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Resumo: Biofilmes séo descritos como sendo uma forma de vida microbiana séssil, caracterizada por
células, que estao irreversivelmente aderidas a uma superficie biética ou abiotica, sendo circundados
por uma complexa matriz de substancias poliméricas extracelulares, que aumentam a resisténcia
dessas células contra a acdo de agentes quimicos, como antibiéticos, detergentes e antissépticos.
Pseudomonas aeruginosa € um micro-organismo caracterizado por grande aptiddo para formar
biofilmes, sendo um patégeno oportunista e nosocomial frequente, responsavel por infeccdes em
diversos sitios do corpo humano, particularmente em pacientes imunocomprometidos. O controle
microbiano nas infeccdes hospitalares esta ligado a formacdo de biofiimes bacterianos em
dispositivos implantados e residentes, assim como a dificuldade de erradicagdo na antibioticoterapia.
Apesar do esforco continuo para o desenvolvimento de novos tratamentos, apenas um ndamero
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 inibitéria de compostos quitosanicos-guanidinicos sobre a formacdo de biofilme por

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 em microplacas de poliestireno.
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Introducéo

Biofilmes sdo sistemas biologicos formados por comunidades de células
agregadas, organizadas e funcionais embebidas em matriz extracelular composta
por substancias poliméricas, a qual possibilita a aderéncia irreversivel a superficies
bidticas ou abidticas (DONLAN & COSTERTON, 2002). A associacdo dos
organismos em biofilmes constitui uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento,
fomentando relagBes simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis
(SALDANHA, 2013; KASNOWSKI, et al. 2010).

Pseudomonas aeruginosa € um micro-organismo com grande aptiddo para
formar biofilmes e este processo ocorre com frequéncia em pacientes hospitalizados

e representa um aumento dos riscos de hospitalizacao principalmente para pacientes
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debilitados ou imunocomprometidas o que complica o tratamento das infeccbes
hospitalares. Outro agravante € o fato que seu genoma alberga genes que conferem
resisténcia aos antimicrobianos que torna a terapia contra este patégeno desafiadora
devido a falta de novas terapéuticas antimicrobianas. (FREITAS, SAND e
SIMONETT, 2010; FUENTEFRIA, et.al, 2008.)

Infeccbes por biofilmes microbianos séo geralmente tratadas clinicamente
com combinagfes de antibidticos em altas doses. No entanto, a administracdo de
multiplos antibidticos para controlar infeccbes tende a induzir a resisténcia
bacteriana e a formacdo de biofilmes recalcitrantes, além de gerar intolerancia
toxica. Este rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana para muitos dos
antibidticos existentes provoca uma continua 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 formacdo de biofilmes microbianos. A
quitosana, B (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose, que é o principal derivado da quitina,
€ um material de baixo custo, obtido de rejeitos da industria pesqueira que possuli
inimeras propriedades (SILVA, SANTOS e FERREIRA, 2006; JAYAKUMAR et al.,
2007) e tem se demostrado como uma alternativa viavel, seja pela sua
disponibilidade ou pela sua acdo contra alguns micro-organismos (ABREU et al.,
2013).

Como pontos positivos, a quitosana apresenta caracteristicas como a
biocompatibilidade e atoxidade. Portanto, torna-se possivel seu uso como em
produtos de aplicacdo farmacéutica e médica, na forma de comprimidos, hidrogéis
ou filmes, sendo esta ultima de maior relevancia devido a agcado microbiana que estes
filmes proporcionam (DIAS et al., 2013; SHAHZADI et al., 2016).

No intuito de melhorar as limitacbes apresentadas por sua solubilidade,
algumas modificacbes quimicas sdo propostas objetivando conservar ou
potencializar suas propriedades e ampliar a sua faixa de solubilidade
(ZHAO-SHENG et al.,, 2012). Entre as reacdes possiveis, destacam-se as de
sulfatacdo, carboxialquilacdo, quaternizacdo, e reacbes de guanilagcdo e
guanidinilacédo, dentre outras (ROBERTS, 1992).
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O grupo funcional guanidina desempenha um papel importante em sistemas

biolégicos, por isso estd presente em muitos compostos de uma vasta gama de
atividades farmacolégicas (LEVALLET, LERPINIERE, KO, 1997). Dentre suas
aplicacgfes, os grupos guanidinicos podem-se destacar por seu uso como inibidor da
gripe, bloqueadores neuronais de canais de célcio e soédio, agentes
anticonvulsivantes, agentes cardiotonicos, agentes anti-inflamatorios 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 patogénicos
constitui um crescente campo de estudo e dentre as novas abordagens encontra-se
a investigacdo da acdo antimicrobiana e inibitéria da expressdo de fatores de
viruléncia por compostos purificados e modificados de origem natural objetivando o
desenvolvimento de inovadoras ferramentas terapéuticas com atividades
farmacologicas complementares ao arsenal disponivel de drogas convencionais
(BROWN et al., 2008; CEGELSKI et al., 2008).

Material e Métodos

Micro-organismos utilizados no estudo

Foram utilizadas cepas padrdo de Pseudomonas aeruginosa American Type
Culture Collection (ATCC 9027) provenientes da colecdo do Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG — CCET).

A manutencdo das cepas foi realizada conforme descrito por Silva, Costa e
Chinarelli (2008) com pequenas modificacdes. Primeiramente, foram realizados
repique das cepas a fim de se obterem coldnias isoladas. As cepas foram repicadas
em meio soélido agar cetrimida, pela técnica de esgotamento por estrias e as placas
incubadas a 35°C por 24 horas. Logo em seguida, foram transferidas de 3 a 5
colénias isoladas e tipicas para um tubo com 15 mL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion) + 20% de glicerol, seguidas de homogeneizacdo em agitador de tubos
(vortex) por 15 segundos, apés este procedimento os tubos foram incubados por 12

horas a 35°C. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 1 mL para microtubos tipo
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Eppendorf, previamente esterilizados e devidamente rotulados. Posteriormente as
aliquotas foram armazenadas a 8° C por sete dias e congeladas em freezer a -20°C.

As cepas foram reativadas em agar cetrimida, pela técnica do esgotamento.
As placas foram semeadas com auxilio de alcas de platina e em seguida incubadas
a 35°C por 24 horas.

Inibicdo da formacgéao de biofilmes "in vitro": determina¢cdo da biomassa total
(polissacarideos e bactérias)

Foi utilizada a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2004) com algumas
modificagdes. Resumidamente, as colonias de Pseudomonas aeuruginosa foram
suspensas em 5 mL de solucéo fisiologica estéril 0,9 % e a suspenséao foi ajustada a
escala 0,5 McFarland (1,5x10®° UFC mL™). Em seguida foi transferido 1 mL da
suspensao para 9 mL o caldo de Soja Tripticaseina (TSB) (1/10), ajustando o inéculo
para 1,5x10" UFC mL™.

Depois, em cada pogo de uma microplaca de poliestireno, contendo 100 uL do
meio de cultura TSB, foram colocados 5 pL da suspensao celular para o crescimento
do biofilme (1x10° UFC/mL), exceto nos pocos de controle de esterilidade e de
solventes, no qual foram colocados 100 pL de meio de cultura e 0s respectivos
solventes. Os compostos testados foram Quito-guani 6B, Quito-guani 6H, Quito-
guani 61, com concentracfes previamente definidas com ensaios de ClLsp para a

avaliacdo da atividade inibitdria dos compostos na formacdo de biofilmes bacterianos.

Compostos CLso (mgL™) Nivel de Toxicidade
Quito-guani 6B (Tiogui 2) 1202 Baixa
Quito-guani 6H (Tiogui 8) 2124 Baixa

Quito-guani 61 (Tiogui 9) 2100 Baixa

Tabela 1: Compostos isolados testados

As microplacas foram incubadas no intervalo de 24h, apds este periodo foi
feita a leitura visual. Em seguida, foram realizadas as leituras das densidades

opticas (DO) a 630 nm dos pocos, posteriormente os meios de cultura foram
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retirados dos pogos, e lavado trés vezes com 200 pL com solucdao fisiologica estéril

para a remocéao das células ndo aderidas.

Posteriormente, as placas foram tratadas segundo metodologia descrita por
Naves et al. (2008). Resumidamente, foram adicionados 110 pL de cristal violeta a
1% por 10 minutos, em seguida o corante foi desprezado e as placas lavadas cinco
vezes com 200 pyL de agua destilada. As placas foram secadas a 35°C por 20
minutos, posteriormente foram adicionados 110 uL de etanol absoluto em cada poco
para a coloracdo das bactérias aderidas e a placa incubada durante 10 minutos.
Posteriormente, foram realizadas as leituras das densidades 6pticas (DO) a 492 nm

dos pocos.

A partir das densidades Opticas obtidas foram calculadas a formacéo de
biofilme pela seguinte formula: FB = BA — PC (NAVES, 2009). Sendo que FB
corresponde a formacéo do biofiime, BA € a densidade Optica a 492nm dos poc¢os
com as bactérias aderidas, PC representa as densidades Opticas dos pocos controle

nao inoculados.

A porcentagem de inibicdo da formacéo do biofilme foi calculada ao comparar
a média dos valores de absorbéancia obtidos com o crescimento do biofilme tratado
pelos compostos isolados e em combinacdo em relacdo aos valores de absorbancia

obtidos para os pocos controle ndo inoculados.

Anélises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em ensaios
independentes. As variaveis quantitativas geradas como os indices de formacao de
biofilmes e atividade inibitéria da formacdo de biofiime foram analisadas
descritivamente com o calculo das médias e desvios padrdo. Para avaliar o
significado das diferencas entre a formacéo de biofilme na presenca e na auséncia
dos compostos para a biomassa foi utilizado o teste t de Student pareado bicaudal
(p< 0,01).

Resultados e Discusséao
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A Pseudomonas aeruginosa possui caracteristicas que as posicionam entre

as principais bactérias com habilidade de formar biofilme, uma vez que as condicfes
para otimizar esta habilidade foram definidas no outro projeto do grupo, foi avaliada
a atividade inibitéria de compostos quitosanicos-guanidinicos nas concentracdes

previamente estudadas.

Figura 1: Leitura visual da formacédo de biofilme em microplaca na presenca de

compostos quitosanico-guanidinicos.

A partir da imagem observa-se que houve crescimento microbiano somente
nas colunas 4 e 5 onde apresenta-se coloracdo roxa devido a fixagdo do corante
cristal violeta no biofilme formado, nas outras colunas onde ndo houve crescimento e

formacéao de biofilme permaneceu incolor.

Os resultados da leitura da densidade 6ptica em espectrofotdbmetro estao

expressos na tabela 2.

Tabela 2: InibicAdo de biofilmes "in vitro" em microplacas na presenca de

compostos quitosanico-guanidinicos.

Formacéo de Biofilme (Densidade 6ptica 492 nm)

Compostos testados Concentracéo Clsg (Mg Pa 9027 (MED % DP)
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L™
Quito-guani 6B 1202 0,01 +0,01
Quito-guani 6H 2124 0,01 £0,01
Quito-guani 6l 2100 0,02 £ 0,02
Diluente Solucéo aquosa de HCI 0,01 £0,01

1%
Controle de viabilidade - 0,53+0,15
Controle de esterilidade - 0,05+0,01

Os resultados obtidos expressaram inibicdo da biomassa total dos biofilmes
na presenca dos compostos quitosanico-guanidinicos. Porém, os compostos foram
soluveis somente em meio acido, sendo utilizado como diluente, solugdo aquosa de
HCl a 1%. Entretanto, a avaliacdo dos controles de diluente demonstraram que o pH
acido necessario para a diluicdo dos compostos testados inibiu o crescimento
bacteriano e, portanto, produziu resultados inconclusivos sobre a natureza da
inibicdo da formacao de biofilmes das pseudomonas.

Uma das limitacbes da quitosana € sua solubilidade em meios aquosos
ligeiramente acidos, e insolubilidade em meio neutros e alcalinos (ROBERTS, 1992),
0 que limita muitas de suas aplicacdes potenciais, dificultando assim a realizacéo de
testes biologicos. No intuito de melhorar as limitacbes apresentadas por sua
solubilidade, algumas modificacbes quimicas sao propostas objetivando conservar
ou potencializar suas propriedades e ampliar a sua faixa de solubilidade
(ZHAO- SHENG et al., 2012).

Consideracfes Finais

O intuito do projeto foi analisar a atividade inibitéria de alguns compostos
guitosanicos-guanidinicos sobre a formacao de biofilme, porém devido as limitacdes
de solubilidade dos compostos em meios acidos que interferiram diretamente nos
resultados, os resultados da acdo dos compostos sobre a formacado de biofilme néo
permitiram uma analise conclusiva, sendo necesséaria a alteracdo do desenho

experimental ou teste deoutros compostos sollveis em condicdes fisiologicas de pH.
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