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RESUMO 

A bactéria Klebsiella pneumoniae, em especial as estirpes produtoras da 
enzima β-lactamase, tem sido responsável por grande parte das infecções 
nosocomiais, incluindo infecções associadas a biofilmes multirresistentes. Essa 
enzima pode hidrolisar o anel β-lactâmico presente em antibióticos, conferindo 
resistência à terapias antimicrobianas de última linha. Deste modo, duas cepas 
de K. pneumoniae KpC provenientes de casos clínicos de um hospital de 
Brasília (002210477 e 001450421) foram analisadas quanto ao crescimento de 
suas células planctônicas e formação de biofilme in vitro, como controle foi 
utilizada a cepa ATCC 13883, através de testes em placas de 96 poços. Após a 
padronização das condições ideais de crescimento, foram realizados ensaios 
de susceptibilidade ao peptídeo Pa-MAP 1.9 e aos antibióticos ciprofloxacino e 
meropenem. A concentração inibitória mínima (CIM) e concentração inibitória 
mínima de biofilme (CIMB) para os ensaios com Pa-MAP 1.9 obtidos para as 
cepas KpC 001450421 e 002210477 32 e 64 µg.mL-1, respectivamente, e para 
cepa ATCC 13883 foi >64 µg.mL-1 em ambos os ensaios. Para ciprofloxacino, o 
melhor CIM/CIMB foi de 2 µg.mL-1 para cepa ATCC 13883, e 4 µg.mL-1 para 
ambas as cepas KpC, enquanto que para meropenem o melhor CIM/CIMB 
foram obtidos para ATCC 13883 a 32 µg.mL-1. No ensaio de concentração 
bactericida mínima (MBC) a 32 µg.mL-1 a atividade apresentada por Pa-MAP 
1.9 frente as cepas KpC foi bacteriostática, para a cepa ATCC não foi 
observada atividade. A concentração de 64 µg.mL-1 de Pa-MAP 1.9 frente as 
cepas ATCC 13883 e KpC 002210477 apresentou atividade bactericida e para 
a cepa KpC 001450421 foi observada a atividade bacteriostática. Ensaios de 
sinergismo com meropenem apresentaram efeito indiferente contra a cepa 
ATCC 13883, enquanto que o tratamento demonstrou efeito antagonista frente 
a cepas KpC. Portanto é evidenciada a atividade de Pa-MAP 1.9 nos 
resultados obtidos no trabalho, em especial os resultados de atividade 
bactericida apresentada frente a estirpe KpC 002210477, o que não foi 
observado em nenhuma outra cepa. Contudo, apesar da inefetividade da 
combinação Pa-MAP 1.9 e meropenem, o uso deste peptídeo catiônico frente a 
K. pneumoniae KpC, foi eficiente no combate a biofilmes. Portanto Pa-MAP 1.9 
pode ser considerado uma terapia alternativa no combate e controle de 
biofilmes. 

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae KpC, Peptídeo polialanina, Biofilmes 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Klebsiella pneumoniae bacteria, especially strains that produce the β-
lactamase enzyme have been responsible for a large proportion of nosocomial 
infections, including the ones caused by multiresistant biofilms. This enzyme 
can hidrolyze the β-lactam ring present in all β-lactam antibiotics, conferring 
resistance to the last-line antimicrobial therapies. Strains of K. pneumoniae 
(KpC 002210477 and 001450421) from a clinical cases from a Brasília Hospital, 
were analyzed for growth of its planktonic cells and biofilm formation in vitro 
using 96-well plate tests, ATCC 13883 strain was used as control. After the 
standardization of the ideal growth conditions, the susceptibility assay to 
antimicrobial peptide Pa-MAP 1.9 and ciprofloxacin and meropenem were 
carried out. The minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal biofilm 
inhibitory concentration (MBIC) to the assays carried out with Pa-MAP 1.9 were 
obtained for KpC strains 00145021 and 002210477 at 32 and 64 µg.mL-1 
respectively and to ATCC strain 13883 was >64 µg.mL-1 on both assays. To 
ciprofloxacin, the best MIC/MBIC was 2 µg.mL-1 to ATCC strain 13883, and 4 
µg.mL-1 to both KpC strains, whereas to meropenem the best MIC/MBIC where 
obtained for ATCC strain 13883 at 32 µg.mL-1. On minimal bactericidal 
concentration (MBC) assay, at 32 µg.mL-1 the activity of Pa-MAP 1.9 to KpC 
strains was bacteriostatic, to ATCC strain no activity was observed. Whereas 
the concentration of 64 µg.mL-1 to Pa-MAP 1.9 for ATCC 13883 and KpC 
002210477 strains showed bactericidal activity, and for KpC 001450421 the 
activity was bacteriostatic. Synergism assays with meropenem showed 
indifferent effect against ATCC 13883 strain, whereas the treatment showed an 
antagonist effect against both strains of KpC. Therefore the activity of Pa-MAP 
1.9 is evidenced on the results obtained in this work, especially the result of 
bactericidal activity presented against KpC 002210477, which was not observed 
in any other strain. However, despite the combination of Pa-MAP 1.9 and 
meropenem ineffectiveness, the use of this cationic peptide against K. 
pneumoniae KpC was efficient against biofilms. Hence, Pa-MAP 1.9 can be 
considered an alternative therapy on combat and control of biofilms. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae KpC, Polyalanine peptide, Biofilms 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Infecções nosocomiais e multirresistência bacteriana 

No mundo são encontrados diversos ecosistemas microbianos que 

coexistem, as interaçãos realizadas por esses micorganismos incluem cenários 

competitivos e cooperativos em que os microrganismos competem ou proveem 

recursos influenciando no crescimento dos outros organismos coexistentes 

(Hays et al., 2015). Sendo assim o ser humano vive em contato constante com 

o mundo microbiano (Von Mutius, 2016). Desta forma, como um mecanismo de 

defesa primário, o sistema imune inato ativa a defesa do hospedeiro impedindo 

a invasão de patógenos e promovendo o crescimento e reparo tecidual durante 

o desenvolvimento do dano. Contudo o sistema imune inato sozinho pode não 

conseguir realizar a defesa apropriada do hospedeiro para combater as 

doenças adquiridas (Bottazzi et al., 2016). Neste contexto o aumento do 

número de casos de doenças infecciosas patogênicas tem sido relatado desde 

1992 pelo Instituto de Medicina dos Estados Unidos (Taylor et al., 2001). 

Doenças adquiridas por pacientes após cirurgias nos hospitais 

contemporâneos tem sido uma problemática desde o meio do século 18, e 

mesmo após a introdução das técnicas de assepsia por Joseph Lister as 

infecções hospitalares permanecem um problema alarmante (Mangram et al., 

1999). 

 Infecções nosocomiais ou adquiridas em hospitais podem ser definidas 

como uma infecção adquirida pelo paciente durante o tempo de permanência 

no hospital, após realização de procedimentos cirúrgicos ou após 

hospitalização. Essas infecções são causadas por agentes patogênicos e 

possuem um grande impacto na saúde pública já que estão associadas ao 

aumento do uso de antibióticos, e ao período prolongado de hospitalizações, 

gerando uma considerável taxa de mortalidade e morbidade e, custos extras a 

saúde pública (Rosenthal et al., 2003; Khan et al., 2015). Globalmente tem sido 

relatadas as taxas de infecções hospitalares, das quais as com baixa letalidade 

representam 9%, enquanto que infecções com letalidade elevada ficam em 

torno de 14% (Dos Santos et al., 2005). No Brasil Magill e colaboradores (2014) 

realizaram uma pesquisa em hospitais dos Estados Unidos e relataram que em 
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2011 ocorreram cerca de 722 mil casos de infecções bacterianas adquiridas 

em hospitais, e destes, 75 mil pacientes foram a óbito. 

 Infecções adquiridas em ambiente hospitalar podem ser causadas por 

diversos microrganismos incluindo bactérias, fungos e vírus (Jamal, 1981; Khan 

et al., 2017). Apesar desses diferentes agentes microbianos, a maior parte das 

infecções é causada por bactérias (Khan et al., 2015). Desde a descoberta da 

penicilina em 1928 por Alexander Fleming, o tratamento de infecções 

bacterianas tem sido realizado com antibióticos, entretanto nas últimas 

décadas o uso indiscriminado desses medicamentos levou as bactérias a 

desenvolverem variados mecanismos de resistência (Liu e Pop, 2009). 

 Os mecanismos de resistência envolvem mutações nos genes e podem 

ser transmitidos entre bactérias por processos de transdução (bacteriófagos), 

conjugação (plasmídeos e transposons conjugativos) e transformação 

(incorporação de DNA cromossomal, compartilhamento de plasmídeos e DNA 

de outras bactérias no cromossomo bacteriano) (Levy e Marshall, 2004). 

Diversos mecanismos que tornam as bactérias resistentes a antibióticos têm 

sido caracterizados. Mecanismos como a produção de enzimas que 

metabolizam antibióticos, bombas de efluxo que atuam eliminando o composto 

da célula, modificações estruturais no alvo celular do antibiótico prevenindo sua 

ligação e eliminação das porinas transmembrana, através das quais os 

antibióticos entram na célula (Ferri et al., 2017). 

O mecanismo especializado de produção de enzimas possibilitou a 

algumas bactérias apresentarem enzimas conhecidas como β-lactamases, que 

são capazes de causar a hidrólise do anel β-lactâmico presente antibióticos β-

lactâmicos como as penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e carbapenemas 

(Figura 1). Essas enzimas são capazes de romper a ligação β-lactâmica 

podendo causar mudanças na configuração dos elétrons da molécula 

(Richmond e Sykes, 1973). A resistência gerada pelas enzimas β-lactamases 

pode ser considerada uma das razões para o surgimento de bactérias 

multirresistentes (MDR). Esses organismos representam um desafio para os 

sistemas de saúde em relação ao diagnóstico, ao tratamento a ser aplicado e 

ao controle da infecção (Sader et al., 2014). As chamadas β-lactamases de 
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espectro estendido (extended spectrum beta-lactamases ou ESBLs) são serino 

β-lactamases geralmente produzidas por enterobacteriáceas, que conferem 

resistência à maioria dos antibióticos oximino-β-lactâmicos e monobactâmicos 

(Adler et al., 2016). As ESBLs foram reconhecidas inicialmente em 1980, 

entretanto se tornaram mais comuns em 1990 com o estabelecimento dos 

antibióticos carbapenêmicos, destinados ao tratamento de infecções causadas 

por microrganismos portadores de ESLBs (Tugal et al., 2015). Infecções com a 

presença de organismos produtores de ESLBs são associadas ao aumento de 

mortalidade e dos custos de hospitalização (Linkin et al., 2004). 

 

Figura 1. Estrutura molecular da penicilina com o anel β-lactâmico destacado 
em vermelho, sofrendo hidrólise através da enzima β-lactamase gerando 
metabólito inativo em azul . Fonte: Page (1992) adaptado. 

 

1.2 Bactérias patogênicas responsáveis por infecções nosocomiais 

Nas últimas décadas os relatos de bactérias resistentes a antibióticos têm 

aumentado significativamente. As bactérias Gram-negativas em especial 

causam grande preocupação devido ao aparecimento de cepas 

multirresistentes (Vardakas et al., 2013). Essas bactérias podem causar 

infecções no trato respiratório, gastrointestinal e urinário, infecções sanguíneas, 

além de infecções intra-peritoneais (Khan et al., 2015). A Infectious Diseases 

Society of America (IDSA) tem expressado sua preocupação desde 2002 pela 

falta do desenvolvimento de novos compostos terapêuticos que tratem 

infecções causadas por bactérias resistentes a múltiplas drogas (Boucher et al., 

2013). Foram relatadas bactérias de maior ocorrência nos hospitais brasileiros 

por Carneiro e colaboradores (2008) e, entre elas estão Pseudomonas 
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aeruginosa e Klebsiella sp, corroborando com as infecções mais comuns nos 

Estados Unidos, que são causadas em sua maioria por P. aeruginosa, K. 

pneumoniae e outras bactérias como Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Acinetobacter baumannii  e espécies de Enterobacter; conhecidas 

como o grupo de patógenos ESKAPE, que é um acrônimo do verbo escapar 

(Khan et al., 2015). Entre os patógenos desse grupo o foco será dado a K. 

pneumoniae, que será  descrita no próximo tópico.  

 

1.2.3 Klebsiella pneumoniae  

K. pneumoniae (Figura 2) foi isolada pela primeira vez por Friendler em 

1882, consistindo em uma uma bactéria saprófita encapsulada em forma de 

bastonete. Esta bactéria pertence a família Enterobacteriaceae e tem sido 

responsável por cerca de 70% das infecções humanas, responsável por 

pneumonia nosocomial, bacteremia e infecções no trato urinário (Podschun e 

Ullmann, 1998; Broberg et al., 2014). K. pneumoniae geralmente coloniza o 

trato gastrointestinal, pele e nasofaringe (Podschun e Ullmann, 1998).  

Cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (K. pneumoniae 

KpC) foram inicialmente relatadas em 1996 na Carolina do Norte, contudo a 

resistência a carbapenêmicos foi detectada há cerca de duas décadas. 

Inicialmente a resistência foi atribuída a diversos mecanismos, entre eles a alta 

regulação dos sistemas de efluxo combinados com a hiperprodução de 

cefalosporinases (AmpC) β-lactamase; contudo outros mecanismos podem ser 

associados à resistência como alteração da permeabilidade da membrana 

externa devido à perda de porinas, ou a produção de β-lactamases que 

eficientemente hidrolizam antibióticos carbapenêmicos (Yigit et al., 2001; 

Gasink et al., 2009; Qureshi et al., 2012). 
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Figura 2. K. pneumoniae carbapenemase positiva (KpC) (cor mostarda, em 
forma de bastonete) interagindo com neutrófilos humanos (verde). Fonte: 
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), imagem colorida 
digitalmente de um microscópio eletrônico de varredura, imagem 
disponibilizada pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) (2014). 

 

Outros casos de cepas de KpC foram relatados nos Estados Unidos em 

2005, no mesmo ano as cepas começaram a ser geograficamente distribuídas, 

o primeiro caso fora do país foi relatado na França, contudo a origem da cepa 

se deu na Carolina do Norte, como descrito anteriormente (Cuzon et al., 2010). 

Leavitt e colaboradores (2007) relataram casos com a presença do gene de 

resistência KpC em um hospital em Israel, confirmando que as cepas K. 

pneumoniae KpC estavam gradualmente se disseminando. No ano de 2006 a 

ocorrência de bacterias produtoras de carbapenemases começou a ser 

relatada na América do Sul, primeiro na Colômbia, onde foi relatada uma cepa 

de P. aeruginosa produtora de KpC  (Villegas et al., 2006). Em 2008 casos de 

infecção com K. pneumoniae produtora de KpC foram relatados neste país 

(Munoz-Price et al., 2013). Posteriormente outros casos de K. pneumoniae KpC 

foram relatados na Argentina (Pasteran et al., 2008) e no Brasil no ano de 2006 

(Monteiro et al., 2009). Hoje as cepas KpC se dispersaram globalmente, 

passando de casos esporádicos nos Estados Unidos, para proporções 

endêmicas em países como Brasil, Grécia e Israel (Lee e Burgess, 2012). 
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Figura 3. Mapa das características epidemiológicas e distribuição de K. pneumoniae KPC. Fonte: Adaptado de Munoz-Price e 
colaboradores (2013). 
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Munoz-Price e colaboradores (2013) descreveram a distribuição mundial 

das cepas (Figura 3) produtoras de KpC. Também foram descritos cinco casos 

de K. pneumoniae KpC no Canadá em 2008. Todos os pacientes eram idosos, 

dentre esses casos, três haviam visitados áreas em que as cepas produtoras 

de KpC são consideradas endêmicas, um havia ocupado um quarto hospitalar 

infectado e o último possuía um carcinoma e adquiriu a cepa, vindo a óbito 

devido a uma infecção pulmonar. Na Escócia ocorreu o primeiro caso de KpC 

em uma cepa de Enterobacter sp. em 2003, mas apenas em 2007 foi reportada 

em uma cepa de K. pneumoniae KpC neste país. O primeiro caso de K. 

pneumoniae KpC descrito na Espanha ocorreu em 2009, em um idoso e ele foi 

o primeiro de mais sete casos ocorridos no mesmo local e data (Curiao et al., 

2010). Outros casos foram descritos na Itália (Giani et al., 2009), Suécia 

(Tegmark Wisell et al., 2007), índia (Jones et al., 2009) e China (Wei et al., 

2007).  

Desde a identificação e propagação da cepa produtora da enzima blaKPC-2, 

diversas variantes foram identificadas. Em 2012 foi estabelecido um centro 

nacional de referência para resistência a antibióticos na França onde foram 

examinadas todas as Enterobacteriaceae carbapenemase-resistentes, a partir 

dos dados obtidos foram identificados 20 isolados produtores de KpC, e 

desses, 19 variantes eram K. pneumoniae com enzimas KpC-2 e KpC-3 

(Munoz-Price et al., 2013).  

Cinco desses isolados foram ligados a casos em Israel, Itália, Kuwait e 

China (Munoz-Price et al., 2013). A porcentagem para Enterobacteriaceae que 

apresenta enzimas KpC na Austrália e Nova Zelândia é muito baixa devido aos 

cuidados tomados pelos países como o monitoramento de bactérias resistentes 

a múltiplas drogas. Embora o risco de uma propagação intercontinental de 

bactérias resistentes seja reconhecido, devido a transferência de um grande 

número de pacientes após ataques terroristas em outros países próximos. 

Desde então diversos hospitais mantém uma rotina de vigilância para 

Enterobacteriaceae carbapenemase-resistente em tais transferências (Munoz-

Price et al., 2013).  

Na América do Norte cepas produtoras de KpC são endêmicas em 

algumas áreas, onde casos de ocorrência de Pseudomonas putida KpC foram 
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relatados no Texas, também foram relatados casos de P. aeruginosa KpC na 

América central, em Porto Rico. Já na Europa as cepas produtoras são 

encontradas em praticamente todas as áreas, a maioria relacionada a 

importação de áreas endêmicas, pouco é relatado sobre a China, apesar de ser 

considerado um país com áreas endêmicas (Nordmann e Poirel, 2014). 

No Brasil K. pneumoniae KpC é relatada como a segunda bactéria mais 

frequente em infecções causadas em pacientes que se encontram unidades de 

tratamento intensivo (UTIs) destinadas a adultos, com uma taxa de 18,2% dos 

casos reportados nesta UTI. Já em UTIs destinadas a pediatria, K. pneumoniae 

é relatada como a terceira bactéria mais frequente, sendo responsável por 

16,3% dos casos de infecções causadas em crianças. Nas UTIs destinadas a 

pacientes neonatos a taxa de infecções causadas por K. pneumoniae é de 

16,2%, sendo a segunda bactéria com maior frequência em infecções em 

neonatos (Anvisa, 2016). 

Apesar do número de infecções causadas por K. pneumoniae KpC ainda 

serem altos, uma redução no número de casos reportados foi relatada pela 

Anvisa, sendo assim os órgãos de saúde pública do Brasil buscam desenvolver 

ações para a melhoria da qualidade de diagnóticos realizados em hospitais 

(Anvisa, 2016). 

 

1.3   Biofilmes bacterianos 

Biofilmes são consórcios compostos por uma única ou por múltiplas 

espécies de bacterianas envoltas por uma matriz auto-produzida, hidratada de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) que auxiliam na imobilização das 

células e as mantêm próximas, permitindo a comunicação química célula-célula 

(quorum sensing) e outras interações (Costerton et al., 1999; Flemming e 

Wingender, 2010). Os biofilmes são considerados um problema para a saúde 

pública, já que podem ser responsáveis por mais de 80% das infecções 

humanas, desde infecções relacionadas a dispositivos médicos a infecções 

teciduais. A formação de biofilmes implica em infecções persistentes no tecido 

tais como infecções crônicas em ferimentos, otite média crônica, infecções 
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recorrentes do trato urinário, endocardite e outras doenças crônicas  (Römling 

e Balsalobre, 2012; Beloin et al., 2014).  

O desenvolvimento de biofilmes pode ocorrer em cinco etapas (Figura 4), 

que consistem em síntese, na adesão reversível da bactéria em forma 

planctônica (vida livre) a uma superfície sólida. Nas próximas horas de 

incubação após a adesão, a bactéria pode ser irreversivelmente ligada à 

superfície, as células podem se multiplicar, e formar microcolônias que 

produzem a matriz polimérica (Høiby et al., 2010). Uma vez que a estrutura do 

biofilme foi desenvolvida, algumas células são liberadas no meio, permitindo a 

colonização de outras áreas da superfície (Lasa, 2006).  

Biofilmes maduros possuem uma estrutura tridimensional com diversos 

microambientes que se diferenciam de acordo com a osmolaridade, o 

fornecimento de nutrientes e a densidade celular, essa heterogeneidade produz 

uma variedade de fenótipos dentro de um biofilme individual. Depois de 

estabelecido um biofilme bacteriano, sua erradicação com o uso de antibióticos 

é muito difícil pois estas comunidades bacterianas são naturalmente resistentes 

as concentrações de antibiótico suficiente para controle das bactérias 

planctônica. É muito difícil as terapias antimicrobianas atuais atingirem a 

concentração mínima dos antibióticos para que não ocorra atividade citotóxica 

nos pacientes (Wu et al., 2015).  
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Figura 4. Esquema do desenvolvimento de um biofilme, processo com cinco 
etapas. Etapa 1- Adesão das células planctônicas a uma superfície; etapa 2- 
crecimento séssil e quorum sensing; etapa 3- maturação da estrutura e 
produção de matriz extracelular; etapa 4- dispersão celular e indução de fatores 
de dissociação; 5- colonização de outras superfícies por células livres-
nadantes. Fonte: (Ribeiro, 2014b). 

 

Biofilmes bacterianos apresentam alta resistência a respostas imunes e 

ao uso de antibióticos, pois apresentam diversos métodos de resistência como 

a restrição da penetração de antibióticos em biofilmes, em que a matriz 

exopolimérica que encapsula os biofilmes, podendo restringir a difusão de 

moléculas grandes como as lisozimas, e também de moléculas pequenas como 

as numerosas defensinas. Os polissacarídeos carregados negativamente se 

ligam aos aminoglicosídeos carregados positivamente restringindo sua 

permeação no biofilme (Lewis, 2001).  

Outro mecanismo de resistência a ser citado consiste na mudança 

química no microambiente dentro do biofilme, onde as concentrações de 

nutrientes podem ser alteradas, levando a redução da taxa metabólica o que 

pode ocorrer devido ao consumo completo do oxigênio e glicose presentes nas 

camadas superficiais do biofilme, de forma a resultar em nichos nutricionais 

anaeróbicos nas camadas mais profundas, fazendo com que o biofilme 

apresente uma atividade metabólica restrita. 

 A concentração de produtos metabólicos espelha os produtos presentes 

no substrato, então a acumulação de ácido pode levar a uma alteração no pH 
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causando uma diferença entre o fluído da massa e o interior do biofilme o que 

pode antagonizar diretamente a ação do antibiótico. O metabolismo inativo 

pode atingir uma extensão do biofilme em que as células continuam viáveis 

porém perdem a culturabilidade (Lewis, 2001; Fux et al., 2005). Em resposta a 

inatividade metabólica as bactérias se adaptam ativamente ao estresse, como 

por exemplo os biofilmes passam a estimular a produção de catalase ou 

induzem a expressão de β-lactamases cromossomais. As bactérias nos 

biofilmes podem ativar genes de resposta a estresse e mudar para fenótipos 

mais tolerantes aos estresses ambientais, como qualidade nutricional, 

densidade celular, temperatura, pH entre outros. Os genes de resposta a 

estresses podem antagonizar os efeitos deletérios de antibióticos (Fux et al., 

2005). As bactérias podem adquirir genes de resistência que codificam 

enzimas, como por exemplo as β-lactamases, sua expressão faz com que essa 

enzima possa hidrolizar o anel β-lactâmico dos antibióticos antes deles 

atingirem a bactéria (Olsen, 2015). 

Lewis (2001) sugeriu que biofilmes podem ser mais resistentes devido a 

presença do pequeno grupo de células que sobrevivem ação dos antibióticos, 

as chamadas células persistentes, e são preservadas pela presença de 

qualquer antibiótico que inibe seu crescimento. Paradoxalmente, os antibióticos 

ajudam as células persistentes a perserverar já que elas entram em dormência 

sob a ação dos mesmos e sobrevive. 

  

1.4 Antibióticos versus bactérias: a luta contra infecções adquiridas 

A chamada era antibiótica moderna teve início com Paul Erlich em 1904, 

em busca de uma droga para tratamento da sífilis, uma doença sem cura para 

a época. Em 1909 que junto com Alfred Bertheim e Sahachiro Hata, os quais 

testaram 600 compostos, mas apenas seis deles os levaram a sintetizar uma 

droga com o nome de Salvarsan buscando a cura da sífilis. Este medicamento 

foi o prescrito com grande frequência até ser substituído pela penicilina em 

1940 (Aminov, 2010). 

O uso de antibióticos no tratamento de infecções teve seu início em 1930 

inspirada pelo sucesso de Erlich e uso de arsênicos, a companhia Friederich 
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Bayer iniciou uma pesquisa buscando combater doenças infecciosas com 

químicos sintéticos, desta forma foi desenvolvido o antibiótico Sulfonamida, que 

foi testado in vitro em uma cepa de Streptococcus hemolyticus isolada de um 

caso de sepse bacteriana. Seguido pela descoberta (1928) e introdução de 

penicilina na medicina (1940), os antibióticos foram considerados como 

agentes que eventualmente controlariam as infecções, pois exerciam um efeito 

tanto no tratamento das doenças infecciosas, como na sociedade, mudando as 

taxas de morbidade e mortalidade (Coates et al., 2002; Bentley, 2009). 

Apesar da crença de os antibióticos serem os sanadores de doenças 

infecciosas, as infecções adquiridas continuam sendo de difícil tratamento. 

Diversos fatores contribuem para este fato, como a contínua alteração no 

espectro de patógenos que causam as infecções em humanos, fatores sociais 

como a falta de educação básica ou desinformação da população em geral, o 

uso descontrolado dos antibióticos e fatores ambientais que impactam 

propagação das infecções. A maioria dos casos de resistência a antibióticos 

são descritos em locais de cuidados a saúde, principalmente em hospitais e 

instituições de tratamento de longo termo, devido a reunião de indivíduos 

severamente doentes, que geralmente requerem uma terapia com antibióticos. 

A proximidade dos pacientes e de pessoas que trabalham neste ambiente ou 

que realizam visitas aos doentes, acaba resultando em um fator ambiental que 

auxilia no aumento do risco de uma emergente e subsequente transmissão de 

resistência dentre e entre os pacientes  (Coates et al., 2002; Larson, 2007; Ilić 

et al., 2012). 

Mesmo com a resistência presente, alguns antibióticos ainda são 

comumente utilizados na terapia clínica no combate a infecções. Alguns desses 

pertencem às classes das quinolonas e das carbapenemases, como por 

exemplo a ciprofloxacina, uma quinolona de ácido carboxílico derivada do ácido 

nalídixico. A ciprofloxicina pode ser classificada como uma fluoroquinolona de 

amplo espectro de ação, efetiva no tratamento de uma grande variedade de 

infecções, principalmente as causadas por patógenos Gram-negativos, 

disponível em formulações intravenosa e oral. Desta maneira, o antibiótico 

ciprofloxacino consiste na fluoroquinolona prescrita com maior frequência 

devido a sua boa absorção pelo trato gastrointestinal e ao seu amplo espectro 
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de atividade contra bactérias Gram-negativas (Davis et al., 1996; Fasugba et 

al., 2015). 

Na classe dos carbapenens um antibiótico utilizado com frequência tem 

sido o meropenem, um carbapenem parental com um grande espectro de 

atividade clínica e bacteriológica contra uma variedade infecções causadas por 

bactérias Gram-negativas. Como resultado dessa atividade o meropenem tem 

sido utilizado em terapia clínica para o tratamento de infecções intra-

abdominais, neutropenia febril, meningite infecções do trato respiratório inferior, 

infecções na pele, entre outros (Wiseman et al., 1995; Li et al., 2007). A 

resistência a ciprofloxacina surgiu ao mesmo tempo em que a resistência a β-

lactâmicos se tornou proeminente, podendo levar a sérias consequências 

clínicas, por isso é indicado que o uso dos antibióticos seja controlado de 

maneira a evitar a resistência de bactérias (Paterson et al., 2000; Aminov, 

2010). Portanto como reação a crise causada na saúde pela resistência a 

antibióticos, diversos esforços tem  sido realizados com o intuito de descobrir e 

desenvolver novos antimicrobianos naturais e sintéticos como os peptídeos 

antimicrobianos (Wenzel et al., 2014).  

 

1.5 Peptídeos antimicrobianos 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) podem ser descritos como 

oligopeptídeos com até 10 kDa, e são identificados e isolados de vertebrados, 

invertebrados, plantas e bactérias (Bahar e Ren, 2013; Bechinger e Gorr, 

2017). Um dos primeiro PAMs descritos foi a magainina, um peptídeo linear 

isolado da pele do anfíbio Xenopus laevis (Zasloff, 1987).  

Os PAMs formam um grupo único e diverso, eles podem ser divididos em 

subgrupos com base em sua estrutura secundária e sua composição de 

aminoácidos. O primeiro subgrupo é composto por peptídeos aniônicos, sua 

linearidade depende de sua estrutura primária, então cada peptídeo desse 

subgrupo pode ou não apresentar linearidade. Os peptídeos aniônicos podem 

ser relacionados a sua extensão de atividade, como por exemplo o grupo de 

pequenos peptídeos de 7-8 kDa presentes em extratos surfactantes do sistema 

respiratório, fluído de lavagem broncoalveolar e células epiteliais das vias 
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respiratórias que se translocam através da membrana para utilizar sítios 

intracelulares de ação antimicrobiana (Brogden, 2005; Phoenix et al., 2013).  

O segundo subgrupo é composto por peptídeos catiônicos que possuem 

cerca de 40 resíduos de aminoácidos e não possuem resíduos de cisteína. São 

peptídeos que, quando em solução, não apresentam estrutura secundária 

definida. Ao interagir com membrana celular estas moléculas adquirem uma 

conformação secundária tipo α-hélice, de caráter anfipático. Um exemplo deste 

grupo é o peptídeo humano LL-37. O terceiro subgrupo é composto por 

peptídeos catiônicos ricos em certos resíduos de aminoácidos, como por 

exemplo o peptídeo PR-39 rico em resíduos de prolina e arginina, adotam a 

estrutura folha β ou β-hairpin em soluções aquosas (Brogden, 2005; 

Guilhelmelli et al., 2013).  

O quarto subgrupo é composto por peptídeos aniônicos e catiônicos que 

podem adotar a estrutura cíclica, contendo resíduos de cisteína, formando 

ligações dissulfeto e folhas β-estáveis. Esses peptídeos podem também 

apresentar uma conformação estendida, na qual possivelmente não se dobram 

em uma estrutura secundária regular e frequentemente exibem grande 

proporções de resíduos de arginina, triptofano e prolina (Nguyen et al., 2011; 

Bahar e Ren, 2013). Dentro do quarto subgrupo também são descritas as α-

defensinas que incluem peptídeos de neutrófilos humanos, as β-defensinas de 

ambos humanos e animais, defensinas derivadas de insetos e de plantas, 

todas com diversos resíduos de cisteína formando ligações dissulfeto. E por 

último o subgrupo com fragmentos de peptídeos aniônicos e catiônicos 

fragmentados de cadeias polipeptídicas maiores, eles possuem atividade 

antimicrobiana e são similares em composição e estrutura aos peptídeos 

exemplificados anteriormente (Brogden, 2005).  

Apesar dos PAMs diferirem em sequência de resíduos de aminoácidos e 

estrutura, a maioria deles compartilham características comuns como sua 

carga catiônica, um número significante de resíduos hidrofóbicos e uma 

característica anfipática (Nguyen et al., 2011). Todas essas características 

contribuem para promover a interação entre PAM e membrana celular 

bacteriana visto que sua interação e ação depende da composição da 

superfície celular e dos resíduos de aminoácidos do peptídeo. Inicialmente os 
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PAMs podem interagir com os microrganismos através da ligação eletrostática 

entre seus aminoácidos positivos e componentes aniônicos expostos na 

membrana externa bacteriana, como por exemplo os ácidos lipoteicóicos da 

superfície de bactérias Gram-positivas e os grupos fosfato dos 

lipopolissacarídeos de bactérias Gram-negativas. Entretanto, é difícil PAMs 

positivamente carregados se ligarem a células de mamíferos que são ricos em 

fosfolípideos zwitteriônicos neutros (Nguyen et al., 2011; Kang et al., 2012). 

  Mas o mecanismo de ação clássico dos peptídeos envolve sua 

habilidade de causar dano a membrana celular, entre eles é possível destacar 

a formação de poros e a lise da bicamada da membrana. PAMs catiônicos 

demonstram a tendência a possuir múltiplos alvos que podem incluir a 

perturbação e a lise da membrana citoplasmática, processos macromoleculares 

que dependem da membrana, incluindo biossíntese da parede celular e divisão 

celular, e outros alvos intracelulares como RNA e síntese proteica (Fjell et al., 

2012).  

 Alguns modelos que podem explicar a ação de ruptura membranar, como 

o modelo barril, modelo poro toroidal e modelo carpete. No primeiro 

mecanismo, o modelo barril, o PAM se liga a superfície da membrana como um 

monômero, seguido de sua oligomerização e formação do poro. Monômeros 

recrutados podem aumentar o tamanho do poro, permitindo o extravasamento 

do conteúdo citoplasmático e consequentemente causando a morte celular. 

Nesse mecanismo as estruturas secundárias do peptídeo, como as 

hidrofóbicas α-hélice ou folha β são essenciais para formação de poros 

(Guilhelmelli et al., 2013). Em contraste ao mecanismo barril, no mecanismo de 

poro toroidal as hélices do peptídeo são inseridas dentro da membrana e 

induzem as monocamadas de lipídeos a dobrarem continuamente através do 

poro e como consequência a membrana de lipídeos se torna intercalada com 

peptídeos formando o poro (Brogden, 2005; Guilhelmelli et al., 2013) 

. Segundo o mecanismo carpete a acumulação de PAMs α na superfície 

da membrana, atinge um limite de concentração de maneira a se reorientar 

para a formação de poros torodais. Eventualmente esses poros se fundem 

formando “ilhas” na membrana, o que leva a fragmentação da membrana via 

desestabilização global e micelização da bicamada. O colapso da membrana 
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descrito acima também é conhecido como modelo detergente (Guilhelmelli et 

al., 2013; Phoenix et al., 2013). Esses peptídeos são rapidamente bactericidas, 

matando as bactérias dentro de minutos após contato (Hancock, 1998).   

Em sua descoberta do peptídeo magainina, Zasloff (1987) realizou 

ensaios bactericidas testando a atividade antibacteriana do extrato da pele de 

Xenopus laevis contra a cepa de E. coli D31, e também estudou o espectro 

antimicrobiano do peptídeo utilizando as frações de HPLC purificadas. Como 

resultado o extrato da pele demonstrou atividade antibacteriana, as frações 

analisadas mostraram dois componentes, que foram denominados magaininas. 

Portanto, o componente  magainina 2 mostrou atividade antibiótica contra um 

numeroso espectro de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Zasloff et 

al., 1988), um espectro similar foi descrito para magainina 1, ou seja os 

peptídeos de magainina são bactericidas. 

Shillaci e colaboradores (2014) utilizaram o peptídeo paracentrin 1 (SP1) 

para avaliar sua atividade antibacteriana e antibiofilme contra cepas Gram-

positivas e Gram-negativas diversas. Sendo observada atividade antibacteriana 

contra todas as cepas, em especial cepas de Staphylococcus e P. aeruginosa, 

a atividade antibiofilme foi detectada contra cepas de Staphylococcus e P. 

aeruginosa. Portanto, a partir de análises estruturais e de dinâmica molecular 

os autores sugeriram que a conformação assumida por SP1 pode ser 

responsável pela atividade antimicrobiana apesar da estrutura α-hélice ser a 

mais comum em apresentar atividade antimicrobiana. O peptídeo SP1 

demonstrou uma amplo espectro de atividade antimicrobiana contra patógenos 

importantes como S. aureus e P. aeruginosa, contudo ele age em altas 

concentrações contra as formas planctônicas dessas bactérias, essa baixa 

atividade é comparável a de um equinoderma, Holothuria tubulosa (Schillaci et 

al., 2013), e a algumas proteínas da defesa inata humana, como a lactoferrina. 

Desta maneira, resultados de dinâmica molecular sugerem que essa fraca 

atividade pode ser devido a baixa estabilidade de SP1. Os resultados 

observados levaram os autores a concluir que o peptídeo SP1 representa um 

bom candidato para o desenho de novos peptídeos sintéticos com 

propriedades físico-químicas melhoradas.  
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Frente a esse cenário, é notável que os PAMs representam um grupo de 

moléculas promissoras para o tratamento de infecções, e a abordagem de 

desenho racional de peptídeos naturais ou bioinspirados busca reduzir o 

tamanho dos peptídeos, as atividade hemolíticas e citotóxicas, e ainda 

conservar ou aumentar a atividade antimicrobiana de maneira a reduzir os 

custos de produção do peptídeo. 

 

1.6 Peptídeos derivados de Pleuronectes americanus e seus sintéticos 

Diversas espécies de peixes da Antártida e polares secretam peptídeos 

anticongelantes em seu plasma de maneira a evitar o congelamento. Esses 

peptídeos foram divididos em famílias: a glicoproteína anticongelante AFP tipo 

I, que é rica em resíduos de alanina, a glicoproteína AFP tipo II, que é 

enriquecida com meio resíduo de cistina, e a glicoproteína AFP tipo III, a qual 

consiste em proteínas globulares (Gong et al., 1996). Embora essas 

glicoproteínas sejam estruturalmente distintas, elas possuem a habilidade de 

inibir o crescimento de cristais de gelo se ligando a superfície do gelo e 

consequentemente reduzindo a temperatura de congelamento. Em peixes 

polares marinhos proteínas anticongelantes (AFP) são secretadas no sangue e 

em diversos tecidos, a família AFP tipo I foi caracterizada no peixe polar 

Pleuronectes americanus, por dois peptídeos de baixa massa molecular HPLC-

6 (4000 Da) e HPLC-8 (3300 Da), ricos em resíduos de alaninas, com estrutura 

secundária em α-hélice e onze resíduos de aminoácidos (Migliolo et al., 2012). 

Migliolo e colaboradores (2012) utilizaram a técnica de desenho racional 

para a obtenção de quatro peptídeos (Pa-MAP, Pa-MAP 1.2, Pa-MAP 1.3 e Pa-

MAP 1.4) numa primeira geração baseados diretamente nos peptídeos 

anticongelantes HPLC-6 e HPLC-8. Esses peptídeos foram sintetizados com 

modificações como a ausência do primeiro resíduo de aminoácido, metionina 

(códon de iniciação), desnecessário já que foi utilizada a síntese química para 

produção do peptídeo e um C-terminal amidado para aumento da proteção 

contra degradação proteolítica. Dentre estes foi destacado e sintetizado o 

peptídeo nomeado Pa-MAP, o qual possui múltiplas atividades como 

bactericida, antifúngica, antiviral e antitumoral. O peptídeo Pa-MAP (Figura 5) 
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foi utilizado como modelo e redesenhado racionalmente originando uma 

segunda geração de peptídeos derivados de P. americanus (Pa-MAP 1.5, Pa-

MAP 1.6, Pa-MAP 1.7, Pa-MAP 1.8, Pa-MAP 1.9 e Pa-MAP 2.0). 

 

Figura 5. Estrutura secundária tridimensional predita para o peptídeo Pa-MAP 
com a superfície eletrostática. Em azul: resíduos polares básicos; em vermelho: 
superfície com resíduos ácidos; em amarelo: resíduos possivelmente 
envolvidos na interação com múltiplos alvos na membrana. Fonte: (Migliolo et 
al., 2012). 

 

Dentre os peptídeos desenvolvidos por meio da abordagem de desenho 

racional, o peptídeo Pa-MAP 1.9 (NH2-LAAKLTKAATKLTAALTKLAAALTAAAT-

COOH) (Figura 6) foi redesenhado e sintetizado através da estratégia F-moc e 

foi baseado na sequência do peptídeo multifuncional Pa-MAP, de modo a 

aumentar a carga e o momento hidrofóbico e reduzir a frequência de resíduos 

hidrofóbicos (desfavorecendo toxicidade) e distribuir resíduos de alanina para 

obtenção de um peptídeo catiônico linear com alongamentos helicoidais, 

favorecendo a anfipaticidade da molécula. O peptídeo foi analisado validado 

através de MALDI-ToF, com 95% de pureza e com íon de massa 2668.0 Da  

(Cardoso et al., 2016).  

Cardoso e colaboradores (2016) utilizaram cepas de bactérias Gram- 

positivas e Gram-negativas objetivando testar a habilidade de Pa-MAP 1.9 em 

inibir o crescimento de células planctônicas e de biofilme de diferentes 

bactérias. Os ensaios antibacterianos realizados demonstraram uma melhor 

atividade contra as cepas Gram-negativas E. coli (ATCC e KpC), E. faecalis 

(ATCC) e K. pneumoniae (ATCC e KpC), comparado com seu precursor Pa-

MAP. Neste trabalho foi observado que a capacidade do peptídeo Pa-MAP 1.9 
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de causar alterações na membrana de bactérias Gram-negativas é dose 

dependente. Membranas biológicas foram mimetizadas através de vesículas 

lipídicas, para avaliação da interação peptídeo-membrana, onde Pa-MAP 1.9 

demonstrou eficiência em romper vesículas com porções aniônicas. Desta 

maneira, o peptídeo Pa-MAP 1.9 demonstrou sua melhor atividade contra 

membranas de bactérias Gram-negativas que contenham uma superfície mais 

aniônica e baseada em uma composição lipídica. Pa-MAP 1.9 também não 

revelou atividade hemolítica contra eritrócitos humanos e nem atividade 

citotóxica contra células de monócito RAW 264.7. Em suma, Pa-MAP 1.9 

demonstrou ser um candidato promissor para o tratamento de infecções 

causadas por bactérias Gram-negativas. 

 

 

 

Figura 6. Modelo teórico tridrimensional da estrutura secundária com menor 
energia livre obtido de Pa-MAP 1.9; em branco: resíduos apolares; em rosa: 
resíduos polares neutros; em ciano: resíduos básicos. Fonte: (Cardoso et al., 
2016). 
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2. JUSTIFICATIVA 

As doenças infecciosas, em especial as infecções bacterianas, têm se 

apresentado como uma iminente ameaça à população, tendo em vista que as 

atuais terapias não conseguem se adequar ao rápido surgimento de 

organismos multirresistentes. As bactérias são frequentemente encontradas 

realizando associações resultantes em comunidades que se mantém unidas 

por meio de uma matriz polissacarídica, determinado biofilme. Os biofilmes 

apresentam-se como uma forma ainda mais complexa de ser tratada quando 

comparados com a forma planctônica das bactérias e, têm sido motivo de 

preocupação em âmbito mundial. São usualmente associados a lesões 

graves e artefatos médicos implantados em pacientes, como cateteres. Em 

muitos casos, o crescimento bacteriano em forma de biofilmes pode reduzir 

drasticamente o potencial de antibióticos, devido à diversas modificações 

sofridas pelo microrganismo dentro do biofilme ou mesmo por uma 

dificuldade do antibiótico em ultrapassar a barreira de proteção da matriz do 

biofilme. Diante deste cenário torna-se de vital importância o estudo de PAMs 

e o estudo de sua atividade combinatória com antibióticos, uma vez que a 

ação antimicrobiana e antibiofilme e atividade combinatória podem ser novas 

alternativas de combater biofilmes bacterianos. Estudos recentes têm 

demonstrado eficácia na ação de PAMs.  Dentro deste cenário, este trabalho 

buscou avaliar a ação do peptídeo Pa-MAP 1.9 contra estirpes de Klebsiella 

pneumoniae resistentes aos antibióticos carbapenens na forma de vida 

comunitária (biofilme) e em combinação com diferentes antibióticos utilizados 

na terapia clínica, visto que esta bactéria tem sido reconhecida como um 

patógeno nosocomial que afeta principalmente pacientes em unidades de 

tratamento intensivo.  
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Determinar a atividade antibacteriana e antibiofilme de um peptídeo 

antimicrobiano sintético redesenhado rico em alanina (Pa-MAP 1.9) derivado 

de Pleuronectes americanus e sua ação combinatória com o antibiótico de uso 

comercial meropenem, contra estirpes de Klebsiella pneumoniae KpC. 

3.2 Objetivos específicos 

 Padronizar a concentração de glicose e otimizar o crescimento in 

vitro de biofilmes de K. pneumoniae KpC 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) do peptídeo Pa-

MAP 1.9 e dos antibióticos ciprofloxacino e meropenem contra 

estirpes de K. pneumoniae KpC. 

 Determinar a concentração inibitória mínima de biofilmes (CIMB) do 

peptídeo peptídeo Pa-MAP 1.9 e dos antibióticos ciprofloxacino e 

meropenem contra estirpes de K. pneumoniae KpC. 

 Determinar efeito sinergístico da combinação do peptídeo Pa-MAP 

1.9 e o antibiótico meropenem contra estirpes de K. pneumoniae 

KpC. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Síntese, determinação de pureza e quantificação do peptídeo 

O peptídeo Pa-MAP 1.9 foi adquirido da empresa Peptide 2.0 

Uncorporated (USA), responsável pela síntese do peptídeo com 95% de pureza 

por meio da técnica de síntese em fase sólida através da estratégia de F-moc 

(9-fluorenilmetoxicarbonila), a resina utilizada para o acoplamento dos resíduos 

de aminoácidos foi a RINK amide. Para análise de pureza, o peptídeo foi 

solubilizado em água ultrapura, misturada a uma solução saturada de matriz 

constituída por ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (1:3), depositada em uma 

placa do tipo MTP 384 massive, e seca a temperatura ambiente. Pa-MAP 1.9 

teve sua massa molecular exata determinada através de um espectrômetro de 

massa do tipo MALDI-ToF/ToF Ultraflex III (Bruker Daltonics). A calibração foi 

realizada utilizando Peptide calibration standard II (Bruker Daltonics) como 

padrão de massa molecular. Os valores teóricos obtidos pelo serviço online 

Protein Prospector foram comparados com os valores experimentais obtidos 

pelas análises do espectrômetro de massa. 

 

4.2 Padronização da concentração de glicose adicionada ao meio de 

cultura para crescimento de células planctônicas e biofilmes de cepas de 

K. pneumoniae ATCC e KpC 

 

Para a padronização da concentração de glicose no meio de cultura 

mínimo Basal Medium 2 (BM2) [fosfato de potássio 62 mM, (NH4)2SO4 7 mM, 

MgSO4 2 mM, FeSO4 10 μM e 0,4% glicose], foram realizadas adições de 

diferentes concentrações de glicose (0,4%, 0,5% 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% e 

1%).  Foram utilizadas as cepas de K. pneumoniae ATCC 13883, adquirida do 

American Type Culture Collection (ATCC), e as estirpes de K. pneumoniae KpC 

002210477 e 001450421 gentilmente cedidas por um hospital de Brasília, 

sendo provenientes de casos clínicos. As cepas foram semeadas em placas 

Petri contendo o meio de cultura Müller-Hinton ágar (MHA) (Kasvi), as quais 

foram incubadas a 37 °C por 12 h, a umidade foi mantida com papéis 

umedecidos com água destilada em placas Petri mantidas dentro da estufa. 
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Após crescimento, três colônias de cada cepa foram retiradas de cada placa e 

inoculadas em 5 mL de caldo Müller-Hinton (MHB) (Kasvi), sendo cultivadas 

por 16 h, incubadas em agitador (Novatecnica) a 37°C, 200 rpm. Após 

incubação overnight, foram transferidos 10 µL da suspensão para uma placa de 

96 poços contendo 100 µL de meio BM2, foram transferidos para a placa 100 

µL de meio BM2, utilizado como controle negativo. A placa de cultura foi 

incubada a 37° C durante 24 h. A densidade óptica (DO) das réplicas foi 

mensurada através de leitura em leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo 

Scientific), onde foi utilizado para as células planctônicas o comprimento de 

onda de 600 nm. Após a remoção das células planctônicas, as placas foram 

tratadas como descrito posteriormente no tópico 4.3. Esse procedimento 

permitiu que os biofilmes formados fossem corados e mensurados.  

4.3  Coloração de biofilme com cristal violeta 

Para coloração do biofilme foram utilizados os protocolos adaptados de 

Christensen (1985) e Stepanović (2000). Brevemente, foi preparada uma 

solução estoque de cristal violeta a 2,3% (m:v), o qual foi diluído em etanol 

20% (v:v) para a obtenção da solução de trabalho de 0,1% (v:v). Após 24 h de 

crescimento, as células planctônicas foram mensuradas e as mesmas 

descartadas. Em seguida, a placa foi lavada duas vezes com água destilada e 

foi deixada para secar a temperatura ambiente. Foi adicionado à placa, cristal 

violeta 0,1% no volume de 110 µL e incubada por 20 min. A placa foi lavada 

novamente com água destilada por duas vezes e deixada para secar a 

temperatura ambiente. As células aderidas foram coradas e ressuspendidas 

em etanol 60% no volume de 120 µL, a DO foi mensurada em leitor de 

microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific)  no comprimento de onda de 595 

nm. 

4.4 Curva de crescimento de biofilme de estirpes de Klebsiella 

pneumoniae ATCC e KpC 

Para determinação do ponto ótimo de formação de biofilmes foram 

utilizadas cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883,  KpC 002210477 e 

001450421. As cepas foram semeadas em placa Petri com meio MHA e 

incubadas a 37°C, por 24 h. Após crescimento em placa, foram retiradas três 
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colônias e realizadas culturas overnight por 16 h em caldo MHB. Foram 

montadas sete microplacas de 96 poços com três réplicas biológicas e quatro 

réplicas técnicas de cada cepa, conforme apêndice 1. Foram depositados 100 

µL de meio de cultura BM2 e 10 µL da cultura em cada poço. As placas foram 

incubadas a 37°C por 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h e 48 h. Após o período de 

cada incubação, os biofilmes foram corados com 110 µL de cristal violeta 0,1% 

e ressuspendidos em 120 µL de etanol 60%, a densidade óptica das culturas 

foi mensurada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 595 nm.   

4.5 Determinação da concentração inibitória mínima do peptídeo Pa-MAP 

1.9 e dos antibióticos fluoroquinolona ciprofloxacino e carbapenem 

meropenem contra estirpes de K. pneumoniae  

Para o ensaio de concentração inibitória mínima (CIM) foi realizado o 

método de microdiluição em caldo de acordo com M7-A6 do National Comittee 

for Clinical Laboratory (Wayne, 2012) em microplacas de 96 poços, foram 

utilizadas as cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e 

001450421. As estirpes foram semeadas em placa Petri com meio MHA e 

incubadas a 37°C, por 24 h. Após crescimento em placa, foram retiradas três 

colônias e realizadas culturas por 16 h em caldo MHB, foram monitoradas as 

densidades ópticas das cepas em espectrofotômetro (Eppendorf 

Biophotometer) na densidade de 600nm até que a cepas de K. pneumoniae 

ATCC 13883, K. pneumoniae KpC 002210477 e K. pneumoniae KpC 

001450421 atingissem as DOs determinadas após as padronizações 

provenientes da curva de crescimento. Foram montadas três placas de 96 

poços com três réplicas biológicas e duplicatas técnicas, conforme ilustrado no 

apêndice 2. O peptídeo Pa-MAP 1.9 foi diluído em meio MHB (v:v) nas 

concentrações de 2 µg.mL-1 até 64 µg.mL-1. O mesmo passo de diluição e as 

mesmas concentrações foram utilizados para os para os antibióticos 

ciprofloxacino e meropenem. As microdiluições foram realizadas em 50 µL de 

meio de cultura para cada agente antimicrobiano, em seguida foram 

adicionados aos poços da microplaca os 50 µL de peptídeo e 50 µL de 

antibióticos aos poços restantes, também foram adicionados 50 µL das 

suspensões bacterianas ajustadas (1x106 ufc) nos poços contendo o peptídeo e 

os antibióticos. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h, 
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após incubação as densidades ópticas foram mensuradas em leitor de 

microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific) na DO de 600nm. 

4.6 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) contra 

estirpes de K. pneumoniae 

Para  a determinação da concentração bactericida mínima (CBM) foi 

utilizada a metodologia de microgota de acordo M26-A do National 

Comittee for Clinical Laboratory (Wayne, 2012). Foi retirada uma alíquota 

de 10 μL de cada réplica técnica dos poços da microplaca utilizada para o 

ensaio de determinação da CIM, em que nenhum crescimento bacteriano 

foi detectado. Cada gota foi depositada em meio MHA e incubada a 37º C 

por 24 h. Após incubação as placas foram visualizadas em um contador de 

colônias para a contagem do crescimento de colônias bacterianas e para a 

determinação da ação bactericida ou bacteriostática do agente 

antimicrobiano . 

4.7 Determinação da concentração inibitória mínima de biofilmes (CIMB)  

contra estirpes de K. pneumoniae 

 No ensaio de concentração inibitória mínima de biofilme (CIMB) foram 

utilizadas as cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 

002210477 e 001450421. As estirpes foram semeadas em placas de Petri 

com meio MHA e incubadas a 37°C, por 24 h. Após crescimento em placa, 

foram retiradas três colônias e realizadas culturas por 16 h em caldo MHB, 

após crescimento a suspensão passou por uma diluição de 1:100 (v:v) em 

meio BM2. Foram montadas três microplacas de 96 poços com triplicatas 

biológicas e duplicatas técnicas conforme ilustrado no apêndice 3. O 

peptídeo Pa-MAP 1.9 foi diluído em meio BM2 (v:v) nas concentrações de 2 

µg.mL-1 a 64 µg.mL-1. O mesmo passo de diluição foi realizado para os para 

os antibióticos ciprofloxacino e meropenem. As microdiluições foram 

realizadas em 50 µL de meio de cultura para cada agente antimicrobiano, 

em seguida foram adicionados aos poços da microplaca os 50 µL de 

peptídeo e 50 µL de antibióticos aos poços restantes da microplaca, também 

foram adicionados 50 µL das suspensões bacterianas. As microplacas foram 

incubadas em estufa a 37 °C por 24 h, após incubação as densidades 



42 
 

  

ópticas foram mensuradas em leitor de microplacas Mulstiskan Go (Thermo 

Scientific) a DO de 600nm para células planctônicas, as microplacas foram 

coradas com cristal violeta 0,1% como descrito no tópico 4.3, então as 

densidades ópticas dos biofilmes foram mensuradas em leitor de 

microplacas Mulstiskan Go (Thermo Scientific) na DO de 595nm. 

4.8 Ensaio de sinergismo de Pa-MAP 1.9 em combinação com meropenem 

Para o ensaio de sinergismo foram utilizadas combinações de Pa-MAP 

1.9 com o antibiótico meropenem nas concentrações de 64-2 µg.mL-1, foi 

realizado o método de tabuleiro de xadrez como descrito por Pillai (2005). 

Foram depositados em microplaca de 96 poços, 10 µL de peptídeo ao longo 

das colunas e foram depositados mais 10 µL do antibiótico ao longo das linhas, 

as microplacas estavam previamente preenchidas com 50 µL de meio BM2. 

Após microdiluição foi acrescentado a microplaca, 30 µL de cultura bacteriana 

das cepas K. pneumoniae ATCC 13883 e K. pneumoniae KpC 002210477 e 

001450421. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37°C, o 

crescimento planctônico e de biofilmes foi mensurado com leitor de microplacas 

Multiskan Go (Thermo Scientific), os comprimentos de onda utilizados foram 

600nm e 595nm respectivamente. Os resultados foram relatados em forma de 

índice de concentração inibitória fracionada (ICIF), determinado como: ICIF= 

[A]/CIMA + [B]/CIMB, onde CIMA e CIMB são as CIM dos compostos 

antimicrobianos sozinhos [A] e [B] são as CIMs de A e B quando combinados. 

ICIF foi interpretado como segue: ICIF≤0.5, efeito sinergístico; 0.5<ICIF<1, 

efeito aditivo; 1<ICIF≤2, efeito indiferente; ICIF>2 efeito antagonista. 

5. RESULTADOS 

5.1 Síntese, determinação de pureza e quantificação do peptídeo 

Como descrito anteriormente por Cardoso e colaboradores (2016) o 

peptídeo Pa-MAP 1.9 foi sintetizado através da técnica de fase sólida F-moc. 

Pa-MAP 1.9 teve sua pureza analisada através de MALDI-ToF, onde foi 

detectado um íon de 2668,0 Da (Figura 7), e grau de pureza acima de 95%. A 

massa detectada está de acordo com a massa teórica esperada para o 

peptídeo, seu grau de pureza manteve-se dentro do desejado (acima de 95%) 

tornando-o viável para experimentos posteriores. Com o método de 
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quantificação de Murphy e Kies (1960) foi estimada uma concentração 

aproximada de 10,7 mg.mL-1 de Pa-MAP 1.9.  



44 
 

  

 

Figura 7. Análise de Pa-MAP 1.9 por espectrometria de massa revelando um íon de massa monoisotópica [M+H]+ = 2668,0 m/z. 
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5.2 Determinação da concentração de glicose em meio BM2 para 

crescimento ótimo de células planctônicas e biofilmes de estirpes de 

Klebsiella pneumoniae 

De acordo como os dados obtidos durante a avaliação da otimização do 

crescimento celular em placa de 96 poços com diferentes concentrações de 

glicose suplementadas ao meio BM2 (Tabela 1), não foi observada real 

diferença no crescimento das cepas sob influência da glicose, tanto para o 

crescimento planctônico como de biofilmes. Portanto, foi definido que a 

concentração de glicose determinada para experimentos posteriores seria a 

concentração padrão do meio BM2, de 0,4% como descrito por Hancock e 

Carey (1979). 

 

Tabela 1. Determinação do crescimento ótimo de células planctônicas e 
biofilme de estirpes de K. pneumoniae em meio BM2 em diferentes 
concentrações de glicose de 0,4-1%. Crescimento foi monitorado em placa de 
96 poços com incubação por 24 h a 37 °C. O crescimento de células 
planctônicas foi mensurado através de espectrofotometria a 600nm, a formação 
de biofilme foi acessada através da coloração com cristal violeta 0,1% e 
mensurada por espectrofotometria a 595nm, foi utilizada a unidade de medida 
unidade de absorbância (UA).   

Cepas/formas de vida 

Concentrações de glicose (%) 

Sem 

glicose 
0,4% 0,5% 0,6% 0,7% 0,8% 0,9% 1% 

ATCC 13883 planctônica  0,89 1,08 1,11 1,16 1,15 1,03 1,15 1,07 

ATCC 13883 biofilme 0,40 0,76 0,62 0,55 0,73 0,57 0,64 0,67 

KpC 001825971 planctônica ** 0,72 0,65 0,85 1,08 1,05 1,05 0,73 

KpC 001825971 biofilme ** 0,98 0,93 1,08 1,04 0,94 0,96 1,06 

KpC 002210477 planctônica 1,04 1,21 1,25 1,26 1,27 1,29 1,28 1,28 

KpC 002210477 biofilme 0,92 0,78 0,73 0,66 0,82 0,75 0,70 0,78 

KpC 001450421 planctônica 1,14 1,35 1,40 1,38 1,45 1,48 1,41 1,47 

KpC 001450421 biofilme 1,41 1,40 1,16 1,15 1,24 1,24 1,33 1,29 

**Sem dado disponível 
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5.3 Curva de crescimento exponencial de estirpes de K. pneumoniae 

Os crescimentos exponenciais das cepas K. pneumoniae ATCC 13883, 

KpC 002210477 e KpC 001450421 foram comparados ao crescimento da cepa 

KpC 001825971 pois o crescimento desta cepa já havia sido padronizada com 

a realização de uma curva de crescimento comparando a cepa ATCC 13883 e 

a cepa KpC 001825971 de K. pneumoniae com uma cepa de P. aeruginosa 

ATCC 27853 (Figura 8A e B). O crescimento de células planctônicas de todas 

as estirpes ATCC 13883 e KpC 002210477 e 001450421 em meio BM2 foi 

semelhante, elas atingiram um ponto de intersecção as 6 h e depois 

continuaram a crescer (Figura 9A), as cepas ATCC 13883 e KpC 001450421 

apresentaram crescimentos planctônicos mais satisfatórios com 48 h atingindo 

a D.O de 0,73 UA e 0,76 UA respectivamente (Figura 9A). O crescimento de 

biofilme demonstrou que a cepa ATCC não teve uma boa formação de biofilme 

atingindo no máximo a D.O de 0,12 UA, as cepas KpC em contrapartida 

mostraram formação de biofilme satisfatória, dentre as quais a melhor 

formadora de biofilme foi a estirpe KpC 001450421 atingindo a D.O de 1.37 UA 

(Figura 9B). 

 

 

Figura 8. Curvas de padronização do crescimento exponencial de células 

planctônicas (A) e biofilme (B) no meio de cultura BM2 durante 48 h na placa 

de 96 poços. Os símbolos correspondem a P. aeruginosa ATCC 27853 (-●-) 

em azul, (-■-) K. pneumoniae ATCC 1883 em vermelho e (-▲-) K. pneumoniae 

KpC 001825971 em verde.  
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Figura 9. Curvas de crescimento exponencial de células planctônicas (A) e 
biofilme (B) no meio de cultura BM2 durante 48 h na placa de 96 poços. Os 
símbolos correspondem a K. pneumoniae ATCC 13883 (-●-) em azul, (-■-) K.  
pneumoniae KpC 001825971 em vermelho, (-▲-) K. pneumoniae KpC 
002219477 em verde e (-▼-) K. pneumoniae KpC 001450421 em roxo.  

 

5.4 Ensaios de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

inibitória mínima de biofilme (CIMB)  

A menor concentração inibitória mínima (CIM) observada para Pa-MAP 

1.9 foi maior que as concentrações observadas para os antibióticos utilizados 

como controle desse experimentos. No ensaio de concentração inibitória 

mínima de biofilme (CIMB), o peptídeo Pa-MAP 1.9 foi avaliado quanto a sua 

capacidade de inibir a formação de biofilmes de cepas de K. pneumoniae, e foi 

avaliada também a ação dos antibióticos ciprofloxacino e meropenem na 

inibição. A maior concentração utilizada foi 64 µg.mL-1 para todos os agentes 

antimicrobianos nos ensaios de CIM e CIMB (Tabela 2). 

O peptídeo Pa-MAP 1.9 foi mais eficiente frente a ambas as cepas KpC 

para biofilmes, o antibiótico ciprofloxacino foi eficiente biofilmes formados das 

cepas ATCC e ambas as KpC, mas a melhor atividade observada foi contra a 

cepa ATCC 13883 em ambos os ensaios. O antibiótico meropenem apresentou 

atividade similar em ambos os ensaios de CIM e CIMB frente as cepas ATCC e 

ambas KpC. 

. Os resultados levam à conclusão de que Pa-MAP 1.9 apresenta 

atividade sutilmente melhor que o antibiótico meropenem, enquanto que 
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ciprofloxacino se apresentou como melhor antimicrobiano utilizado neste 

estudo tanto no combate a células planctônicas quanto biofilmes. 

 

Tabela 2. Avaliação da atividade antibiofilme do peptídeo Pa-MAP 1.9 e dos 
antibióticos ciprofloxacino e meropenem contra células planctônicas (CIM) em 
meio MHB e células de biofilme (CIMB) em meio BM2, em cepas de K. 
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421. Valores 
apresentados em µM. 

Estirpes de K. 

pneumoniae 

Pa-MAP 1.9 Ciprofloxacino Meropenem 

CIM CIMB CIM CIMB CIM CIMB 

ATCC 13883 >64 >64 2 2 32 32 

KpC002210477 64 32 >64 4 >64 >64 

KpC001450421 64 32 >64 4 >64 >64 

 

5.5 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

No ensaio de concentração bactericida mínima foi realizada a 

confirmação do resultado obtido no ensaio de CIM, as concentrações de 

antimicrobianos utilizadas para determinação de CBM para todas as cepas 

foram de 32 e 64 µg.mL-1, onde para a cepa ATCC 13883 (Figura 10A) o 

peptídeo Pa-MAP 1.9 na concentração de 32 µg.mL-1 não demonstrou 

atividade. Já a concentração de 32 µg.mL-1 de Pa-MAP 1.9 frente as cepas 

KpC 002210477 (Figura 10B) e KpC 001450421 (Figura 10C), demonstrou 

atividade bacteriostática. Frente as cepas ATCC 13883 (Figura 10A) e KpC 

002210477 (Figura 10B) o peptídeo Pa-MAP 1.9 demonstrou atividade 

bactericida na concentração de 64 µg.mL-1, para a cepa KpC 001450421 

(Figura 10C) a concentração de 64 µg.mL-1 do peptídeo Pa-MAP 1.9 

demonstrou atividade bacteriostática.  
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Figura 10. Determinação da concentração bactericida mínima para a 
confirmação do resultado obtido no ensaio de CIM com Pa-MAP 1.9 realizado 
com cepas de Klebsiella pneumoniae, as letras correspondem a K. pneumoniae 
ATCC 13883 (A); K. pneumoniae KpC 002210477 (B); K. pneumoniae KpC 
001450421 (C) As placas foram divididas ao meio, para todas as cepas foram 
inoculadas as mesmas concentrações, do lado esquerdo 64 µg.mL-1, do lado 
direito 32 µg.mL-1.  

 

5.5 Ensaio de sinergismo de Pa-MAP 1.9 em combinação com meropenem 

Na investigação de atividade combinatória através do método de tabuleiro 

de xadrez (do inglês, checkerboard) as concentrações utilizadas para todos os 

agentes antimicrobianos foram de 2 – 64 µg.mL-1 contra todas as cepas. No 

ensaio realizado frente à cepa ATCC 13883, o peptídeo Pa-MAP 1.9 quando 

combinado com meropenem o efeito obtido foi indiferente. Para ambas as 

cepas KpC 002210477 e 001450421 a combinação demonstrou efeito 

antagonista (Tabela 3). 
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Tabela 3. Avaliação da atividade combinatória de Pa-MAP 1.9 em combinação com meropenem contra as estirpes de K. 
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421, ensaio realizado em microplacas de 96 poços. Índice de 
concentração inibitória fracionada (ICIF). Valores expressos em µg.mL-1. 

 

Estirpes de K. pneumoniae CIMB de meropenem 
CIMB de meropenem 

+ Pa-MAP 1.9 

CIMB de Pa-MAP 1.9 + 

meropenem 

ICIF de Pa-MAP 1.9 + 

meropenem 

ATCC 13883 32 64 2 1 

KpC 002210477 64 64 64 3 

KpC 001450421 64 64 64 3 

*Interpretação das atividades combinatórias, efeito aditivo (Adt), efeito indiferente (Ind) e efeito antagonista (Ant), sinergismo (Sin). 
**ICIF foi interpretado como segue: ICIF≤0.5, efeito sinergístico; 0.5<ICIF<1, efeito aditivo; 1<ICIF≤2, efeito indiferente; ICIF>2 
efeito antagonista. 
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6. DISCUSSÃO 

Fora de ambientes controlados como laboratórios, as bactérias raramente se 

encontram em espaços ricos em nutrientes como os meios de cultura (Jefferson, 

2004). Desta forma, meios mínimos são frequentemente utilizados como alternativas 

em busca da similaridade ao número reduzido de nutrientes encontrados no nicho 

natural. Uma diversa gama de estudos relatam uma melhor formação de biofilmes 

em meios de cultura com limitação de nutrientes, podendo o sucesso de formação 

estar associado ao estresse causado pela limitação destes compostos, visto que é 

especulado que as células que crescem em biofilmes experimentem alguma forma 

de limitação de nutrientes (Mah e O'toole, 2001; Hindre et al., 2008).  

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram a observação da 

formação de biofilmes de cepas de K. pneumoniae em um meio de cultura pobre em 

nutrientes, aqui foi utilizado o meio de cultura BM2 como descrito anteriormente 

(Figura 9B). O resultado de formação de biofilme observado foi consistente com 

estudos realizados previamente, que confirmam a eficácia do meio BM2 para a 

formação de biofilmes de cepas de P. aeruginosa em testes de atividade antibiofilme 

do peptídeo 1037 (De La Fuente-Núñez et al., 2012). O meio BM2 também foi 

utilizado para formação de biofilmes de estirpes de P. aeruginosa, S. aureus MRSA, 

A. baumannnii, K. pneumoniae e Burkholderia cenocepacia para realizar testes com 

o peptídeo antibiofilme IDR-1018 (De La Fuente-Núñez et al., 2014). Ademais, 

visando a análise da atividade erradicatória de diversos peptídeos D-enantioméricos, 

foram formados biofilmes de P. aeruginosa e K. pneumoniae com a  utilização do 

meio BM2 (De La Fuente-Núñez et al., 2015), confirmando mais uma vez sua 

eficiência como meio mimético de ambientes favoráveis à formação de biofilmes. 

Ainda tendo em mente a formação de biofilmes, foi realizado estudo comparativo 

entre o meio mínimo BM2, e os meios ricos em nutrientes Luria-Bertani (LB) e Todd 

Hewitt, para a formação de biofilmes de isolados clínicos de K. pneumoniae, sendo 

evidenciado a massa aumentada de biofilme quando formados no meio mínimo BM2 

(Ribeiro, 2014a).  

É descrito ainda, que a utilização de glicose como uma fonte de carbono em 

meios mínimos auxiliam no crescimento de biofilmes. Em seu trabalho, Shu e 

colaboradores (2000) utilizaram as bactérias Streptococcus mutans, Streptococcus 
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sobrinus, Actinomyces naeslundii e Lactobacillus rhamnosus e diversos meios de 

cultura para desenvolvimento de biofilmes. Os autores observaram que a glicose 

exerce influência na fisiologia do biofilme, visto que o metabolismo da mesma leva a 

acumulação de produtos ácidos de maneira a reduzir o pH do meio da cultura. 

Contudo, existe divergência quanto a concentração de glicose utilizada, variando 

entre 0,4% (Yeung et al., 2011; De La Fuente-Núñez et al., 2014; Guilhen et al., 

2016)  e 1% (Cerca et al., 2011; Carvalhais et al., 2014) de glicose.  

Os resultados obtidos neste trabalho para formação de biofilmes de K. 

pneumoniae em diferentes concentrações de glicose (Tabela 1) demostram que, 

mesmo sem adição alguma de glicose (0%), células planctônicas conseguem se 

desenvolver normalmente e os biofilmes são capazes de se formar com sucesso. 

Estes dados sugerem que não há real diferença em relação a concentração de 

glicose utilizada para as cepas estudadas. Apesar destes resultados, tendo em vista 

a usual necessidade de fontes de carbono que os organismos vivos apresentam 

para sobreviver, foi definida a utilização de 0,4% de glicose, de modo a padronizar 

este trabalho conforme proposto previamente por de la Fuente-Núñez e 

colaboradores (2012) e Ribeiro (2014a). 

As cepas de K. pneumoniae multirresistentes representam um problema global, 

devido principalmente a emergência de isolados produtores de carbapenemase e 

sua habilidade na formação de biofilmes, fatores que frequentemente resultam em 

opções de terapia muito limitadas (Jayol et al., 2014). Portanto, diversas alternativas 

tem sido propostas nos últimos anos na tentativa do desenvolvimento de um 

tratamento eficiente contra biofilmes bacterianos, como por exemplo o 

desenvolvimento de drogas mais versáteis e potentes (Bjarnsholt et al., 2013). Além 

disso, moléculas recentemente caracterizadas tem inspirado o desenho molecular 

para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. Essa abordagem é baseada 

em estratégias antimicrobianas que se provaram eficazes durante milênios (Zasloff, 

2002).  

Os resultados apresentados a seguir tiveram a unidade de medida convertida 

de µg.mL-1 para µM, devido aos dados apresentados por Cardoso e colaboradores 

(2016) estarem discriminados na unidade µM, de maneira a se tornarem dados 

comparativos. Uma vez estabelecida com sucesso a formação de biofilmes de K. 
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pneumoniae in vitro, a atividade antibiofilme do peptídeo polialanina bioinspirado Pa-

MAP 1.9 foi avaliada frente à cepas de K. pneumoniae KpC, tendo como ponto de 

partida o estudo de Cardoso e colaboradores (2016), que previamente descreveram 

atividade antibiofilme promissora contra cepas ATCC 13883 e KpC 001825971. No 

presente estudo foi observado que frente a cepa ATCC 13883 (cepa controle) o 

resultado de CIM obtido foi 24 µM (64 µg.mL-1), corroborando com o resultado obtido 

por Cardoso e colaboradores (2016), a CIMB obtida também foi 24 µM (64 µg.mL-1). 

Pensando na utilização de PAMs melhorados na terapia antimicrobiana, Jiang e 

colaboradores (2008) realizaram testes com alterações de carga no peptídeo em α-

hélice L-V13K, objetivando a visualização dos efeitos das alterações na carga líquida 

nas atividades biológicas, os testes foram realizados com bactérias Gram-positivas e 

negativas. O aumento da carga líquida em +4 fez com que o peptídeo apresentasse 

atividade frente cepas suscetíveis de Salmonella typhimurium e P. aeruginosa com o 

resultado de CIM >64 µg.mL-1, semelhante ao obtido por Pa-MAP 1.9 neste trabalho, 

frente a cepa suscetível de K. pneumoniae. Em contrapartida, Zhang e 

colaboradores (2010) realizaram testes com o peptídeo isolado da secreção de 

Phyllomedusa sauvagei, PSN-1, de maneira a descrever sua atividade 

antibacteriana e antibiofilme contra cepas bacterianas Gram-positiva e negativas, 

demonstrando CIM >128 µg.mL-1 (80 µM) contra cepa E. coli susceptível e 

apresentando o CIM >8 µg.mL-1 (5 µM) contra cepa de S. aureus suscetível. 

Utilizando uma abordagem similar às já descritas aqui, Grassi e colaboradores 

(2017) utilizaram três peptídeos TB, TB_L1FK e TB_KKG6A, análogos ao peptídeo 

temporin 1Tb, obtendo valores de CIM  >64 µg.mL-1 contra as bactérias Gram-

negativas para todos os peptídeos, semelhante ao resultado obtido neste trabalho 

com Pa-MAP 1.9. Já contra biofilmes de P. aeruginosa o resultado de CIMB obtido 

foi >128 µg.mL-1 para os três peptídeos testados, demonstrando divergência com o 

resultado obtido neste trabalho. Desta maneira, é possível inferir que os PAMs aqui 

comparados, apesar de serem de origens e estruturalmente diferentes, 

apresentaram atividade semelhante aos ensaios antimicrobianos, porém foram 

divergentes quanto os resultados dos ensaios antibiofilme contra diferentes bactérias 

Gram-negativas.   

Frente a ambas as cepas KpC 002210477 e 001450421 Pa-MAP 1.9 

apresentou resultados de CIM 24 µM (64 µg.mL-1) e de CIMB 12 µM (32 µg.mL-1), 
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comparados aos resultados obtidos por Cardoso e colaboradores (2016) frente a 

cepa KpC 001825971 houve divergência dos valores de CIM 96 µM e CIMB 1.1 µM. 

Os resultados obtidos por Cardoso e colaboradores (2016) evidenciaram a presença 

da atividade antibiofilme de Pa-MAP 1.9 contra a cepa de K. pneumoniae KpC 

testada em seu trabalho. Em contrapartida, Ribeiro (2014a) testou uma série de 

pequenos peptídeos catiônicos contra biofilme da cepa de K. pneumoniae KpC 

001450421 realizando uma triagem de modo a selecionar aqueles com atividade 

mais promissora. A maioria dos peptídeos testados demonstraram valores de CIM e 

CIMB variando entre 32 e >64 µg.mL-1, desta forma comparando os resultados 

obtidos por Ribeiro (2014a) com os resultados obtidos neste trabalho é possível 

evidenciar a necessidade de uma alta concentração dos peptídeos testados e do Pa-

MAP 1.9 para detectar atividade frente a diferentes cepas de K. pneumoniae KpC. 

Também foi avaliada a atividade antibacteriana e antibiofilme do antibiótico 

meropenem frente a isolados clínicos de K. pneumoniae KpC. Os ensaios frente a 

cepa ATCC 13883 apresentaram resultados de CIM e CIMB iguais a 32 µg.mL-1, 

corroborando com o resultado obtido por Tenover e colaboradores (2006), que ao 

testarem os antibióticos imipenem e meropenem contra isolados clínicos de K. 

pneumoniae, obtiveram valores de CIM descritos para ambos os antibióticos >16 

µg.mL-1. Frente as cepas KpC os valores de CIM encontrados neste trabalho foram 

>64 µg.mL-1, resultados similares foram reportados por Shields e colaboradores 

(2017) ao realizarem ensaios de CIM com meropenem e ceftazidima-avibactam 

frente cepas de K. pneumoniae KpC, de modo a avaliar as mutações apresentadas 

pelos genes de resistência. Ribeiro (2014a) também descreveu resultados de MIC 

>64 µg.mL-1 para o antibiótico meropenem testado contra cepas de K. pneumoniae. 

Os resultados obtidos não surpreendem, visto que a cepa ATCC utilizada neste 

trabalho é suscetível ao antibiótico β-lactâmico. Portanto meropenem exerce uma 

atividade inibitória sob esta cepa. O resultado frente as cepas resistentes também 

era esperado, devido a inativação do antibiótico por possível hidrólise do seu anel  β-

lactâmico. 

Seguidamente, foi avaliada a concentração bactericida mínima de Pa-MAP 1.9 

frente as cepas de K. pneumoniae utilizadas no presente trabalho. Foi observado 

que a concentração de 64 µg.mL-1 apresentou ação bactericida para as cepas ATCC 

13883 e KpC 002210477 enquanto que a concentração de 32 µg.mL-1 demonstrou 
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atividade apenas para a cepa KpC 002210477, possuindo efeito bacterióstatico. 

Para a cepa  KpC 001450421 ambas as concentrações de 64 e 32 µg.mL-1 

demonstraram atividade bacteriostática. Esses resultados sugerem que Pa-MAP 1.9 

possui seletividade em sua atividade antibacteriana, visto que frente a cepa ATCC 

13883 demonstrou atividade apenas na maior concentração utilizada, e frente as 

cepas KpC 002210477 e 001450421 a atividade de Pa-MAP 1.9 foi bactericida na 

maior concentração, e bacteriostática na concentração duas vezes mais baixa 

respectivamente, corroborando com o trabalho de Cardoso e colaboradores (2016). 

 Efetuados os ensaios de CIM e CIMB e estabelecidos seus valores, foi 

realizado ensaio de inibição em combinação de Pa-MAP 1.9 e meropenem utilizando 

a abordagem de tabuleiro de xadrez. Apesar de separadamente eles apresentarem 

atividades antimicrobianas detectáveis pelos métodos utilizados neste trabalho, sua 

combinação demonstrou efeito indiferente frente a cepa ATCC 13883 e frente as 

cepas KpC 002210477 e 001450421 o efeito apresentado foi antagonista. Este 

resultado diverge do obtido por Ribeiro (2014a), no qual foram combinados o 

peptídeo DJK-6 e seis antibióticos, os valores obtidos para a combinação de DJK-6 

e meropenem foram de 12 µg.mL-1 indicando efeito sinergístico entre os agentes 

antimicrobianos. Nesse mesmo sentido, Gopal e colaboradores (2014) realizaram 

ensaios de sinergismo testando quatro peptídeos em combinação com três 

antibióticos, obtendo resultado similar ao encontrado no presente trabalho com Pa-

MAP 1.9. A combinação entre o peptídeo HPME e cefotaxime demonstrou efeito 

indiferente.  

Os resultados aqui observados sugerem que não houve favorecimento da 

atividade de Pa-MAP 1.9 contra biofilmes de K. pneumoniae ATCC 13883 suscetível 

e KpC resistentes em combinação com meropenem, visto que efeitos detectados 

foram indiferentes e antagonista, respectivamente de modo a anular a atividade 

previamente descrita de Pa-MAP 1.9. 
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7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Os resultados reportados neste trabalho permitiram a caracterização da 

atividade antibacteriana e antibiofilme do peptídeo Pa-MAP 1.9 frente a diferentes 

estirpes de K. pneumoniae KpC, complementando os dados previamente reportados 

no trabalho realizado por Cardoso e colaboradores (2016). Os dados de inbição de 

crescimento planctônico e inibição de biofilme comparados entre si demonstram que 

Pa-MAP 1.9 possui seletividade por cepas resistentes, visto que a concentração 

necessária para inibir o crescimento das cepas resistentes foi 64 e 32 µg.mL-1 e as 

concentrações inibitórias para as cepas suscetíves foram >64 µg.mL-1. 

Interessantemente Pa-MAP 1.9 demonstrou atividade bactericida total na maior 

concentração testada frente a cepa KpC 002210477, não foi observada a mesma 

atividade em nenhuma outra cepa testada neste trabalho. O ensaio de MBC também 

apresentou a atividade bacteriostática apenas frente as cepas KpC, sugerindo a 

seletividade da atividade do peptídeo contra cepas resistentes KpC. 

Em relação ao ensaio combinatório, Pa-MAP 1.9 não obteve efeito sinergistíco 

quando associado ao antibiótico meropenem, seu efeito frente a cepa ATCC 13883 

foi indiferente e frente as cepas e KpC 002210477 e 001450421 foi antagonista . 

Sugerindo que o peptídeo Pa-MAP 1.9 frente as estirpes utilizadas neste trabalho 

não agiu em conjunto com meropenem de modo a reduzir o biofilme formado. Assim 

sendo, os resultados obtidos demonstram que Pa-MAP 1.9 possui atividade 

antibacteriana e antibiofilme contra estirpes de K. pneumoniae KpC de forma a 

indicar a necessidade de estudos apronfundados sobre os mecanismos expressos 

por biofilmes de K. pneumoniae KpC sob ação e estresse de Pa-MAP 1.9  em nível 

transcritômico e proteômico, por exemplo. Tais estudos possibilitariam a comparação 

das informações geradas, de forma a aumentar o conhecimento sobre como essa 

bactéria reage ao estresse causado por um peptídeo catiônico. Essas informações 

podem ser altamente atrativas para pesquisas com o desenvolvimento de fármacos 

com um alvo específico a nível celular.  
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Apêndice 1. Esquema da placa de 96 poços montada para o ensaio de curva de 
crescimento, com 100 µL de meio BM2 e 10 µL de suspensão bacteriana. Em 
rosa: K. pneumoniae ATCC 13883; Em azul: K. pneumoniae KpC 001825971; Em 
amarelo: K. pneumoniae KpC 002210477; Em verde: K. pneumoniae KpC 
001450421; Em cinza: Controle negativo, apenas meio BM2. 
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Apêndice 2. Esquema da placa de 96 poços montada para o ensaio de 
concentração inibitória mínima (CIM) com 50 µL de meio MHB e diluições do 
peptídeo Pa-MAP 1.9 de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços A-F de 1-6), diluições 
do antibióticos ciprofloxacino de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços A-C de 7-12) e 
diluições do antibiótico meropenem de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços D-F de 7-
12) e 50 µL de triplicatas biológicas e duplicatas técnicas das estirpes de K. 
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421. 
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Apêndice 3. Esquema da placa de 96 poços montada para o ensaio de 
concentração inibitória mínima de biofilme (CIMB) com 50 µL de meio BM2 e 
diluições do peptídeo Pa-MAP 1.9 de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços A-F de 1-
6), diluições do antibióticos ciprofloxacino de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços A-C 
de 7-12) e diluições do antibiótico meropenem de 64 µg.mL-1 até 2 µg.mL-1 (poços 
D-F de 7-12) e 50 µL de triplicatas biológicas e duplicatas técnicas das estirpes de 
K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Artigo de revisão publicado na Pharmacology & Therapeutics (2016) 
sobre desenvolvimento de drogas anti-biofilmes. 
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Anexo 2. Artigo de revisão publicado na Current Topics in Medicinal Chemistry 
(2017) sobre mecanismos não usuais de ação e resistência a peptídeos 
antibacterianos. 
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