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Resumo: Biofilmes são descritos como sendo uma forma de vida microbiana séssil, caracterizada por 

células, que estão irreversivelmente aderidas a uma superfície biótica ou abiótica, sendo circundados 

por uma complexa matriz de substâncias poliméricas extracelulares, que aumentam a resistência 

dessas células contra a ação de agentes químicos, como antibióticos, detergentes e antissépticos. 

Pseudomonas aeruginosa é um micro-organismo caracterizado por grande aptidão para formar 

biofilmes, sendo um patógeno oportunista e nosocomial frequente, responsável por infecções em 

diversos sítios do corpo humano, particularmente em pacientes imunocomprometidos. O controle 

microbiano nas infecções hospitalares está ligado a formação de biofilmes bacterianos em 

dispositivos implantados e residentes, assim como a dificuldade de erradicação na antibioticoterapia. 

Apesar do esforço contínuo para o desenvolvimento de novos tratamentos, apenas um número 

limitado dos agentes antimicrobianos é eficaz no controle de processos infecciosos, sobretudo os 

causados por micro-organismos associados a biofilmes. Neste contexto este projeto avaliou a 

atividade inibitória de compostos quitosânicos-guanidínicos sobre a formação de biofilme por 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 em microplacas de poliestireno. 
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Introdução 

 

Biofilmes são sistemas biológicos formados por comunidades de células 

agregadas, organizadas e funcionais embebidas em matriz extracelular composta 

por substâncias poliméricas, a qual possibilita a aderência irreversível a superfícies 

bióticas ou abióticas (DONLAN & COSTERTON, 2002). A associação dos 

organismos em biofilmes constitui uma forma de proteção ao seu desenvolvimento, 

fomentando relações simbióticas e permitindo a sobrevivência em ambientes hostis 

(SALDANHA, 2013; KASNOWSKI, et al. 2010).  

Pseudomonas aeruginosa é um micro-organismo com grande aptidão para 

formar biofilmes e este processo ocorre com frequência em pacientes hospitalizados 

e representa um aumento dos riscos de hospitalização principalmente para pacientes 



 

 

debilitados ou imunocomprometidas o que complica o tratamento das infecções 

hospitalares. Outro agravante é o fato que seu genoma alberga genes que conferem 

resistência aos antimicrobianos que torna a terapia contra este patógeno desafiadora 

devido à falta de novas terapêuticas antimicrobianas. (FREITAS, SAND e 

SIMONETT, 2010; FUENTEFRIA, et.al, 2008.) 

Infecções por biofilmes microbianos são geralmente tratadas clinicamente 

com combinações de antibióticos em altas doses. No entanto, a administração de 

múltiplos antibióticos para controlar infecções tende a induzir a resistência 

bacteriana e a formação de biofilmes recalcitrantes, além de gerar intolerância 

tóxica. Este rápido desenvolvimento de resistência bacteriana para muitos dos 

antibióticos existentes provoca uma contínua busca de novos e mais eficazes 

produtos antimicrobianos (SALDANHA, 2013). 

Neste contexto, o uso de compostos de origem natural representa uma 

estratégia interessante no controle da formação de biofilmes microbianos. A 

quitosana, β (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose, que é o principal derivado da quitina, 

é um material de baixo custo, obtido de rejeitos da indústria pesqueira que possui 

inúmeras propriedades (SILVA, SANTOS e FERREIRA, 2006; JAYAKUMAR et al., 

2007) e tem se demostrado como uma alternativa viável, seja pela sua 

disponibilidade ou pela sua ação contra alguns micro-organismos (ABREU et al., 

2013).  

Como pontos positivos, a quitosana apresenta características como a 

biocompatibilidade e atoxidade. Portanto, torna-se possível seu uso como em 

produtos de aplicação farmacêutica e médica, na forma de comprimidos, hidrogéis 

ou filmes, sendo esta última de maior relevância devido à ação microbiana que estes 

filmes proporcionam (DIAS et al., 2013; SHAHZADI et al., 2016). 

No intuito de melhorar as limitações apresentadas por sua solubilidade, 

algumas modificações químicas são propostas objetivando conservar ou 

potencializar suas propriedades e ampliar a sua faixa de solubilidade 

(ZHAO‐SHENG et al., 2012). Entre as reações possíveis, destacam-se as de 

sulfatação, carboxialquilação, quaternização, e reações de guanilação e 

guanidinilação, dentre outras (ROBERTS, 1992).  



 

 

O grupo funcional guanidina desempenha um papel importante em sistemas 

biológicos, por isso está presente em muitos compostos de uma vasta gama de 

atividades farmacológicas (LEVALLET, LERPINIERE, KO, 1997). Dentre suas 

aplicações, os grupos guanidínicos podem-se destacar por seu uso como inibidor da 

gripe, bloqueadores neuronais de canais de cálcio e sódio, agentes 

anticonvulsivantes, agentes cardiotônicos, agentes anti-inflamatórios e agentes 

antimicrobianos (CUNHA et al., 2005; NGAMGA et al., 2007; OHARA et al.,2009). 

A busca de novas alternativas no controle de micro-organismos patogênicos 

constitui um crescente campo de estudo e dentre as novas abordagens encontra-se 

a investigação da ação antimicrobiana e inibitória da expressão de fatores de 

virulência por compostos purificados e modificados de origem natural objetivando o 

desenvolvimento de inovadoras ferramentas terapêuticas com atividades 

farmacológicas complementares ao arsenal disponível de drogas convencionais 

(BROWN et al., 2008; CEGELSKI et al., 2008). 

 

Material e Métodos 

Micro-organismos utilizados no estudo 

Foram utilizadas cepas padrão de Pseudomonas aeruginosa American Type 

Culture Collection (ATCC 9027) provenientes da coleção do Laboratório de 

Microbiologia da Universidade Estadual de Goiás (UEG – CCET).  

A manutenção das cepas foi realizada conforme descrito por Silva, Costa e 

Chinarelli (2008) com pequenas modificações. Primeiramente, foram realizados 

repique das cepas a fim de se obterem colônias isoladas. As cepas foram repicadas 

em meio sólido ágar cetrimida, pela técnica de esgotamento por estrias e as placas 

incubadas a 35ºC por 24 horas. Logo em seguida, foram transferidas de 3 a 5 

colônias isoladas e típicas para um tubo com 15 mL de caldo BHI (Brain Heart 

Infusion) + 20% de glicerol, seguidas de homogeneização em agitador de tubos 

(vórtex) por 15 segundos, após este procedimento os tubos foram incubados por 12 

horas a 35ºC. Em seguida, foram transferidas alíquotas de 1 mL para microtubos tipo 



 

 

Eppendorf, previamente esterilizados e devidamente rotulados. Posteriormente as 

alíquotas foram armazenadas a 8º C por sete dias e congeladas em freezer a -20ºC. 

As cepas foram reativadas em ágar cetrimida, pela técnica do esgotamento. 

As placas foram semeadas com auxílio de alças de platina e em seguida incubadas 

a 35°C por 24 horas. 

Inibição da formação de biofilmes "in vitro": determinação da biomassa total 

(polissacarídeos e bactérias) 

Foi utilizada a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2004) com algumas 

modificações. Resumidamente, as colônias de Pseudomonas aeuruginosa foram 

suspensas em 5 mL de solução fisiológica estéril 0,9 % e a suspensão foi ajustada a 

escala 0,5 McFarland (1,5x108 UFC mL-1). Em seguida foi transferido 1 mL da 

suspensão para 9 mL o caldo de Soja Tripticaseína (TSB) (1/10), ajustando o inóculo 

para 1,5x107 UFC mL-1.  

Depois, em cada poço de uma microplaca de poliestireno, contendo 100 μL do 

meio de cultura TSB, foram colocados 5 μL da suspensão celular para o crescimento 

do biofilme (1x105 UFC/mL), exceto nos poços de controle de esterilidade e de 

solventes, no qual foram colocados 100 µL de meio de cultura e os respectivos 

solventes. Os compostos testados foram Quito-guani 6B, Quito-guani 6H, Quito-

guani 6I, com concentrações previamente definidas com ensaios de CL50 para a 

avaliação da atividade inibitória dos compostos na formação de biofilmes 

bacterianos. 

 Tabela 1: Compostos isolados testados 

Compostos CL50 (mgL-1) Nível de Toxicidade 

Quito-guani 6B (Tiogui 2) 1202 Baixa 

Quito-guani 6H (Tiogui 8) 2124 Baixa 

Quito-guani 6I (Tiogui 9) 2100 Baixa 

As microplacas foram incubadas no intervalo de 24h, após este período foi 

feita a leitura visual. Em seguida, foram realizadas as leituras das densidades 



 

 

ópticas (DO) a 630 nm dos poços, posteriormente os meios de cultura foram 

retirados dos poços, e lavado três vezes com 200 μL com solução fisiológica estéril 

para a remoção das células não aderidas. 

Posteriormente, as placas foram tratadas segundo metodologia descrita por 

Naves et al. (2008). Resumidamente, foram adicionados 110 µL de cristal violeta a 

1% por 10 minutos, em seguida o corante foi desprezado e as placas lavadas cinco 

vezes com 200 µL de água destilada. As placas foram secadas a 35ºC por 20 

minutos, posteriormente foram adicionados 110 µL de etanol absoluto em cada poço 

para a coloração das bactérias aderidas e a placa incubada durante 10 minutos. 

Posteriormente, foram realizadas as leituras das densidades ópticas (DO) a 492 nm 

dos poços. 

A partir das densidades ópticas obtidas foram calculadas a formação de 

biofilme pela seguinte fórmula: FB = BA – PC (NAVES, 2009). Sendo que FB 

corresponde à formação do biofilme, BA é a densidade óptica a 492nm dos poços 

com as bactérias aderidas, PC representa as densidades ópticas dos poços controle 

não inoculados.  

A porcentagem de inibição da formação do biofilme foi calculada ao comparar 

a média dos valores de absorbância obtidos com o crescimento do biofilme tratado 

pelos compostos isolados e em combinação em relação aos valores de absorbância 

obtidos para os poços controle não inoculados. 

Análises estatísticas  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em ensaios 

independentes. As variáveis quantitativas geradas como os índices de formação de 

biofilmes e atividade inibitória da formação de biofilme foram analisadas 

descritivamente com o cálculo das médias e desvios padrão. Para avaliar o 

significado das diferenças entre a formação de biofilme na presença e na ausência 

dos compostos para a biomassa foi utilizado o teste t de Student pareado bicaudal 

(p< 0,01).  

 



 

 

Resultados e Discussão 

A Pseudomonas aeruginosa possui características que as posicionam entre 

as principais bactérias com habilidade de formar biofilme, uma vez que as condições 

para otimizar esta habilidade foram definidas no outro projeto do grupo, foi avaliada 

a atividade inibitória de compostos quitosânicos-guanidínicos nas concentrações 

previamente estudadas. 

Figura 1: Leitura visual da formação de biofilme em microplaca na presença de 

compostos quitosânico-guanidínicos. 

 

A partir da imagem observa-se que houve crescimento microbiano somente 

nas colunas 4 e 5 onde apresenta-se coloração roxa devido a fixação do corante 

cristal violeta no biofilme formado, nas outras colunas onde não houve crescimento e 

formação de biofilme permaneceu incolor. 

Os resultados da leitura da densidade óptica em espectrofotômetro estão 

expressos na tabela 2. 

Tabela 2: Inibição de biofilmes "in vitro" em microplacas na presença de 

compostos quitosânico-guanidínicos. 

 

 



 

 

Formação de Biofilme (Densidade óptica 492 nm) 

Compostos testados Concentração Cl50 (mg 

L-1)  

Pa 9027 (MED ± DP) 

Quito-guani 6B 1202 0,01 ± 0,01 

Quito-guani 6H 2124 0,01 ± 0,01 

Quito-guani 6I 2100 0,02 ± 0,02 

Diluente Solução aquosa de HCl 

1% 

0,01 ± 0,01 

Controle de viabilidade - 0,53 ± 0,15 

Controle de esterilidade - 0,05 ± 0,01 

 

Os resultados obtidos expressaram inibição da biomassa total dos biofilmes 

na presença dos compostos quitosânico-guanidínicos. Porém, os compostos foram 

solúveis somente em meio ácido, sendo utilizado como diluente, solução aquosa de 

HCl a 1%. Entretanto, a avaliação dos controles de diluente demonstraram que o pH 

ácido necessário para a diluição dos compostos testados inibiu o crescimento 

bacteriano e, portanto, produziu resultados inconclusivos sobre a natureza da 

inibição da formação de biofilmes das pseudomonas. 

Uma das limitações da quitosana é sua solubilidade em meios aquosos 

ligeiramente ácidos, e insolubilidade em meio neutros e alcalinos (ROBERTS, 1992), 

o que limita muitas de suas aplicações potenciais, dificultando assim a realização de 

testes biológicos. No intuito de melhorar as limitações apresentadas por sua 

solubilidade, algumas modificações químicas são propostas objetivando conservar 

ou potencializar suas propriedades e ampliar a sua faixa de solubilidade 

(ZHAO‐SHENG et al., 2012).  

 

Considerações Finais 

O intuito do projeto foi analisar a atividade inibitória de alguns compostos 

quitosânicos-guanidínicos sobre a formação de biofilme, porém devido as limitações 

de solubilidade dos compostos em meios ácidos que interferiram diretamente nos 

resultados, os resultados da ação dos compostos sobre a formação de biofilme não 



 

 

permitiram uma análise conclusiva, sendo necessária a alteração do desenho 

experimental ou teste deoutros compostos solúveis em condições fisiológicas de pH. 
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