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RESUMO 

Uma característica importante de bactérias patogênicas é a sua capacidade de 

formar biofilmes, os quais apresentam grande recalcitrância à terapia antimicrobiana 

convencional e às defesas do hospedeiro. O surgimento acelerado e crescente de bactérias 

resistentes a múltiplos antimicrobianos se tornou um grave problema de saúde pública e 

vem impulsionando a busca por novos antimicrobianos. Os artrópodes, com sua grande 

diversidade de espécies, têm se mostrado uma importante fonte de novas moléculas com 

atividade biológica. Entretanto, a descrição de compostos com atividade antimicrobiana 

provenientes de ovos de artrópodes é escassa. Partindo da hipótese que os artrópodes 

apresentam mecanismos de proteção contra patógenos microbianos tanto no estágio adulto, 

como em estágios imaturos, este estudo investigou a presença de compostos com atividade 

antimicrobiana e antibiofilme em ovos de artrópodes. Para tanto, foram preparados extratos 

orgânico e aquoso a partir de ovos de Anagasta kuehniella e seu efeito sobre biofilmes 

bacterianos foi avaliado pelo método do cristal violeta. Os resultados obtidos 

demonstraram que o extrato aquoso foi capaz de inibir a formação de biofilme por 

Staphylococcus epidermidis sem inibir o crescimento. Ensaios utilizando tratamentos 

térmico e enzimático indicaram que a atividade antibiofilme estava relacionada a 

compostos proteicos presentes no extrato o qual foi posteriormente submetido a 

cromatografia de exclusão molecular da qual foi obtida uma fração parcialmente purificada 

com atividade antibiofilme enriquecida. O extrato e a fração tiveram seu perfil de proteínas 

analisado por SDS-PAGE e sua atividade antibiofilme avaliada por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). Após tratamento com o extrato e/ou fração foi possível observar uma 

inibição da formação de biofilme por S. epidermidis de aproximadamente 65% e também a 

redução da presença de substância polimérica extracelular, sem alterações morfológicas 

aparentes nas células bacterianas. Nossos resultados sugerem que proteínas presentes nos 

ovos de A. kuehniella são capazes de inibir a formação de biofilmes bacterianos e reforça o 

potencial dos artrópodes como fontes de produtos naturais aplicados à biotecnologia. 

 

Palavras-Chave: Biofilmes;antibiofilme; ovos de artrópodes;  Anagasta kuehniella.  



 

 
 

ABSTRACT 

 An important feature of pathogenic bacteria is their ability to form biofilms, 

which are highly recalcitrant to conventional antimicrobial therapy and host defenses. The 

huge emergence of bacteria resistant to multiple antibiotics has become a serious public 

health problem and drives the constant search for new compounds with antimicrobial 

activity. Arthropods are the largest animal group in the planet and have been shown to be 

an important source of new molecules with biological activity. However, the description of 

compounds with antimicrobial activity from arthropod eggs is scarce. Based on the 

hypothesis that arthropods present defense mechanisms against microbial pathogens both 

in the adult stage and in the immature stages, this study investigated the presence of 

compounds with antimicrobial and antibiofilm activity in arthropod eggs. Organic and 

aqueous extractions were performed with Anagasta kuehniella eggs and the effects on 

bacterial biofilms were evaluated by the crystal violet method. Our results showed that the 

aqueous extract was able to inhibit biofilm formation by Staphylococcus epidermidis in up 

to 65% without inhibiting bacterial cell growth. Thermal and enzymatic treatments 

indicated that the antibiofilm activity was related to protein compounds present in the egg 

extract. The extract was applied to a size exclusion chromatography and a partially purified 

fraction with enriched antibiofilm activity was obtained. The extract and partially purified 

fraction had their protein profile analyzed by SDS-PAGE and the antibiofilm activity 

evaluated by scanning electron microscopy (SEM). It was possible to observe that bacterial 

aggregates and the presence of the extracellular polymer substance was reduced in S. 

epidermidis biofilms without affect apparently bacterial cells morphology. Our results 

suggest that proteins present in A. kuehniella eggs are able to inhibit the formation of 

bacterial biofilms and reinforce the potential of arthropods as sources of natural products 

applied to biotechnology. 

Keywords: Biofilm; antibiofilm; arthropods eggs; Anagasta kuehniella
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1. INTRODUÇÃO 

 Os artrópodes têm sido reportados como uma importante fonte de novas 

moléculas bioativas incluindo moléculas com atividade antimicrobiana. Compostos 

proteicos com atividade antimicrobiana já foram descritos a partir da hemolinfa (EHRET-

SABATIER et al., 1996), de venenos secretados (GAO et al., 2005), de metabólitos 

produzidos por bactérias associadas a artrópodes (RAMADHAR et al., 2014) e, mais 

raramente, dos ovos dos artrópodes (LEI et al., 2015). Arthropoda é um filo muito diverso 

e com muitos representantes que possuem ciclos de vida bastante particulares. Cada grupo 

apresenta características singulares e uma variedade de hábitos que podem ser muito 

distintos, como por exemplo, a ocupação de ambientes terrestres e marinhos (AKAM, 2000; 

REGIER et al., 2010). Aqui serão abordados compostos com propriedades antimicrobianas 

identificados a partir de artrópodes pertencentes às classes Aracnida e Insecta. 

 

1.1 Compostos antimicrobianos proteicos identificados em artrópodes 

 Os artrópodes apresentam diversas estratégias para combater patógenos que 

consigam atravessar suas barreiras físicas primárias (como exoesqueleto/cutícula) e acessar 

seus tecidos internos. A resposta imune pode ser do tipo celular (que inclui processos como 

fagocitose, encapsulação, melanização, nodulação e coagulação) ou do tipo humoral na 

qual as proteínas e peptídeos antimicrobianos (PAMs) são efetores chave do combate aos 

invasores (ROWLEY; POWELL, 2007; BAXTER; CONTET; KRUEGER, 2017). Os 

PAMs geralmente são constituídos por sequências curtas de aminoácidos e atuam na 

resposta humoral, sendo produzidos por uma variedade de organismos, desde bactérias a 

vertebrados (BROGDEN, 2005; BAHAR; REN, 2013). Os PAMs encontrados em 

artrópodes são extremamente diversos e são classificados com base na sequência primária 

e nas suas características estruturais. Embora haja variações dependendo da fonte 

consultada, geralmente são classificados em 4 grandes grupos em relação a sua 

composição (BULET; STÖCKLIN, 2005; YI et al., 2014): 

- Peptídeos com estrutura em alfa-hélice sem resíduos de cisteína, como as cecropinas; 
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- Peptídeos ricos em resíduos de prolina, como as lebocinas; 

- Peptídeos ricos em resíduos de glicina, como as attacinas; 

- Peptídeos ricos em cisteína e com pontes dissulfeto, como as defensinas. 

  

 Embora seja recorrente a presença de poucos resíduos de aminoácidos, os 

peptídeos antimicrobianos apresentam estruturas variadas que seguem os mesmos padrões 

estruturais encontrados em outros organismos (YI et al., 2014). De modo geral, os PAM 

apresentam uma das quatro classes estruturais: peptídeos helicoidais com α-hélice, 

peptídeos com folhas-ß, peptídeos mistos α-ß e estruturas lineares (Figura 1) (HUERTA-

CANTILLO; NAVARRO-GARCÍA, 2016).  

 

Figura 1. 

 

Classes estruturais de AMPs, adaptado de Huerta-Cantillo; Navarro-García (2016) 

 

 A seguir, serão discutidos compostos proteicos com atividade antimicrobiana em 

aracnídeos. 
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 1.2 Peptídeos e proteínas antimicrobianas relacionados a aracnídeos 

 Os aracnídeos (Aracnida, Arthropoda) são um grupo de artrópodes que inclui 

mais de 60.000 espécies descritas, entre as quais encontram-se organismos de comprovada 

importância médica e econômica (CORDEIRO et al., 2015). 

1.2.1 Escorpiões 

 O estudo da biologia e bioquímica desses organismos tem ressaltado seu potencial 

como fonte de novas moléculas com atividades antimicrobianas, assim como demonstrado 

por Ehret-Sabatier et al.(1996) que identificaram três diferentes peptídeos antimicrobianos 

(PAMs) extraídos do escorpião Androctonus australis. Dos três peptídeos extraídos da 

hemolinfa desses escorpiões, dois eram inéditos e foram nomeados como androctonina 

(com atividade sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos) e como buthinina 

(ativa contra bactérias gram-positivas e gram-negativas). O terceiro PAM era uma 

defensina já encontrada em outros invertebrados (EHRET-SABATIER et al., 1996). 

 Novos peptídeos com atividades contra Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina (MRSA), denominados imcroporina (ZHAO et al., 2009) e ctriporina (FAN et 

al., 2011), foram obtidos do veneno de Isometrus maculates e Chaerilus tricostatus, 

respectivamente. Recentemente Bao et al.(2015) descreveram a opisina, um peptídeo 

isolado de Opistophthalmus glabrifrons capaz de inibir o crescimento de bactérias gram-

positivas incluindo MRSA. Outros dois novos peptídeos obtidos do veneno do escorpião 

mexicano Vaejovis punctatus foram capazes de inibir o crescimento de diversos patógenos, 

como Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, os fungos Candida albicans e Candida glabrata e ainda dois isolados 

clínicos de Mycobacterium tuberculosis (RAMÍREZ-CARRETO et al., 2015). 

 1.2.2 Aranhas 

 Peptídeos/Proteínas antimicrobianos (PAMs) também têm sido obtidos a partir de 

diversas espécies de aranhas (GAO et al., 2005). Santos et al. (2009) isolaram e 

caracterizaram o LyeTx I, um potente peptídeo do veneno da aranha Lycosa erythrognatha 

que apresentou atividade antimicrobiana sobre as bactérias E. coli e S. aureus e sobre os 
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fungos Candida krusei e Cryptococcus neoformans. Recentemente Wang et al (2014) 

demonstraram que a lycosina – I, um PAM isolado do veneno de Lycosa singoriensis, 

possui efeito bactericida sobre isolados clínicos de Acinetobacter baumannii resistentes a 

múltiplas drogas (MDRAB). 

 1.2.3 Carrapatos 

 Os carrapatos compreendem um grupo que tem sido amplamente estudado devido 

à importância como vetores de doenças para saúde pública e animal. Pesquisas envolvendo 

a identificação de compostos com atividade antimicrobiana provenientes de carrapatos com 

importância econômica, como o Rhipicephalus microplus, têm se tornado cada vez mais 

frequentes na literatura (JOAZEIRO et al., 2012).  

O composto esteróide boophiline, extraído de fêmeas de R. microplus, foi capaz 

de inibir o crescimento de E. coli, Bacillus subtilis e também dos fungos Cladosporium 

cucumerinum e C. albicans (POTTERAT et al., 1997). A microplusina, um PAM que 

apresenta atividade sobre bactérias gram-positivas e fungos filamentosos e leveduriformes 

também já foi descrita em R. microplus (FOGAÇA et al., 2004). Dos hemócitos deste 

carrapato foram extraídos um PAM do grupo das defensinas de invertebrados e a ixodidina, 

um PAM que inibe o crescimento de Micrococcus luteus (FOGAÇA et al., 2006). 

Recentemente foi descrita uma proteína presente no intestino e ovário de R. microplus, 

denominada de cisteíno endopeptidase degradadora de vitelina (VTDCE), a qual 

apresentou atividade antibacteriana, não relacionada à atividade enzimática, inibindo o 

crescimento de Staphylococcus epidermidis (OLDIGES et al., 2012). 

 
 

1.3 Peptídeos e proteínas antimicrobianos relacionados a insetos 

Outro grupo de grande importância entre os artrópodes é o dos insetos (Insecta, 

Athropoda). A hemolinfa dos insetos é uma grande fonte para obtenção de peptídeos 

antimicrobianos, os quais exibem atividades sobre bactérias e/ou fungos, assim como sobre 

parasitas e vírus (BULET; STÖCKLIN, 2005). Segundo Yi et al. (2014), diferentes grupos 

de PAMs já foram identificados em diversas ordens de insetos, conforme descrito abaixo: 
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- Peptídeos com estrutura em alfa-hélice como a cecropina (identificada em 

Lepidoptera, Diptera e Coleoptera) e a muricina (identificada apenas em Lepidoptera). 

- Peptídeos ricos em cisteína como as defensinas (identificados em Diptera, 

Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, e na ordem primitiva Odonata). 

- Peptídeos ricos em prolina como as lebocinas e as apidaecinas (identificadas em 

Lepidoptera e Hymenoptera, respectivamente), entre outros. 

- Peptídeos ricos em glicina como as attacinas (identificadas em Diptera e 

Lepidoptera) e as gloverinas (identificada apenas em Lepidoptera). 

 Esses peptídeos são produzidos na presença de elicitores ambientais e por isso  

sua ocorrência entre diferentes ordens é variável (ROLFF & SCHMID-HEMPEL, 2016). 

Segundo Mylonakis et al., (2016) a variação dos PAMs entre os grupos de insetos sofre 

influência das suas interações ecológicas e evolutivas com simbiontes e patógenos. De 

acordo com este autor, alguns PAMs, como as defensinas, são amplamente distribuídos 

entre os insetos, enquanto outros, como as gloverinas, são encontrados em apenas uma 

ordem. A figura a seguir (Figura 2) demonstra a complexa relação entre a produção de 

difentes AMPs e as histórias evolutivas de algumas ordens de insetos: 
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Figura 2. 

 

Relação hipotética da produção de PAMs com a filogenia de Pterygota, adaptado de Mylonakis et al. 

(2016)  
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 Além dos compostos identificados na hemolinfa, os insetos produzem e secretam 

uma série de substâncias envolvidas na sua defesa. Ayasse & Paxton (2008), citam a 

presença de substâncias antimicrobianas identificadas sobre o corpo e também nos ninhos 

de diversas espécies de insetos sociais das ordens Hymenoptera e Isoptera envolvidas na 

proteção das colônias contra bactérias e fungos. 

 

1.4 Compostos antimicrobianos identificados em ovos de artrópodes 

 Apesar dos inúmeros estudos sobre a produção de compostos antimicrobianos 

envolvidos na defesa de artrópodes na fase adulta e larval, estudos de PAMs em ovos de 

artrópodes, envolvidos na defesa das fases imaturas desses organismos, são escassos 

(ZIMMER et al., 2013
b
). PAMs nomeados de ceratotoxinas já foram descritos nos ovos da 

mosca Ceratitis capitata e parecem estar envolvidos na defesa de ovos e larvas no 

ambiente, uma vez que inibem o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas 

(MARCHINI et al., 1997). Em moscas do gênero Drosophila sp., o peptídeo cecropina A1, 

amplamente relacionado a defesa inata dos indivíduos na fase adulta, está presente também 

nos ovos desses organismos, o que sugere sua participação na proteção dos embriões das 

moscas (ÖNFELT et al., 2001). Já nos ovos da mariposa Manduca sexta foi observado um 

aumento da expressão de seis genes de proteínas antimicrobianas quando os mesmos foram 

infectados com a bactéria Serratia marcescens (GORMAN et al., 2004). 

 Recentemente, Jacobs et al. (2013) descreveram a importância da serosa, uma 

camada externa presente nos ovos de alguns grupos de insetos, na proteção contra a 

dessecação e sobrevivência da prole. Ovos de besouros Tribolium castaneum que tiveram a 

serosa removida apresentaram proliferação duas vezes mais rápida das bactérias E. coli e 

M. luteus após infecção induzida, sugerindo forte influência da serosa nas defesas inatas 

(JACOBS; SPAINK; ZEE, 2014). Knorr et al. (2015) mostraram que a transferência de 

bactérias do trato reprodutivo de fêmeas de Tribolium castaneum para os ovos destes 

besouros possui forte influência na expressão de genes para produção de substâncias 

antimicrobianas envolvidas na reposta imune da prole. 
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 Estudos envolvendo PAMs associados aos ovos de carrapatos também têm sido 

descritos na literatura. Extratos obtidos a partir da cera de ovos do carrapato Amblyomma 

hebraeum mostraram-se efetivos contra as bactérias gram-positivas S. epidermidis, 

Bacillus subtilis e M. luteus. Os autores sugeriram que essa atividade antimicrobiana é uma 

adaptação para proteção dos ovos contra as bactérias presentes no solo (ARRIETA et al., 

2006). Esteves et al. (2009) descreveram atividade antimicrobianaa do homogeneizado 

total e na superfície dos ovos do carrapato R. microplus. O PAM responsável pela 

atividade foi identificado como a microplusina (ESTEVES et al., 2009). Propriedades 

antivirais também foram demostradas a partir do extrato obtido da cera dos ovos do 

carrapato Amblyomma cajennense (LIMA-NETTO et al., 2012). 

 Recentemente foi descrita a atividade antibacteriana de compostos proteicos 

obtidos do extrato aquoso dos ovos da aranha Latrodectus tredecimguttatus. O PAM 

nomeado latroeggtoxin-IV apresentou atividade contra bactérias gram-positivas e gram-

negativas (LEI et al., 2015). 

A presença de moléculas com atividade contra biofilmes bacterianos em ovos de 

artrópodes é rara e foi descrita pela primeira vez por Zimmer et al. (2013
a
,2013

b
) que 

demonstrou a atividade antibiofilme e antimicrobiana da boophiline, um colesterol 

sulfatado isolado a partir da cera dos ovos do carrapato R. microplus contra P. aeruginosa 

e S. epidermidis, respectivamente. 

 

1.5 A mariposa Anagasta (Ephestia) kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) 

 Anagasta kuehniella é uma mariposa da família Pyralidae que apresenta 

distribuição cosmopolita e está relacionada a danos em produtos alimentícios armazenados.   

No Brasil, o nome comum atribuído ao inseto é traça da farinha o qual se refere ao dano 

causado pelo estágio larval que se desenvolve sobre farinhas e grãos armazenados trazendo 

prejuízo aos produtores (LORINI; SCHNEIDER, 1994; OLIVEIRA et al., 2017). O ciclo 

de vida é holometábolo e envolve as fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3). Os 

insetos adultos apresentam coloração acinzentada, cerca de 20 mm de envergadura e 

manchas transversais escuras nas asas anteriores. A fêmea coloca em média 200 a 300 
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ovos dependendo das condições ambientais, as lagartas medem cerca de 15 mm e tecem 

um casulo onde empupam. O ciclo de vida completo dura cerca de 40 dias (LORINI et al., 

2015). Atualmente o controle desta mariposa é eficiente e ela causa danos menores 

comparado a outras traças de grãos armazenados (SMALL, 2007).  

Figura 3. 

 

Ciclo de vida de A. kuehniella (Zeller 1879), adaptado de Departamento de Agricultura dos Estados 

Unidos. 

Este inseto tem sido muito estudado nos últimos anos na área de manejo de pragas 

utilizando controle biológico. Nessa abordagem, inimigos naturais capazes de competir ou 

parasitar insetos-praga são criados em laboratório e depois liberados no campo para 

realizar o controle biológico (KAPRANAS; TENA, 2015). Anagasta kuehniella é utilizada 
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como hospedeiro alternativo neste processo, pois seus ovos são oferecidos como substrato 

para que os insetos parasitas se reproduzam em laboratório (PRATISSOLI et al., 2010; 

BORZOUI; NASERI; MOHAMMADZADEH-BIDARANI, 2016;). Tendo em vista a 

demanda de produtores agrícolas e pesquisadores interessados em aplicar este organismo 

como hospedeiro alternativo, empresas de biotecnologia no Brasil e no exterior fazem a 

comercialização dos ovos desse inseto. 

1.6 Staphylococcus spp 

O gênero Staphylococcus é constituído por cocos gram-positivos, não formadores 

de esporos, aeróbicos facultativos e que constituem a microbiota da pele e das mucosas de 

seres humanos e outros mamíferos. Atualmente esse gênero conta com cerca de 40 

espécies entre as quais Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e 

Staphylococcus saprophyticus são reconhecidamente associados a infecções relacionadas à 

assistência à saúde (IRAS) (KLOOS; MUSSELWHITE, 1975; NAMVAR et al., 2014; 

ZHENG et al., 2018). 

Staphylococcus epidermidis foi considerado por muito tempo como um micro-

organismo inócuo comensal que vive sobre a pele dos seres humanos. Todavia, devido à 

emergência de casos clínicos envolvendo infecções causadas por S. epidermidis nas 

últimas décadas, esta bactéria passou a ser considerada um importante patógeno 

oportunista de seres humanos (OTTO, 2009; NAMVAR et al., 2014). Staphylococcus 

epidermidis pertence ao grupo de estafilococos coagulase-negativos e é a espécie isolada 

com mais frequência do tecido epitelial humano, colonizando prioritariamente a região das 

axilas, cabeça e narinas (KLOOS; MUSSELWHITE, 1975; YOUNGE et al., 2018). Um 

problema relevante associado às IRAS envolvendo essas bactérias é a sua capacidade de se 

aderir e, assim, colonizar as superfícies de dispositivos comumente utilizados na clínica 

médica, como cateteres intravenosos, próteses, válvulas cardíacas entre outros causando 

sérias complicações clínicas e prejuízos financeiros (ROGERS; FEY; RUPP, 2009; 

BÜTTNER, MACK, ROHDE, 2015).   

Considerando somente as infecções por estafilococos coagulase-negativos na 

corrente sanguínea relacionados ao uso de cateteres intravasculares, o número estimado de 
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casos chega a 250.000 por ano nos Estados Unidos, com uma taxa de mortalidade de 1-

25%. O custo estimado de cada episódio é de 25.000 dólares e o tempo de permanência 

hospitalar aumenta em mais de sete dias, o que demonstra o impacto significativo dos 

custos com estas infecções na área da saúde (OTTO, 2012). Outro fator que aumenta os 

custos das infecções causadas por estafilococos coagulase-negativos é sua ocorrência em 

dispositivos como válvulas cardíacas ou próteses ortopédicas. Nestes casos o tratamento 

requer o uso prolongado de antimicrobianos e, muitas vezes, um novo procedimento 

operatório para retirada ou substituição dos dispositivos é necessário. (BÜTTNER, 

MACK, ROHDE, 2015, ZHENG et al., 2018). 

Neste estudo foi utilizada a cepa S. epidermidis RP62A (ATCC35984), a qual é 

proveniente de um surto de sepse associada a cateteres intravasculares em Mênfis 

(Tennessee). Esta cepa foi caracterizada com outros estafilococos coagulase-negativos nos 

anos 80 e apresenta resistência à meticilina (MRSE) (CHRISTENSEN et.al., 1983). Outra 

característica marcante desta cepa é a sua grande capacidade de produzir e secretar 

polissacarídeos, bem como sua capacidade de aderir a superfícies e formar biofilmes que já 

foi amplamente demonstrada (CHRISTENSEN et.al., 1990; WILLIAMS; BLOEBAUM, 

2010).  

1.7 Desafios no combate aos biofilmes microbianos 

 A rápida emergência de bactérias resistentes aos antimicrobianos disponíveis é 

um problema grave associado às infecções relacionadas à assistência à saúde e tem 

impulsionado a constante busca por novos compostos antimicrobianos (DEMAIN; 

SANCHEZ, 2009; AOKI; UEDA, 2013). Uma das estratégias desenvolvidas por bactérias 

que resulta em uma maior tolerância aos antimicrobianos é a formação de biofilmes. Os 

biofilmes são definidos como comunidades de micro-organismos aderidas de maneira 

irreversível a uma superfície biótica ou abiótica e envoltas por uma matriz de substâncias 

poliméricas (EPS) produzidas pela própria comunidade (COSTERTON et al., 1987; 

WORTHINGTON; RICHARDS; MELANDER, 2012). Atualmente se reconhece que a 

agregação das células em biofilmes é o modo de vida predominante entre micro-

organismos e ocorre amplamente em ambientes naturais, industriais e hospitalares 
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(COSTERTON et al., 1995; FLEMMING et al., 2016). Desenvolver estratégias de controle 

destas comunidades microbianas na área médica é de suma importância, uma vez que 

diversos patógenos que se apresentam sob esse modo de vida possuem grande 

recalcitrância aos antimicrobianos convencionais e estão relacionados a diversas infecções, 

muitas vezes persistentes, em ambientes hospitalares e veterinários (SCHOENFELDER et 

al., 2010; BREIDENSTEIN; FUENTE-NUÑEZ; HANCOCK, 2011; ZHENG et al., 2018). 

 Os biofilmes bacterianos apresentam características singulares que contribuem 

para que este fenótipo possua uma tolerância maior aos antimicrobianos quando 

comparado a células bacterianas planctônicas. A persistência dos biofilmes aos 

antimicrobianos é multifatorial e envolve fatores físicos e fisiológicos específicos do 

biofilme além dos mecanismos de resistência convencionais encontrados nas células 

planctônicas. Bjarnsholt et al. (2013), citam três grandes grupos de fatores (ou mecanismos) 

que contribuem para essa persistência dos biofilmes: 

 Os fatores físicos que estão relacionados a estrutura da matriz do biofilme, que 

além de dificultar a penetração e retardar a ação dos antimicrobianos, pode ainda 

conter agentes quelantes que dificultam sua ação; 

 Os fatores fisiológicos que são relativos à atividade metabólica das células 

bacterianas no biofilme, onde ocorre a formação de um gradiente. Células de 

crescimento rápido encontram-se na superfície e células com metabolismo mais 

lento, devido à escassez de oxigênio, encontram-se na parte interna. A formação 

deste gradiente altera a resposta das células bacterianas a ação dos antimicrobianos 

em função da disponibilidade de oxigênio e da atividade metabólica reduzida.  

 As respostas adaptativas, que são aquelas induzidas pela presença de agentes 

antimicrobianos e são similares às apresentadas pelas células planctônicas, tais 

como: modificação do sítio de ação, produção de enzimas que inativam o 

antimicrobiano e ativação de bombas de efluxo.  
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 Um quarto fator que tem se mostrado muito importante na resistência dos 

biofilmes aos antimicrobianos é o ambiente favorável para a transferência horizontal de 

material genético (THG) entre as bactérias da comunidade (ALGBURI et al., 2017). 

Stalder e Top (2016) argumentam que embora se compreenda pouco a extensão alcançada 

pela THG ao longo de todo o biofilme, as subpopulações adjacentes de bactérias são 

pontos de intensa troca de plasmídeos contendo genes de resistência, o que pode contribuir 

para o estabelecimento de biofilmes resistentes a múltiplos antimicrobianos. 

 Apesar dos distintos mecanismos de tolerância aos antimicrobianos apresentados 

pelos biofilmes bacterianos e dos desafios na busca por alternativas terapêuticas, diversas 

estratégias de controle e combate de biofilmes têm sido descritas na literatura 

(BJARNSHOLT et al., 2018). A compreensão de fatores estruturais e fisiológicos 

característicos dos biofilmes é fundamental para o desenvolvimento destas novas 

estratégias de controle, as quais segundo Bjarnsholt et al. (2013) podem ter os seguintes 

objetivos: (a) atuar prevenindo a formação do biofilme; (b) causar enfraquecimento das 

defesas do biofilme; (c) causar dispersão ou erradicação (d) causar morte celular (Figura 

4). 

Figura 4. 

 

Quatro estratégias de combate aos biofilmes, adaptado de Bjarnsholt et al. (2013) 
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 A adesão inicial das bactérias planctônicas a uma superfície para posterior 

formação do biofilme é uma etapa crucial que depende de muitos fatores extrínsecos, como 

presença de fluxo ou hidrofobicidade da superfície, e intrínsecos como expressão de 

proteínas de adesão e perda de flagelos pelas bactérias (FIEBIG et al., 2014; JOSSE; 

LAURENT; DIOT, 2017). Juntamente a esses, outro fator fundamental no estabelecimento 

dos biofilmes é a presença de sistemas de comunicação entre as células bacterianas, os 

quais envolvem diversos sinalizadores químicos que atuam na coordenação das ações na 

comunidade (ABISADO et al., 2018). Nesse sentido, estratégias que tem como objetivo a 

manipulação destes fatores podem ser eficazes na prevenção da formação de biofilmes. 

 Um dos alvos estratégicos nessas abordagens é o mecanismo de sinalização 

envolvendo o c-di-GMP (monofosfato de guanosina dimérico cíclico), pois estudos 

mostram que a quantidade intracelular deste sinalizador está envolvida na definição se as 

células bacterianas exibirão um modo de vida livre/planctônica ou séssil (RABIN et al., 

2015). O c-di-GMP é um importante sinalizador intracelular em bactérias relacionado à 

formação e coordenação dos biofilmes, bem como na regulação da expressão de diversos 

fatores de virulência e sua biossíntese e degradação têm sido muito estudada (HENGGE, 

2009). Ele é sintetizado por enzimas contendo o domínio GGDEF, denominadas 

diguanilato ciclases (DGC), a partir de duas moléculas de GTP e sua degradação é 

realizada por fosfodiesterases específicas (PDE) que contém domínios EAL ou HD-GYP 

(BOYD; O´TOOLE, 2012). Dessa forma, as enzimas DGC e PDE controlam a quantidade 

de c-di-GMP intracelular em bactérias (Figura 5)   
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Figura 5 

 

Síntese e degradação de c-di-GMP, adaptado de Boyd e O´toole (2012) 

 

Outro sistema de comunicação química fundamental para a coordenação das 

ações coletivas nos biofilmes é denominado quorum-sensing (QS) (ABISADO et al., 2018). 

O sistema QS, no qual a comunicação célula-célula dentro do biofilme é realizada por 

moléculas auto-indutoras (Figura 6) como as acil homoserina lactonas (AHLs) em gram-

negativas e os peptídeos auto-indutores (PAI) em gram-positivas, apresenta importante 

papel sobre a adesão, a formação e a expressão de fatores de virulência pelos biofilmes 

(BASSLER, 2002).  

Por ser um sistema central na coordenação dos biofilmes, diversos estudos têm 

objetivado a procura por compostos similares ou antagonistas aos auto-indutores com a 

finalidade de interferir na comunicação celular bacteriana. Abraham (2016) descreve os 

avanços na descoberta e desenvolvimento de moléculas com a capacidade de alterar a 

comunicação bacteriana, como, por exemplo, os análogos ou bloqueadores das moléculas 

auto-indutoras no sistema QS.  
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Figura 6. 

 

Algumas das moléculas do sistema QS, adaptado de Camilli; Bassler (2006) 

 

 As abordagens que visam combater os biofilmes em estágios mais avançados do 

desenvolvimento enfrentarão dificuldades adicionais relacionadas a própria estrutura física 

do biofilme. Uma característica marcante dos biofilmes é que as células nestes agregados 

bacterianos estão envoltas em uma matriz composta de polissacarídeos, proteínas e DNA 

extracelular secretados pela própria comunidade (FLEMMING; WINGENDER, 2010; 

FONG; YILDIZ, 2015). A matriz extracelular do biofilme forma uma barreira mecânica 

que dificulta o acesso dos compostos químicos às células e está diretamente implicada na 

recalcitrância ao tratamento com antimicrobianos convencionais (ALGBURI et al., 2017). 

Em vista disso, a matriz é um alvo interessante no combate aos biofilmes e tem se 

investigado intensamente compostos capazes de se ligar e desestabilizar os diferentes 

componentes da matriz (FLEMING; RUMBAUGH, 2017). Com relação às proteínas da 

matriz, estudos têm demostrado o potencial da aplicação de proteases para interferir na 

estabilidade dos biofilmes, como por exemplo, as proteínas aureolisina, ScpA e SspB que 

foram capazes de dispersar o biofilme de S. aureus (LOUGHRAN et al., 2014). Os 

polissacarídeos são outro componente importante da matriz explorado como alvo para o 

controle microbiano. Enzimas capazes de interagir com estes componentes como as 

alginato liases e a dispersina B se mostraram efetivas no controle de biofilmes de P. 

aeruginosa e S. epidermidis, respectivamente (KAPLAN et al., 2004; GHADAM; 



26 
 

 
 

AKHLAGHI; ALI, 2017). O DNA extracelular também tem sido estudado como alvo de 

enzimas capazes de catalisar sua degradação e promover a dispersão dos biofilmes 

bacterianos. Enzimas como DNase I e a NucB têm se mostrado efetivas no controle da 

formação e também na erradicação de biofilmes formados por diversas bactérias gram-

positivas e gram-negativas (OKSHEVSKY; REGINA; MEYER, 2015; BASLÉ et al., 2018; 

SHARMA; SINGH, 2018) 

 Além dos alvos estruturais e de comunicação intercelular, estratégias focadas na 

fisiologia celular têm sido desenvolvidas para controlar os biofilmes. Uma destas 

estratégias envolve a regulação da transcrição de genes e/ou modificação de proteínas por 

pequenas moléculas de RNA não codificantes (sRNA). Desde a descrição do importante 

papel da proteína CsrA (carbon storage regulator) na formação de biofilmes em E. coli 

(JACKSON et al., 2002) e da existência de diversos sRNAs (como CsrB, CsrC) que 

regulam sua atividade (BABITZKE; ROMEO, 2007), diversos novos sRNAs foram 

identificados e associados à regulação de componentes celulares importantes para a 

formação de biofilmes (CHAMBERS; SAUER, 2013). A regulação in vitro de biofilmes 

por sRNAs já foi descrita para diversos patógenos como P. aeruginosa, S. aureus e Vibrio 

cholerae (WOLSKA et al., 2015). Uma outra abordagem que interfere na fisiologia e tem 

se mostrado efetiva sobre biofilmes bacterianos é a interferência sobre o metabolismo de 

metais como o ferro e zinco (MASTROPASQUA et al., 2018). Alterações na quantidade 

de ferro disponível e a aplicação de metais com propriedades similares ao ferro, que atuem 

como seus competidores (como o gálio), têm sido estudadas no combate a infecções 

relacionadas à P. aeruginosa que agravam o quadro cínico de pacientes portadores da 

fibrose cística (SMITH et al., 2012). 

 Embora as estratégias citadas acima tenham demonstrado grande potencial no 

controle de biofilmes, o tratamento de infecções associadas a biofilmes continua impondo 

muitos desafios, fazendo com que o uso de diferentes estratégias terapêuticas combinadas 

seja defendido como uma maneira eficiente para controlar essas infecções (ALGBURI et 

al., 2017; BJARNSHOLT et al., 2018). Nesse sentido, a combinação de novos compostos 

antimicrobianos junto com antibióticos convencionais para controlar a formação de 
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biofilmes vem sendo abordada e mostra-se como uma estratégia bastante promissora. Esta 

prática está de acordo com a abordagem recentemente adotada pelo Centro Nacional de 

Saúde Complementar e Integrativa (NCCIH) do Instituto Nacional de Saúde dos Estados 

Unidos (NIH) que ressalta que combinar tratamentos convencionais com métodos 

complementares pode revelar a utilidade potencial e questões de segurança de produtos 

naturais (ALGBURI et al., 2017). Nesse contexto, tem se demonstrado que AMPs 

utilizados combinados com antibióticos convencionais podem ter sua eficiência aumentada 

ou recuperar o potencial biocida dos antimicrobianos disponíveis, como demonstrado na 

combinação do AMP G10KHc com tobramicina que foi capaz de aumentar o efeito 

antimicrobiano sobre P. aeruginosa de maneira sinérgica (ECKERT et al., 2006). Em outro 

estudo, Cirioni et al. (2006) demonstrou que o pré-tratamento de cateteres venosos centrais 

(CVC) com o AMP BMAP-28 em combinação com linezolida e vancomicina, foi capaz de 

controlar biofilmes de S. aureus em um modelo in vivo. AMPs derivados de insetos 

também têm demonstrado potencial no combate a biofilmes quando administrado em 

conjunto com antimicrobianos tradicionais. A coprisina, um AMP similar às defensinas 

isolado do besouro Copris tripartitus, apresentou atividade antimicrobiana e antibiofilme 

sinérgicas quando testado em combinação com ampicilina, vancomicina e cloranfenicol 

(Hwang et al. 2013). A melittina, peptídeo isolado do veneno da abelha africanizada Apis 

mellifera, também teve seu efeito sinérgico avaliado em combinação com diversos 

antimicrobianos e apresentou efeito inibitório sobre a adesão de patógenos gram-negativos, 

como P. aeruginosa e E. coli (DOSLER; KARAASLAN; GERCEKER, 2016). 

 A capacidade dos biofilmes em resistir à terapia antimicrobiana e às defesas 

imunes do hospedeiro é um motivo de preocupação em diferentes áreas e novas 

alternativas terapêuticas devem ser continuamente investigadas no controle destas 

comunidades microbianas. Nesse sentido, a busca por moléculas com atividade 

antibiofilme a partir da biodiversidade é um campo de pesquisa em plena expansão na 

biotecnologia podendo ampliar e beneficiar as perspectivas na prevenção e tratamento de 

infecções associadas a biofilmes. 
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2. OBJETIVOS: 

 

2.1 Objetivo geral: 

O objetivo geral deste estudo foi investigar a existência de compostos com 

atividade antimicrobiana e antibiofilme em ovos de artrópodes.  

 

2.2 Objetivos específicos:  

Os objetivos específicos deste estudo foram:  

(a) Verificar a existência de compostos com atividade antimicrobiana e 

antibiofilme em ovos de Anagasta kuehniella; 

(b) Investigar as propriedades químicas dos compostos presentes nos extratos de 

ovos que apresentaram atividade;  

(c) Obter uma fração ativa purificada ou parcialmente purificada dos extratos de 

ovos que apresentaram atividade; 

(d) Demonstrar o efeito antibiofilme dos extratos e da(s) fração(ões) obtidas 

utilizando técnicas bioquímicas, microbiológicas e microscópicas. 
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3. RESULTADOS: 

 Conforme as Normas Para Elaboração De Teses e Dissertações do Programa de 

Pós-Graduação em Biociências da UFCSPA os resultados obtidos neste estudo serão 

apresentados forma de artigo científico, redigido em inglês. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 Baseando-se na hipótese de que os ovos de artrópodes apresentam mecanismos 

químicos de defesa contra patógenos microbianos, neste trabalho foi investigada a presença 

de compostos com atividade antimicrobiana e antibiofilme nos ovos da mariposa Anagasta 

kuehniella. Com os resultados obtidos neste estudo foi possível demonstrar que: 

 

(a) Os ovos da mariposa Anagasta kuehniella apresentam compostos com 

atividade antibiofilme; 

(b) A atividade antibiofilme obtida no extrato aquoso dos ovos se deve a presença 

de proteínas capazes de interferir negativamente na formação de biofilme pela bactéria S. 

epidermidis; 

(c) Foi possível obter uma fração ativa parcialmente purificada dos extratos de 

ovos, contendo dez vezes menos proteínas totais, capaz de inibir a formação de biofilme 

por S. epidermidis em 65%; 

(d) Foi observada uma diminuição da presença da matriz do biofilme quando as 

bactérias foram expostas ao extrato aquoso dos ovos e à fração ativa parcialmente 

purificada quando comparado ao grupo controle (não tratado) e também concluir que o 

mecanismo que previne a formação de biofilme é independente da ação inibitória sobre o 

crescimento celular bacteriano.  

  

 Nesse sentido, este trabalho reforça o potencial dos artrópodes como fonte de 

produtos naturais com aplicações biotecnológicas. Além disso, sugere que a defesa dos 

ovos de A. kuehniella contra a colonização por micro-organismos está em parte associada a 

compostos proteicos. 
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5. PERSPECTIVAS 

 

 As principais perspectivas para continuidade deste trabalho são: 

- A identificação das proteínas com atividade antibiofilme presentes na fração parcialmente 

purificada obtida do extrato de ovos por meio de técnicas de espectrometria de massas e 

análise por similaridade de sequências com bancos de dados. 

- A realização de outras etapas cromatográficas de purificação da fração obtida, visando 

elucidar a proteína responsável pela atividade antibiofilme. 

- A partir da purificação da proteína ativa, verificar a atividade antimicrobiana e 

antibiofilme da mesma contra outros micro-organismos como bactérias gram-negativas, 

outras bactérias gram-positivas, fungos e protozoários de importância médica. 

- Avaliar a citotoxicidade da proteína ativa e seu efeito sobre a virulência das bactérias 

utilizando o hospedeiro alternativo Galleria mellonella.  
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