlb-PepIII, PepGAT e PepKAA foram quimicamente sintetizados pela 
empresa GenOne (São Paulo, Brasil), onde foi feita uma análise de pureza e qualidade (≥95%) 

por cromatografia líquida de fase reversa de alta performance, e espectrometria de massas. 
3.3 Ensaio antibiofilme do sinergismo peptídeo/antibiótico 
 

O ensaio foi feito em microplacas de poliestireno de 96 poços. A suspensão de 
células foi preparada a partir do cultivo celular da bactéria em caldo Mueller Hinton incubado 
a 37 ºC por 24 h. Após esse período, a suspensão de células foi padronizada para conter 106 
células/mL. Para investigar se o peptídeo sintético era capaz de inibir a formação do biofilme, 
50 μL da suspensão de células padronizada foi incubada em contato com 25 μL de peptídeo, 

diluído em uma solução de 5% de dimetilsulfóxido (DMSO)  em NaCl 0,15 M, em 
concentrações decrescente (1000 µg/mL – 0,4 µg/mL), juntamente com 25 μL de 

ciprofloxacina, diluído em uma solução de etanol 5% em NaCl 0,15 M, em concetrações 
crescentes (0,4  µg/mL - 1000 µg/mL), de modo que fosse possível observar qual molécula 
potencializa a ação da outra. As placas foram então incubadas por 48h, no escuro, a 37 ºC. Após 
esse período, o sobrenadante foi retirado de cada poço e os poços lavados uma vez com NaCl 
0,15 M estéril. Após isso, o biofilme no fundo dos poços foi fixado com 100 µL de uma solução 
de metanol 99%, deixando agir por 15 minutos. Após a total secagem dos poços, o biofilme foi 
corado com 200 µL de uma solução aquosa de cristal violeta 0,1%, deixando o cristal agir por 
20 minutos. Os poços foram lavados três vezes com água destilada, para retirar o excesso de 
cristal violeta, e então o cristal ligado ao biofilme foi solubilizado em 200 µL de uma solução 



29  aquosa de ácido acético 33%. A absorbância dos poços foi obtida via leitor de microplacas 
(BioTekTM Epoch, BioTek Instruments, Inc., USA) em um comprimento de onda de 590 nm. 

Para observar a degradação do biofilme, o ensaio foi conduzido da mesma forma 
que descrito acima, mas com algumas adaptações. Inicialmente, 50 µL da suspensão de células 
foram incubados por 24h, no escuro, a 37 ºC, para que o biofilme pudesse ser formado. Após 
isso, o sobrenadante foi removido (remoção das células planctônicas) e, em cada poço, foi 
colocado 25 µL da solução de peptídeo em diluição seriada decrescente, em combinação com 
25 µL da solução de ciprofloxacina em diluição seriada crescente e incubado no escuro, a 37 
ºC, por mais 24h. Em seguida, o sobrenadante foi novamente removido e os passos de coração 
do biofilme foram os mesmos descritos acima. A inibição da formação e degradação do biofilme 
foram comparadas com três controles, (1) células em contato apenas com as diluições dos 
peptídeos, (2) células em contato apenas com as diluições de ciprofloxacina, (3) células em 
contato com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M. 
3.4 Estudo dos mecanismos de ação dos peptídeos contra o biofilme 
 

Para elucidar seus mecanismos de ação, as combinações de peptídeos + 
ciprofloxacina que obtiveram resultado sinérgico no ensaio antibiofilme foram submetidas a 
análises de microscopia de fluorescência. 
3.4.1 Integridade do biofilme determinada por microscopia de fluorescência 
 

Para esse ensaio, o biofilme foi produzido e o ensaio foi conduzido da mesma forma 
que descrito no ensaio antibiofilme, mas, ao invés de ser conduzido em microplacas de 
poliestireno de 96 poços, o ensaio foi feito em lamínulas dentro de microplacas de seis poços. 
Após o período de incubação, as lamínulas foram incubadas com uma solução aquosa de 10-3 
M do fluoróforo iodeto de propídio, no escuro, a 37 ºC, por 30 minutos. Após isso, as lamínulas 
foram lavadas com uma solução aquosa de NaCl 0,15 M três vezes, para remover o excesso de 
fluoróforo, e então as lamínulas são analisadas em um microscópio de fluorescência (Olympus 
System Bx 60) em um comprimento de onda de excitação de 490 nm, e um comprimento de 
onda de emissão de 520 nm. 

 



30  3.5 Análise estatística 
O ensaio antibiofilme foi realizado em triplicata. As análises estatísticas foram 

expressadas pela média ± o desvio padrão. Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.01, onde 
os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA), seguido de teste de Tukey’s, 

considerando uma significância de P < 0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



31  4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1 Atividade antibiofilme dos peptídeos e efeito sinérgico com ciprofloxacina 
 

Os peptídeos apresentaram comportamentos diferentes em relação ao biofilme de 
S. aureus, onde alguns apresentaram atividade na inibição da fornação do biofilme, outros 
apresentaram efeito na degradação do mesmo. Enquanto o antibiótico ciprofloxacina e os 
peptídeos apresentaram pouca inibição, certas combinações entre antibiótico e os peptídeos 
foram capazes de potencializar a ação antibiofilme de ambas as moléculas, o que é chamado de 
efeito sinérgico. Isso foi observado com quatro dos oito peptídeos testados: Mo-CBP3-PepI, 
Mo-CBP3-PepIII (Fig. 4), RcAlb-PepI e RcAlb-PepII (Fig. 5). Os outros peptídeos (dados não 
apresentados), não apresentaram ação antibiofilme (inibição da frmação e degradação), e/ou 
não apresentaram efeito sinérgico. 
               Figura 4 - Atividade antibiofilme e efeito sinérgico dos peptídeos combinados com o antibiótico ciprofloxacina. A: Degradação do biofilme (Mo-CBP3-PepI) B: Inibição da formação do biofilme (Mo-CBP3-PepIII)  
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 
Em relação a inibição da formação do biofilme, apenas Mo-CBP3-PepIII (Fig. 4A) 

obteve efeito sinérgico satisfatório com a ciprofloxacina, onde duas combinações foram capazes 
de alcançar 73 e 76% de atividade antibiofilme, enquanto o antibiótico e o peptídeo separados 
foram capazes de alcançar, no máximo, 8% de inibição (aumento de até 9,5 vezes).  

Já em relação à degradação do biofilme formado, três peptídeos se destacaram: Mo-
CBP3-PepI, RcAlb-PepI e RcAlb-PepII (Fig. 4A e 5).  Além de apresentarem atividade 
antibiofilme isoladamente, Mo-CBP3-PepI e RcAlb-PepII apresentaram uma melhora na 
atividade antibiofilme quando combinados com algumas concentrações de ciprofloxacina (2,5 
vezes, e 1,45 vezes, respectivamente), as quais não apresentaram atividade antibiofilme. RcAlb-
PepI não apresentou nenhuma atividade. Porém, quando em combinação com algumas 
combinações de ciprofloxacina (500 e 62,5 µg/mL), onde o antibiótico também não apresentou 
atividade significativa, foi possível observar atividade na degradação do biofilme de 43% (Fig. 
5A), mostrando possível efeito sinérgico entre as duas moléculas. 

 



33  Figura 5 - Atividade antibiofilme e efeito sinérgico dos peptídeos combinados com o antibiótico ciprofloxacina. A: Degradação do biofilme (RcAlb-PepI). B: Degradação do biofilme (RcAlb-PepII) 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
Os peptídeos utilizados neste trabalho já apresentaram atividade antimicrobiana 

contra diversos tipos de patógenos, fungos dermatófitos, leveduras, fungos fitopatogênicos, e 
bactérias como a própria S. aureus (DIAS et al., 2020; LIMA et al., 2020, 2021a, 2021b; 
OLIVEIRA et al., 2019; SOUZA et al., 2020a, 2020b). A hipótese por trás desse trabalho seria 
se esses peptídeos são capazes de inibir a formação, ou até mesmo degradar o biofilme de S. 
aureus, visto que alguns dos peptídeos já possuem atividade antibacteriana comprovada contra 



34  as células planctônicas de S. aureus. Na literatura é possível encontrar estudos acerca do 
mecanismo que tentam explicar a atividade antibiofilme, que pode ocorrer por conta da morte 
de células sésseis, ou prevenindo a adesão das células através da modulação de genes 
relacionados (SEGEV-ZARKO et al., 2015). 

Diversos estudos vêm sendo feitos acerca do efeito sinérgico dos peptídeos 
antimicrobianos em combinações com fármacos comerciais. Os dados obtidos neste trabalho 
corroboram com tais estudos encontrados na literatura. BESSA et al. (2018) e MARTINEZ et 
al. (2019), apresentaram peptídeos antimicrobianos com atividade antibiofilme contra cepas 
resistentes de P. aeruginosa, e efeito sinérgico em combinação com antibióticos como 
meropenem e ciprofloxacina. KOPPEN et al. (2019) e DUAN et al. (2021) também 
apresentaram peptídeos antimicrobianos com atividade antibiofilme e efeito sinérgico com 
antibióticos e, nesse caso, contra a própria Staphylococccus aureus.  Porém, o mecanismo ao 
qual esse sinergismo acontece, ainda não está totalmente elucidado. Uma dos modelos 
propostos mais aceito pela comunidade científica é o fato da maior parte dos peptídeos 
antimicrobianos alterarem a permeabilidade da membrana, tornando possível a entrada de tais 
fármacos para o interior da célula e permitindo assim a interação com seus alvos (DUAN et al., 
2021). No caso dos nossos resultados, foi possível observar ganhos em relação à porcentagem 
de inibição e degradação quando combinamos peptídeo + antibiótico. 
4.2 Mecanismo de ação por microscopia de fluorescência  
 

Para elucidar o mecanismo de ação dos peptídeos utilizados, em relação à atividade 
antibiofilme, foram feitas análises por microscopia de fluorescência utilizando-se do fluoróforo 
iodeto de propídio. Foram feitas análises de microscopia de fluorescência (Figs. 6 a 14) de todas 
as concentrações que demonstraram um possível efeito sinérgico entre peptídeo e antibiótico 
(Figs. 4 e 5). 
           



35    Figura 6 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação Mo-CBP3-PepI + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (125 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (3,9 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (125 µg/mL + 3,9 µg/mL, respectivamente)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 
              



36    Figura 7 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepI + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (500 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (0,9 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (500 µg/mL + 0,9 µg/mL, respectivamente)  

Fonte: elaborado pelo autor. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

  



37  Figura 8 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepI + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (125 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (3,9 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (125 µg/mL + 3,9 µg/mL, respectivamente)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
É possível observar nas imagens que houve pouca ou nenhuma fluorescência, em 

relação às células bacterianas tratadas apenas com a ciprofloxacina. Em relação ao campo claro, 
é possível observar o biofilme preenchendo quase toda a superfície da lâmina e, em alguns 
casos, preenchendo a imagem por completo. Já as imagens correspondendo aos tratamentos 
combinados (peptídeo+antibiótico), é possível observar que as células bacterianas emitem 
fluorescência, e ainda é possível observar a degradação do biofilme formado, onde o mesmo se 
encontra em pequenos fragmentos ao longo da imagem. 

 
 



38  Figura 9 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepII + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (0,4 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (1000 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (0,4 µg/mL + 1000 µg/mL, respectivamente)   

Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



39  Figura 10 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepII + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (7,8 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (62,5 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (7,8 µg/mL + 62,5 µg/mL, respectivamente)   

                    
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



40  Figura 11 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepII + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (15,6 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (31,2 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (15,6 µg/mL + 31,2 µg/mL, respectivamente)   

         
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 



41  Figura 12 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação RcAlb-PepII + ciprofloxacina na degradação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (125 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (3,9 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (125 µg/mL + 3,9 µg/mL, respectivamente)  

         
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
No caso da Mo-CBP3-PepIII, ele foi o único peptídeo que apresentou inibição da 

formação do biofilme, o que pode ser visto nas figuras 13 e 14, onde também é possível ver que 
o biofilme na combinação peptídeo+antibiótico é reduzido em comparação com o biofilme na 
presença dos agentes separados. 

 
 

 
 

 
 
 



42  Figura 13 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação Mo-CBP3-PepIII + ciprofloxacina na inibição da formação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (3,9 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (125 µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (3,9 µg/mL + 125 µg/mL, respectivamente) . 

                      
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
 
 
 
 
 
 

 
   



43  Figura 14 - Microscopia de fluorescência mostrando os efeitos da combinação Mo-CBP3-PepIII + ciprofloxacina na inibição da formação do biofilme de S. aureus. Campo claro à esquerda e campo escuro à direita. A: Lâmina controle tratada apenas com solução de DMSO 5% em NaCl 0,15 M; B: Lâmina tratada apenas com o antibiótico (7,8 µg/mL); C: Lâmina tratada apenas com o peptídeo (62,5µg/mL); D: Lâmina tratada com a combinação antibiótico + peptídeo (7,8 µg/mL + 62,5 µg/mL, respectivamente)   

         
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
 
O uso do iodeto de propídio na análise de microscopia nos ajuda a entender qual o 

mecanismo de ação do peptídeo testado. Esse fluoróforo funciona de modo a emitir 
fluorescência vermelha quando ligado às moléculas de DNA. Porém, esse fluoróforo não é 
capaz de atravessar a membrana de células saudáveis, apenas quando há alguma mudança na 
sua permeabilidade (ex. formação de poros), o que o torna muito interessante para uso em 
análises de mecanismo de ação de moléculas antimicrobianas, (RAJA et al., 2011). 

Os mecanismos de ação dos PAMs em relação à atividade antibiofilme, como já foi 
citado anteriormente, podem ser divididos em cinco mecanismos principais: (1) disrupção ou 
degradação do potencial de membrana de células presente no biofilme; (2) interrupção do 



44  sistema de sinalização das células bacterianas; (3) degradação da matriz do biofilme e de 
polissacarídeos; (4) inibição do sistema de alarmonas para evitar a resposta bacteriana ao 
estresse; (5) e regulação para baixa expressão de genes responsáveis pela pela formação de 
biofilme (YASIR; WILLCOX; DUTTA, 2018). As análises de mecanismo de ação nos fazem 
acreditar que a atividade antibiofilme, inibição da formação e degradação do biofilme, dos 
peptídeos vem da capacidade dos mesmos de alterar a permeabilidade da membrana bacteriana, 
fazendo com que o fármaco adentre ao interior da célula bacteriana de maneira mais fácil, e 
assim tendo acesso ao seu alvo intracelular, o que também poderia explicar o aumento de 
atividade quando combinando as duas moléculas.  

Os resultados obtidos nas análises de microscopia corroboram os resultados obtidos 
no ensaio antibiofilme, e também reforçam a hipótese do seu mecanismo de sinergismo com a 
ciprofloxacina, o qual recebe acesso ao seu alvo intracelular, a enzima DNA-girase, graças à 
alteração da permeabilidade da membrana dessas células. Além disso, esses resultados reforçam 
a possibilidade do uso desses quatro peptídeos (Mo-CBP3-PepI, Mo-CBP3-PepIII, RcAlb-PepI 
e RcAlb-PepII) como adjuvantes em formulações de antibióticos, assim como também reduzir 
a sua dosagem, visto que não são tóxicos ao ser humano (DIAS et al., 2020; OLIVEIRA et al., 
2019). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



45  5. CONCLUSÃO 
 

O presente trabalho revelou o efeito de oito peptídeos antimicrobianos sintéticos 
contra o biofilme de S. aureus, em combinação com o antibiótico ciprofloxacina, para observar 
um possível efeito sinérgico entre as duas moléculas, e compreender seu mecanismo de ação. 
Os resultados obtidos revelaram o sinergismo entre as duas moléculas em certas combinações, 
o que veio a reduzir a quantidade necessária de antibiótico e de peptídeo necessárias para a 
obtenção da atividade antibiofilme. O ensaio antibiofilme revelou que quatro dos oitos 
peptídeos testados apresentam efeito sinérgico, quando combinados com o antibiótico 
ciprofloxacina, na inibição da formação, e na degradação do biofilme de S. aureus já formado. 
As análises dos mecanismos de ação mostraram efeito sobre a alteração da permeabilidade da 
membrana celular, e corroboram com os resultados do ensaio antibiofilme, mostrando que o 
mecanismo de ação dos peptídeos auxilia no combate à resistência bacteriana promovida pelo 
biofilme. Os dados obtidos dão suporte ao uso desses peptídeos como possíveis adjuvantes. 
Para tal, faz-se necessário o avanço dos estudos para as próximas etapas, como ensaios in vivo. 
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