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RESUMO

A maioria dos micro-organismos encontra-se integrados em comunidades denominadas
“biofilme”. Dentre estes se destaca a Pseudomonas aeruginosa, um patégeno oportunista de
vegetais, animais e humanos, frequentemente associado a infec¢gdes nosocomiais dificeis de
serem erradicadas devido a presenca de biofilme. Os antibi6ticos fluoroquinolonas, tais como
a ciprofloxacina (CIP), sdo utilizados contra esta bactéria, entretanto, mecanismos de
resisténcia vem sendo desenvolvidos por este micro-organismo. Assim, novas formas de
controle microbiano tém sido alvo de inimeras pesquisas a fim de substituir ou potencializar
0s métodos convencionais. Para esse fim, peptideos antimicrobianos (AMPs) obtidos de
diversos seres vivos representam uma alternativa para o desenvolvimento de novas drogas.
Formas sintéticas analogas ao AMP Hilina al (Hy-al), isolado da espécie Hypsiboas
albopunctatus, tem demonstrado excelente eficdcia antimicrobiana, dentre os quais se
destacam o peptideo Lys-[Trp°lhy-al (Lys-al). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
verificar a influéncia do peptideo Lys-al na atividade antimicrobiana de CIP contra o micro-
organismo patogénico Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A concentracdo inibitdria
minima (CIM), a concentracdo bactericida minima (CBM) e a curva de morte foram
determinadas para a CIP e a Lys-al, separadamente. A influéncia da Lys-al na atividade
antimicrobiana da CIP foi verificada pela metodologia checkerboard com quantificacdo da
biomassa e do numero de células viaveis do biofilme através da coloracao pelo cristal violeta
e contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC), respectivamente. Os valores de CIM e
CBM da Lys-al foi de 125 pg.mL™, e para a CIP foi de 0,24 ¢ 0,48 pg.mL™, respectivamente.
Os dados mostraram que tanto a CIP quanto a Lys-al sdo potentes antimicrobianos contra P.
aeruginosa, sendo capazes de inibir tanto o crescimento plancténico como o desenvolvimento
do biofilme. A interacdo das substancias foi interpretada pelo indice de concentracdo
inibitoria fracional (ICIF) e mostrou um efeito aditivo, estabelecendo uma diminuicao de 16
vezes da CIM e da CBM da CIP, quando combinada com a Lys-al. Esta influéncia foi
observada também na cinética de morte e na atividade antibiofilme. Em concluséo, o efeito
aditivo entre a Lys-al e a CIP na atividade antimicrobiana sugere que o peptideo tem
potencial como um agente terapéutico e adjuvante para o tratamento de doencas infecciosas

causadas por P. aeruginosa, podendo habilitar o uso de concentra¢cdes menores do antibidtico.

Palavras-chave: Biofilme. Pseudomonas aeruginosa. Ciprofloxacina.  Peptideo

antimicrobiano.



ABSTRACT

Most microorganism lies embedded in communities called "biofilms". Among these stand out
Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen of plants, animals and humans,
frequently associated with nosocomial infections difficult to be eradicated due to the presence
of biofilm. The fluoroquinolone antibiotics such as ciprofloxacin (CIP) against this bacterium
are used, however, the mechanism of resistance has been developed for this microorganism.
Thus, new forms of microbial control have been the subject of numerous studies in order to
replace or enhance conventional methods. For this purpose, antimicrobial peptides (AMPS)
obtained from various living beings represent an alternative to the development of new drugs.
Synthetic forms analogous to Hylin al AMP (Hy-al), isolated from species Hypsiboas
albopunctatus, has shown excellent antimicrobial efficacy, among which stand out the peptide
Lys-[Trp®lhy-al (Lys-al). Thus, the aim of this work was to verify the influence of the
peptide Lys-al in antimicrobial activity of CIP against pathogenic microorganism
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (MBC) and the curve death were determined to CIP and Lys-al
separately. The influence of Lys-al in the antimicrobial activity of the CIP has been verified
by the checkerboard method to quantify the biomass and the number of viable cells in
biofilms by crystal violet staining and counting of colony forming units (CFU), respectively.
The MIC and MBC values of Lys-al was 125 pug.mL™ and the CIP was 0.24 and 0.48 pg.mL’
! respectively. The data showed that both the CIP as Lys-al are potent antibiotics against P.
aeruginosa is able to inhibit both the planktonic growth and biofilm development. The
interaction of substances interpreted by the fractional inhibitory concentration index (FICI)
and showed an additive effect, establishing a decrease of 16 times the MIC and MBC of the
CIP, when combined with the Lys-al. This effect was also observed in the kinetics of death
and antibiofilm activity. In conclusion, the additive effect of the Lys-al and CIP in
antimicrobial activity suggests that the peptide has potential as a therapeutic agent and an
adjuvant for the treatment of infectious diseases caused by P. aeruginosa can enable the use

of lower concentrations of the antibiotic.

Keywords: Biofilm. Pseudomonas aeruginosa. Ciprofloxacin. Antimicrobial peptide.
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1 INTRODUCAO

O estudo de diversos ecossistemas tem mostrado que a grande maioria dos micro-
organismos existe na natureza associados a uma superficie formando comunidades. Estas
constituem um sistema incluido em uma matriz formada por material extracelular derivado
das proprias células e do ambiente chamado de “biofilme” (MARSH e MARTIN, 2005).

Os biofilmes estdo relacionados a diversas atividades humanas gerando alguns
beneficios, como a biodegradacdo de poluentes ambientais, no entanto, ocasionam prejuizos
ao homem por serem responsaveis por danos nas industrias de alimentos, pela biocorroséo de
equipamentos e, sobretudo por contribuiram para o estabelecimento de doencas infecciosas e
dificultarem o tratamento das mesmas pela tolerdncia que apresenta aos antibi6ticos
comumente utilizados (LI et al., 2012a; SREY; JAHID; HA, 2013; MEESTERS; VAN
GROENESTIIN; GERRITSE, 2003; CHEN; WEN, 2011; SUN et al., 2013).

A Pseudomonas aeruginosa € um patogeno oportunista relacionado,
principalmente, as infecgdes nosocomiais (KERR; SNELLING, 2009). Uma vez adquiridas,
infeccdes por P. aeruginosa sdo dificeis de serem erradicadas devido aos seus mecanismos de
resisténcia e pela expressao dos fatores de viruléncia caracteristicos deste micro-organismo
(BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011). Esta bactéria vem
adquirindo cada vez mais importancia nas ultimas décadas para as instituicdes publicas de
salde, pois é responsavel por muitos casos de infec¢des cronicas e recorrentes, sobretudo pela
presenca de biofilme, que confere protecdo a atuacdo de antibidticos devido a barreira fisica
formada pela matriz extracelular e pelos mecanismos genéticos de resisténcia que sao
adquiridos pelos micro-organismos neste sistema (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-
NUNEZ; HANCOCK, 2011; DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

Os antibioticos fluoroquinolonas, tais como a ciprofloxacina, apresentam largo
espectro de acdo contra diversos patdgenos, incluindo bactérias Gram-negativas como a P.
aeruginosa que, geralmente, sdo mais resistentes aos antibioticos. Entretanto, cepas
multirresistentes deste patégeno vém sendo isoladas de diversos tipos de amostras clinicas.
Assim, novas formas de controle microbiano tém sido alvo de inimeras pesquisas a fim de
substituir ou potencializar os métodos convencionais (RANG et al., 2007; WANG; LEE;
PENG, 2014; LEE et al., 2010; DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

Neste contexto, a busca por hovos compostos antimicrobianos tem sido foco de
pesquisas no campo da Microbiologia. Os peptideos antimicrobianos sdo um grupo

heterogéneo de moléculas encontradas em diversos organismos, tais como anfibios e
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mamiferos, apresentando ampla atividade antibacteriana e antifungica, constituindo assim
uma alternativa para a inddstria farmacéutica (LI et al., 2012b). Formas sintéticas anélogas
aos peptideos naturais tém sido desenvolvidas com o objetivo de desenvolver compostos
eficientes para o controle microbiolégico que sejam, a0 mesmo tempo, desprovidos de efeitos
citotdxicos contra células humanas (LIU et al., 2011; TORCATO et al., 2013).

O peptideo sintético Lys-[Trp°]hy-al, derivado do peptideo antimicrobiano Hilina
al, foi sintetizado com algumas modificagGes estruturais em relacdo ao peptideo original.
Estas modificacfes ocorreram no N-terminal da molécula, onde foi acrescentada uma lisina, e
também pela substituicdo de uma leucina por um triptofano na posicdo 6. Tais mudancas
resultaram em um peptideo com um acréscimo na sua carga positiva e, provavelmente, por
consequéncia disso vém se mostrando como um excelente agente antimicrobiano contra
bactérias e fungos (CRUSCA et al., 2011; SILVA, et al., 2013)

Dentre as inumeras possibilidades de uso dos peptideos sintéticos, o estudo sobre
sua utilizacdo como adjuvante de antibioticos vem gerando inumeras publicacdes e representa
uma alternativa para a superacdo dos mecanismos de resisténcia que vem sendo apresentada

pelos micro-organismos (CHOI; LEE, 2012).



Capitulo 2 — Reviséo de literatura

Biofilmes
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2 BIOFILMES

2.1 Aspectos gerais

O termo biofilme é usado para descrever comunidades de micro-organismos
aderidas a uma superficie. Estes organismos sdo organizados em uma matriz tridimensional
formada por material extracelular derivado das proprias células e do ambiente (MARSH e
MARTIN, 2005). Estes sdo compostos geralmente por diferentes espécies que estabelecem
relacdes de sinergismo e mutualismo, gerando beneficios cooperativos para o favorecimento
do crescimento da comunidade (RICKARD et al., 2006; OKUDA et al., 2012).

A formacdo de biofilme é favorecida pela presenca de uma éarea rica em nutrientes
onde as bactérias se aderem em busca de um melhor habitat. Neste processo sdo adquiridas
propriedades que determinam o sucesso da instalacdo dos micro-organismos, dentre as quais
se destacam a presenca da matriz exopolissacaridica, que garante uma série de beneficios
contra condi¢des adversas do ambiente, tais como estresse osmatico e presenca de antibidtico
e contra a fagocitose por células do sistema imune (JEFFERSON, 2004).

Os micro-organismos preferem viver aderidos a uma superficie formando
biofilmes, sobretudo pelas vantagens que este sistema oferece. As pesquisas realizadas nos
altimos anos sobre o crescimento de micro-organismos nestas comunidades mostram a
relacdo dos biofilmes em varias atividades humanas, especialmente no que diz respeito a
salde publica (SUN et al.,, 2013). Além disso, embora estejam envolvidos em muitos
processos benéficos, como a biodegradacdo de poluentes ambientais, 0s biofilmes ocasionam
prejuizos materiais provenientes da biocorrosao de equipamentos (SREY; JAHID; HA, 2013;
LI et al., 2012a; MEESTERS; VAN GROENESTIIN; GERRITSE, 2003).

A formacdo de biofilme por patdégenos microbianos € um fator clinicamente
relevante por gerar infeccdes que tendem a ser crdnicas e recorrentes, devido a resisténcia a
acdo do sistema de defesa do hospedeiro e a tolerdncia aos agentes antimicrobianos
convencionais. Um exemplo classico da relacdo dos biofilmes em infeccdes cronicas é a
presenca de P. aeruginosa em pacientes acometidos por fibrose cistica. Devido a importancia
dos biofilmes para a salde humana, pesquisas nesta area estdo constantemente sendo
realizadas na tentativa de desenvolver estratégias terapéuticas eficientes para a erradicacao
dos biofilmes microbianos (SUN et al., 2013).
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2.2 Processo de formacao dos biofilmes

De acordo com Joo e Otto (2012), a formacdo de um biofilme ocorre basicamente
em trés etapas (Figura 1). Inicialmente ocorre a ligacdo da célula a uma superficie e formagéo
de microcolonias, em seguida ocorre a proliferacdo celular culminando na maturacdo do
biofilme. Na ultima etapa acontece o destacamento ou dispersao, onde células sdo recrutadas
para ambientes préximos, podendo determinar o surgimento de novos biofilmes.

A etapa inicial da formacdo do biofilme ocorre pela interagdo com uma superficie
condicionante, também chamada de filme condicionante ou pelicula adquirida, que ira
proporcionar condigdes para a instalagédo do biofilme. O deslocamento dos micro-organismos
até a superficie ocorre através de mecanismos passivos, no caso de bactérias que ndo possuem
apéndices celulares relacionados a motilidade, e mecanismos ativos, em bactérias que
apresentam estruturas para a motilidade, como o flagelo e o pili (Figura 1) (JOO; OTTO,
2012; PETROVA,; SAUER, 2012).

A ancoragem das bactérias a superficie ocorre através de interacdes eletrostaticas
e hidrofébicas, que podem ser reversiveis ou irreversiveis. Esta interacdo acontece entre
moléculas especificas da pelicula condicionante e as adesinas celulares, como o flagelo, o pili
e o glicocalice. Com relacdo aos biofilmes no corpo humano, as bactérias asseguram a
aderéncia por meio de ligacdes entre proteinas da superficie bacteriana com algumas proteinas
presentes nos tecidos, tais como a fibronectina, o fibrinogénio, a vitronectina e a elastina, que
sdo referidas como MSCRAMMSs (microbial surface component recognizing adhesive matrix
molecules) (JEFFERSON, 2004; DUNNE, 2002; JOO; OTTO, 2012).

As células que se ligam de forma irreversivel consolidam o processo de adeséo
dando inicio a proliferacdo celular e a producdo de substancias extracelulares poliméricas do
inglés “extracellular polymeric substances” (EPS), que ira proporcionar a coadesdo de
colonizadores secundarios, formando aglomerados de bactérias e permitindo a formacao de
um biofilme de véarias camadas (Figura 1). Além disso, a EPS fornece protecdo contra
antibioticos e as defesas do hospedeiro que poderiam interferir no desenvolvimento do
biofilme, podendo também representar um mecanismo de armazenamento de glicose
(RICKARD et al., 2003; JOO; OTTO, 2012; JEFFERSON, 2004).

Os biofilmes maduros contém canais que sdo essenciais para fornecer nutrientes
para as células em camadas mais profundas, proporcionando um ambiente favoravel para a
sobrevivéncia das bactérias. Quando a densidade populacional alcanga um nivel limiar, séo

produzidos estimulos para a dispersdo do biofilme. Tais estimulos sdo provenientes de
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alterac6es na disponibilidade de nutrientes e oxigénio, e pela presenca de produtos toxicos.
Nesta etapa, nas camadas mais externas comegam a surgir organismos planctonicos que
escapam do biofilme e colonizam outras superficies, enquanto que as células mais proximas
da superficie diminuem a atividade metabdlica ou morrem (Figura 1). Estudos tém indicado
que biossurfactantes facilitam a dispersdo das células do biofilme e que este processo pode ser
condicionado pela expresséo de genes dependentes da densidade populacional, os quais s&o
regulados por moléculas sinalizadoras do sistema de Quorum Sensing (QS) (JOO; OTTO,
2012; DUNNE, 2002; PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007; ABEE et al., 2011).

Figura 1 — Modelo de desenvolvimento de um biofilme. Inicialmente ocorre o transporte das bactérias a uma
superficie, de forma passiva, no caso de bactérias que ndo apresentam motilidade (amarelo) e ativa em bactérias
com motilidade (vermelho). A aderéncia é mediada por interacBes especifica entre proteinas bacteriana e
proteinas da superficie ou por interacGes hidrofébicas com uma superficie abidtica. Os passos seguintes sdo a
proliferacéo e incorporacdo de uma matriz extracelular, culminando na maturacéo e disperséo do biofilme.

Aderéncia Maturagao Dispersdo
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N
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& €98s
e ——
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Fonte: modificado de JOO; OTTO, 2012.

2.3 Metabolismo do biofilme

Para uma completa maturacdo dos biofilmes os substratos metabolicos necessarios
para o0 seu desenvolvimento precisam estar disponiveis no ambiente, caso contrario, 0s micro-

organismos desagregam-se e passam a viver em estado planctonico (CERCA; JEFFERSON,
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2012). Os biofilmes possuem diferentes perfis de concentracdo de substancias. Isso resulta
em diferentes ambientes de crescimento que pode vir a conduzir a diversidade metabdlica e a
distribuicdo espacial das espécies, além de influenciar na estruturacdo do biofilme. Desta
forma, as caracteristicas do metabolismo das bactérias dentro de um biofilme séo distintas das
caracteristicas apresentadas na forma plancténica (MCLEAN et al., 2008).

As limitacbes de difusdo de substancias na estrutura do biofilme resultam em
variacOes na disponibilidade de nutrientes e oxigénio, bem como em alteragcbes no pH.
Portanto, as bactérias presentes nos biofilmes séo inevitavelmente heterogéneas em relacdo a
atividade metabdlica (DAVEY; O'TOOLE, 2000; BABAUTA et al., 2012; KOLEY et al.,
2011). Por outro lado, os canais intercalados ao longo do biofilme nas &reas circundantes das
microcoldnias proporcionam interagdes metabdlicas e constituem um meio eficaz de troca de
nutrientes (DAVEY; O'TOOLE, 2000).

A capacidade de sobreviver em baixas concentra¢fes de nutrientes constitui uma
das mais importantes estratégias de sobrevivéncia no biofilme. Nestas condicGes as bactérias
interrompem o0 metabolismo de uma forma regulada que maximiza as chances de
sobrevivéncia por um periodo de tempo mais longo. Eventualmente, também ocorre a
paralisacdo dos alvos dos antibioticos, tornando-as mais resistentes (NGUYEN et al., 2011).

A estruturacdo do biofilme também esta relacionada com as variacbes na
concentracdo de nutrientes disponiveis. Chavez de paz (2012) demonstrou que o
desenvolvimento de um biofilme multiespécie formado por bactérias envolvidas na
periodontite é afetado pela baixa atividade metabdlica das células, que consequentemente é
resultado da diminuicdo na concentracdo de glicose disponivel. O efeito de diferentes
condicBes de nutrientes na formacdo de biofilme também foi estudado em algumas
pseudomonas, onde foi demonstrado que a dispersdo do biofilme pode ser induzida pela
auséncia de um fluxo adequado de nutrientes ou por consequéncia de um aumento subito na
disponibilidade de substratos tais como o carbono (HUNT et al., 2004; SAUER et al., 2004;
ROCHEX; LEBEAULT, 2007).

2.4 Matriz extracelular polimérica

Os biofilmes sdo formados basicamente por células microbianas e substancias
extracelulares poliméricas produzidas pelas préprias células, que geralmente sdo denominadas

de "exopolissacarideos", "polissacarideos extracelulares”, "exopolimeros” ou simplesmente de
EPS (LIN et al., 2014).
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A EPS é formada principalmente por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos
e lipidios, constituindo cerca 90% da massa, em peso seco, do biofilme. Esta estrutura
desempenha um papel importante na fase inicial do desenvolvimento do biofilme, uma vez
que pode contribuir para a formagdo de uma pelicula para a adeséo das células. Além disso, as
interacbes fisico-quimicas, tais como forcas de Van der Waals e ligacGes de hidrogénio,
estabelecidas entre os componentes da matriz, levam a uma estabilidade mecanica e estrutural
do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; AZEVEDO; CERCA, 2012).

A importéncia da presenca da EPS nos estagios iniciais e tardios da formacao de
biofilme tem sido demonstrada pela expressdo de genes envolvidos na sintese de
polissacarideo (JEFFERSON, 2004). Foi mostrado também, que a acumulagdo sequencial de
EPS durante a formacéo de biofilme, forma uma complexa matriz tridimensional que conduz
a uma arquitetura altamente compartimentalizada no interior do biofilme (XIAO et al., 2012).

A sobrevivéncia do biofilme depende, sobretudo, da protecdo que a EPS confere
aos micro-organismos. Esta estrutura oferece protecdo contra as condi¢Ges adversas do
ambiente, tais como a presenca de celulas do sistema imunoldgico e radiacdo ultravioleta,
alem de proporcionar uma incorporacdo mais lenta de substéncias bactericidas. Além disso, a
EPS tem importante funcdo no metabolismo do biofilme por servir como fonte de glicose, por
armazenar agua e nutrientes e por conter enzimas extracelulares, permitindo que particulas
advindas do ambiente e de células mortas sejam metabolizadas e utilizadas como fontes de
energia (FLEMMING; WINGENDER, 2010; AZEVEDO; CERCA, 2012).

Devido a importancia na formacédo e na sobrevivéncia do biofilme, a EPS tem sido
alvo de pesquisas que buscam caracterizar esta estrutura e planejar estratégias para evitar a
formacdo e maturacdo dessas comunidades microbianas em ambientes indesejaveis (SHENG;
YU; LI, 2010; XIAO et al., 2012; LIN et al., 2014; WANG et al., 2014).

2.5 Comunicacao celular em biofilmes

A comunicacdo entre 0s micro-organismos presentes no biofilme, seja este
formado por uma Unica espécie ou por espécies distintas, € mediada por diferentes sinais
quimicos que sdo sintetizados e secretados para 0 ambiente. Estes sinais vao determinar a
formacdo do biofilme e outras atividades de cooperacdo entre as células, contribuindo para a
manutencdo da biodiversidade e da homeostase deste sistema. Esta forma de comunicacgéo é
denominada de Quorum Sensing (QS) e esta relacionada com a densidade celular no biofilme
(WATERS; BASSLER, 2005; LI; TIAN, 2012).
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O QS é mediado pela presenca de pequenas moléculas de sinalizacdo
denominadas de autoindutores. Estes sdo sintetizados intracelularmente pelos micro-
organismos durante o seu desenvolvimento e s&o continuamente libertados para o meio
externo. Consequentemente, estas moléculas sdo acumuladas proporcionalmente ao aumento
da densidade da populagcdo microbiana. Quando esta concentragdo atinge um determinado
nivel limiar, uma cascata de transducdo de sinais é desencadeada gerando mudancas na
expressdo de genes que beneficiam a comunidade microbiana como um todo. A natureza
destes sinais quimicos, bem como os receptores, 0s mecanismos de transducdo de sinais e a
resposta fenotipica diferem entre as diferentes espécies bacterianas (LI; TIAN, 2012;
GALLOWAY et al., 2012).

O sistema QS foi originalmente descoberto em 1979, na bactéria marinha Vibrio
fischeri, como um método envolvido no controle de produgdo de luz. Desde entdo, este
sistema tem sido estudado amplamente em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(WATERS; BASSLER, 2005 GALLOWAY et al., 2012). Com relagcdo as Gram-negativas, as
moléculas de sinalizacdo (autoindutoras) sdo acil homoserina lactonas (AHLS), cuja sintese é
dependente de proteina Luxl. O aumento na concentracdo de AHLS, em resposta a densidade
celular, € reconhecido pela proteina LuxR que liga-se ao um promotor especifico do DNA e
ativa a transcricdo de um gene alvo (GALLOWAY et al., 2012).

Esse sistema tem sido amplamente caracterizado em bactéria Gram-negtaivas tais
como a P. aeruginosa, que apresenta um QS altamente complexo, constituido por dois
circuitos interligados formados pelos sistemas las e rhl. Estes sdo regulados pelas homoserina
lactonas (HSL) autoindutoras N-3-oxo-dodecanol homoserina lactona (30-Cy,-HSL) e N-
butil-homoserina lactona (C4-HSL), respectivamente (SCHUSTER et al., 2003). Muitos dos
fatores que contribuem para a patogenicidade do biofilme de P. aeruginosa sdo controlados
por um sistema sensorial de QS que determina a producdo de varias substancias, dentre elas
os ramnolipideos. Estes, além de serem um importante fator de viruléncia, também sao
essenciais para a formacdo do biofilme deste patogeno (JENSEN et al., 2007; PAMP;
TOLKER-NIELSEN, 2007).

2.6 Aspectos genéticos dos biofilmes
Os micro-organismos quando associados em biofilme apresentam expressao

génica diferente da forma planctonica (WHITELEY et al., 2001). Estas mudangas ocorrem

por consequéncia da transferéncia horizontal de material genético entre as células no interior
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do biofilme. Este ambiente também favorece a répida propagacdo de fagos, bem como a
conjugacdo e absorcdo de DNA plasmidial, resultando no aumento da diversidade genética
(JEFFERSON, 2004). Estes processos podem trazer alguns beneficios para a sobrevivéncia
dos micro-organismos, como a obtencdo de genes que irdo determinar resisténcia a 0s
antibioticos (FERNANDEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011).

Além disso, a propria alteracdo do modo de vida bacteriano de planctonico para
biofilme é um fator que afeta de forma direta a expressdo génica dos micro-organismos.
Mudancas nas propriedades genéticas das células bacterianas ocorrem nas diferentes fases de
formacdo do biofilme. Estudos indicam que na etapa de adesdo das bactérias hd uma
expressao dos genes para a sintese do pili e do flagelo e que estes séo reprimidos em etapas
posteriores do desenvolvimento por ndo serem necessarios para a manutencdo do biofilme
(WHITELEY et al., 2001).

Em um biofilme, tipos de células especializadas, incluindo células persistentes
que demonstram resisténcia aos antibioticos, muitas vezes surgem devido a diferencas na
expressdo de genes. Essa diferenciacdo celular em comunidades bacterianas geralmente esta
relacionada com o ambiente ao qual estdo expostos, bem como a presenca de um gradiente
diferencial de nutrientes, oxigénio e elétrons, que cria microambientes para que as células
respondam alterando sua expressdo génica (DE LA FUENTE-NUNZ et al., 2013). Alteracoes
também foram observadas na morfologia das colénias de subpopulacdes presentes em um
mesmo biofilme. Em Streptococcus pneumoniae, por exemplo, foi observada a presenca de
colénias com caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas para cada etapa do
desenvolvimento do biofilme (ALLEGRUCCI; SAUER, 2007).

No processo de diferenciacdo das caracteristicas genéticas no biofilme deve se
considerar também a presenca de organismos de espécies diferentes. Neste contexto, ocorre a
expressdo de genes responsaveis pela interacdo entre os diferentes micro-organismos,
favorecendo a comunicacdo entre espécies distintas e determinando a formacdo de biofilmes
multiespécies (SILVERMAN et al., 2010).



Capitulo 3 — Reviséo de literatura
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3 Pseudomonas aeruginosa

3.1 Caracteristicas gerais

A espécie Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae, um
grupo de organismos clinicamente importantes caracterizados como bacilos Gram-negativos,
aerobios e ndo fermentadores. Os representantes do género Pseudomonas possuem forma de
bastonetes retos ou ligeiramente curvados, apresentando motilidade por meio de um ou mais
flagelos polares. Algumas cepas tém aparéncia mucoide e produzem pigmentos sollveis em
agua como, por exemplo, a piocianina que confere uma pigmentacdo verde-azulada
caracteristica das colonias (MURRAY et al., 2004). Em condi¢Bes aerodbicas, utilizam
carboidratos atraves do metabolismo respiratorio e 0 oxigénio como aceptor final de elétrons,
podendo também crescer anaerobicamente utilizando nitrato ou arginina como aceptor
alternativo de elétrons (HASSETT et al., 2002).

O género Pseudomonas apresenta ampla distribuicdo no ambiente, com
preferéncia por locais Umidos, sendo encontradas no solo, em matéria orgéanica em
decomposicdo, na vegetacdo e na agua. Estes micro-organismos metabolizam uma grande
variedade de substratos, exercendo funcdo importante no ciclo do carbono na natureza, na
decomposicdo de compostos quimicos e em aplicacbes biotecnoldgicas como
biorremediadores (MURRAY et al., 2004; YOSHIDA et al., 2009). Além disso, séo utilizadas
na producdo de antibidticos, sideréforos, biossensores e biossurfactantes (MAVRODI et al.,
2006; MOSSIALOS; AMOUTZIAS, 2007; KUMAR et al., 2008; REIS et. al., 2011).

As Pseudomonas estdo incluidas entre os patdgenos oportunistas de vegetais,
animais e seres humanos. Estdo frequentemente relacionadas as infec¢@es nosocomiais, sendo

a P. aeruginosa a mais comum e a de maior importancia clinica (KERR; SNELLING, 2009).

3.2 Fatores de viruléncia

A P. aeruginosa apresenta estruturas celulares e produz varias toxinas e enzimas
que sdo caracterizadas como fatores de viruléncia por potencializarem sua patogenicidade.
Estas estruturas sdo as adesinas, a capsula polissacaridica e a endotoxina lipopolissacaridica.
Dentre os exoprodutos (toxinas e enzimas) estdo as exotoxinas A, S e T, as elastases, a

protease alcalina, a fosfolipase C, os ramnolipidios e a piocianina (MURRAY et al., 2004).
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3.2.1 Adesinas

Adesinas sdo proteinas envolvidas na adesdo das bactérias a uma superficie,
proporcionando a adaptacdo das células para diferentes condi¢des ambientais e agindo como
um fator de viruléncia contra o hospedeiro. Existem duas classes principais de adesinas, as
fimbriais, composta de heteropolimeros de vérias subunidades, e as ndo fimbrias, formadas de
uma Unica proteina ou um homotrimero (GERLACH; HENSEL, 2007).

As adesinas fimbriais ou pili, sdo apéndices filamentosos que se apresentam de
forma mais proeminentes em bactérias Gram-negativas, onde estdo ancoradas dentro da
membrana externa. Estas estruturas estabelecem a adesdo da bactéria através da interagdo com
receptores presentes na superficie (GERLACH; HENSEL, 2007), além de mediarem a
transferéncia de DNA (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). O pili tipo IV € uma importante
adesina presente em P. aruginosa, sendo fundamental para a agregacdo de células em
microcoldnias e formagdo de biofilmes (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999),
aléem de promover os mecanismos de motilidade da bactéria (CONRAD et al., 2011) e atuar
como receptores para bacteriofagos (HOLLAND; SANZ; PERHAM, 2006).

O flagelo de P. aeruginosa é outra adesina que, assim como o pili, confere
motilidade as bactérias e estda envolvida na viruléncia deste patdgeno, contribuindo para
aderéncia da bactéria as celulas epiteliais e favorecendo o estabelecimento de infeccGes
(LILLEHOJ; KIM; KIM, 2002; FELDMAN et al., 1998). Foi relatado também que a presenca
do flagelo, bem como a presenca da proteina flagelina purificada, auxilia na resposta
inflamatéria (KIM et al., 2014). Além disso, o flagelo atua como um mediador do primeiro
contato fisico da bactéria a uma superficie, estabelecendo o processo de fixacdo das células,
favorecendo o inicio da formacéo do biofilme (PETROVA; SAUER, 2012).

Assim, a aderéncia parece ser a fase mais importante e critica no estabelecimento
das infec¢cdes. Alem do pili e do flagelo, outras adesinas descritas como fatores de viruléncia
em P. aeruginosa inclui proteinas, tais como as lectinas, que promovem a adesdo da bactéria
mediada pela interacdo com carboidratos (BLANCHARD et al., 2008).

3.2.2 Cépsula polissacaridica (alginato)
A P. aeruginosa produz uma cépsula, chamada de alginato por ser constituida

basicamente por este polissacarideo. Além de conferir um aspecto mucoide em algumas

cepas, o alginato contribui para a adesdo da bactéria a uma superficie (MAI et al., 1993) e esta
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presente na estrutura do biofilme como constituinte da EPS (NIVENS et al., 2001; HAY et
al., 2009), impedindo a difusdo de agentes antimicrobianos (HODGES; GORDON, 1991) e
protegendo as células contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (LEID et al., 2005).

Apenas dois géneros bacterianos séo capazes de sintetiza-lo, Pseudomonas e
Azotobacter, sendo a biossintese em P. aeruginosa mediada por um conjunto de 12 genes
(REMMINGHORST; REHM, 2006). A producdo deste polimero estd frequentemente
associada as cepas presentes em infecgdes, principalmente nas infecgdes pulmonares em
pacientes com fibrose cistica, promovendo a formacdo de biofilme no pulmao, que dificulta o
tratamento e contribui para a mortalidade destes pacientes (DORING et al., 2000).

3.2.3 Lipopolissacarideo - LPS

Outra estrutura importante na patogenicidade de P. aeruginosa € o
lipopolissacarideo (LPS), também chamado de endotoxina. Esta molécula é constituida por
um lipidio A, componente hidréfobo que se localiza na membrana externa, responsavel pela
acdo endotoxica, um nucleo polissacarideo e um antigeno O contendo normalmente alguns
monossacarideos repetidos e alguns componentes ndo carboidratos (WANG; QUINN, 2010).

O antigeno O da LPS de P. aeruginosa é responsavel por conferir especificidade
aos sorogrupos (BYSTROVA et al., 2006) e a regido do lipidio A pela ativacdo da resposta
imune, que é desencadeada pela ligacdo desta estrutura a receptores celulares conhecidos
como toll-like receptors (TLR), encontrados na superficie de células imunitarias. Entretanto,
em isolados clinicos de pacientes com fibrose cistica foram reconhecidas cepas de P.
aeruginosa capazes de modular a estrutura dos lipidios, resultado em alteragdes no

reconhecimento imunoldgico inato do hospedeiro para este patogeno (ERNST et al., 2003).

3.2.4 Exoprodutos

Além das proteinas que sdo parte dos apéndices celulares, P. aeruginosa também
produz exoproteinas que desempenham um papel decisivo na difusdo da bactéria e nos danos
aos tecidos. Dentre estas, estdo algumas toxinas e proteases que sdo secretadas pela célula
através de complexos mecanismos de secre¢do descritos por Bleves e colaboradores (2010).

Dentre as toxinas de P. aeruginosa, a exotoxina A se destaca por ser bastante
toxica as células eucaridticas (CHIEDA et al., 2011), ocasionando danos nos tecidos e

imunossupressao no hospedeiro. Esta toxina, assim como as exotoxinas S e T, pertence a
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classe das ADP-ribosiltransferases, que causam a ADP-ribosilagdo de algumas proteinas
intracelulares importantes, contribuindo para os danos celulares decorrentes das infecgdes por
P. aeruginosa (HORNEF et al., 2000; YATES; MERRILL, 2004). Apesar da toxicidade
apresentada pela exotoxina A, esta proteina também tem acdo imunogénica. Estudos relatam
que a imunizagdo com esta exotoxina semipurificada estabeleceu protecdo contra infecgdes
causadas por P. aeruginosa (MANAFI et al., 2009). Baseado nesta propriedade, a exotoxina
A tem sido utilizada como adjuvante de vacinas (QIAN et. al., 2007).

A protease alcalina e as elastases contribuem para a patogenicidade de P.
aeruginosa através da degradacdo de importantes proteinas, tais como a elastina, induzindo
mudancas na estrutura da parede vascular dos vasos sanguineos, provocando lesdes nas
células endoteliais e induzindo hemorragia que podem agravar o quadro clinico nas infec¢des
por P. aeruginosa (KOMORI; NONOGAKI; NIKAI, 2001). Com relagcdo as hemolisinas,
fosfolipase C e ramnolipidio, produzidas por P. aeruginosa, podem agir sinergicamente para
quebrar lipidios e lecitina, contribuindo para a propagacdo da bactéria e ajudando na
degradacdo das membranas das células. A Fosfolipase C ¢ altamente ativa na clivagem de
fosfolipidios, enquanto que os ramnolipidios atuam como biossurfactante na superficie das
células (LOPEZ et al., 2011; JENSEN et al., 2007).

A piocianina, um pigmento produzido por P. aeruginosa, é outro fator de
viruléncia que se destaca, uma vez que ocasiona diversos danos a nivel celular. Estes danos
sdo consequéncias do estresse oxidativo proveniente das formas toxicas do oxigénio, que sao

produzidas na presenca deste pigmento (MULLER, 2002).

3.3 Epidemiologia

A P. aeruginosa é uma bactérias endofiticas que, em geral, influéncia sobre o
crescimento das plantas hospedeiras em termos de beneficiar na fixacdo de nitrogénio
(GUPTA; PANWAR; JHA, 2013) e atuar no controle bioldgico de fungos fitopatogénicos
(CORDERO et al., 2012). Sua presenca pode trazer maleficios e ocasionar prejuizos ao
homem, podendo causar doencas em plantas e animais (PEIX; RAMIREZ-BAHENA;
VELAZQUEZ, 2009), sendo esta bactéria uma das causadoras de doencas em peixes,
responsavel pela ocorréncia de danos econémicos na piscicultura (THOMAS, et al., 2014).

A respeito de sua patogenicidade aos seres humanos, estd frequentemente
relacionada com infecgbes primarias da pele, do trato urindrio e infeccdo pulmonar cronica

em pacientes com fibrose cistica (FC). Vale ressaltar que estas patologias estdo
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frequentemente relacionadas as infec¢bes adquiridas no ambiente hospitalar, atualmente
designadas por Infec¢fes Nosocomiais (IN) ou InfecgBes Associadas aos Cuidados de Salde
(IACS) (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012).

Os fatores etioldgicos das IN estdo no préprio ambiente hospitalar. Locais como,
reservatorios de agua, torneiras, pias, chuveiros, aparelhos de terapia respiratdria e até mesmo
medicamentos e desinfetantes sdo favoraveis a colonizacdo da P. aeruginosa. Embora nédo
seja considerado um componente da flora de humanos, este patdgeno pode estar presente
tanto em pessoas saudaveis quanto em pessoas doentes. Neste Gltimo caso, 0 paciente se torna
0 ponto alvo para o surgimento de IN, por estar com o sistema imunoldgico debilitado, e
tornar-se um possivel transmissor do patdgeno (KERR; SNELLING, 2009).

As lesbes na pele de pacientes com queimaduras constituem a porta de entrada
para a P. aeruginosa. Neste ambiente, o calor, a umidade e o pH estdo entre os fatores
benéficos para 0 seu desenvolvimento e o estabelecimento de infecgdes (ANDONOVA,
URUMOVA, 2013). Com relacéo as infecgdes do trato urinario, estas constituem cerca de 25-
40% das IN e estdo associadas a utilizacdo de cateter, que fornece uma superficie ideal para a
formacdo de biofilmes (LOURENCO; CERCA; AZEVEDO, 2012).

A P. aeruginosa esta presente em cerca de 80% dos pacientes adultos acometidos
por FC. Por ser um patogeno versatil, esta bactéria se adapta as condicdes do ambiente,
podendo alterar o seu fenotipo ndo mucoide para a forma mucoide, conduzindo a formacéo de
biofilme. Assim, a eliminagdo do micro-organismo se torna mais complexa, agravando o
quadro clinico e diminuindo a expectativa de vida destes pacientes, que em 2008 era de 37
anos (LOPES; AZEVEDO; PEREIRA, 2012). Vale resaltar também a prevaléncia desta
bactéria em infeccdes estabelecidas nas unidades de tratamento intensivo (UTIs). Um estudo
brasileiro verificou que 29% dos doentes internados estas unidades adquiriram uma infeccdo,
sendo a P. aeruginosa responsavel por 31% dos casos e a bactéria Staphylococcus aureus por
42% (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012).

O impacto das IN é enorme em termos de saude, social e econémico. Atualmente,
as IN sdo a quarta causa de morte nos Estados Unidos da América (EUA), sendo 60% destas
infeccdes causadas pela utilizacdo de dispositivos médicos e implantes cirdrgicos. Além disso,
surgem cerca de 2 milhdes de novos casos anualmente, gerando um custo em torno de 5
bilhdes de dolares por ano. E importante ressaltar que os micro-organismos descritos como
causadores destas infeccdes sdo todos potenciais formadores de biofilme, dentre os quais esta
se destaca a bactéria P. aeruginosa (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012).
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3.4 Fluoroquinolonas

O surgimento do primeiro antibidtico isolado a partir do fungo Penicillium
notatum, bem como a descoberta da sulfa no século XX, representou o inicio da quimioterapia
que, desde entdo, vem possibilitando a cura de diversas patologias ocasionadas pelos micro-
organismos. Em relacdo ao mecanismo de acdo destes, descreve-se a destruicdo da parede
celular, inibicdo da sintese de proteinas e acidos nucleicos, e atividade antimetabdlitos
(KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010). Na década de 1980 foi desenvolvida uma classe
de agentes antimicrobianos denominados de fluoroquinolonas, obtidas pela adicdo de um
atomo de fldor na posicdo C-6 no anel aromatico do acido nalidixico, 0s quais apresentam
importante acdo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (RANG et al., 2007).

O mecanismo de agdo das fluoroquinolonas esta relacionado com a inibi¢do da
sintese do DNA. Este efeito é mediado atravées da formacdo de um complexo entre a droga, 0
DNA bacteriano e as duas enzimas DNA-girase e topoisomerase IV durante a replicacéo.
Ambas as enzimas sdo topoisomerases tipo Il, que atuam rompendo as duas cadeias de um
segmento de DNA na divisdo celular da bactéria, dessa forma elas ndo conseguem prosseguir
com a sintese do DNA, conduzindo para a morte celular (HOOPER, 2001).

Com relacdo as aplicacGes clinicas das fluoroquinolonas, de acordo com Rang e
colaboradores (2007), estes antimicrobianos sdo utilizados para o tratamento de infeccdes do
trato urinario, infeccGes respiratdrias em pacientes com fibrose cistica e otites causadas por P.
aeruginosa, em osteomielite crénica gerada por bacilos Gram-negativos, na erradicacdo de
Salmonella typhi, no tratamento de gonorreia, prostatite bacteriana, cervicite e antraz. Este
autor ainda ressalta que os efeitos adversos destes antimicrobianos sdo pouco frequentes,
podendo ocasionar distirbios gastrintestinais, erupcfes cutdneas e sintomas no sistema

nervoso central, no entanto estes geralmente se apresentam de forma moderada.

3.4.1 Ciprofloxacina (CIP)

A ciprofloxacina (CIP) é a fluoroquinolona mais comumente utilizada. Este
antibiotico, cujo nome quimico € 4&cido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolona, consiste em uma quinolona com caracteristica anfipatica a qual foi
adicionada uma piperazina na posi¢do C-7, resultando em um composto com maior atividade
contra a bactéria P. aeruginosa (Figura 2) (CAZEDEY, 2009).
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Figura 2 — llustracdo da estrutura molecular da CIP mostrando a presenca de uma piperazina no carbono 7, um
atomo de fltor no carbono 6 e um radical no carbono 1 do nicleo aromatico.
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Fonte: modificado de CAZEDEY, 2009.

A CIP apresenta acdo efetiva contra varios micro-organismos, apresentando

excelente atividade contra bacilos Gram-negativos entericos e contra as pseudomonas (RANG

et al., 2007). Este medicamento é comercializado no Brasil por varios laboratorios e esta

disponivel na forma farmacéutica de solucdo e pomada oftalmica, comprimido revestido,

solugdo para infusdo e solucdo injetavel (CAZEDEY, 2009). Salvo prescricdo médica

contraria, segundo indicacfes encontradas na bula deste medicamento as doses de CIP (mg)

recomendadas para o tratamento de infec¢es encontram-se indicadas no quadro 1. Quando

administrada oralmente, a CIP tem uma rapida absorcdo, sendo este processo interferido pela
presenca de antiacidos (RANG et al., 2007).

Quadro 1 — Prescricdo para o uso da CIP.

causadas por Pseudomonas, Staphylococcus ou

Streptococcus)

INDICACOES intrav;%SsZ(:::rr;aadulto

Infecgdo do trato respiratério | de acordo com a gravidade e o agente etioldgico 2 X 200 a 400 mg
Infecgdo do trato urinério - Aguda, ndo complicada 2 x 100 mg

- Cistite em mulheres antes da menopausa dese Unica 100 mg

- Complicada 2 x 200 mg
Gonorreia - Extragenital 2 x 100 mg

- Aguda, ndo complicada dose Unica 100 mg
Diarreia 2 x 200 mg
Outras infeccbes 2 x 200 a 400 mg
Infecgdes graves, com risco | Pneumonia estreptocécica, infecgdes recorrentes
de vida em fibrose cistica, infecgdes Gsseas e das

articulagdes, septicemia, peritonite (principalmente 3 x 400 mg

Fonte: CIPROFLOXACINA, 2013. Bula de remédio.
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A utilizacdo em larga escala da CIP tem gerado problemas ndo s6 a respeito da
resisténcia adquirida por micro-organismos patoldgicos durante um tratamento clinico, mas
também vem representando um risco importante para 0 meio ambiente. Residuos deste
antibiético tém sido encontrados na agua e no solo, podendo inibir o crescimento de micro-
organismos do ambiente ou determinar o surgimento de resisténcia a antibidticos e,
consequentemente, interferir na ecologia microbiana dos ecossistemas (GIRARDI et al.,
2011; MARTI et al., 2014). Além disso, trabalhos mostram que a introdugdo deste antibidtico
em um sistema aquatico pode levar ao aumento da resisténcia microbiana, ndo s6 a CIP, mas

também a outros tipos de antibiéticos (HELT et al., 2012).

3.5 Resisténcia de P. aeruginosa aos agentes antimicrobianos

Bento e Cerca (2012) descreveram o processo de resisténcia antimicrobiana como
a capacidade de um micro-organismo crescer na presenca de uma elevada concentracdo de
antibioticos. De acordo com Chen, Chopra e Kaye (2011), esta resisténcia pode ser intrinseca,
quando 0s micro-organismos ndao possuem o alvo ao qual a droga se direciona ou quando
dispde de barreiras naturais que impedem a substancia de atingir o seu alvo, e pode ser
adquirida quando ocorrem modificacdes genéticas resultando na eliminagdo ou diminuicéo da
suscetibilidade a atividade antimicrobiana.

A P. aeruginosa € intrinsecamente resistente a uma variedade de agentes
antimicrobianos por apresentar mecanismos que impedem a acdo destes, dentre 0s quais se
destacam a baixa permeabilidade da membrana externa, o sistema de efluxo, a producdo de
enzimas inativadoras de aminoglicosideos, producdo de B-lactamases e alteracdo no alvo das
fluoroquinolonas (SOARES, 2005). Além disso, a P. aeruginosa pode apresentar resisténcia
adquirida pela obtencdo de genes relacionados a resisténcia aos antibidticos ou através de
mutacOes genéticas espontaneas induzidas pelos proprios antibiéticos ou pelas condicdes de
sobrevivéncia (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

A parede celular das bactérias Gram-negativas consiste em uma ou poucas
camadas de peptidoglicanos e uma membrana externa formada por LPS, lipoproteinas e
fosfolipideos atuando como uma barreira hidrofobica. Parte da permeabilidade desta
membrana é devido a presenca das proteinas denominadas porinas, que formam canais para a
passagem de moléculas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012) (Figura 3). Dentre as porinas
expressas por P. aruginosa, a OprF €é citada como a principal, sendo responsavel pela difuséo

de varios tipos de substrato (SOARES, 2005). J& a porina OmpF é conhecido por



37

desempenhar um papel importante na absorcdo dos antibidticos fluoroquinolona
(FERNANDES et al., 2007). Tem sido demonstrado que a resisténcia aos antimicrobianos em
um grande nimero de espécies bacterianas ocorre devido a alteracdes de perfis da membrana

externa e atraves de modificagGes nos canais proteicos (DELCOUR, 2009).

Figura 3 - Representacdo esquematica da parede celular das bactérias Gram-negativas.
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Fonte: modificado de TRIPATHI et al., 2012.

O mecanismo de efluxo nos micro-organismos é responsavel por transportar
ativamente compostos toxicos de dentro da célula para 0 meio externo através de canais
proteicos. A P. aeruginosa contém genes que codificam cerca de 12 sistemas de efluxo, dos
quais sete ja foram caracterizados (KUMAR; SCHWEIZER, 2005). De acordo com Morita,
Tomida e Kawamura (2014), as bombas de efluxo MexAB-OprM e MexXY-OprM estédo
relacionadas ao mecanismo de resisténcia intrinseca as fluoroquinolonas, enquanto que 0s
sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM foram
reconhecidos como determinantes de resisténcia a estes antibidticos em isolados clinicos.

Além disso, a P. aeruginosa produz enzimas modificadoras de aminoglicosideos,
tais como as nucleotidiltranferases, fosfotransferases e acetiltransferases, e p-lactamases que
apresentam um importante papel no mecanismo de defesa contra os antibidticos
aminoglicosideos e B-lactdmicos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; POOLE, 2005; SOARES,
2005). Com relacdo as fluoroquinolonas, a P. aeruginosa pode apresentar modificacdes na
permeabilidade da membrana, causada por alteragdes nas porinas, inducdo do sistema de
efluxo e modificacdes no alvo destes antibidticos através de mutacbes em genes que
codificam as subunidades de DNA-girase e topoisomerase IV (HOOPER, 2001).
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Muito se conhece sobre 0s mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida em P.
aeruginosa, no entanto, Fernandez, Breidenstein e Hancock (2011) ressaltam a importancia da
resisténcia adaptativa, que é induzida em resposta a presenga de determinados sinais, tais
como a presenca de antibidticos. Em P. aeruginosa, um exemplo de resisténcia adaptativa
ocorre em cepas que infectam o pulmao de pacientes com FC, pela capacidade de se aderirem
ao ambiente anaerobico caracteristico.

A presenca de cepas multirresistentes tem sido detectada em niveis alarmantes,
representando um problema de satde em todo o mundo. No Brasil, segundo dados publicados
em 2011, o indice de cepas de P. aeruginosa resistentes ao antibiético CIP atingiu 93,7 % dos
isolados clinicos obtidos de centros hospitalares da regido Sul (NEVES et al., 2011). Assim, a
compreensdo dos mecanismos de resisténcia aos antibiéticos desenvolvidos por este patdgeno

se torna necessaria na busca pelo controle eficaz.

2.6 Biofilme de P. aeruginosa

A bactéria P. aeruginosa possui forte tendéncia para formar biofilmes pela sua
capacidade de aderéncia a uma variedade de superficies incluindo ambientes naturais,
industriais, hospitalares e dispositivos médicos, tais como cateteres ou implantes que muitas
vezes resultam em infeccdes crénicas dificeis de serem tratadas (ROCHEX; LEBEAULT,
2007; WALKER et al., 2014; HAMMOND et al., 2010).

No primeiro contato com a superficie, o flagelo e o pili tipo IV interagem
cooperativamente para estabelecer a ancoragem e agregacdo das células em microcol6nias
(Figura 4). Apos a aderéncia, inicia a expressdo do sistema de QS para a ativacdo de genes
relacionados com a producdo da matriz extracelular, de ramnolipidios e de alguns fatores de
viruléncia (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; CONRAD et al., 2011;
SHARMA et al., 2014). Os ramnolipidios tém multiplos papéis no desenvolvimento do
biofilme de P. aeruginosa. Estes sdo necessarios para a formacdo das microcolbnias,
estruturacdo da forma de cogumelo, manutencdo de canais de agua e dispersdo do biofilme
(PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007).

A matriz extracelular do biofilme de P. aeruginosa &€ composta por trés
exopolissacarideos distintos, o alginato, a PEL e PSL. O alginato é produzido por cepas
mucoides e desempenha importante funcdo na manutencao das condi¢des hidricas do biofilme
(CHANG et al., 2007; Li et al., 2010a). Com relacdo aos polissacarideos PEL e PSL, estes

sdo importantes na arquitetura do biofilme de cepas ndo mucoides por atuar na adesdo a
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superficie e na manutencdo da estrutura da matriz (RYDER; BYRD; WOZNIAK , 2007).
Além dos exopolissacarideos ocorre também a presenca de proteinas e DNA extracelular que
fornece integridade estrutural para o biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

No ultimo estagio de desenvolvimento, sinais sdo emitidos para que ocorra a
liberacdo de células a partir do biofilme. Tem sido sugerido que este processo em P.
aeruginosa envolve a acdo de ramnolipidios (PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007) podendo
ocorrer também em resposta a quantidade inadequada de nutrientes (ROCHEX; LEBEAULT,
2007) e pela acdo de uma enzima que digere o alginato, gerando a fragmentacdo da estrutura
(COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999) (Figura 4).

Figura 4 - Modelo de desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa. Flagelos (azul) e pili tipo IV (preto) estdo
envolvidos na adeséo e na formacdo de microcol6nias. QS atua como um sinal para a formacdo de estruturas
diferenciadas conduzindo para a maturacdo e desprendimento do biofilme.
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Fonte: modificado de COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999.
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4 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

4.1 Aspectos gerais

Peptideos antimicrobianos (AMPSs) sdo importantes moléculas envolvidas em
vérias fungdes fisioldgicas dos seres vivos, incluindo a imunidade inata. Normalmente sdo
formados por 30 a 60 aminoacidos e sdo catibnicos. Até 0 momento aproximadamente 2426
peptideos antimicrobianos foram descritos, segundo um banco de dados disponivel on-line
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), os quais foram isolados de diversas espécies, incluindo
bactérias, insetos, plantas e vertebrados (LI et al., 2012b).

Os estudos sobre agentes antimicrobianos naturais iniciaram-se em meados da
década de 1920, primeiramente pelo pesquisador Alexander Fleming que descobriu a
atividade antimicrobiana da lisozima, o primeiro antibiotico natural isolado a partir do corpo
humano. Desde entdo, varios compostos naturais com atividade antimicrobiana tém sido
isolados, dentre os quais se destacam os AMPs, que nas Ultimas duas décadas vém sendo
descritos como importantes moléculas com potencial terapéutico contra micro-organismos
patogénicos (NAKATSUJI; GALLO, 2012)

Os estudos sobre os AMPs como uma nova classe de agentes terapéuticos tém
atraido interesse de muitos grupos de pesquisas, devido ao aumento da incidéncia de micro-
organismos patogénicos resistentes aos antibidticos convencionais (SHARMA et al., 2014).
Isso tem aumentado o numero de publicacdes sobre a atividade antimicrobiana dessas
moléculas, sobretudo os estudos relacionados as mucosas orais pela direta relacdo dos AMPs
com o sistema imunoldgico desse ambiente. Além desse grupo de peptideos, tem se
observado um avanco nas pesquisas com AMPs de origem sintética, sendo a classe mais
estudada logo ap0s os peptideos da cavidade oral (SILVA et al., 2012) (Figura 5).

Estes estudos tém elucidado a acdo dos AMPs contra uma variedade de micro-
organismos, incluindo bactérias Gram-negativas e positivas, fungos, virus e sobre células
tumorais (LI et al., 2012b). No entanto, algumas limitacdes restringem a utilizacdo terapéutica
destas moléculas. Uma dessas limitacdes é que, muito embora a maioria dos AMPs catibnicos
tenha alta atividade em condicBes ndo fisiologicas, na presenca de fluidos biol6gicos como
plasma, soro ou saliva, a atividade antimicrobiana é significativamente reduzida. Esta
caracteristica, associada a toxicidade de alguns AMPs e a rapida excrecdo renal, dificultam ou

impossibilitam a utilizacdo clinica destas moléculas (BATONI et al., 2011).
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Figura 5 - Distribuic8o das publica¢@es de acordo com a origem do AMP estudado.
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Fonte: SILVA et al., 2012.

4.2 Peptideos Hilina al

O peptideo antimicrobiano Hilina al (Hy-al) foi primeiramente isolado por
Castro e colaboradores (2009) a partir da secrecdo da pele do sapo arbéreo Hypsiboas
albopunctatus, comumente encontrado em regides da América do Sul e presente na biota do
cerrado. No mesmo estudo, foram realizadas analises referentes a sua estrutura primaria e
secundaria, além da avaliacdo do seu potencial antimicrobiano e da atividade citolitica.

A secrecdo da pele de H. albopunctatus foi obtida pelo metodo de estimulacéo
elétrica e fracionada por RP-HPLC, resultando em 50 fragdes que foram testadas quanto a
atividade antimicrobiana e também quanto a capacidade de lisar eritrocitos humanos. Uma
fracdo citolitica foi detectada e purificada por etapas adicionais de cromatografia. Este novo
peptideo, foi chamado de hilina al (Hy-al), teve sua estrutura primaria determinada por
Degradacdo de Edman automatizada e consiste em uma cadeia polipeptidica linear de 18
residuos de aminoacidos (IFGAILPLALGALKNLIK-NH2). Analise por espectrometria de
massa (MALDI-TOF) mostrou um peptideo altamente puro com a presenca de um residuo de
aminoacido a-amidado na regido C-terminal. O peptideo hy-al foi sintetizado, manualmente,
e sua estrutura secundaria foi determinada por estudos de dicroismo circular, que mostraram
uma molécula com alto teor de a-hélice com caréater anfipatico (CASTRO et al., 2009).

No que se refere a sua atividade antimicrobiana, o peptideo Hy-al se mostrou
efetivo contra bactérias Gram-negativas tais como a Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Contudo, a sua atividade se mostrou mais acentuada nas bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, alem de uma acéo
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significativa contra as cepas flungicas Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans, fato este que evidencia seu amplo espectro de agédo (CASTRO et
al., 2009). Em adicdo a atividade antimicrobiana, Hy-al apresentou forte atividade hemolitica
contra eritrocitos humanos, fato este que pode representar um problema em termos de
aplicacOes clinicas deste peptideo como um antibi6tico alternativo. No entanto, derivados
podem ser produzidos por modificacdes estruturais, de modo a evitar a atividade hemolitica e
aumentar a a¢ao antimicrobiana (CASTRO et al., 2009; CRUSCA et al., 2011).

O potencial antimicrobiano e atividade citotéxica de peptideos obtidos de
secrec0es de anuros tem sido bastante explorado por diferentes grupos de pesquisas.
Modifica¢bes pds-traducionais ocorrem comumente nos peptideos antimicrobianos de anuros,
dentre as quais esta a amidacdo do C-terminal, essencial para a atividade antimicrobiana e
citotoxicidade por contribuir para 0 aumento da carga positiva geral da molecula (SHALEV;
MOR; KUSTANOVICH, 2002; CONLON et al., 2014).

4.3 Peptideos sintéticos

O grande interesse pelos AMPs levou a necessidade de estudos quimicos, fisicos,
farmacoldgicos e bioquimicos sobre estas moléculas. No entanto, estes sdo obtidos das fontes
biologicas em quantidades insuficientes para o desenvolvimento de tais pesquisas. Assim, a
sintese dessas moléculas possibilitou importantes estudos sobre as caracteristicas estruturais e
0 mecanismo de acdo (CASTRO et al., 2009; WIRADHARMA et al., 2011).

Além disso, embora os AMPs de origem nativa tenham se mostrado com agéo
antimicrobiana eficiente em relacdo as diversas drogas comerciais, analogos sintéticos,
derivados de modificacbes pontuais, foram desenvolvidos com a finalidade de ampliar o
arsenal de AMPs viaveis para utilizacdo tanto em ensaios in situ como in vivo. Em geral sdo
obtidos por modificacdo e/ou otimizacdo das sequéncias do peptideo nativo com o objetivo de
melhorar seus efeitos antimicrobianos, enquanto, em paralelo, procura-se reduzir o efeito
citotoxico contra células humanas (WIRADHARMA et al., 2011; TORCATO et al., 2013;
LEE et al., 2013; CRUSCA et al., 2011).

Dentre as diversas fontes de AMPs, as glandulas de anuros tém sido bem
estudadas por representar uma das mais ricas reservas destes antimicrobianos (CONLON et
al., 2014). Contudo, tendo em vista que a atividade bioldgica e a citotoxicidade dos AMPs
esta frequentemente associada com o namero de cargas positivas e a sua estrutura, Crusca Jr e

colaboradores (2011) avaliaram a importancia da carga e da regido N-terminal deste peptideo
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na atividade bioldgica. Para isso, quatro analogos do peptideo Hy-al, com o triptofano (Trp)
substituindo a leucina (Leu) na posicdo 6 e com modificacbes na extremidade N-terminal,
foram manualmente sintetizados por meio da técnica de sintese de peptideo em fase solida.

Dentre os peptideos sintetizados, destaca-se o peptideo Lys-[Trp®Jhy-al (Lys-al)
devido a sua marcante atividade antimicrobiana. Para a obtencdo deste, além da substituicéo
da Leu pelo Trp na posicdo 6, foi adicionada uma lisina (Lys) no N-terminal do peptideo
original (Hy-al), conferindo uma carga positiva nessa extremidade. Devido ao Trp ser
considerado um fluoréforo natural, essa modificacdo possibilita a realizacdo de ensaios de
permeabilidade de membrana. Como esperado, 0 aumento de cargas positivas na extremidade
N-terminal do peptideo melhorou significativamente sua atividade antimicrobiana, sobretudo
contra cepas Gram-negativas, em comparacdo ao peptideo nativo (CRUSCA et al., 2011).
Além disso, Silva e colaboradores (2013) mostraram a atividade antimicrobiana e antibiofilme
da Lys-al, em baixas concentracdes, contra bactérias do género Streptococcus.

A obtencdo de AMPs sintéticos tem sido realizada com o intuito de obter
peptideos com as caracteristicas antimicrobianas dos AMPs originais conservadas, mas com
as regides responsaveis pelo efeito citotoxico alteradas (LEE et al., 2013). Além disso,
peptideos com alvo especifico tém sido utilizados em pesquisas recentes. Tais moléculas
ganham regides de reconhecimento para um determinado micro-organismo, possibilitando a
atuacdo do AMP sem alterar a microbiota natural (HE et al., 2009; LI et al., 2010b).

4.4 Mecanismo de acao

Os mecanismos de acdo dos AMPs ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
Todavia, algumas teorias sobre a acdo destas moléculas na membrana celular bacteriana tém
sido sugeridas através de métodos como microscopia associada a fluoréforos, dicroismo
circular, espectrometria de massa e estudos com modelos de membrana (BROGDEN, 2005;
PAULSEN et al., 2013; BOLINTINEANU; VIVCHARUK; KAZNESSIS, 2012). Dentre 0s
principais mecanismos de atividade biocida sugeridos para os AMPs, tém-se os modelos de
morte celular por via extracelular e os modelos por via intracelular (BROGDEN, 2005).

A morte celular mediada por peptideos geralmente é rapida. De acordo com
Brogden (2005), alguns peptideos ocasionam a morte bacteriana em torno de 15 a 90 minutos
de contato. Inicialmente os AMPs ani6nico ou catidnico sdo atraidos a superficie do micro-
organismo por interacOes eletrostaticas com as estruturas da superficie celular. Nas bactérias

Gram-negativas, as interacbes ocorrem entre peptideos catidnicos e a rede de cargas negativas
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presente no envelope bacteriano, formada por fosfolipidios anidnicos e grupos fosfatos nos
lipopolisacarideos. Enquanto que, em bactérias Gram-positivas, esta interacdo é estabelecida
pelos &cidos teicdicos da superficie celular. Apds a atragdo inicial, os AMPs se ligam a
superficie celular, onde ird ocorrer a passagem através da membrana externa, permitindo que
estes interajam diretamente com a membrana citoplasméatica (BROGDEN, 2005). Em baixas
proporcdes, os AMPs sdo ligados de forma paralela & bicamada lipidica. A medida que tal
propor¢do aumenta, 0s peptideos iniciam a sua orientacdo para o interior da célula, gerando a
formacdo de poros na membrana, que acarretam na morte celular por perda de liquido
citoplasmatico (PAULSEN et al., 2013). Apesar de aparentemente simples, alguns modelos
tém sido propostos para melhor entender a dindmica dos danos gerados pelos AMPs na
membrana (Figura 6).

Fugura 6 — Representacdo do mecanismo de interaccdo entre os AMPs e a membrana celular: (A) modelo de
carpete; (B) modelo de poro-toroidal; (C) modelo de barril.
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Fonte: SALWICZEK et al., 2014.

No modelo de carpete ou “carpet model”, os peptideos sdo atraidos de forma
eletrostatica pelas extremidades ani6nicas fosfolipidicas e se acumulam na superficie da
bicamada lipidica. Em altas concentrac6es, sdo induzidos a penetrarem na membrana celular e
romperem a integridade da mesma de uma forma semelhante aos detergentes, levando a
formacdo de micelas. Em concentracbes criticas, os peptideos formam cavidades na
membrana, 0 que permite 0 acesso de mais peptideos, acarretando na desintegracdo da
bicamada lipidica (BROGDEN, 2005; SALWICZEK et al., 2014) (Figura 6A).

No modelo de poro-toroidal ou “toroidal-pore model” a insercdo das hélices dos
AMPs na membrana induz a ligacdo de uma das monocamadas lipidicas a outra contraposta

de forma continua e bilateral, ocorrendo a associacdo da face polar do peptideo com a
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superficie polar estabelecida pelas extremidades fosfolipidicas da membrana celular,
formando um poro curvado para o interior da célula de uma forma continua (Figura 6B). No
modelo de barril ou “barrel-stave”, os peptideos estdo inseridos no nucleo hidrofobico da
membrana formando um poro em formato de “barril”’, que permite o fluxo de contetido
intracelular para o meio externo (BROGDEN, 2005; SALWICZEK et al., 2014) (Figura 6C).
Muito embora a lise da membrana celular leve a morte bacteriana, estudos relatam
a existéncia de outros métodos de morte celular, tais como a ligacdo dos AMPs a alguns alvos
intracelulares importantes. Como exemplos de tais atividades tém-se a inibicdo da sintese de
DNA, RNA e proteinas, geralmente relacionada com a pleurocidina, a-defensina-1 e a-
defensina-2, e a inibicdo da atividade enzimatica, associada as histatinas (BROGDEN, 2005;
MARR; MCGUIRE; MCMASTER, 2012; TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012) (Figura 7).

Figura 7 - Modos de agdo intracelular para atividade antimicrobiana dos AMPs.
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Fonte: modificado de BROGDEN, 2005.

Todos estes mecanismos eventualmente ndo acontecem de forma independente,
mas sim de forma correlacionada e gradual. Além disso, diversos fatores podem estar
intimamente associados a efetividade e especificidade do peptideo a membrana celular, tais
como o seu tamanho, sequéncia de aminoacidos, carga, estrutura e conformacao,
hidrofobicidade e anfipaticidade (BROGDEN, 2005).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

e Verificar a influéncia do peptideo Lys-[Trp®]hy-al na atividade antibacteriana de
ciprofloxacina (CIP) contra o micro-organismo patogénico Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana da Lys-al e da CIP durante o crescimento
planctonico de P. aeruginosa ATCC 9027 (estabelecimento de CIM e CBM).

e Verificar a concentracdo minima da Lys-al que potencializa a atividade
antibacteriana da CIP sobre P. aeruginosa ATCC 9027.

e Delinear a cinética de morte de P. aeruginosa ATCC 9027 quando submetida a
acdo bactericida da CIP, sozinha e combinada com a Lys-al.

e Avaliar a atividade da CIP e da Lys-al, isoladamente e em combinacdo, na
formacdo do biofilme de P. aeruginosa ATCC 9027.

e Verificar a concentracao da CIP, em combinagdo com a Lys-al, efetiva contra o

biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027.



Capitulo 6 — Materiais e Méetodos
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Cepa bacteriana e condigdes de cultivo

A cepa bacteriana utilizada neste estudo foi a Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 disponibilizada pela Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - Brasil.

Uma cultura estoque da bactéria foi mantida conservada em meio Brain Heart
Infusion (BHI; M210-500G, HIMEDIA) com 20% de glicerol a -80 °C. Para ativacdo da
cepa, uma aliquota de 50 pL foi inoculada em 5 mL de meio BHI caldo estéril e incubada a
37°C por 24 h em condicGes aerdbicas. Apds esta ativacdo, a cultura foi renovada inoculando-
se uma aliquota de 50 uL. em 5 mL de meio BHI caldo estéril, mantendo as mesmas condicfes
de crescimento por 18 h, periodo em que as células atingem a fase de crescimento
exponencial de acordo com a curva de crescimento previamente estabelecida (Figura 8).

Para serem utilizadas nos ensaios biologicos, as células bacterianas na fase de
crescimento exponencial foram colhidas por centrifugagdo em centrifuga refrigerada (VS-
15000CFNII, VISION) a 1.610 x g durante 5 min, a 4 °C, e ressuspendidas em meio de
cultura BHI caldo estéril. Foi verificada a densidade optica (DO) com o auxilio de um leitor
de microplacas (BioTrak I, Amersham Biosciences) a 620 nm, a partir da qual péde-se

ajustar a concentracio para 2 x 10° UFC.mL™ (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo esquematica das condigdes de cultivo da P. aeruginosa ATCC 9027 e do procedimento
de ajuste da concentracdo do indculo bacteriano para a realizagdo dos ensaios bioldgicos.
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6.2 Sintese, purificacdo e preparacéo da solucao do peptideo Lys-al

O peptideo Lys-al foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do prof. Dr.
Eduardo Cilli da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), o qual foi
sintetizado e purificado segundo metodologia publicada por Crusca e colaboradores (2011). O
peptideo foi inicialmente dissolvido em &gua deionizada estéril com 0,1% de &cido acético a
concentracéo de 4.000 pg.mL™ e armazenado em freezer -20 °C. Para utilizacdo nos ensaios
bioldgicos a concentracdo foi ajustada pela adicdo de meio de cultura BHI caldo estéril.

6.3 Preparacdo da solucao do antibi6tico ciprofloxacina

A solucdo do antibidtico ciprofloxacina (2 mg.mL™) foi adquirida comercialmente
e devidamente diluida em meio de cultura BHI caldo estéril até a concentragdo desejada para

utilizagdo nos ensaios biologicos.

6.4 Ensaio de atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana do peptideo Lys-al e do antibiético CIP foi verificada
segundo o teste de microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pogos, padronizada segundo
a diretriz M07 — A 92 edicdo, Metodologia para Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos
por Diluicdo para Bactérias de Crescimento Aerobico (CLSI, 2012).

Para o teste com a Lys-al, cada poco da placa foi preenchido com 100 pL de meio
de cultura BHI caldo estéril com excecdo da primeira linha, a qual foi preenchida com 200 pL
de Lys-al na concentracdo de 500 pg.mL™ ja dissolvido com o mesmo meio de cultura. Para
o teste com a CIP, cada poco da placa foi também preenchido com 100 pL de meio de cultura
BHI caldo estéril com excecdo da primeira coluna, a qual foi preenchida com 200 pL de CIP
na concentracdo de 0,97 pg.mL™. Realizou-se diluicBes seriadas na base dois para obtencio
de diferentes concentragdes da Lys-al (500 a 15,62 pg.mL™) e da CIP (0,97 a 0,03 pg.mL™)
em um volume final de 100 pL. Em seguida 100 pL de bactéria 2 x 10° UFC.mL™ foram
adicionados aos pocos da placa obtendo um volume final de 200 pL com concentracdo
bacteriana de 1 x 10° UFC.mL™. A concentracéo final das substancias variou de 250 a 7,8
pg.mL™? para a Lys-al e de 0,48 a 0,015 pg.mL™ para a CIP. Pocos que continham apenas
indculo e meio de cultura BHI caldo estéril foram utilizados como controle de crescimento da

bactéria e pogos que continham os tratamentos antimicrobianos sem a presenca de indculo
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foram utilizados como controle de turbidez. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h em
condicdes aerdbicas para determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de cada substancia (Figura 9).

Figura 9 — Representacédo esquematica da metodologia utilizada para determinar a CIM e CBM da Lys-al e da
CIP contra P. aeruginosa ATCC 9027, segundo o teste de microdiluicdo padronizado pelo CLSI.

! 200 pL 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12
+ = ,000000000000 Incubadaa
s Q00000000000 4 N
\/  Substanciateste cQ000000000O0DO00OO -
BHI Q000000000000 —
piligio| ¢ 0O 0O 00000000
serida ) - 000000000000
s Q00000000000
- 1000000000000 ﬂ
A00 ¥
= @ Substanciateste ‘ CIM H
. (O CcControle de turbidez { |
4 © control ti /
Bactéria ontrole negativo
2 x 108 UFC.mL"" H CBM H

Fonte: Proprio autor.

Foi considerada CIM a menor concentracdo de Lys-al e de CIP capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano ap0os 24 h de incubacgéo. Para determinar a CBM, 10 uL
dos pocos onde ndo houve crescimento microbiano visivel foram inoculados em placas de
petri contendo meio de cultura BHI agar estéril. Apds um periodo de 24 h de incubacéo a
37°C em condicBes aerobicas, foi considerado CBM a menor concentracdo capaz de inibir

completamente o crescimento microbiano na superficie de agar.
6.5 Ensaio de checkerboard

A atividade antimicrobiana do antibiético CIP em combinacdo com o peptideo
Lys-al foi determinada pela técnica de Checkerboard (WHITE et al., 1996). Inicialmente as
substancias foram diluidas em meio BHI caldo estéril em diferentes concentracdes e
combinadas pela adicdo de 50 pL de cada substancia aos pocos da placa de microtitulacdo no
sentido vertical (Lys-al) e horizontal (CIP). Em seguida foi acrescentado 100 pL de bactéria
2 x 10® UFC.mL™, obtendo um volume final de 200 pL em cada poco com concentracio

bacteriana de 1 x 10° UFC.mL™ e com a concentragéo final das substancias variando de 125 a
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0,97 pug.mL™ para a Lys-al e de 0,48 a 0,003 pg.mL™ para a CIP. Pocos que continham
apenas indculo e meio de cultura BHI caldo estéril foram utilizados como controle de
crescimento da bactéria e pocos que continham apenas os tratamentos antimicrobianos foram
utilizados como controle de turbidez. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h em condigcdes
aerdbicas para determinacéo da CIM e da CBM das substancias combinadas (Figura 10).

Figura 10 — Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinar a CIM e CBM da CIP
combinada com a Lys-al contra P. aeruginosa ATCC 9027, segundo a técnica de Checkerboard.
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Para determinacdo da CIM do antibiético CIP em combinacdo com a Lys-al, foi
considerada a menor concentracdo da CIP em combinacdo com a Lys-al capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano ap6s 24 h de incubacdo. Além disso, a inibicdo do
crescimento plancténico foi visualizada atraves de leitura espectrofotométrica na DO de 620
nm. Para determinar a CBM, 10 uL dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano
visivel foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultura BHI agar estéril. Foi
considerado CBM a menor concentracdo capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano na superficie de agar apds 24 horas de incubacao a 37 °C em condicGes aerobicas.

O Indice de Concentracdo Inibitéria Fracional (ICIF) é definido como a soma da
CIM das substancias, quando utilizadas em combinacédo, dividida pela soma da CIM das
substancias isoladas. Assim, a interpretacdo foi categorizada da seguinte forma: sinergismo
(ICIF <£0,5), aditivo (0.5 <ICIF < 1), indiferente (1 < ICIF < 4) ou antagonismo (ICIF > 4,0)
(HAMOUD et al., 2013; LEWIS et al., 2002).
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6.6 Curva do tempo de morte

O ensaio para definir o tempo de morte consistiu na medicdo do nimero de
células bacterianas vidveis de P. aeruginosa quando submetida a acdo bactericida da CIP
sozinha e combinada com a Lys-al. Apds a bactéria atingir a fase log de crescimento, a
concentracéo das células no indculo foi ajustada para 2 x 10° UFC.mL™. Em seguida essa
suspensdo de células foi incubada aerobicamente em uma placa de microtitulacdo de 96 po¢os
por 24 horas a 37 °C em contato com a CBM obtida para a CIP sozinha e combinada com a
Lys-al (Figura 11). A quantidade de bactéria e de substancia teste em cada poco da placa foi
semelhante a utilizada nos testes de determinacdo da CIM e da CBM. Indculo com meio de
cultura BHI caldo esteéril foi utilizado como controle de crescimento da bactéria (Figura 11).

Imediatamente ao preenchimento da placa e apos 1, 2, 3, 4 e 5 h, 10 yL da
suspensdo de células cada poco da placa foram colhidos, reunidos e procedeu-se com diluicédo
em série na base 10 em solucdo esteril de NaCl 0,15 M. Em seguida inoculou-se 10 uL de
cada diluicdo, contendo a suspenséo bacteriana, em placas de petri com BHI agar esteéril e
incubou-se por 24 h a 37 °C em condicdes aerdbicas. Em seguida, as Unidades Formadoras de
Colonias (UFC’s) foram contadas, e realizada a correcdo do numero de células multiplicando

o nimero de UFC pela diluic&o, o qual foi expresso como UFC.mL™ (Figura 11).

Figura 11 — Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinar a curva de tempo de morte de
P. aeruginosa ATCC 9027 ap6s contato com a CIP e a Lys-al por diferentes intervalos de tempo.
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6.7 Ensaio de atividade antibiofilme

O efeito do peptideo Lys-al e do antibidtico CIP na formacdo do biofilme de P.
aeruginosa foi verificado pelo método descrito por O'toole e Kolter (1998) com algumas
modificagOes. As placas de poliestireno de fundo chato foram montadas como descrito no
item 6.4. Ap6s 24 h de incubacdo aerdbica a 37 °C a biomassa do biofilme formado foi
quantificada através da coloracdo com Cristal Violeta (CV) como descrito a seguir.

6.7.1 Quantificacdo da biomassa

Para a quantificacdo da biomassa, as bactérias planctonicas foram removidas e 0s
pocos lavados com agua destilada. Apds secagem da placa a temperatura ambiente, 200 pL de
alcool metilico PA foram adicionados e deixados por 15 minutos para fixacdo das celulas
aderidas. Apos a remocéo do metanol, 200 pL de CV 0,1% foram adicionados por 10 minutos
para permitir uma quantificacdo indireta da biomassa através da coloracdo. Em seguida o CV
foi removido e repetiu-se 0 processo de lavagem e secagem da placa e foram adicionados 200
ML de acido acético 33% por 10 minutos para dissolucdo do corante preso ao biofilme. A
suspensdo obtida em cada pogo foi transferida para uma nova placa de 96 pocos onde foi

realizada a medicao da absorbancia em um leitor de microplacas a 590 nm (Figura 12).

Figura 12 — Representacdo esquematica da metodologia de quantificagdo do biofilme de P. aeruginosa ATCC
9027, gerado em contato com a CIP e a Lys-al em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato.
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6.8 Ensaio de checkerboard na formac&o do biofilme

O efeito do antibiético CIP em combinag¢do com o peptideo Lys-al na formacao
do biofilme de P. aeruginosa foi realizado pelo método descrito por O'toole e Kolter (1998),
em placa de poliestireno de fundo chato com algumas modificagdes. As placas foram
montadas como descrito no item 6.5. Apos 24 h de incubacdo aerdbica em estufa a 37 °C para
a formagé@o do biofilme precedeu-se com a quantificacdo da biomassa com CV, conforme
descrito no item 6.7.1.

6.9 Ensaio de susceptibilidade do biofilme pré-formado

Para verificar o efeito da CIP sozinha e combinada com a Lys-al sobre o biofilme
pré-formado de P. aeruginosa, a bactéria foi crescida até a fase log, a concentracdo das
células foi ajustada para 1 x 10° UFC.mL™ e incubada em placa de poliestireno de 96 pocos de
fundo chato por 12 horas em condi¢des aerdbicas a 37 °C para a formacgéo do biofilme.

ApoOs o periodo de crescimento do biofilme, as celulas plancténicas foram
removidas e 0s pocos lavados trés vezes com solucdo de NaCl 0,15 mM estéril. Em seguida
0s pocos contendo o biofilme de 12 horas foram preenchidos com 200 pL das substancias
teste em concentracdes acima da CBM. Aos pocos da placa onde estavam o controle negativo
e o controle de turbidez foi acrescentado apenas meio de cultura BHI caldo estéril. A placa foi
novamente incubada aerobicamente em estufa por 5 ha 37 °C.

Apo6s o tempo de tratamento ao biofilme, as substancias foram removidas, os
pocos lavados 3 vezes com solucdo de NaCl 0,15 mM estéril e em seguida foram
acrescentados 200 uL de meio de cultura BHI caldo estéril. A placa foi novamente incubada
aerobicamente em estufa a 37 °C por 24 h e, ap0s este tempo, foi submetida a quantificacéo
da biomassa por CV, conforme descrito no item 6.7.1 e a contagem de UFC’s para verificar a

viabilidade celular no biofilme ap6s a acdo das substancias, como descrito a seguir.

6.9.1 Contagem das UFCs

Inicialmente as bactérias plancténicas foram removidas e 0s pocos, da placa de
microtitulacdo, foram lavados trés vezes com solucdo de NaCl 0,15 M estéril para remocao
das células fracamente aderidas. Em seguida, cada pogo foi preenchido com 200 uL de

solucdo de NaCl 0,15 M estéril e a placa foi submetida a banho ultrassonico (Cuba de Ultra-
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Som — CRISTOFOLI) por 6 minutos para a liberacio das células incrustadas na matriz
polimérica do biofilme. A suspensdo de celulas foi coletada com uma pipeta automatica
através do movimento up-down, reunida em eppendorf estéril e foi realizada dilui¢do seriada
na base dez em solucdo de NaCl 0,15 M estéril. A partir de cada diluicdo obtida, inoculou-se
10 pL em placas de petri contendo meio de cultura BHI &gar estéril, as quais foram incubadas
aerobicamente em estufa a 37 °C durante 24 horas. Ap6s este periodo procedeu-se com a
contagem do nimero de colbnias para cada diluicdo e foi realizada a correcdo do nimero de
células multiplicado-se o nimero de UFCs presente na superficie de agar pela diluicdo. Os
resultados de todas as contagens foram expressos como UFC.mL™ (Figura 13).

Figura 13 — Representacdo esquematica da metodologia de quantificacdo das UFCs do biofilme de P. aeruginosa
ATCC 9027 tratado com CIP sozinha e combinada com a Lys-al.
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Fonte: Proprio autor.

6.10 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com o0s respectivos
resultados categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e posteriormente
analisadas no software GraphPad Prism (Versdo 5.0 para Windows, San Diego California
USA). As diferencas significativas entre os grupos foram verificadas através da aplicacdo do
teste One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os dados foram considerados

estatisticamente significantes quando p < 0,01.



Capitulo 7 — Resultados e Discussao
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias possuem uma capacidade extraordinéria para se adaptarem ao meio
ambiente, possibilitando o sucesso no desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos durante o tratamento de infecgdes. Assim, se torna necessario a busca por
estratégias que minimize este processo, seja pelo melhor entendimento dos mecanismos de
resisténcia ou pela descoberta de novos compostos com eficiente efeito terapéuticos
(FERNANDEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011). Nesta Gltima perspectiva, muitos
compostos naturais e sintéticos tém sido cada vez mais estudados, dentre os quais se destacam
0s AMPs, moléculas importantes envolvidas na imunidade inata dos seres vivos.

Peptideos produzidos por varias espécies, incluindo bactérias, insetos, plantas e
vertebrados, tem se mostrado como excelentes agentes antimicrobianos contra uma variedade
de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, fungos e virus (LI
et al., 2012b). Neste estudo verificou-se a influéncia do peptideo sintético Lys-al na atividade
antibacteriana do antibidtico CIP durante o crescimento plancténico, na formagéo de biofilme

e sobre o biofilme pre-formado de P. aeruginosa ATCC 9027.

7.1 Determinacéo da CIM e da CBM

A atividade antibacteriana do antibidtico CIP e do peptideo Lys-al sobre a cepa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 foi avaliada através do método de microdiluicdo em
caldo utilizando placas de poliestireno de 96 pogos (CLSI, 2012). De acordo com o CLSI
(2012), a CIM é a menor concentracdo do agente antimicrobiano que impede o crescimento
visivel de um micro-organismo em testes de sensibilidade por diluicdo em &gar ou caldo.

Os resultados mostram que a CIP interfere de forma bastante relevante no
crescimento planctonico de P. aeruginosa, apresentando CIM de 0,24 pg.mL™ (Tabela 1).
Isso demonstra que a cepa testada € susceptivel a acdo antibacteriana deste antibidtico, o que
ja era esperado pelo fato do mesmo possuir indicacdo para uso clinico contra esta bactéria
(CLSI, 2013). Além disso, resultado semelhante foi obtido por Berlanga e colaboradores
(2004), quando testaram a sensibilidade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas para a
CIP, obtendo uma CIM de 0,25 pg.mL™ contra a cepa P. aeruginosa ATCC 9027.

No que concerne a atividade antibacteriana do peptideo Lys-al, este também foi
capaz de interferir de forma significativa no crescimento plancténico de P. aeruginosa

apresentando CIM de 125 pg.mL™ (Tabela 1). A atividade antimicrobiana da Lys-al foi
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inicialmente estudada por Crusca Jr e colaboradores (2011). Neste estudo foi demonstrando
uma acdo antibacteriana durante o crescimento plancténico de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo a cepa P. aeruginosa ATCC 27853. Recentemente também foi
demonstrado efeito antibacteriano deste peptideo em baixas concentraces sobre bactérias do
género Streptococcus (SILVA et al., 2013). Além disso, outros peptideos com atividade
contra P. aeruginosa tém sido estudados, mostrando resultados bastante significativos
(PASUPULETI et al., 2009; RASUL et al., 2010; MIN et al., 2012; TORCATO et al., 2013).

A atividade bactericida da CIP e da Lys-al sobre P. aeruginosa foi analisada
através do método de determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), pelo qual
foi estabelecida a quantidade minima das substancias capaz de matar as células bacterianas. A
CBM obtida para a CIP foi de 0,48 pg.mL™, valor este abaixo do indice bactericida obtido
para outras bactérias Gram-negativas (BERLANGA et al., 2004). Para a Lys-al este valor foi
de 125 pg.mL™?, apresentando-se dentro da faixa dos valores mostrados por Silva e
colaboradores (2013) ao verificarem a CBM deste peptideo sobre bactérias Gram-positivas.
Logo, tanto o antibiotico quanto o peptideo tém potencial bactericida contra P. aeruginosa
ATCC 9027 (Tabela 1).

Tabela 1 - CIM e CBM da CIP e da Lys-al sobre a cepa P. aeruginosa ATCC 9027.

Cepa CIP ug.mL™ Lys-al pg.mL*
CIM CBM CIM CBM
0,24 0,48 125 125

Fonte: Proprio autor. CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; CIP:
Ciprofloxacina; Lys-al: Lys-[Trp®]hy-al.

P. aeruginosa ATCC 9027

Os antibidticos fluoroquinolonas apresentam um largo espectro de atividade
antimicrobiana efetiva contra uma variedade de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-
negativas patogénicas. No entanto, a utilizacdo em larga escala destes antibidticos vem
possibilitando o desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes, dentre as quais se destaca a
P. aeruginosa isolada de pacientes com IN (BOLON, 2011; LEE et al., 2010).

A combinacdo de antibidticos no tratamento destas infeccdes vem sendo utilizada
e demonstra melhores resultados quando comparado a utilizacdo de um tnico farmaco. Dessa
forma, o estudo sobre a combinacdo de antimicrobianos pode levar ao estabelecimento de
estratégias eficientes contra a resisténcia bacteriana ou até mesmo contribuir para o
desenvolvimento de um novo agente antimicrobiano (AHMED; KHAN e KHAN, 2013).
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7.2 Determinacéo do ICIF

Este trabalho propbe avaliar a influéncia do peptideo Lys-al na atividade
antibacteriana do antibidtico CIP. Para isso, procedeu-se com o método in vitro denominado
Checkerboard, através do qual se obteve o indice de Concentragéo Inibitoria Fracional (ICIF).
Segundo Tateda e colaboradores (2006) esta metodologia € eficiente para ser utilizada
rotineiramente em laboratorios de microbiologia clinica na determinacdo da atividade de
antibi6ticos combinados.

A tabela 2 apresenta as concentracdes sub inibitorias da CIP e da Lys-al em
diferentes combinacBes nas quais foi observada inibicdo do crescimento planctonico de P.
aeruginosa. Além disso, é apresentado o ICIF obtido para cada combinagéo e a interpretacéo
da interacdo estabelecida. O resultado da associacdo entre as duas substancias se mostrou
indiferente apenas na concentracéo de 0,12 pg.mL™ da CIP quando combinada a 62,5 pg.mL™
de Lys-al, sendo observada predominantemente interacdes aditivas e sinergicas. Vale

ressaltar, que nenhuma das combinacdes testadas apresentou efeito antagonico.

Tabela 2 — Valores e interpretacdo do ICIF da CIP combinada com a Lys-al contra P. aeruginosa ATCC 9027.
SUBSTANCIAS

ICIF Interpretacédo
CIP (ug.mL™) Lys-al (ug.mL™)
62,5 1,00 Indiferente
31,2 0,75 Aditivo
15,6 0,62 Aditivo
0,12 7,8 0,56 Aditivo
3,9 0,53 Aditivo
1,9 0,51 Aditivo
0,9 0,50 Sinergismo
62,5 0,75 Aditivo
0,06 31,2 0,50 Sinergismo
15,6 0,37 Sinergismo
0,03 62,5 0,62 Aditivo
0,015 62,5 0,56 Aditivo

Fonte: Proprio autor. CIP: Ciprofloxacina; Lys-al: Lys-[Trp°Jhy-al; ICIF: Indice de Concentracdo Inibitoria
Fracional.
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A combinacdo da CIP com outros antibidticos, tais como [-lactdmicos e
cefalosporinas, no tratamento de infecgdes causadas por P. aeruginosa € bastante explorada
(NAKAMURA et al., 2014; KATAOKA et al., 2013). No entanto, varios trabalhos tém
proposto novas estratégias para a terapia combinada utilizando fito-quimicos para
potencializar a agdo da CIP contra este patdgeno (JAYARAMAN et. al., 2010; CAI et al.,
2008). Nesta perspectiva, vem sendo testado também, a combinacdo de peptideos com
diversos antibidticos. Choi e Lee (2012) mostraram o efeito sinérgico entre o AMP arenicin-1
e os antibidticos eritromicina, cloranfenicol e ampicilina sobre a P. aeruginosa. Estes autores
abordam a hip6tese de que a formacgéo de radicais hidroxilo foi uma das causas do sinergismo
entre arenicin-1 e os antibiéticos e que este peptideo aumentou a permeabilidade da
membrana citoplasmética facilitando o acesso dos mesmos aos alvos intracelulares.

A ocorréncia de cepas de P. aeruginosa resistentes aos antibidticos
fluoroquinolonas, em especial a CIP, vem sendo relatada mundialmente (WANG; LEE e
PENG, 2014). Dentre as condic¢des que favorecem a aquisi¢do de resisténcia bacteriana esta o
uso descontrolado ou a utilizacdo em concentracdes elevadas de antibioticos. Neste trabalho
foi obtida uma reducdo de 16 vezes da CIM da CIP quando combinado com a Lys-al. O
resultado da interacdo entre estas substancias apresentado na tabela 2 mostra que a menor
concentracdo da CIP com atividade contra a P. aeruginosa é 0,015 pg.mL™ quando
combinada com 62,5 pg.mL™ de Lys-al, sendo verificada uma interagéo do tipo aditiva.

A fim de proporcionar a visualizacao da inibi¢ao do crescimento plancténico de P.
aeruginosa pela combinac&o de CIP a 0,015 pg.mL™ com Lys-al a 62,5 pg.mL™, foi feito o
monitoramento do crescimento das células através de espectrofotometria na DO de 620 nm.
Este resultado pode ser observado na Figura 14, onde se percebe claramente a inibicdo do

crescimento planctdnico de P. aeruginosa na presenca da combinacéo citada.

Figura 14 — Atividade antibacteriana da CIP combinada com a Lys-al sobre o crescimento plancténico de P.
aeruginosa ATCC 9027. Controle negativo (), substancias testes (). * p < 0,01.
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Para verificar a capacidade bactericida destas combinagdes, procedeu-se com o
método de determinacdo da CBM e verificou-se que a acdo bactericida é proveniente da
combinagdo de CIP a 0,03 pg.mL™ com Lys-al a 62,5 ug.mL™, uma concentracio 2 vezes
acima da CIM. Portanto, a interacdo do tipo aditiva com a Lys-al estabeleceu uma diminuicéo
de 16 vezes da CIM e da CBM do antibiotico CIP.

De acordo com Rahal (2006), a razdo principal para combinar dois farmacos é
aumentar a atividade antimicrobiana pela obtencdo de um efeito sinérgico, onde se observa
atividade significativamente maior através da combinacdo do que a prevista pela soma da
atividade de cada agente de forma isolada. Ahmed, Khan e Khan (2013) avaliaram a sinergia
in vitro de trés antibidticos contra isolados clinicos de S. aureus e P. aeruginosa, indicando
que a utilizacdo de combinacGes sinérgicas nas infeccdes polimicrobianas apresenta melhor
resposta clinica do que o uso de combinacdes ndo sinérgicas. No entanto, Rahal (2006)
também ressalta que a combinacdo de agentes antibidticos tem por objetivo permitir a
utilizacdo de doses mais baixas de uma das substancias para reduzir a toxicidade e prevenir o
surgimento de resisténcia. Nesta circunstancia, a obtencdo de sinergia ndo € obrigatoriamente
necessaria, sendo aceitaveis também combinacdes onde se obtém efeito aditivo, ou seja,
atividade antimicrobiana igual a soma da atividade dos componentes individuais.

Considerando este ponto de vista, somente a combinacéo bactericida onde a CIP
se apresentou em menor quantidade foi submetida a avaliacdo pelo estabelecimento da curva

de tempo de morte de P. aeruginosa.
7.3 Curva de tempo de morte

A definicdo do tempo de morte de P. aeruginosa consistiu na medi¢do do nimero
de células bacterianas vidveis quando submetida a acdo bactericida da CIP sozinha e
combinada com a Lys-al. De acordo com CLSI (2012) um agente antimicrobiano é
bactericida quando provoca uma reducdo de 3 x logip (99,9%) das unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC.mL™). Dessa forma, o resultado confirma a acdo bactericida da
CIP, sozinha e em combinacdo com a Lys-al, sobre P. aeruginosa (Figura 15). Observa-se
que a acdo antibacteriana sobre a cepa teve inicio nas primeiras horas de tratamento,
ocorrendo a reducdo de trés unidades logaritmicas apds 3 h de contato com a CIP na
concentracdo de 0,48 pg.mL™ e ap6s 5 h com a combinacéo entre CIP (0,03 pg.mL™) e Lys-
al (62,5 ug.mL™) (Figura 15).
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Figura 15 — Curva de tempo de morte de P. aeruginosa ATCC 9027 apds contato com a CIP e a Lys-al por
diferentes intervalos de tempo. Controle negativo (e), CIP sozinho a 0,48 pug.mL™ (m) e CIP a 0,03 pg.mL™ em
combinacdo com a Lys-al a 62,5 pg.mL™ (A).

Fonte: Préprio autor.

Alguns autores consideram a cinética bactericida de um antibiotico
significativamente satisfatdria quando este é capaz de causar uma reducdo maior ou igual a 3
logio CFU.mI™* do inéculo inicial em até 24 h de incubacdo a 35 °C. Assim, apesar da
combinacdo de CIP com Lys-al demonstrar acdo bactericida mais tardia em relacdo ao
antibiotico sozinho, este tempo de acdo é considerado bastante significativo (JONES;
ANDEREGG e DESHPANDE, 2002).

O antibiotico CIP é comumente utilizado no tratamento de infec¢Bes causadas por
P. aeruginosa (RANG et al., 2007). Entretanto, resisténcia intrinseca a CIP tem sido
observada neste patdgeno como resultado da capacidade limitada deste farmaco para penetrar
na membrana externa e da acdo do eficiente sistema de efluxo que esta bactéria apresenta
(LLANES et al., 2011; BERLANGA et al., 2004). Estudos sugerem que a atividade de AMPs
catibnicos contra bactérias Gram-negativas é conduzida principalmente por interac6es
eletrostaticas com a camada de lipopolissacarideo, seguido pela ligacdo e rompimento da
membrana interna (TORCATO et al., 2013). Assim, estas moléculas poderdo auxiliar no
acesso de antimicrobianos que tenham um sitio especifico intracelular.

O peptideo sintético Lys-al, utilizado neste estudo, tem um adicional de cargas
positivas em relacdo ao AMP Hy-al (CRUSCA et al., 2011). Dessa forma um provavel
mecanismo de acdo da Lys-al advém da interacdo com a rede de cargas negativas da
membrana externa de P. aeruginsa, formada por fosfolipidios anidnicos e grupos fosfatos da
camada de LPS, culminando na lise da célula (TORCATO et al., 2013). Com relagdo ao
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favorecimento na atividade antimicrobiana do antibiotico CIP, este peptideo ao desestabilizar
a membrana celular permite o livre fluxo da CIP para o interior da célula, de forma a superar a
expressdo o sistema de efluxo, onde interage com 0 DNA comprometendo a a¢do das enzimas

DNA girase e topoisomerase IV e, consequentemente, levando a morte da celular.

7.4 Atividade antibiofilme

As infeccOes causadas pelo patégeno P. aeruginosa estdo frequentemente
relacionadas a presenca de biofilme. Este evento representa um obstaculo no tratamento
clinico por estabelecer uma maior tolerancia para a maioria dos antibidticos (DE LA
FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Dessa forma, a CIP e a Lys-al, sozinhas e combinadas,
também foram testadas com relacdo a capacidade para prevenir a formacgdo de biofilme in

vitro de P. aeruginosa e para combater um biofilme pré-formado.

7.4.1 Quantificacdo de biomassa

O efeito da CIP e da Lys-al, na formagdo do biofilme de P. aeruginosa foi
avaliado através da quantificacdo da biomassa pelo método do Cristal Violeta (CV). O
resultado mostra que tanto a CIP (Figura 16A) quanto a Lys-al (Figura 16B) foram capazes
de inibir a formacdo do biofilme desta bactéria nas concentracées CIM e CBM no periodo de
24 h de incubacdo. Contudo, mesmo em concentracdes subinibitorias houve interferéncia no
desenvolvimento do biofilme com diferenca estatistica de p < 0,01 em relacdo ao controle

negativo (Figura 16).

Figura 16 — Avaliacéo da atividade antibacteriana da CIP (A) e da Lys-al (B) em diferentes concentragdes sobre
o desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa. Controle negativo (), substancia teste (). * p < 0,01.
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A capacidade de adesdo a uma superficie representa o ponto crucial para o
estabelecimento de um biofilme, pois € neste momento que pode ocorre a ligagéo irreversivel
das células e a producdo de elementos que favorecem a transi¢cdo do modo de vida planctonico
para a forma séssil (PETROVA e SAUER, 2012). A acéo do antibi6tico CIP para prevenir a
formacdo de biofilme in vitro por P. aeruginosa, isolada de pacientes com FC, foi estudada
por Ferndndez-Olmos e colaboradores (2012) a fim de determinarem a concentracdo de
prevencdo de biofilme (CPB), definida como a concentragdo de antibidtico necesséria para
evitar a formacgdo de biofilme durante a fase inicial de colonizagdo. De acordo com 0s
resultados deste estudo, antibidticos com rapida cinética de morte, como as fluoroquinolonas,
apresentaram CPBs idénticas ou ligeiramente superiores aos valores da CIM. Este parametro
também foi observado neste estudo tanto para a CIP quanto para a Lys-al, quando se testou a
influéncia destas substancias na formacgéo do biofilme de P. aeruginosa.

Nagant e colaboradores (2010) estudaram o0s passos iniciais na formacdo do
biofilme em oito cepas de P. aeruginosa pela técnica de coloracdo com CV. Estes autores
mostraram que quatro cepas, incluindo a P. aeruginosa ATCC 9027, apresentam um biofilme
detectavel apos 6 h de incubacdo, enquanto que as outras foram capazes de desenvolver
biofilme somente apds 24h. Este fato justifica a capacidade da CIP de inibir a formacéo do
biofilme de P. aeriginosa mostrada neste estudo, uma vez que este antibiotico apresentou
cinética de morte contra esta bactéria em um intervalo de tempo inferior a 6 h. No entanto, a
contagem de UFC’s revelou a presenca de células remanescentes vidveis nos pogos onde nao
houve formacao de biofilme (dados ndo apresentados).

Isso pode ser justificado pelo fato da P. aeruginosa apresentar capacidade de
fixacdo em superficie de poliestireno apés 30 minutos de contato (NAGANT et al., 2010).
Além disso, mesmo antes da formagdo de um biofilme estruturado ocorre a expressdo
diferencial de um numero importante de genes, alguns dos quais estdo relacionados a
tolerancia aos antibiéticos (WHITELEY et al., 2001).

Com relacdo a interferéncia da Lys-al na formacdo de biofilme, este evento
também foi demonstrado recentemente por Silva e colaboradores (2013) contra bactérias do
género Streptococcus. A capacidade de interferir no estabelecimento de biofilme apresentada
pela Lys-al pode estar relacionado a atuacdo sobre a membrana, o que interfere diretamente
na atividade metabdlica e na viabilidade das células, e consequentemente na formacdo do
biofilme. Além disso, as interacbes entre peptideos carregados positivamente com as
membranas bioldgicas podem cancelar as forcas eletrostaticas destas e interferir na adesdo a

uma superficie. Isso foi observado em alguns estudos com peptideos sintéticos que
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apresentaram atividade antibiofilme sobre bactérias patogénicas da cavidade oral (HUA,
SCOTT; DIAMOND, 2010; LIU et al., 2011; TORCATO et al., 2013).

O resultado da combinagédo entre a Lys-al e a CIP na formacdo do biofilme,
obtido através da quantificacdo da biomassa pelo CV, mostra a inibicdo do estabelecimento
do biofilme nas concentragcdes CIM e CBM das substancias combinadas, ou seja, na presenca
de 0,015 e 0,03 pg.mL™ de CIP combinada com 62,5 ug.mL™ de Lys-al (Figura 17). Isso
sugere que o peptideo potencializa a atividade do antibidtico contra a P. aeruginosa, ndo

apenas sobre a forma planctonica, mas também contra a formacéo de biofilme.

Figura 17— Avaliacdo da atividade antibacteriana da CIP em combinagdo com a Lys-al sobre o desenvolvimento
do biofilme de P. aeruginosa ATCC 9027. Controle negativo (i), substancias testes ([). * p < 0,01.

0.54
0.4+

0.3+

0.2 1

T
0.14 ’j;‘

0.0-
-) 0,03 0,015 7.6x10° 38x10° 1,9x10° 95x10™
[]CIP (pg.mL") + Lys-a1 (62,5 pg.mL™)

D.O. 590 nm

Fonte: Proprio autor.

Kumar, Chhibber e Harjai (2013) estudaram a susceptibilidade de P. aeruginosa
ao fitoquimico zingeron, um dos principais componente de raiz de gengibre (Zingiber
officinale), em combinacdo com o antibiotico CIP. Estes autores demonstraram a inibi¢ao da
formacdo do biofilme pela combinacdo do antibiotico CIP com este fito-quimico. Até o
presente momento ndo foi encontrado na literatura qualquer referéncia com relacdo a inibicao
da formacdo de biofilme de P.aeruginosa pela combinacdo de um AMP com o antibidtico

CIP, evidenciando a importancia do presente trabalho.

7.5 Susceptibilidade do biofilme pré-formado

Neste estudo, as concentracdes da CIP, sozinha e combinada com a Lys-al, que
foram capazes de interferir no crescimento planctdnico e na formacdo do biofilme de P.
aeruginosa nao foram efetivas contra o biofilme pré-formado de 12 h, ou seja, ndo foram

capazes de reduzir a biomassa e nem interferir na viabilidade celular (dados ndo mostrados).
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Este fato foi provavelmente resultado dos mecanismos de resisténcia do biofilme,
que estdo diretamente relacionados as caracteristicas de sobrevivéncia das células microbianas
neste sistema. Dentre estas caracteristicas destacam-se as alteracdes na expressao de genes, a
indugdo do sistema de bomba de efluxo e a diminui¢do da taxa de crescimento celular devido
0 baixo gradiente de oxigénio e nutrientes que existe entre a superficie e o interior do
biofilme. Nestas condi¢des, ocorrem mudancas no metabolismo das bactérias mais profundas
na estrutura, gerando heterogeneidade da populacéo e a presenca de células persistentes, ou
seja, células resistentes a acdo dos antibioticos. Em adicdo, destaca-se a presenca da matriz
extracelular, que dificulta a penetracdo dos antimicrobianos, e a acdo de enzimas que
degradam antibioticos. Um mecanismo peculiar em P. aeruginosa, pode ser a producdo de
glucanas plasmicas que se liga aos antibidticos antes que eles atinjam seus alvos intracelulares
(DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013).

Pamp e colaboradores (2008), ao tratarem o biofilme de P. aeruginosa com o
antibiotico CIP, observaram morte celular apenas nas subpopulagdes das camadas superiores
onde estdo as celulas metabolicamente ativas. No entanto, o tratamento combinado com a
colistina foi capaz de erradicar as células do biofilme quase por completo. Esta
impossibilidade de um antimicrobiano alcancar as bactérias no interior do biofilme também
foi relatada por Tao e colaboradores (2011) para 0 AMP pleurocidin sobre o biofilme de
micro-organismos cariogénicos.

Dessa forma, buscou-se uma concentracdo da CIP que, em combinacdo com a
Lys-al fosse capaz de erradicar o biofilme de P. aeruginosa. Para isso, apds a formacdo do
biofilme por 12 h, o mesmo foi tratado com CIP, sozinha e combinada, em concentracdes
acima da CBM durante 5 h. Tais biofilmes foram analisados através da quantificacdo de

biomassa atraves do método do CV e pela contagem das UFCs.

7.5.1 Quantificacdo de biomassa

O biofilme de P. aeruginosa submetido ao tratamento com a CIP apresentou
quantidade de biomassa menor em relacdo ao biofilme ndo tratado. Apesar da existéncia de
biomassa residual formada nas 12 h iniciais de crescimento, pode-se concluir que o biofilme
ndo foi capaz de continuar a se desenvolver ap6s 5 h de contato com o antibiético CIP em
concentragbes acima da CBM. Na presenca da Lys-al esta reducdo se mostrou mais
significativa, sendo verificada a diminuigéo total da biomassa a partir da concentragéo de 125
pg.mL™ de CIP com 62,5 ug.mL™ de Lys-al (Figura 18).
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Figura 18 — Atividade antibacteriana da CIP em diferentes concentragdes, sozinha e combinada com a Lys-al,
sobre o biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027. CIP sozinha () e CIP + Lys-al a 62,5 pg.mL™ (m).
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Fonte: Préprio autor.

Resultado semelhante foi obtido por Kumar, Chhibber e Harjai (2013), quando
estudaram a susceptibilidade do biofilme pre-formado de P. aeruginosa ao fito-quimico
zingerona sozinho e combinado com o antibidtico CIP. Neste estudo foi mostrada, através da
coloracdo com CV, uma reducdo na formacdo da biomassa na presenca das substancias
durante o periodo de 24 h, sobretudo na presenca da CIP em combinacéo com o fito-quimico.

O método de quantificacdo da biomassa pelo corante CV permite que ndo sé a
matriz extracelular seja marcada, mas também as células vivas e mortas presentes neste
ambiente. Portanto, este método se torna inadequado para avaliar a morte de células do
biofilme (LI; YAN e XU, 2003). Assim, procedeu-se com a contagem das UFC’s com a
finalidade de verificar se a biomassa residual detectada pelo CV é constituida por celulas
viaveis ou apenas por substancia polimeérica extracelular e confirmar o efeito da CIP em

combinagdo com a Lys-al na erradicacdo do biofilme de P. aeruginosa.
7.5.2 Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs)

Pela contagem das UFCs verificou-se a presenca de células viaveis na biomassa
residual detectada pelo CV e nos pogos com CIP a 125 e 250 pug.mL™ combinada com Lys-al,
onde a biomassa estava ausente. Muito embora o biofilme de P. aeruginosa tenha se mostrado
tolerante a CIM e CBM da CIP, houve uma diminuicdo dose dependente das UFCs pelo
tratamento com concentragdes acima da CBM. Todavia, a combinacdo com a Lys-al se
mostrou mais eficiente na erradicacdo do biofilme, estabelecendo 100 % de reducdo das UFCs

ap6s 5 h de contato com 500 pg.mL™ de CIP e 62,5 ug.mL™ de Lys-al (Figura 19).
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Figura 19 — Atividade antibacteriana da CIP em diferentes concentragdes, sozinha e combinada com a Lys-al, na
viabilidade celular do biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027. CIP sozinha (e) e CIP + Lys-al a
62,5 ug.mL™* (m).
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Fonte: Préprio autor.

Trabalho similar a este foi realizado por Dosler e Mataraci (2013) ao investigarem
a Concentracdo Minima para a Erradicado de Biofilme (CMEB) do antibidtico CIP contra o
biofilme in vitro de S. aureus. Estes autores mostraram que devido a resisténcia apresentada
pelos biofilmes maduros, os valores de CMEB séo superiores aos valores de CIM e que a
relacio CMEB/CIM é um dos parametros importantes para a selecdo do antibiotico no
tratamento de infeccdes associadas a biofilme. Além disso, mostraram interagdes sinérgicas e
aditivas entre alguns AMPs e o antibiotico CIP, bem como a acdo combinada destes contra o
biofilme de S. aureus. Ressaltam ainda que, esta estratégia é potencialmente importante para o
tratamento antibiofilme e para retardar o aparecimento de resisténcia antimicrobiana.

A tolerancia inata do biofilme de P. aeruginosa tem sido superada pela associacéo
entre antibidticos (MIKUNIYA et al., 2007). Entretanto é necessaria a busca por novas
estratégias que potencializem a utilizacdo, sobretudo, de menores doses dos agentes
antimicrobianos. Nesta perspectiva, 0s AMPs aparecem como uma das classes de moléculas
com grande potencial de aplicacdo contra o biofilme deste patdgeno (SHARMA et al., 2014).

Atualmente a terapia antibiofilme estd baseada na interferéncia do sistema de
guorum sensing, na inibicdo da adesdo celular e no aumento da dispersao do biofilme (CHEN;
WEN, 2011). Até a data, os mecanismos envolvidos na interacdo entre AMPs e antibidticos
tém sido pouco investigados, sobretudo com relacdo a atividade antibiofilme. No entanto, tais
interacdes constituem um importante campo a ser estudado a fim de proporcionar novas

estratégias para a antibioticoterapia.



Capitulo 8 — Conclusao
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8 CONCLUSAO

Considerando os resultados deste estudo, o peptideo sintético Lys-al se mostra
como um importante agente biotecnoldgico para a antibioticoterapia, no que se refere ao
favorecimento da atividade antimicrobiana da CIP, podendo habilitar o uso de concentragdes
menores do antibiotico. Assim, estudos sobre a toxidade e o perfil farmacocinético poderao
indicar o uso deste peptideo como agente terapéutico e adjuvante no tratamento de doencas
infecciosas causadas por P. aeruginosa.
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