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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 patógeno oportunista de 

vegetais, animais e humanos, frequentemente associado à infecções nosocomiais difíceis de 

serem erradicadas devido à presença de biofilme. Os antibióticos fluoroquinolonas, tais como 

a ciprofloxacina (CIP), são utilizados contra esta bactéria, entretanto, mecanismos de 

resistência vem sendo desenvolvidos por este micro-organismo. Assim, novas formas de 

controle microbiano têm sido alvo de inúmeras pesquisas a fim de substituir ou potencializar 

os métodos convencionais. Para esse fim, peptídeos antimicrobianos (AMPs) obtidos de 

diversos seres vivos representam uma alternativa para o desenvolvimento de novas drogas. 

Formas sintéticas análogas ao AMP Hilina a1 (Hy-a1), isolado da espécie Hypsiboas 

albopunctatus, tem demonstrado excelente eficácia antimicrobiana, dentre os quais se 

destacam o peptídeo Lys-[Trp
6
]hy-a1 (Lys-a1). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi 

verificar a influência do peptídeo Lys-a1 na atividade antimicrobiana de CIP contra o micro-

organismo patogênico Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A concentração inibitória 

mínima (CIM), a concentração bactericida mínima (CBM) e a curva de morte foram 

determinadas para a CIP e a Lys-a1, separadamente. A influência da Lys-a1 na atividade 

antimicrobiana da CIP foi verificada pela metodologia checkerboard com quantificação da 

biomassa e do número de células viáveis do biofilme através da coloração pelo cristal violeta 

e contagem de unidades formadoras de colônia (UFC), respectivamente. Os valores de CIM e 

CBM da Lys-a1 foi de 125 μg.mL
-1

, e para a CIP foi de 0,24 e 0,48 μg.mL
-1

, respectivamente. 

Os dados mostraram que tanto a CIP quanto a Lys-a1 são potentes antimicrobianos contra P. 

aeruginosa, sendo capazes de inibir tanto o crescimento planctônico como o desenvolvimento 

do biofilme. A interação das substâncias foi interpretada pelo índice de concentração 

inibitória fracional (ICIF) e mostrou um efeito aditivo, estabelecendo uma diminuição de 16 

vezes da CIM e da CBM da CIP, quando combinada com a Lys-a1. Esta influência foi 

observada também na cinética de morte e na atividade antibiofilme. Em conclusão, o efeito 

aditivo entre a Lys-a1 e a CIP na atividade antimicrobiana sugere que o peptídeo tem 

potencial como um agente terapêutico e adjuvante para o tratamento de doenças infecciosas 

causadas por P. aeruginosa, podendo habilitar o uso de concentrações menores do antibiótico. 

 

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

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 a1 AMP (Hy-a1), isolated from species Hypsiboas 

albopunctatus, has shown excellent antimicrobial efficacy, among which stand out the peptide 

Lys-[Trp
6
]hy-a1 (Lys-a1). Thus, the aim of this work was to verify the influence of the 

peptide Lys-a1 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-a1 

separately. The influence of Lys-a1 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-a1 was 125 μg.mL
-1

 and the CIP was 0.24 and 0.48 μg.mL
-

1
, respectively. The data showed that both the CIP as Lys-a1 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-a1. This effect was also observed in the kinetics of death 

and antibiofilm activity. In conclusion, the additive effect of the Lys-a1 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 INTRODUÇÃO 

 

O estudo de diversos ecossistemas tem mostrado que a grande maioria dos micro-

organismos existe na natureza associados a uma superfície formando comunidades. Estas 

constituem um sistema incluído em uma matriz formada por material extracelular derivado 

das próprias células e do ambiente chamado de “biofilme” (MARSH e MARTIN, 2005). 

Os biofilmes estão relacionados a diversas atividades humanas gerando alguns 

benefícios, como a biodegradação de poluentes ambientais, no entanto, ocasionam prejuízos 

ao homem por serem responsáveis por danos nas indústrias de alimentos, pela biocorrosão de 

equipamentos e, sobretudo por contribuíram para o estabelecimento de doenças infecciosas e 

dificultarem o tratamento das mesmas pela tolerância que apresenta aos antibióticos 

comumente utilizados (LI et al., 2012a; SREY; JAHID; HA, 2013; MEESTERS; VAN 

GROENESTIJN; GERRITSE, 2003; CHEN; WEN, 2011; SUN et al., 2013). 

A Pseudomonas aeruginosa é um patógeno oportunista relacionado, 

principalmente, às infecções nosocomiais (KERR; SNELLING, 2009). Uma vez adquiridas, 

infecções por P. aeruginosa são difíceis de serem erradicadas devido aos seus mecanismos de 

resistência e pela expressão dos fatores de virulência característicos deste micro-organismo 

(BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-NÚÑEZ; HANCOCK, 2011). Esta bactéria vem 

adquirindo cada vez mais importância nas últimas décadas para as instituições públicas de 

saúde, pois é responsável por muitos casos de infecções crônicas e recorrentes, sobretudo pela 

presença de biofilme, que confere proteção à atuação de antibióticos devido à barreira física 

formada pela matriz extracelular e pelos mecanismos genéticos de resistência que são 

adquiridos pelos micro-organismos neste sistema (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-

NÚÑEZ; HANCOCK, 2011; DE LA FUENTE-NÚÑEZ et al., 2013 ). 

Os antibióticos fluoroquinolonas, tais como a ciprofloxacina, apresentam largo 

espectro de ação contra diversos patógenos, incluindo bactérias Gram-negativas como a P. 

aeruginosa que, geralmente, são mais resistentes aos antibióticos. Entretanto, cepas 

multirresistentes deste patógeno vêm sendo isoladas de diversos tipos de amostras clínicas.  

Assim, novas formas de controle microbiano têm sido alvo de inúmeras 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-NÚÑEZ et al., 2013). 

Neste contexto, a busca por novos compostos antimicrobianos tem sido foco de 

pesquisas no campo da Microbiologia. Os peptídeos antimicrobianos são um grupo 

heterogêneo de moléculas encontradas em diversos organismos, tais como anfíbios e 
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mamíferos, apresentando ampla atividade antibacteriana e antifúngica, constituindo assim 

uma alternativa para a indústria farmacêutica (LI et al., 2012b). Formas sintéticas análogas 

aos peptídeos naturais têm sido desenvolvidas com o objetivo de desenvolver compostos 

eficientes para o controle microbiológico que sejam, ao mesmo tempo, desprovidos de efeitos 

citotóxicos contra células humanas (LIU et al., 2011; TORCATO et al., 2013). 

O peptídeo sintético Lys-[Trp
6
]hy-a1, derivado do peptídeo antimicrobiano Hilina 

a1, foi sintetizado com algumas modificações estruturais em relação ao peptídeo original. 

Estas modificações ocorreram no N-terminal da molécula, onde foi acrescentada uma lisina, e 

também pela substituição de uma leucina por um triptofano na posição 6. Tais mudanças 

resultaram em um peptídeo com um acréscimo na sua carga positiva e, provavelmente, por 

consequência disso vêm se mostrando como um excelente agente antimicrobiano contra 

bactérias e fungos (CRUSCA et al., 2011; SILVA, et al., 2013)  

Dentre as inúmeras possibilidades de uso dos peptídeos sintéticos, o estudo sobre 

sua utilização como adjuvante de antibióticos vem gerando inúmeras publicações e representa 

uma alternativa para a superação dos mecanismos de resistência que vem sendo apresentada 

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

 

2.1 Aspectos gerais 

 

O termo biofilme é usado para descrever comunidades de micro-organismos 

aderidas a uma superfície. Estes organismos são organizados em uma matriz tridimensional 

formada por material extracelular derivado das próprias células e do ambiente (MARSH e 

MARTIN, 2005). Estes são compostos geralmente por diferentes espécies que estabelecem 

relações de sinergismo e mutualismo, gerando benefícios cooperativos para o favorecimento 

do crescimento da comunidade (RICKARD et al., 2006; OKUDA et al., 2012). 

A formação de biofilme é favorecida pela presença de uma área rica em nutrientes 

onde as bactérias se aderem em busca de um melhor habitat. Neste processo são adquiridas 

propriedades que determinam o sucesso da instalação dos micro-organismos, dentre as quais 

se destacam a presença da matriz exopolissacarídica, que garante uma série de benefícios 

contra condições adversas do ambiente, tais como estresse osmótico e presença de antibiótico 

e contra a fagocitose por células do sistema imune (JEFFERSON, 2004). 

Os micro-organismos preferem viver aderidos a uma superfície formando 

biofilmes, sobretudo pelas vantagens que este sistema oferece. As pesquisas realizadas nos 

últimos anos sobre o crescimento de micro-organismos nestas comunidades mostram a 

relação dos biofilmes em várias atividades humanas, especialmente no que diz respeito à 

saúde pública (SUN et al., 2013). Além disso, embora estejam envolvidos em muitos 

processos benéficos, como a biodegradação de poluentes ambientais, os biofilmes ocasionam 

prejuízos materiais provenientes da biocorrosão de equipamentos (SREY; JAHID; HA, 2013; 

LI et al., 2012a; MEESTERS; VAN GROENESTIJN; GERRITSE, 2003). 

A formação de biofilme por patógenos microbianos é um fator clinicamente 

relevante por gerar infecções que tendem a ser crônicas e recorrentes, devido à resistência à 

ação do sistema de defesa do hospedeiro e a tolerância aos agentes antimicrobianos 

convencionais. Um exemplo clássico da relação dos biofilmes em infecções crônicas é a 

presença de P. aeruginosa em pacientes acometidos por fibrose cística. Devido à importância 

dos biofilmes para a saúde humana, pesquisas nesta área estão constantemente sendo 

realizadas na tentativa de desenvolver estratégias terapêuticas eficientes para a erradicação 

dos biofilmes microbianos (SUN et al., 2013). 
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2.2 Processo de formação dos biofilmes 

 

De acordo com Joo e Otto (2012), a formação de um biofilme ocorre basicamente 

em três etapas (Figura 1). Inicialmente ocorre a ligação da célula a uma superfície e formação 

de microcolônias, em seguida ocorre a proliferação celular culminando na maturação do 

biofilme. Na última etapa acontece o destacamento ou dispersão, onde células são recrutadas 

para ambientes próximos, podendo determinar o surgimento de novos biofilmes. 

A etapa inicial da formação do biofilme ocorre pela interação com uma superfície 

condicionante, também chamada de filme condicionante ou película adquirida, que irá 

proporcionar condições para a instalação do biofilme. O deslocamento dos micro-organismos 

até a superfície ocorre através de mecanismos passivos, no caso de bactérias que não possuem 

apêndices celulares relacionados à 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 superfície ocorre através de interações eletrostáticas 

e hidrofóbicas, que podem ser reversíveis ou irreversíveis. Esta interação acontece entre 

moléculas específicas da película condicionante e as adesinas celulares, como o flagelo, o pili 

e o glicocálice. Com relação aos biofilmes no corpo humano, as bactérias asseguram a 

aderência por meio de ligações entre proteínas da superfície bacteriana com algumas proteínas 

presentes nos tecidos, tais como a fibronectina, o fibrinogênio, a vitronectina e a elastina, que 

são referidas como MSCRAMMs (microbial surface component recognizing adhesive matrix 

molecules) (JEFFERSON, 2004; DUNNE, 2002; JOO; OTTO, 2012). 

As células que se ligam de forma irreversível consolidam o processo de adesão 

dando início à proliferação celular e a produção de substâncias extracelulares poliméricas do 

inglês “extracellular polymeric substances” (EPS), que irá proporcionar a coadesão de 

colonizadores secundários, formando aglomerados de bactérias e permitindo a formação de 

um biofilme de várias camadas (Figura 1). Além disso, a EPS fornece proteção contra 

antibióticos 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 contêm canais que são essenciais para fornecer nutrientes 

para as células em camadas mais profundas, proporcionando um ambiente favorável para a 

sobrevivência das bactérias. Quando a densidade populacional alcança um nível limiar, são 

produzidos estímulos para a dispersão do biofilme. Tais estímulos são provenientes de 
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alterações na disponibilidade de nutrientes e oxigênio, e pela presença de produtos tóxicos. 

Nesta etapa, nas camadas mais externas começam a surgir organismos planctônicos que 

escapam do biofilme e colonizam outras superfícies, enquanto que as células mais próximas 

da superfície diminuem a atividade metabólica ou morrem (Figura 1). Estudos têm indicado 

que biossurfactantes facilitam a dispersão das células do biofilme e que este processo pode ser 

condicionado pela expressão de genes dependentes da densidade populacional, os quais são 

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 
superfície, de forma passiva, no caso de bactérias que não apresentam motilidade (amarelo) e ativa em bactérias 

com motilidade (vermelho). A aderência é mediada por interações específica entre proteínas bacteriana e 

proteínas da superfície ou por interações hidrofóbicas com uma superfície abiótica. Os passos seguintes são a 

proliferação e incorporação de uma matriz extracelular, culminando na maturação e dispersão do biofilme. 

 
Fonte: modificado de JOO; OTTO, 2012. 

 

2.3 Metabolismo do biofilme 

 

Para uma completa maturação dos biofilmes os substratos metabólicos necessários 

para o seu desenvolvimento precisam estar disponíveis no ambiente, caso contrário, os micro-

organismos desagregam-se e passam a viver em estado planctônico (CERCA; JEFFERSON, 
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2012). Os biofilmes possuem diferentes perfis de concentração de substâncias.  Isso resulta 

em diferentes ambientes de crescimento que pode vir a conduzir a diversidade metabólica e a 

distribuição espacial das espécies, além de influenciar na estruturação do biofilme. Desta 

forma, as características do metabolismo das bactérias dentro de um biofilme são distintas das 

características apresentadas na forma planctônica (MCLEAN et al., 2008). 

As limitações de difusão de substâncias na estrutura do biofilme resultam em 

variações na disponibilidade de nutrientes e oxigênio, bem como em alterações no pH. 

Portanto, as bactérias presentes nos biofilmes são inevitavelmente heterogêneas em relação à 

atividade metabólica (DAVEY; O'TOOLE, 2000; BABAUTA et al., 2012; KOLEY et al., 

2011). Por outro lado, os canais intercalados ao longo do biofilme nas áreas circundantes das 

microcolônias proporcionam interações metabólicas e constituem um meio eficaz de troca de 

nutrientes (DAVEY; O'TOOLE, 2000). 

A capacidade de sobreviver em baixas concentrações de nutrientes constitui uma 

das mais importantes estratégias de sobrevivência no biofilme. Nestas condições as bactérias 

interrompem o metabolismo de uma forma regulada que maximiza as chances de 

sobrevivência por um período de tempo mais longo. Eventualmente, também ocorre a 

paralisação dos alvos dos antibióticos, tornando-as mais resistentes (NGUYEN et al., 2011). 

A estruturação do biofilme também está relacionada com as variações na 

concentração de nutrientes disponíveis. Chávez de paz (2012) demonstrou que o 

desenvolvimento de um biofilme multiespécie formado por bactérias envolvidas na 

periodontite é afetado pela baixa atividade metabólica das células, que consequentemente é 

resultado da diminuição na concentração de glicose disponível. O efeito de diferentes 

condições de nutrientes na formação de biofilme também foi estudado em algumas 

pseudomonas, onde foi demonstrado que a dispersão do biofilme pode ser induzida pela 

ausência de um fluxo adequado de nutrientes ou por consequência de um aumento súbito 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 são formados basicamente por células microbianas e substâncias 

extracelulares poliméricas produzidas pelas próprias células, que geralmente são denominadas 

de "exopolissacarídeos", "polissacarídeos extracelulares", "exopolímeros" ou simplesmente de 

EPS (LIN et al., 2014). 
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A EPS é formada principalmente por polissacarídeos, proteínas, ácidos nucleicos 

e lipídios, 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 formação de uma película para a adesão das células. Além disso, as 

interações físico-químicas, tais como forças de Van der Waals e ligações de hidrogênio, 

estabelecidas entre os componentes da matriz, levam a uma estabilidade mecânica e estrutural 

do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; AZEVEDO; CERCA, 2012).  

A importância da presença da EPS nos estágios iniciais e tardios da formação de 

biofilme tem sido demonstrada pela expressão de genes envolvidos na síntese de 

polissacarídeo (JEFFERSON, 2004). Foi mostrado também, que a acumulação sequencial de 

EPS durante a formação de biofilme, forma uma complexa matriz tridimensional que conduz 

a uma arquitetura altamente compartimentalizada no interior do biofilme (XIAO et al., 2012). 

A sobrevivência do biofilme depende, sobretudo, da proteção que a EPS confere 

aos micro-organismos. Esta estrutura oferece proteção contra as condições adversas do 

ambiente, tais como a presença de células do sistema imunológico e radiação ultravioleta, 

além de proporcionar uma incorporação mais lenta de substâncias bactericidas. Além disso, a 

EPS tem importante função no metabolismo do biofilme por servir como fonte de glicose, por 

armazenar água e nutrientes e por conter enzimas extracelulares, permitindo que partículas 

advindas do ambiente e de células mortas sejam metabolizadas e utilizadas como fontes de 

energia (FLEMMING; WINGENDER, 2010; AZEVEDO; CERCA, 2012). 

Devido à importância na formação e na sobrevivência do biofilme, a EPS tem sido 

alvo de pesquisas que buscam caracterizar esta estrutura e planejar estratégias para evitar a 

formação e maturação dessas comunidades microbianas em ambientes indesejáveis (SHENG; 

YU; LI, 2010; XIAO et al., 2012; LIN et al., 2014; WANG et al., 2014). 

 

2.5 Comunicação celular em biofilmes 

 

A comunicação entre os micro-organismos presentes no biofilme, seja este 

formado por uma única espécie ou por espécies distintas, é mediada por diferentes sinais 

químicos que são sintetizados e secretados para o ambiente. Estes sinais vão determinar a 

formação do biofilme e outras atividades de cooperação entre as células, contribuindo para a 

manutenção da biodiversidade e da homeostase deste sistema. Esta forma de comunicação é 

denominada de Quorum Sensing (QS) e está relacionada com a densidade celular no biofilme 

(WATERS; BASSLER, 2005; LI; TIAN, 2012). 
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O QS é mediado pela presença de pequenas moléculas de sinalização 

denominadas de autoindutores. Estes são sintetizados intracelularmente pelos micro-

organismos durante o seu desenvolvimento e são continuamente libertados para o meio 

externo. Consequentemente, estas moléculas são acumuladas proporcionalmente ao aumento 

da densidade da população microbiana. Quando esta concentração atinge um determinado 

nível limiar, uma cascata de transdução de sinais é desencadeada gerando mudanças na 

expressão de genes que beneficiam a comunidade microbiana como um todo. A natureza 

destes sinais químicos, bem como os receptores, os mecanismos de transdução de sinais e a 

resposta fenotípica 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 produção de luz. Desde então, este 

sistema tem sido estudado amplamente em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(WATERS; BASSLER, 2005 GALLOWAY et al., 2012). Com relação às Gram-negativas, as 

moléculas de sinalização (autoindutoras) são acil homoserina lactonas (AHLs), cuja síntese é 

dependente de proteína LuxI. O aumento na concentração de AHLs, em resposta a densidade 

celular, é reconhecido pela proteína LuxR que liga-se ao um promotor específico do DNA e 

ativa a transcrição 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, constituído por dois 

circuitos interligados formados pelos sistemas las e rhl. Estes são regulados pelas homoserina 

lactonas (HSL) autoindutoras N-3-oxo-dodecanol homoserina lactona (3O-C12-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 são controlados 

por um sistema sensorial de QS que determina a produção de várias substâncias, dentre elas 

os ramnolipídeos. Estes, além de serem um importante fator de virulência, também são 

essenciais para a formação do biofilme deste patógeno (JENSEN et al., 2007; PAMP; 

TOLKER-NIELSEN, 2007). 

 

2.6 Aspectos genéticos dos biofilmes 

 

Os micro-organismos quando associados em biofilme apresentam expressão 

gênica diferente da forma planctônica (WHITELEY et al., 2001). Estas mudanças ocorrem 

por consequência da transferência horizontal de material genético entre as células no interior 
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do biofilme. Este ambiente também favorece a rápida propagação de fagos, bem como a 

conjugação e absorção de DNA plasmidial, resultando no aumento da diversidade genética 

(JEFFERSON, 2004). Estes processos podem trazer alguns benefícios para a sobrevivência 

dos micro-organismos, como a obtenção de genes que irão determinar resistência a os 

antibióticos (FERNÁNDEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011). 

Além disso, a própria alteração do modo de vida bacteriano de planctônico para 

biofilme é um fator que afeta de forma direta a expressão gênica dos micro-organismos. 

Mudanças nas propriedades genéticas das células bacterianas ocorrem nas diferentes fases de 

formação do biofilme. Estudos indicam que na etapa de adesão das bactérias há uma 

expressão dos genes para a síntese do pili e do flagelo e que estes são reprimidos em etapas 

posteriores do desenvolvimento por não serem necessários para a manutenção do biofilme 

(WHITELEY et al., 2001).  

Em um biofilme, tipos de células especializadas, incluindo células persistentes 

que demonstram resistência aos antibióticos, muitas vezes surgem devido a diferenças na 

expressão de genes. Essa diferenciação celular em comunidades bacterianas geralmente está 

relacionada com o ambiente ao qual estão expostos, bem como a presença de um gradiente 

diferencial de nutrientes, oxigênio e elétrons, que cria microambientes para que as células 

respondam alterando sua expressão gênica (DE LA FUENTE-NÚÑZ et al., 2013). Alterações 

também foram observadas na morfologia das colônias de subpopulações presentes em um 

mesmo biofilme. Em Streptococcus pneumoniae, por exemplo, foi observada a presença de 

colônias com características genotípicas e fenotípicas distintas para cada etapa do 

desenvolvimento do biofilme (ALLEGRUCCI; SAUER, 2007).  

No processo de diferenciação das características genéticas no biofilme deve se 

considerar também a presença de organismos de espécies diferentes. Neste contexto, ocorre a 

expressão de genes responsáveis pela interação entre os diferentes micro-organismos, 

favorecendo a comunicação entre espécies distintas e determinando a formação de biofilmes 

multiespécies (SILVERMAN et al., 2010). 
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3 Pseudomonas aeruginosa 

 

3.1 Características gerais 

 

A espécie Pseudomonas aeruginosa pertence à família Pseudomonadaceae, um 

grupo de organismos clinicamente importantes caracterizados como bacilos Gram-negativos, 

aeróbios e não fermentadores. Os representantes do gênero Pseudomonas possuem forma de 

bastonetes retos ou ligeiramente curvados, apresentando motilidade por meio de um ou mais 

flagelos polares. Algumas cepas têm aparência mucoide e produzem pigmentos solúveis em 

água como, por exemplo, a piocianina que confere uma pigmentação verde-azulada 

característica das colônias (MURRAY et al., 2004). Em condições aeróbicas, utilizam 

carboidratos através do metabolismo respiratório e o oxigênio como aceptor final de elétrons, 

podendo também crescer anaerobicamente utilizando nitrato ou arginina como aceptor 

alternativo de elétrons (HASSETT et al., 2002). 

O gênero Pseudomonas apresenta ampla distribuição no ambiente, com 

preferência por locais úmidos, sendo encontradas no solo, em matéria orgânica em 

decomposição, na vegetação e na água. Estes micro-organismos metabolizam uma grande 

variedade de substratos, exercendo função importante no ciclo do carbono na natureza, na 

decomposição de compostos químicos e em aplicações biotecnológicas como 

biorremediadores (MURRAY et al., 2004; YOSHIDA et al., 2009). Além disso, são utilizadas 

na produção de antibióticos, sideróforos, biossensores e biossurfactantes (MAVRODI et al., 

2006; MOSSIALOS; AMOUTZIAS, 2007; KUMAR et al., 2008; REIS et. al., 2011). 

As Pseudomonas estão incluídas entre os patógenos oportunistas de vegetais, 

animais e seres humanos. Estão frequentemente relacionadas às infecções nosocomiais, sendo 

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

 

3.2 Fatores de virulência 

 

A P. aeruginosa apresenta estruturas celulares e produz várias toxinas e enzimas 

que são caracterizadas como fatores de virulência por potencializarem sua patogenicidade. 

Estas estruturas são as adesinas, a cápsula polissacarídica e a endotoxina lipopolissacarídica. 

Dentre os exoprodutos (toxinas e enzimas) estão as exotoxinas A, S e T, as elastases, a 

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

 

Adesinas são proteínas envolvidas na adesão das bactérias a uma superfície, 

proporcionando a adaptação das células para diferentes condições ambientais e agindo como 

um fator de virulência contra o hospedeiro. Existem duas classes principais de adesinas, as 

fimbriais, composta de heteropolímeros de várias subunidades, e as não fímbrias, formadas de 

uma única proteína ou um homotrímero (GERLACH; HENSEL, 2007). 

As adesinas fimbriais ou pili, são apêndices filamentosos que se apresentam de 

forma mais proeminentes em bactérias Gram-negativas, onde estão ancoradas dentro da 

membrana externa. Estas estruturas estabelecem a adesão da bactéria através da interação com 

receptores presentes na superfície (GERLACH; HENSEL, 2007), além de mediarem à 

transferência de DNA (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). O pili tipo IV é uma importante 

adesina presente em P. aruginosa, sendo fundamental para a agregação de células em 

microcolônias e formação de biofilmes (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999), 

além de promover os mecanismos de motilidade da bactéria (CONRAD et al., 2011) e atuar 

como receptores para bacteriófagos (HOLLAND; SANZ; PERHAM, 2006). 

O flagelo de P. aeruginosa é outra adesina que, assim como o pili, confere 

motilidade às bactérias e está envolvida na virulência deste patógeno, contribuindo para 

aderência da bactéria às células epiteliais e favorecendo o estabelecimento de infecções 

(LILLEHOJ; KIM; KIM, 2002; FELDMAN et al., 1998). Foi relatado também que a presença 

do flagelo, bem como a presença da proteína flagelina purificada, auxilia na resposta 

inflamatória (KIM et al., 2014). Além disso, o flagelo atua como um mediador do primeiro 

contato físico da bactéria a uma superfície, estabelecendo o processo de fixação das células, 

favorecendo o início da formação do biofilme (PETROVA; SAUER, 2012). 

Assim, a aderência parece ser a fase mais importante e crítica no estabelecimento 

das infecções. Além do pili e do flagelo, outras adesinas descritas como fatores de virulência 

em P. aeruginosa inclui proteínas, tais como as lectinas, que promovem a adesão da bactéria 

mediada pela interação com carboidratos (BLANCHARD et al., 2008). 

 

3.2.2 Cápsula polissacarídica (alginato) 

 

A P. aeruginosa produz uma cápsula, chamada de alginato por ser constituída 

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

cepas, o alginato contribui para a adesão da bactéria a uma superfície (MAI et al., 1993) e está 



31 

 

presente na estrutura do biofilme como constituinte da EPS (NIVENS et al., 2001; HAY et 

al., 2009), impedindo a difusão de agentes antimicrobianos (HODGES; GORDON, 1991) e 

protegendo as células contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (LEID et al., 2005). 

Apenas dois gêneros bacterianos são capazes de sintetiza-lo, Pseudomonas e 

Azotobacter, sendo a biossíntese em P. aeruginosa mediada por um conjunto de 12 genes 

(REMMINGHORST; REHM, 2006). A produção deste polímero está frequentemente 

associada às cepas presentes em infecções, principalmente nas infecções pulmonares em 

pacientes com fibrose cística, promovendo a formação de biofilme no pulmão, que dificulta o 

tratamento e contribui para a mortalidade destes pacientes (DORING et al., 2000). 

 

3.2.3 Lipopolissacarídeo - LPS 

 

Outra estrutura importante na patogenicidade de P. aeruginosa é o 

lipopolissacarídeo (LPS), também chamado de endotoxina. Esta molécula é constituída por 

um lipídio A, componente hidrófobo que se localiza na membrana externa, responsável pela 

ação endotoxica, um núcleo polissacarídeo e um antígeno O contendo normalmente alguns 

monossacarídeos repetidos e alguns componentes não carboidratos (WANG; QUINN, 2010). 

O antígeno O da LPS de P. aeruginosa é responsável por conferir especificidade 

aos sorogrupos (BYSTROVA et al., 2006) e a região do lipídio A pela ativação da resposta 

imune, que é desencadeada pela ligação desta estrutura a receptores celulares conhecidos 

como toll-like receptors (TLR), encontrados na superfície de células imunitárias. Entretanto, 

em isolados clínicos de pacientes com fibrose cística foram reconhecidas cepas de P. 

aeruginosa capazes de modular a estrutura dos lipídios, resultado em alterações no 

reconhecimento imunológico inato do hospedeiro para este patógeno (ERNST et al., 2003). 

 

3.2.4 Exoprodutos 

 

Além das proteínas que são parte dos apêndices celulares, P. aeruginosa também 

produz exoproteínas que desempenham um papel decisivo na difusão da bactéria e nos danos 

aos tecidos. Dentre estas, estão algumas toxinas e proteases que são secretadas pela célula 

através de complexos mecanismos de secreção descritos por Bleves e colaboradores (2010). 

Dentre as toxinas de P. aeruginosa, a exotoxina A se destaca por ser bastante 

tóxica as células eucarióticas (CHIEDA et al., 2011), ocasionando danos nos tecidos e 

imunossupressão no hospedeiro. Esta toxina, assim como as exotoxinas S e T, pertence à 
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classe das ADP-ribosiltransferases, que causam a ADP-ribosilação de algumas proteínas 

intracelulares importantes, contribuindo para os danos celulares decorrentes das infecções por 

P. aeruginosa (HORNEF et al., 2000; YATES; MERRILL, 2004). Apesar da toxicidade 

apresentada pela exotoxina A, esta proteína também tem ação imunogênica. Estudos relatam 

que a imunização com esta exotoxina semipurificada estabeleceu proteção contra infecções 

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 degradação de importantes proteínas, tais como a elastina, induzindo 

mudanças na estrutura da parede vascular dos vasos sanguíneos, provocando lesões nas 

células endoteliais e induzindo hemorragia que podem agravar o quadro clínico nas infecções 

por P. aeruginosa (KOMORI; NONOGAKI; NIKAI, 2001). Com relação às hemolisinas, 

fosfolipase C e ramnolipídio, produzidas por P. aeruginosa, podem agir sinergicamente para 

quebrar lipídios e lecitina, contribuindo para a propagação da bactéria e ajudando na 

degradação das membranas das células. A Fosfolipase C é altamente ativa na clivagem de 

fosfolipídios, enquanto que os ramnolipídios atuam como biossurfactante na superfície das 

células (LÓPEZ et al., 2011; JENSEN et al., 2007). 

A piocianina, um pigmento produzido por P. aeruginosa, é outro fator de 

virulência que se destaca, uma vez que ocasiona diversos danos a nível celular. Estes danos 

são consequências do estresse oxidativo proveniente das formas tóxicas do oxigênio, que são 

produzidas na presença deste pigmento (MULLER, 2002).  

 

3.3 Epidemiologia 

 

A P. aeruginosa é uma bactérias endofíticas que, em geral, influência sobre o 

crescimento das plantas hospedeiras em termos de beneficiar na fixação de nitrogênio 

(GUPTA; PANWAR; JHA, 2013) e atuar no controle biológico de fungos fitopatogênicos 

(CORDERO et al., 2012). Sua presença pode trazer malefícios e ocasionar prejuízos ao 

homem, podendo causar doenças em plantas e animais (PEIX; RAMÍREZ-BAHENA; 

VELÁZQUEZ, 2009), sendo esta bactéria uma das causadoras de doenças em peixes, 

responsável pela ocorrência de danos econômicos na piscicultura (THOMAS, et al., 2014).  

A respeito de sua patogenicidade aos seres humanos, está frequentemente 

relacionada com infecções primárias da pele, do trato urinário e infecção pulmonar crônica 

em pacientes com fibrose cística (FC). Vale ressaltar que estas patologias estão 
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frequentemente relacionadas às infecções adquiridas no ambiente hospitalar, atualmente 

designadas por Infecções Nosocomiais (IN) ou Infecções Associadas aos Cuidados de Saúde 

(IACS) (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012). 

Os fatores etiológicos das IN estão no próprio ambiente hospitalar. Locais como, 

reservatórios de água, torneiras, pias, chuveiros, aparelhos de terapia respiratória e até mesmo 

medicamentos e desinfetantes são favoráveis à colonização da P. aeruginosa. Embora não 

seja considerado um componente da flora de humanos, este patógeno pode estar presente 

tanto em pessoas saudáveis quanto em pessoas doentes. Neste último caso, o paciente se torna 

o ponto alvo para o surgimento de IN, por estar com o sistema imunológico debilitado, e 

tornar-se um possível transmissor do patógeno (KERR; SNELLING, 2009). 

As lesões na pele de pacientes com queimaduras constituem a porta de entrada 

para a P. aeruginosa. Neste ambiente, o calor, a umidade e o pH estão entre os fatores 

benéficos para o seu desenvolvimento e o estabelecimento de infecções (ANDONOVA; 

URUMOVA, 2013). Com relação às infecções do trato urinário, estas constituem cerca de 25-

40% das IN e estão associadas a utilização de cateter, que fornece uma superfície ideal para a 

formação de biofilmes (LOURENÇO; CERCA; AZEVEDO, 2012). 

A P. aeruginosa está presente em cerca de 80% dos pacientes adultos acometidos 

por FC. Por ser um patógeno versátil, esta bactéria se adapta as condições do ambiente, 

podendo alterar o seu fenótipo não mucoide para a forma mucoide, conduzindo a formação de 

biofilme. Assim, a eliminação 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 prevalência desta 

bactéria em infecções estabelecidas nas unidades de tratamento intensivo (UTIs). Um estudo 

brasileiro verificou que 29% dos doentes internados estas unidades adquiriram uma infecção, 

sendo a P. aeruginosa responsável por 31% dos casos e a bactéria  Staphylococcus aureus por 

42% (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012). 

O impacto das IN é enorme em termos de saúde, social e econômico. Atualmente, 

as IN são a quarta causa de morte nos Estados Unidos da América (EUA), sendo 60% destas 

infecções causadas pela utilização de dispositivos médicos e implantes cirúrgicos. Além disso, 

surgem cerca de 2 milhões de novos casos anualmente, gerando um custo em torno de 5 

bilhões de dólares por ano. É importante ressaltar que os micro-organismos descritos como 

causadores destas infecções são todos potenciais formadores de biofilme, dentre os quais está 

se destaca a bactéria P. aeruginosa (HENRIQUE; VASCONCELOS; CERCA, 2012). 
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3.4 Fluoroquinolonas 

 

O surgimento do primeiro antibiótico isolado a partir do fungo Penicillium 

notatum, bem como a descoberta da sulfa no século XX, representou o início da quimioterapia 

que, desde então, vem possibilitando a cura de diversas patologias ocasionadas pelos micro-

organismos. Em relação ao mecanismo de ação destes, descreve-se a destruição da parede 

celular, inibição da síntese de proteínas e ácidos nucleicos, e atividade antimetabólitos 

(KOHANSKI; DWYER; COLLINS, 2010). Na década de 1980 foi desenvolvida uma classe 

de agentes antimicrobianos denominados de fluoroquinolonas, obtidas pela adição de um 

átomo de flúor na posição C-6 no anel aromático do ácido nalidíxico, os quais apresentam 

importante ação contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (RANG et al., 2007). 

O mecanismo de ação das fluoroquinolonas está relacionado com a inibição da 

síntese do DNA. Este efeito é mediado através da formação de um complexo entre a droga, o 

DNA bacteriano e as duas enzimas DNA-girase e topoisomerase IV durante a replicação. 

Ambas as enzimas são topoisomerases tipo II, que atuam rompendo as duas cadeias de um 

segmento de DNA na divisão celular da bactéria, dessa forma elas não conseguem prosseguir 

com a síntese do DNA, conduzindo para a morte celular (HOOPER, 2001). 

Com relação às aplicações clínicas das fluoroquinolonas, de acordo com Rang e 

colaboradores (2007), estes antimicrobianos são utilizados para o tratamento de infecções do 

trato urinário, infecções respiratórias em pacientes com fibrose cística e otites causadas por P. 

aeruginosa, em osteomielite crônica gerada por bacilos Gram-negativos, na erradicação de 

Salmonella typhi, no tratamento de gonorreia, prostatite bacteriana, cervicite e antraz. Este 

autor ainda ressalta que os efeitos adversos destes antimicrobianos são pouco frequentes, 

podendo ocasionar distúrbios gastrintestinais, erupções cutâneas 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 

antibiótico, cujo nome químico é ácido 1-ciclopropil-6-flúor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-

piperazinil)-3-quinolona, consiste em uma quinolona com característica anfipática a qual foi 

adicionada uma piperazina na posição C-7, resultando em um composto com maior atividade 

contra a bactéria P. aeruginosa (Figura 2) (CAZEDEY, 2009). 
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Figura 2 – Ilustração da estrutura molecular da CIP mostrando a presença de uma piperazina no carbono 7, um 

átomo de flúor no carbono 6 e um radical no carbono 1 do núcleo aromático. 

 
Fonte: modificado de CAZEDEY, 2009. 

 

A CIP apresenta ação efetiva contra vários micro-organismos, apresentando 

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

et al., 2007). Este medicamento é comercializado no Brasil por vários laboratórios e está 

disponível na forma farmacêutica de solução e pomada oftálmica, comprimido revestido, 

solução para infusão e solução injetável (CAZEDEY, 2009). Salvo prescrição médica 

contrária, segundo indicações encontradas na bula deste medicamento as doses de CIP (mg) 

recomendadas para o tratamento de infecções encontram-se indicadas no quadro 1. Quando 

administrada oralmente, a CIP tem uma rápida absorção, sendo este processo interferido pela 

presença de antiácidos (RANG et al., 2007). 

 
 

Quadro 1 – Prescrição para o uso da CIP.  
 

INDICAÇÕES 
Dose diária 

intravenosa para adulto 

Infecção do trato respiratório de acordo com a gravidade e o agente etiológico 2 x 200 a 400 mg 

Infecção do trato urinário - Aguda, não complicada 

- Cistite em mulheres antes da menopausa 

- Complicada 

2 x 100 mg 

dese única 100 mg 

2 x 200 mg 

Gonorreia - Extragenital 

- Aguda, não complicada 

2 x 100 mg 

dose única 100 mg 

Diarreia  2 x 200 mg 

Outras infecções  2 x 200 a 400 mg 

Infecções graves, com risco 

de vida 

Pneumonia estreptocócica, infecções recorrentes 

em fibrose cística, infecções ósseas e das 

articulações, septicemia, peritonite (principalmente 

causadas por Pseudomonas, Staphylococcus ou 

Streptococcus) 

3 x 400 mg 

Fonte: CIPROFLOXACINA, 2013. Bula de remédio. 
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A utilização em larga escala da CIP tem gerado problemas não só a respeito da 

resistência adquirida por micro-organismos patológicos durante um tratamento clínico, mas 

também vem representando um risco importante para o meio ambiente. Resíduos deste 

antibiótico têm sido encontrados na água e no solo, podendo inibir o crescimento de micro-

organismos do ambiente ou determinar o surgimento de resistência a antibióticos e, 

consequentemente, interferir na ecologia microbiana dos ecossistemas (GIRARDI et al., 

2011; MARTI et al., 2014). Além disso, trabalhos mostram que a introdução deste antibiótico 

em um sistema aquático pode levar ao aumento da resistência microbiana, não só à CIP, mas 

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

 

3.5 Resistência de P. aeruginosa aos agentes antimicrobianos  

 

Bento e Cerca (2012) descreveram o processo de resistência antimicrobiana como 

a capacidade de um micro-organismo crescer na presença de uma elevada concentração de 

antibióticos. De acordo com Chen, Chopra e Kaye (2011), esta resistência pode ser intrínseca, 

quando os micro-organismos não possuem o alvo ao qual a droga se direciona ou quando 

dispõe de barreiras naturais que impedem a substância de atingir o seu alvo, e pode ser 

adquirida quando ocorrem modificações genéticas resultando na eliminação ou diminuição da 

suscetibilidade a atividade antimicrobiana.  

A P. aeruginosa é intrinsecamente resistente a uma variedade de agentes 

antimicrobianos por apresentar mecanismos que impedem a ação destes, dentre os quais se 

destacam a baixa permeabilidade da membrana externa, o sistema de efluxo, a produção de 

enzimas inativadoras de aminoglicosídeos, produção de β-lactamases e alteração no alvo das 

fluoroquinolonas (SOARES, 2005). Além disso, a P. aeruginosa pode apresentar resistência 

adquirida pela obtenção de genes relacionados à resistência aos antibióticos ou através de 

mutações genéticas espontâneas induzidas pelos próprios antibióticos ou pelas condições de 

sobrevivência (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-NÚÑEZ; HANCOCK, 2011). 

A parede celular das bactérias Gram-negativas consiste em uma ou poucas 

camadas de peptidoglicanos e uma membrana externa formada por LPS, lipoproteínas e 

fosfolipídeos atuando como uma barreira hidrofóbica. Parte da permeabilidade desta 

membrana é devido à presença das proteínas 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 responsável pela difusão 

de vários tipos de substrato (SOARES, 2005). Já a porina OmpF é conhecido por 
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desempenhar um papel importante na absorção dos antibióticos fluoroquinolona 

(FERNANDES et al., 2007). Tem sido demonstrado que a resistência aos antimicrobianos em 

um grande número de espécies bacterianas ocorre devido a alterações de perfis da membrana 

externa e através de modificações nos canais proteicos (DELCOUR, 2009).  

 

Figura 3 - Representação esquemática da parede celular das bactérias Gram-negativas. 

 
Fonte: modificado de TRIPATHI et al., 2012.  

 

O mecanismo de efluxo nos micro-organismos é responsável por transportar 

ativamente compostos tóxicos de dentro da célula para o meio externo através de canais 

proteicos. A P. aeruginosa contém genes que codificam cerca de 12 sistemas de efluxo, dos 

quais sete já foram caracterizados (KUMAR; SCHWEIZER, 2005). De acordo com Morita, 

Tomida e Kawamura (2014), as bombas de efluxo MexAB-OprM e MexXY-OprM estão 

relacionadas ao mecanismo de resistência intrínseca às fluoroquinolonas, enquanto que os 

sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM foram 

reconhecidos como determinantes de resistência a estes antibióticos em isolados clínicos. 

Além disso, a P. aeruginosa produz enzimas modificadoras de aminoglicosídeos, 

tais como as nucleotidiltranferases, fosfotransferases e acetiltransferases, e β-lactamases que 

apresentam um importante papel no mecanismo de defesa contra os antibióticos 

aminoglicosídeos e β-lactâmicos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; POOLE, 2005; SOARES, 

2005). Com relação às fluoroquinolonas, a P. aeruginosa pode apresentar modificações na 

permeabilidade da membrana, causada por alterações nas porinas, indução do sistema de 

efluxo e modificações no alvo destes antibióticos através de mutações em genes que 

codificam as subunidades de DNA-girase e topoisomerase IV (HOOPER, 2001). 
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Muito se conhece sobre os mecanismos de resistência intrínseca e adquirida em P. 

aeruginosa, no entanto, Fernández, Breidenstein e Hancock (2011) ressaltam a importância da 

resistência adaptativa, que é induzida em resposta a presença de determinados sinais, tais 

como a presença de antibióticos. Em P. aeruginosa, um exemplo de resistência adaptativa 

ocorre em cepas que infectam o pulmão de pacientes com FC, pela capacidade de se aderirem 

ao ambiente anaeróbico característico.  

A presença de cepas multirresistentes tem sido detectada em níveis alarmantes, 

representando um problema de saúde em todo o mundo. No Brasil, segundo dados publicados 

em 2011, o índice de cepas de P. aeruginosa resistentes ao antibiótico CIP atingiu 93,7 % dos 

isolados clínicos obtidos de centros hospitalares da região Sul (NEVES et al., 2011). Assim, a 

compreensão dos mecanismos de resistência aos antibióticos desenvolvidos por este patógeno 

se torna necessária na busca pelo controle eficaz. 

 

2.6 Biofilme de P. aeruginosa 

 

A bactéria P. aeruginosa possui forte tendência para formar biofilmes pela sua 

capacidade de aderência a uma variedade de superfícies incluindo ambientes naturais, 

industriais, hospitalares e dispositivos médicos, tais como cateteres ou implantes que muitas 

vezes resultam em infecções crônicas difíceis de serem tratadas (ROCHEX; LEBEAULT, 

2007; WALKER et al., 2014; HAMMOND et al., 2010). 

No primeiro contato com a superfície, o flagelo e o pili tipo IV interagem 

cooperativamente para estabelecer a ancoragem e agregação das células em microcolônias 

(Figura 4). Após a aderência, inicia a expressão do sistema de QS para a ativação de genes 

relacionados com a produção da matriz extracelular, de ramnolipídios e de alguns fatores de 

virulência (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; CONRAD et al., 2011; 

SHARMA et al., 2014). Os ramnolipídios têm múltiplos papéis no desenvolvimento do 

biofilme de P. aeruginosa. Estes são necessários para a formação das microcolônias, 

estruturação da forma de cogumelo, manutenção de canais de água e dispersão do biofilme 

(PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007). 

A matriz extracelular do biofilme de P. aeruginosa é composta por três 

exopolissacarídeos distintos, o alginato, a PEL e PSL.  O alginato é produzido por cepas 

mucoides e desempenha importante função na manutenção das condições hídricas do biofilme 

(CHANG et al., 2007; Li et al., 2010a). Com relação aos polissacarídeos PEL e PSL, estes 

são importantes na arquitetura do biofilme de cepas não mucoides por atuar na adesão a 
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superfície e na manutenção da estrutura da matriz (RYDER; BYRD; WOZNIAK , 2007). 

Além dos exopolissacarideos ocorre também a presença de proteínas e DNA extracelular que 

fornece integridade estrutural para o biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).  

No último estágio de desenvolvimento, sinais são emitidos para que ocorra à 

liberação de células a partir do biofilme. Tem sido sugerido que este processo em P. 

aeruginosa envolve a ação de ramnolipidios (PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007) podendo 

ocorrer também em resposta à quantidade inadequada de nutrientes (ROCHEX; LEBEAULT, 

2007) e pela ação de uma enzima que digere o alginato, gerando a fragmentação 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) estão 

envolvidos na adesão e na formação de microcolônias. QS atua como um sinal para a formação de estruturas 

diferenciadas conduzindo para a maturação e desprendimento do biofilme. 

 
Fonte: modificado de COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999.  
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4 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 

 

4.1 Aspectos gerais 

 

 Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são importantes moléculas envolvidas em 

várias funções fisiológicas dos seres vivos, incluindo a imunidade inata. Normalmente são 

formados por 30 a 60 aminoácidos e são catiônicos. Até o momento aproximadamente 2426 

peptídeos antimicrobianos foram descritos, segundo um banco de dados disponível 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 antibiótico natural isolado a partir do corpo 

humano. Desde então, vários compostos naturais com atividade antimicrobiana têm sido 

isolados, dentre os quais se destacam os AMPs, que nas últimas duas décadas vêm sendo 

descritos como importantes moléculas com potencial terapêutico contra micro-organismos 

patogênicos (NAKATSUJI; GALLO, 2012) 

Os estudos sobre os AMPs como uma nova classe de agentes terapêuticos têm 

atraído interesse de muitos grupos de pesquisas, devido ao aumento da incidência de micro-

organismos patogênicos resistentes aos antibióticos convencionais (SHARMA et al., 2014). 

Isso tem aumentado o número de publicações sobre a atividade antimicrobiana dessas 

moléculas, sobretudo os estudos relacionados às mucosas orais pela direta relação dos AMPs 

com o sistema imunológico desse ambiente. Além desse grupo de peptídeos, tem se 

observado um avanço nas pesquisas com AMPs de origem sintética, sendo a classe mais 

estudada logo após os peptídeos da cavidade oral (SILVA et al., 2012) (Figura 5). 

Estes estudos têm elucidado a ação dos AMPs contra uma variedade de micro-

organismos, incluindo bactérias Gram-negativas e positivas, fungos, vírus e sobre células 

tumorais (LI et al., 2012b). No entanto, algumas limitações restringem a utilização terapêutica 

destas moléculas. Uma dessas limitações é que, muito embora a maioria dos AMPs catiônicos 

tenha alta atividade em condições não fisiológicas, na presença de fluidos biológicos como 

plasma, soro ou saliva, a atividade antimicrobiana é significativamente reduzida. Esta 

característica, associada à toxicidade de alguns AMPs e a rápida excreção renal, dificultam ou 

impossibilitam a utilização clínica destas moléculas (BATONI et al., 2011).  

 

http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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Figura 5 - Distribuição das publicações de acordo com a origem do AMP estudado. 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: SILVA et al., 2012. 

 

4.2 Peptídeos Hilina a1 

 

O peptídeo antimicrobiano Hilina a1 (Hy-a1) foi primeiramente isolado por 

Castro e colaboradores (2009) a partir da secreção da pele do sapo arbóreo Hypsiboas 

albopunctatus, comumente encontrado em regiões da América do Sul e presente na biota do 

cerrado. No mesmo estudo, foram realizadas análises referentes à sua estrutura primária e 

secundária, além da avaliação do seu potencial antimicrobiano e da atividade citolítica. 

A secreção da pele de H. albopunctatus foi obtida pelo método de estimulação 

elétrica e fracionada por RP-HPLC, resultando em 50 frações que foram testadas quanto à 

atividade antimicrobiana e também quanto à capacidade de lisar eritrócitos humanos. Uma 

fração citolítica foi detectada e purificada por etapas adicionais de cromatografia. Este novo 

peptídeo, foi chamado de hilina a1 (Hy-a1), teve sua estrutura primária determinada por 

Degradação de Edman automatizada e consiste em uma cadeia polipeptídica linear de 18 

resíduos de aminoácidos (IFGAILPLALGALKNLIK-NH2). Análise por espectrometria de 

massa (MALDI-TOF) mostrou um peptídeo altamente puro com a presença de um resíduo de 

aminoácido α-amidado na região C-terminal. O peptídeo hy-a1 foi sintetizado, manualmente, 

e sua estrutura secundária foi determinada por estudos de dicroísmo circular, que mostraram 

uma molécula com alto teor de α-hélice com caráter anfipático (CASTRO et al., 2009). 

No que se refere a sua atividade antimicrobiana, o peptídeo Hy-a1 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, além de uma ação 
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significativa contra as cepas fúngicas Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e 

Cryptococcus neoformans, fato este que evidencia seu amplo espectro de ação (CASTRO et 

al., 2009). Em adição à atividade antimicrobiana, Hy-a1 apresentou forte atividade hemolítica 

contra eritrócitos humanos, fato este que pode representar um problema em termos de 

aplicações clínicas deste peptídeo como um antibiótico alternativo. No entanto, derivados 

podem ser produzidos por modificações estruturais, de modo a evitar a atividade hemolítica e 

aumentar a ação antimicrobiana (CASTRO et al., 2009; CRUSCA et al., 2011). 

O potencial antimicrobiano e atividade citotóxica de peptídeos obtidos de 

secreções de anuros tem sido bastante explorado por diferentes grupos de pesquisas. 

Modificações pós-traducionais ocorrem comumente nos peptídeos antimicrobianos de anuros, 

dentre as quais está a amidação do C-terminal, essencial para a atividade antimicrobiana e 

citotoxicidade por contribuir para o aumento da carga positiva geral da molécula (SHALEV; 

MOR; KUSTANOVICH, 2002; CONLON et al., 2014). 

 

4.3 Peptídeos sintéticos 

 

O grande interesse pelos AMPs levou à necessidade de estudos químicos, físicos, 

farmacológicos e bioquímicos sobre estas moléculas. No entanto, estes são obtidos das fontes 

biológicas em quantidades insuficientes para o desenvolvimento de tais pesquisas. Assim, a 

síntese dessas moléculas possibilitou importantes estudos sobre as características estruturais e 

o mecanismo de ação (CASTRO et al., 2009; WIRADHARMA et al., 2011). 

Além disso, embora os AMPs de origem nativa tenham se mostrado com ação 

antimicrobiana eficiente em relação às diversas drogas comerciais, análogos sintéticos, 

derivados de modificações pontuais, foram desenvolvidos com a finalidade de ampliar o 

arsenal de AMPs viáveis para utilização tanto em ensaios in situ como in vivo. Em geral são 

obtidos por modificação e/ou otimização das sequências do peptídeo nativo com o objetivo de 

melhorar seus efeitos antimicrobianos, enquanto, em paralelo, procura-se reduzir o efeito 

citotóxico 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 glândulas de anuros têm sido bem 

estudadas por representar uma das mais ricas reservas destes antimicrobianos (CONLON et 

al., 2014). Contudo, tendo em vista que a atividade biológica e a citotoxicidade dos AMPs 

está frequentemente associada com o número de cargas positivas e a sua estrutura, Crusca Jr e 

colaboradores (2011) avaliaram a importância da carga e da região N-terminal deste peptídeo 
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na atividade biológica. Para isso, quatro análogos do peptídeo Hy-a1, com o triptofano (Trp) 

substituindo a leucina (Leu) na posição 6 e com modificações na extremidade N-terminal, 

foram manualmente sintetizados por meio da técnica de síntese de peptídeo em fase sólida.  

Dentre os peptídeos sintetizados, destaca-se o peptídeo Lys-[Trp
6
]hy-a1 (Lys-a1) 

devido a sua marcante atividade antimicrobiana. Para a obtenção deste, além da substituição 

da Leu pelo Trp na posição 6, foi adicionada uma lisina (Lys) no N-terminal do peptídeo 

original (Hy-a1), conferindo uma carga positiva nessa extremidade. Devido ao Trp ser 

considerado um fluoróforo natural, essa modificação possibilita a realização de ensaios de 

permeabilidade de membrana. Como esperado, o aumento de cargas positivas na extremidade 

N-terminal do peptídeo melhorou significativamente sua atividade antimicrobiana, sobretudo 

contra cepas Gram-negativas, em comparação ao peptídeo nativo (CRUSCA et al., 2011). 

Além disso, Silva e colaboradores (2013) mostraram a atividade antimicrobiana e antibiofilme 

da Lys-a1, em baixas concentrações, contra bactérias do gênero Streptococcus. 

A obtenção de AMPs sintéticos tem sido realizada com o intuito de obter 

peptídeos com as características antimicrobianas dos AMPs originais conservadas, mas com 

as regiões responsáveis pelo efeito citotóxico alteradas (LEE et al., 2013). Além disso, 

peptídeos com alvo específico têm sido utilizados em pesquisas recentes. Tais moléculas 

ganham regiões de reconhecimento para um determinado micro-organismo, possibilitando a 

atuação do AMP sem alterar a microbiota natural (HE et al., 2009; LI et al., 2010b). 

 

4.4 Mecanismo de ação 

 

Os mecanismos de ação dos AMPs ainda não estão completamente esclarecidos. 

Todavia, algumas teorias sobre a ação destas moléculas na membrana celular bacteriana têm 

sido sugeridas através de métodos como microscopia associada à fluoróforos, dicroísmo 

circular, espectrometria de massa e estudos com modelos de membrana (BROGDEN, 2005; 

PAULSEN et al., 2013; BOLINTINEANU; VIVCHARUK; KAZNESSIS, 2012). Dentre os 

principais mecanismos de atividade biocida sugeridos para os AMPs, têm-se os modelos de 

morte celular por via extracelular e os modelos por via intracelular (BROGDEN, 2005).   

A morte celular mediada por peptídeos geralmente é rápida. De acordo com 

Brogden (2005), alguns peptídeos ocasionam a morte bacteriana em torno de 15 a 90 minutos 

de contato. Inicialmente os AMPs aniônico ou catiônico são atraídos à superfície do micro-

organismo por interações eletrostáticas com as estruturas da superfície celular. Nas bactérias 

Gram-negativas, as interações ocorrem entre peptídeos catiônicos e a rede de cargas negativas 
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presente no envelope bacteriano, formada por fosfolipídios aniônicos e grupos fosfatos nos 

lipopolisacarídeos. Enquanto que, em bactérias Gram-positivas, esta interação é estabelecida 

pelos ácidos teicóicos da superfície celular. Após a atração inicial, os AMPs se ligam à 

superfície celular, onde irá ocorrer a passagem através da membrana externa, permitindo que 

estes interajam diretamente com a membrana citoplasmática (BROGDEN, 2005). Em baixas 

proporções, os AMPs são ligados de forma paralela à bicamada lipídica. À medida que tal 

proporção aumenta, os peptídeos iniciam a sua orientação para o interior da célula, gerando a 

formação de poros na membrana, que acarretam na morte celular por perda de líquido 

citoplasmático (PAULSEN et al., 2013). Apesar de aparentemente simples, alguns modelos 

têm sido propostos para melhor entender a dinâmica dos danos gerados pelos AMPs na 

membrana (Figura 6). 

 

Fugura 6 – Representação do mecanismo de interacção entre os AMPs e a membrana celular: (A) modelo de 

carpete; (B) modelo de poro-toroidal; (C) modelo de barril. 

 
Fonte: SALWICZEK et al., 2014. 

 

No modelo de carpete ou “carpet model”, os peptídeos são atraídos de forma 

eletrostática pelas extremidades aniônicas fosfolipídicas e se acumulam na superfície da 

bicamada lipídica. Em altas concentrações, são induzidos a penetrarem na membrana celular e 

romperem a integridade da mesma de uma forma semelhante aos detergentes, levando a 

formação de micelas. Em concentrações críticas, os peptídeos formam cavidades na 

membrana, o que permite o acesso de mais peptídeos, acarretando na desintegração da 

bicamada lipídica (BROGDEN, 2005; SALWICZEK et al., 2014) (Figura 6A).  

No modelo de poro-toroidal ou “toroidal-pore model” a inserção das hélices dos 

AMPs na membrana induz a ligação de uma das monocamadas lipídicas à outra contraposta 

de forma contínua e bilateral, ocorrendo a associação da face polar do peptídeo com a 
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superfície polar estabelecida pelas extremidades fosfolipídicas da membrana celular, 

formando um poro curvado para o interior da célula de uma forma contínua (Figura 6B). No 

modelo de barril ou “barrel-stave”, os peptídeos estão inseridos no núcleo hidrofóbico da 

membrana formando um poro em formato de “barril”, que permite o fluxo de conteúdo 

intracelular para o meio externo (BROGDEN, 2005; SALWICZEK et al., 2014) (Figura 6C). 

Muito embora a lise da membrana celular leve à morte bacteriana, estudos relatam 

a existência de outros métodos de morte celular, tais como a ligação dos AMPs a alguns alvos 

intracelulares importantes. Como exemplos de tais atividades têm-se a inibição da síntese de 

DNA, RNA e proteínas, geralmente relacionada com a pleurocidina, α-defensina-1 e α-

defensina-2, e a inibição da atividade enzimática, associada às histatinas (BROGDEN, 2005; 

MARR; MCGUIRE; MCMASTER, 2012; TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012) (Figura 7). 

 

Figura 7 - Modos de ação intracelular para atividade antimicrobiana dos AMPs. 

 
Fonte: modificado de BROGDEN, 2005. 

 

Todos estes mecanismos eventualmente não acontecem de forma independente, 

mas sim de forma correlacionada e gradual. Além disso, diversos fatores podem estar 

intimamente associados à efetividade e especificidade do peptídeo à membrana celular, tais 

como o seu tamanho, sequência de aminoácidos, carga, estrutura e conformação, 

hidrofobicidade e anfipaticidade (BROGDEN, 2005). 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

 Verificar a influência do peptídeo Lys-[Trp
6
]hy-a1 na atividade antibacteriana de 

ciprofloxacina (CIP) contra o micro-organismo patogênico Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana da Lys-a1 e da CIP durante o crescimento 

planctônico de P. aeruginosa ATCC 9027 (estabelecimento de CIM e CBM). 

 Verificar a concentração mínima da Lys-a1 que potencializa a atividade 

antibacteriana da CIP sobre P. aeruginosa ATCC 9027.  

 Delinear a cinética de morte de P. aeruginosa ATCC 9027 quando submetida à 

ação bactericida da CIP, sozinha e combinada com a Lys-a1. 

 Avaliar a atividade da CIP e da Lys-a1, isoladamente e em combinação, na 

formação do biofilme de P. aeruginosa ATCC 9027. 

 Verificar a concentração da CIP, em combinação com a Lys-a1, efetiva contra o 

biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Cepa bacteriana e condições de cultivo 

 

A cepa bacteriana utilizada neste estudo foi a Pseudomonas aeruginosa ATCC 

9027 disponibilizada pela Fundação 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 ativação da 

cepa, uma alíquota de 50 µL foi inoculada em 5 mL de meio BHI caldo estéril e incubada a 

37°C por 24 h em condições aeróbicas. Após esta ativação, a cultura foi renovada inoculando-

se uma alíquota de 50 µL em 5 mL de meio BHI caldo estéril, mantendo as mesmas condições 

de crescimento por 18 h, período 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 biológicos, as células bacterianas na fase de 

crescimento exponencial foram colhidas por centrifugação em centrífuga 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 óptica (DO) com o auxílio de um leitor 

de microplacas (BioTrak II, Amersham Biosciences) a 620 nm, a partir da qual pôde-se 

ajustar a concentração para 2 × 10
6
 UFC.mL

-1
 (Figura 8). 

 

Figura 8 – Representação esquemática das condições de cultivo da P. aeruginosa ATCC 9027 e do procedimento 

de ajuste da concentração do inóculo bacteriano para a realização dos ensaios biológicos. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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6.2 Síntese, purificação e preparação da solução do peptídeo Lys-a1 

 

O peptídeo Lys-a1 foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do prof. Dr. 

Eduardo Cilli da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (UNESP), o qual foi 

sintetizado e purificado segundo metodologia publicada por Crusca e colaboradores (2011). O 

peptídeo foi inicialmente dissolvido em água deionizada estéril com 0,1% de ácido acético à 

concentração de 4.000 µg.mL
-1

 e armazenado em freezer -20 °C. Para utilização nos ensaios 

biológicos a concentração foi ajustada pela adição de meio de cultura BHI caldo estéril. 

 

6.3 Preparação da solução do antibiótico ciprofloxacina 

 

A solução do antibiótico ciprofloxacina (2 mg.mL
-1

) foi adquirida comercialmente 

e devidamente diluída em meio de cultura BHI caldo estéril até a concentração desejada para 

utilização nos ensaios biológicos. 

 

6.4 Ensaio de atividade antimicrobiana 

 

A atividade antibacteriana do peptídeo Lys-a1 e do antibiótico CIP foi verificada 

segundo o teste de microdiluição em placas de poliestireno de 96 poços, padronizada segundo 

a diretriz M07 – A 9ª edição, Metodologia para Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos 

por Diluição para Bactérias de Crescimento Aeróbico (CLSI, 2012). 

Para o teste com a Lys-a1, cada poço da placa foi preenchido com 100 µL de meio 

de cultura BHI caldo estéril com exceção da primeira linha, a qual foi preenchida com 200 µL 

de Lys-a1 na concentração de 500 µg.mL
-1

 já dissolvido com o mesmo meio de cultura. Para 

o teste com a CIP, cada poço da placa foi também preenchido com 100 µL de meio de cultura 

BHI caldo estéril com exceção da primeira coluna, a qual foi preenchida com 200 µL de CIP 

na concentração de 0,97 µg.mL
-1

. Realizou-se diluições seriadas na base dois para obtenção 

de diferentes concentrações da Lys-a1 (500 a 15,62 µg.mL
-1

) e da CIP (0,97 a 0,03 µg.mL
-1

) 

em um volume final de 100 µL. Em seguida 100 µL de bactéria 2 x 10
6
 UFC.mL

-1
 foram 

adicionados aos poços da placa obtendo um volume final de 200 µL com concentração 

bacteriana de 1 x 10
6
 UFC.mL

-1
. A concentração final das substâncias variou de 250 a 7,8 

µg.mL
-1 

para a Lys-a1 e de 0,48 a 0,015 µg.mL
-1

 para a CIP. Poços que continham apenas 

inóculo e meio de cultura BHI caldo estéril foram utilizados como controle de crescimento da 

bactéria e poços que continham os tratamentos antimicrobianos sem a presença de inóculo 
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foram utilizados como controle de turbidez. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h em 

condições aeróbicas para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) de cada substância (Figura 9). 

 

Figura 9 – Representação esquemática da metodologia utilizada para determinar a CIM e CBM da Lys-a1 e da 

CIP contra P. aeruginosa ATCC 9027, segundo o teste de microdiluição padronizado pelo CLSI. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Foi considerada CIM a menor concentração de Lys-a1 e de CIP capaz de inibir 

visualmente o crescimento bacteriano após 24 h de incubação. Para determinar a CBM, 10 μL 

dos poços onde não houve crescimento microbiano visível foram inoculados em placas de 

petri contendo meio de cultura BHI ágar estéril. Após um período de 24 h de incubação a 

37°C em condições aeróbicas, foi considerado CBM a menor concentração capaz de inibir 

completamente o crescimento microbiano na superfície de ágar. 

 

6.5 Ensaio de checkerboard 

 

A atividade antimicrobiana do antibiótico CIP em combinação com o peptídeo 

Lys-a1 foi determinada pela técnica de Checkerboard (WHITE et al., 1996). Inicialmente as 

substâncias foram diluídas em meio BHI caldo estéril em diferentes concentrações e 

combinadas pela adição de 50 µL de cada substância aos poços da placa de microtitulação no 

sentido vertical (Lys-a1) e horizontal (CIP). Em seguida foi acrescentado 100 µL de bactéria 

2 x 10
6
 UFC.mL

-1
, obtendo um volume final de 200 µL em cada poço com concentração 

bacteriana de 1 x 10
6
 UFC.mL

-1
 e com a concentração final das substâncias variando de 125 a 
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0,97 µg.mL
-1 

para a Lys-a1 e de 0,48 a 0,003 µg.mL
-1 

para a CIP. Poços que continham 

apenas inóculo e meio de cultura BHI caldo estéril foram utilizados como controle de 

crescimento da bactéria e poços que continham apenas os tratamentos antimicrobianos foram 

utilizados como controle de turbidez. A placa foi incubada a 37 °C por 24 h em condições 

aeróbicas para determinação da CIM e da CBM das substâncias combinadas (Figura 10). 

 

Figura 10 – Representação esquemática da metodologia utilizada para determinar a CIM e CBM da CIP 

combinada com a Lys-a1 contra P. aeruginosa ATCC 9027, segundo a técnica de Checkerboard. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Para determinação da CIM do antibiótico CIP em combinação com a Lys-a1, foi 

considerada a menor concentração da CIP em combinação com a Lys-a1 capaz de inibir 

visualmente o crescimento bacteriano após 24 h de incubação. Além disso, a inibição do 

crescimento planctônico foi visualizada através de leitura espectrofotométrica na DO de 620 

nm. Para determinar a CBM, 10 μL dos poços onde não houve crescimento microbiano 

visível foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultura BHI ágar estéril. Foi 

considerado CBM a menor concentração capaz de inibir completamente o crescimento 

microbiano na superfície de ágar após 24 horas de incubação a 37 °C em condições aeróbicas. 

O Índice de Concentração Inibitória Fracional (ICIF) é definido como a soma da 

CIM das substâncias, quando utilizadas em combinação, dividida pela soma da CIM das 

substâncias isoladas. Assim, a interpretação 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 medição do número de 

células bacterianas viáveis de P. aeruginosa quando submetida à ação bactericida da CIP 

sozinha e combinada com a Lys-a1. Após a bactéria atingir a fase log de crescimento, a 

concentração das células no inóculo foi ajustada para 2 x 10
6
 UFC.mL

-1
. Em seguida essa 

suspensão de células foi incubada aerobicamente em uma placa de microtitulação de 96 poços 

por 24 horas a 37 ◦C em contato com a CBM obtida para a CIP sozinha e combinada com a 

Lys-a1 (Figura 11). A quantidade de bactéria e de substância teste em cada poço da placa foi 

semelhante à utilizada nos testes de determinação da CIM e da CBM. Inóculo com meio de 

cultura BHI caldo estéril foi utilizado como controle de crescimento da bactéria (Figura 11). 

Imediatamente ao preenchimento da placa e após 1, 2, 3, 4 e 5 h, 10 µL da 

suspensão de células cada poço da placa foram colhidos, reunidos e procedeu-se com diluição 

em série na base 10 em solução estéril de NaCl 0,15 M. Em seguida inoculou-se 10 µL de 

cada diluição, contendo a suspensão bacteriana, em placas de petri com BHI ágar estéril e 

incubou-se por 24 h a 37 °C em condições aeróbicas. Em seguida, as Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC’s) foram contadas, e realizada a correção do número de células multiplicando 

o número de UFC pela diluição, o qual foi expresso como UFC.mL
-1

 (Figura 11). 

 

Figura 11 – Representação esquemática da metodologia utilizada para determinar a curva de tempo de morte de 

P. aeruginosa ATCC 9027 após contato com a CIP e a Lys-a1 por diferentes intervalos de tempo. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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6.7 Ensaio de atividade antibiofilme 

 

O efeito do peptídeo Lys-a1 e do antibiótico CIP na formação do biofilme de P. 

aeruginosa foi verificado pelo método descrito por O'toole e Kolter (1998) com algumas 

modificações. As placas de poliestireno de fundo chato foram montadas como descrito no 

item 6.4. Após 24 h de incubação aeróbica a 37 °C a biomassa do biofilme formado foi 

quantificada através da coloração com Cristal Violeta (CV) como descrito a seguir. 

 

6.7.1 Quantificação da biomassa 

 

Para a quantificação da biomassa, as bactérias planctônicas foram removidas e os 

poços lavados com água destilada. Após secagem da placa a temperatura ambiente, 200 µL de 

álcool metílico PA foram adicionados e deixados por 15 minutos para fixação das células 

aderidas. Após a remoção do metanol, 200 µL de CV 0,1% foram adicionados por 10 minutos 

para permitir uma quantificação indireta da biomassa através da coloração. Em seguida o CV 

foi removido e repetiu-se o processo de lavagem e secagem da placa e foram adicionados 200 

µL de ácido acético 33% por 10 minutos para dissolução do corante preso ao biofilme. A 

suspensão obtida em cada poço foi transferida para uma nova placa de 96 poços onde foi 

realizada a medição da absorbância em um leitor de microplacas a 590 nm (Figura 12). 

 

Figura 12 – Representação esquemática da metodologia de quantificação do biofilme de P. aeruginosa ATCC 

9027, gerado em contato com a CIP e a Lys-a1 em placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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6.8 Ensaio de checkerboard na formação do biofilme 

 

O efeito do antibiótico CIP em combinação com o peptídeo Lys-a1 na formação 

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 modificações. As placas foram 

montadas como descrito no item 6.5. Após 24 h de incubação aeróbica em estufa a 37 °C para 

a formação do biofilme precedeu-se com a quantificação 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-a1 sobre o biofilme 

pré-formado de P. aeruginosa, a bactéria foi crescida até a fase log, a concentração das 

células foi ajustada para 1 x 10
6
 UFC.mL

-1 
e incubada em placa de poliestireno de 96 poços de 

fundo chato por 12 horas em condições aeróbicas a 37 ◦C para a formação do biofilme. 

Após o período de crescimento do biofilme, as células planctônicas foram 

removidas e os poços lavados três vezes com solução de NaCl 0,15 mM estéril. Em seguida 

os poços contendo o biofilme de 12 horas foram preenchidos com 200 µL das substâncias 

teste em concentrações acima da CBM. Aos poços 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 h a 37 °C. 

Após o tempo de tratamento ao biofilme, as substâncias foram removidas, os 

poços lavados 3 vezes com solução de NaCl 0,15 mM estéril e em seguida foram 

acrescentados 200 µL de meio de cultura BHI caldo estéril. A placa foi novamente incubada 

aerobicamente em estufa a 37 ◦C por 24 h e, após este tempo, foi submetida à quantificação 

da biomassa por CV, conforme descrito no item 6.7.1 e a contagem de UFC’s para verificar a 

viabilidade celular no biofilme após a ação das substâncias, como descrito a seguir. 

 

6.9.1 Contagem das UFCs 

 

Inicialmente as bactérias planctônicas foram removidas e os poços, da placa de 

microtitulação, foram lavados três vezes com solução de NaCl 0,15 M estéril para remoção 

das células fracamente aderidas. Em seguida, cada poço foi preenchido com 200 L de 

solução de NaCl 0,15 M estéril e a placa foi submetida a banho ultrassônico (Cuba de Ultra-
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Som – CRISTÓFOLI) por 6 minutos para a liberação das células incrustadas na matriz 

polimérica do biofilme. A suspensão de células foi coletada com uma pipeta automática 

através do movimento up-down, reunida em eppendorf estéril e foi realizada diluição seriada 

na base dez em solução de NaCl 0,15 M estéril. A partir de cada diluição obtida, inoculou-se 

10 µL em placas de petri contendo meio de cultura BHI ágar estéril, as quais foram incubadas 

aerobicamente em estufa a 37 °C durante 24 horas. Após este período procedeu-se com a 

contagem do número de colônias para cada diluição e foi realizada a correção do número de 

células multiplicado-se o número de UFCs presente na superfície de ágar pela diluição. Os 

resultados de todas as contagens foram expressos como UFC.mL
-1

 (Figura 13). 

 

Figura 13 – Representação esquemática da metodologia de quantificação das UFCs do biofilme de P. aeruginosa 

ATCC 9027 tratado com CIP sozinha e combinada com a Lys-a1. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

6.10 Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos 

resultados categorizados em Microsoft Excel (Versão 2012 para Windows) e posteriormente 

analisadas no software GraphPad Prism (Versão 5.0 para Windows, San Diego California 

USA). As diferenças significativas entre os grupos foram verificadas através da aplicação do 

teste One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. Os dados foram considerados 

estatisticamente significantes quando p < 0,01. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As bactérias possuem uma capacidade extraordinária para se adaptarem ao meio 

ambiente, possibilitando o sucesso no desenvolvimento de mecanismos de resistência aos 

antimicrobianos durante o tratamento de infecções. Assim, se torna necessário a busca por 

estratégias que minimize este processo, seja pelo melhor entendimento dos mecanismos de 

resistência ou pela descoberta de novos compostos com eficiente efeito terapêuticos 

(FERNÁNDEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011). Nesta última perspectiva, muitos 

compostos naturais e sintéticos têm sido cada vez mais estudados, dentre os quais se destacam 

os AMPs, moléculas importantes envolvidas na imunidade inata dos seres vivos.  

Peptídeos produzidos por várias 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 vírus (LI 

et al., 2012b). Neste estudo verificou-se a influência do peptídeo sintético Lys-a1 na atividade 

antibacteriana do antibiótico CIP durante o crescimento planctônico, na formação de biofilme 

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

 

7.1 Determinação da CIM e da CBM 

 

 A atividade antibacteriana do antibiótico CIP e do peptídeo Lys-a1 sobre a cepa 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 foi avaliada através do método de microdiluição em 

caldo utilizando placas de poliestireno de 96 poços (CLSI, 2012). De acordo com o CLSI 

(2012), a CIM é a menor concentração do agente antimicrobiano que impede o crescimento 

visível de um micro-organismo em testes de sensibilidade por diluição em ágar ou caldo.  

Os resultados mostram que a CIP interfere de forma bastante relevante no 

crescimento planctônico de P. aeruginosa, apresentando CIM de 0,24 μg.mL
-1

 (Tabela 1). 

Isso demonstra que a cepa testada é susceptível à ação antibacteriana deste antibiótico, o que 

já era esperado pelo fato do mesmo possuir indicação para uso clínico 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 μg.mL
-1

 contra a cepa P. aeruginosa ATCC 9027.  

No que concerne a atividade antibacteriana do peptídeo Lys-a1, este também foi 

capaz de interferir de forma significativa no crescimento planctônico de P. aeruginosa 

apresentando CIM de 125 μg.mL
-1 

(Tabela 1). A atividade antimicrobiana da Lys-a1 foi 
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inicialmente estudada por Crusca Jr e colaboradores (2011). Neste estudo foi demonstrando 

uma ação antibacteriana durante o crescimento planctônico de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, incluindo a cepa P. aeruginosa ATCC 27853. Recentemente também foi 

demonstrado efeito antibacteriano deste peptídeo em baixas concentrações sobre bactérias do 

gênero Streptococcus (SILVA et al., 2013). Além disso, outros peptídeos com atividade 

contra P. aeruginosa têm 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-a1 sobre P. aeruginosa foi analisada 

através do método de determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM), pelo qual 

foi estabelecida a quantidade mínima das substâncias capaz de matar as células bacterianas. A 

CBM obtida para a CIP foi de 0,48 μg.mL
-1

, valor este abaixo do índice bactericida obtido 

para outras bactérias Gram-negativas (BERLANGA et al., 2004). Para a Lys-a1 este valor foi 

de 125 µg.mL
-1

, apresentando-se dentro da faixa dos valores mostrados por Silva e 

colaboradores (2013) ao verificarem a CBM deste peptídeo sobre bactérias Gram-positivas. 

Logo, tanto o antibiótico quanto o peptídeo têm potencial bactericida contra P. aeruginosa 

ATCC 9027 (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – CIM e CBM da CIP e da Lys-a1 sobre a cepa P. aeruginosa ATCC 9027. 

Cepa CIP µg.mL
-1

 Lys-a1 µg.mL
-1

 

P. aeruginosa ATCC 9027 
CIM CBM CIM CBM 

0,24 0,48 125 125 

Fonte: Próprio autor. CIM: Concentração Inibitória Mínima; CBM: Concentração Bactericida Mínima; CIP: 

Ciprofloxacina; Lys-a1: Lys-[Trp6]hy-a1. 

 

Os antibióticos fluoroquinolonas apresentam um largo espectro de atividade 

antimicrobiana efetiva contra uma variedade de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-

negativas patogênicas. No entanto, a utilização em larga escala destes antibióticos 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 combinação de antibióticos no tratamento destas infecções vem sendo utilizada 

e demonstra melhores resultados quando comparado à utilização de um único fármaco. Dessa 

forma, o estudo sobre a combinação de antimicrobianos pode levar ao estabelecimento de 

estratégias eficientes contra a resistência bacteriana ou até mesmo contribuir para o 

desenvolvimento de um novo agente antimicrobiano (AHMED; KHAN e KHAN, 2013). 
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7.2 Determinação do ICIF 

 

Este trabalho propõe avaliar a influência do peptídeo Lys-a1 na atividade 

antibacteriana do antibiótico CIP. Para isso, procedeu-se com o método in vitro denominado 

Checkerboard, através do qual se obteve o Índice de Concentração Inibitória Fracional (ICIF). 

Segundo Tateda e colaboradores (2006) esta metodologia é eficiente para ser utilizada 

rotineiramente em laboratórios de microbiologia clínica na determinação da atividade de 

antibióticos combinados. 

A tabela 2 apresenta as concentrações sub inibitórias da CIP e da Lys-a1 em 

diferentes combinações nas quais foi observada inibição do crescimento planctônico de P. 

aeruginosa. Além disso, é apresentado o ICIF obtido para cada combinação e a interpretação 

da interação estabelecida. O resultado da associação entre as duas substâncias se mostrou 

indiferente apenas na concentração de 0,12 µg.mL
-1

 da CIP quando combinada a 62,5 µg.mL
-1

 

de Lys-a1, sendo observada predominantemente interações aditivas e sinérgicas. Vale 

ressaltar, que nenhuma das combinações testadas apresentou efeito antagônico. 

 

Tabela 2 – Valores e interpretação do ICIF da CIP combinada com a Lys-a1 contra P. aeruginosa ATCC 9027. 

SUBSTÂNCIAS 

ICIF Interpretação 
CIP (µg.mL

-1
) Lys-a1 (µg.mL

-1
) 

0,12 

62,5 1,00 Indiferente 

31,2 0,75 Aditivo 

15,6 0,62 Aditivo 

7,8 0,56 Aditivo 

3,9 0,53 Aditivo 

1,9 0,51 Aditivo 

0,9 0,50 Sinergismo 

0,06 

62,5 0,75 Aditivo 

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: Próprio autor. CIP: Ciprofloxacina; Lys-a1: Lys-[Trp6]hy-a1; ICIF: Índice de Concentração Inibitória 

Fracional. 
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A combinação da CIP com outros antibióticos, tais como β-lactâmicos e 

cefalosporinas, no tratamento de infecções causadas por P. aeruginosa é bastante explorada 

(NAKAMURA et al., 2014; KATAOKA et al., 2013). No entanto, vários trabalhos têm 

proposto novas estratégias para a terapia combinada utilizando fito-químicos para 

potencializar a ação da CIP contra este patógeno (JAYARAMAN et. al., 2010; CAI et al., 

2008). Nesta perspectiva, vem sendo testado também, a combinação de peptídeos com 

diversos antibióticos. Choi e Lee (2012) mostraram o efeito sinérgico entre o AMP arenicin-1 

e os antibióticos eritromicina, cloranfenicol e ampicilina sobre a P. aeruginosa. Estes autores 

abordam a hipótese de que a formação de radicais hidroxilo foi uma das causas do sinergismo 

entre arenicin-1 e os antibióticos e que este peptídeo aumentou a permeabilidade da 

membrana citoplasmática facilitando o acesso dos mesmos aos alvos intracelulares. 

A ocorrência de cepas de P. aeruginosa resistentes aos antibióticos 

fluoroquinolonas, em especial a CIP, vem sendo relatada mundialmente (WANG; LEE e 

PENG, 2014). Dentre as condições que favorecem a aquisição de resistência bacteriana está o 

uso descontrolado ou a utilização em concentrações elevadas de antibióticos. Neste trabalho 

foi obtida uma redução de 16 vezes da CIM da CIP quando combinado com a Lys-a1.  O 

resultado da interação entre estas substâncias apresentado na tabela 2 mostra que a menor 

concentração da CIP com atividade contra a P. aeruginosa é 0,015 µg.mL
-1

 quando 

combinada com 62,5 µg.mL
-1

 de Lys-a1, sendo verificada uma interação do tipo aditiva. 

A fim de proporcionar a visualização da inibição do crescimento planctônico de P. 

aeruginosa pela combinação de CIP a 0,015 µg.mL
-1

 com Lys-a1 a 62,5 µg.mL
-1

, 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 inibição do 

crescimento planctônico de P. aeruginosa na presença da combinação citada.   

 

Figura 14 – Atividade antibacteriana da CIP combinada com a Lys-a1 sobre o crescimento planctônico de P. 

aeruginosa ATCC 9027. Controle negativo (    ), substâncias testes (    ). * p < 0,01. 

 
Fonte: Próprio autor.  
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Para verificar a capacidade bactericida destas combinações, procedeu-se com o 

método de determinação da CBM e verificou-se que a ação bactericida é proveniente da 

combinação de CIP a 0,03 µg.mL
-1

 com Lys-a1 a 62,5 µg.mL
-1

, uma concentração 2 vezes 

acima da CIM. Portanto, a interação do tipo aditiva com a Lys-a1 estabeleceu uma diminuição 

de 16 vezes da CIM e da CBM do antibiótico CIP. 

De acordo com Rahal (2006), a razão principal para combinar dois fármacos é 

aumentar a atividade antimicrobiana pela obtenção de um efeito sinérgico, onde se observa 

atividade significativamente maior através da combinação 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 três antibióticos contra isolados clínicos de S. aureus e P. aeruginosa, indicando 

que a utilização de combinações sinérgicas nas infecções polimicrobianas apresenta melhor 

resposta clínica do que o uso de combinações não sinérgicas. No entanto, Rahal (2006) 

também ressalta que a combinação de agentes antibióticos tem por objetivo permitir a 

utilização de doses mais baixas de uma das substâncias para reduzir a toxicidade e prevenir o 

surgimento de resistência. Nesta circunstância, a obtenção de sinergia não é obrigatoriamente 

necessária, sendo aceitáveis também combinações onde se obtém efeito aditivo, ou seja, 

atividade antimicrobiana igual à soma da atividade dos componentes individuais. 

Considerando este ponto de vista, somente a combinação bactericida onde a CIP 

se apresentou em menor quantidade foi submetida à avaliação pelo estabelecimento da curva 

de tempo de morte de P. aeruginosa. 

 

7.3 Curva de tempo de morte 

 

A definição do tempo de morte de P. aeruginosa consistiu na medição do número 

de células bacterianas viáveis quando submetida à ação bactericida da CIP sozinha e 

combinada com a Lys-a1. De acordo com CLSI (2012) um agente antimicrobiano é 

bactericida quando provoca uma redução de 3 × log10 (99,9%) das unidades formadoras de 

colônias por mililitro (UFC.mL
-1

). Dessa forma, o resultado confirma a ação bactericida da 

CIP, sozinha e em combinação com a Lys-a1, sobre P. aeruginosa (Figura 15). Observa-se 

que a ação antibacteriana sobre a cepa teve início nas primeiras horas de tratamento, 

ocorrendo a redução de três unidades logarítmicas após 3 h de contato com a CIP na 

concentração de 0,48 µg.mL
-1 

e após 5 h com a combinação entre CIP (0,03 µg.mL
-1

) e Lys-

a1 (62,5 µg.mL
-1

) (Figura 15). 
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Figura 15 – Curva de tempo de morte de P. aeruginosa ATCC 9027 após contato com a CIP e a Lys-a1 por 

diferentes intervalos de tempo. Controle negativo (●), CIP sozinho a 0,48 µg.mL-1 (■) e CIP a 0,03 µg.mL-1 em 
combinação com a Lys-a1 a 62,5 µg.mL

-1
 (▲).  

 
Fonte: Próprio autor.  

 

Alguns autores consideram a cinética bactericida de um antibiótico 

significativamente satisfatória quando este é capaz de causar uma redução maior ou igual a 3 

log10 CFU.ml
-1

 do inóculo inicial em até 24 h de incubação a 35 °C. Assim, apesar da 

combinação de CIP com Lys-a1 demonstrar ação bactericida mais tardia em relação ao 

antibiótico sozinho, este tempo de ação é considerado bastante significativo (JONES; 

ANDEREGG e DESHPANDE, 2002). 

O antibiótico CIP é comumente utilizado no tratamento de infecções causadas por 

P. aeruginosa (RANG et al., 2007). Entretanto, resistência intrínseca à CIP tem sido 

observada neste patógeno como resultado da capacidade limitada deste fármaco para penetrar 

na membrana externa e da ação do eficiente sistema de efluxo que esta bactéria apresenta 

(LLANES et al., 2011; BERLANGA et al., 2004). Estudos sugerem que a atividade de AMPs 

catiônicos contra bactérias Gram-negativas é conduzida principalmente por interações 

eletrostáticas com a camada de lipopolissacarídeo, seguido pela ligação e rompimento da 

membrana interna (TORCATO et al., 2013). Assim, estas moléculas poderão auxiliar no 

acesso de antimicrobianos que tenham um sítio específico intracelular. 

O peptídeo sintético Lys-a1, utilizado neste estudo, tem um adicional de cargas 

positivas em relação ao AMP Hy-a1 (CRUSCA et al., 2011). Dessa forma um provável 

mecanismo de ação da Lys-a1 advém da interação com a rede de cargas negativas da 

membrana externa de P. aeruginsa, formada por fosfolipídios aniônicos e grupos fosfatos da 

camada de LPS, culminando na lise da célula (TORCATO et al., 2013). Com relação ao 
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favorecimento na atividade antimicrobiana do antibiótico CIP, este peptídeo ao desestabilizar 

a membrana celular permite o livre fluxo da CIP para o interior da célula, de forma a superar a 

expressão o sistema de efluxo, onde interage com o DNA comprometendo a ação das enzimas 

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

 

7.4 Atividade antibiofilme 

 

As infecções causadas pelo patógeno P. aeruginosa estão frequentemente 

relacionadas à presença de biofilme. Este evento representa um obstáculo no tratamento 

clínico por estabelecer uma maior tolerância para a maioria dos antibióticos (DE LA 

FUENTE-NÚÑEZ et al., 2013). Dessa forma, a CIP e a Lys-a1, sozinhas e combinadas, 

também foram testadas com relação à capacidade para prevenir a formação de biofilme in 

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

 

7.4.1 Quantificação de biomassa 

 

 O efeito da CIP e da Lys-a1, na formação do biofilme de P. aeruginosa foi 

avaliado através da quantificação da biomassa pelo método do Cristal Violeta (CV). O 

resultado mostra que tanto a CIP (Figura 16A) quanto a Lys-a1 (Figura 16B) foram capazes 

de inibir a formação do biofilme desta bactéria nas concentrações CIM e CBM no período de 

24 h de incubação. Contudo, mesmo em concentrações subinibitórias houve interferência no 

desenvolvimento do biofilme com diferença estatística de p < 0,01 em relação ao controle 

negativo (Figura 16). 

 

Figura 16 – Avaliação da atividade antibacteriana da CIP (A) e da Lys-a1 (B) em diferentes concentrações sobre 

o desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa. Controle negativo (    ), substância teste (    ). * p < 0,01. 

 
Fonte: Próprio autor.  
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A capacidade de adesão a uma superfície representa o ponto crucial para o 

estabelecimento de um biofilme, pois é neste momento que pode ocorre à ligação irreversível 

das células e a produção de elementos que favorecem a transição do modo de vida planctônico 

para a forma séssil (PETROVA e SAUER, 2012). A ação do antibiótico CIP para prevenir a 

formação de biofilme in vitro por P. aeruginosa, isolada de pacientes com FC, foi estudada 

por Fernández-Olmos e colaboradores (2012) a fim de determinarem a concentração de 

prevenção de biofilme (CPB), definida como a concentração de antibiótico necessária para 

evitar a formação de biofilme durante a fase inicial de colonização. De acordo com os 

resultados deste estudo, antibióticos com rápida cinética de morte, como as fluoroquinolonas, 

apresentaram CPBs idênticas ou ligeiramente superiores aos valores da CIM. Este parâmetro 

também foi observado neste estudo tanto para a CIP quanto para a Lys-a1, quando se testou a 

influência destas substâncias na formação do biofilme de P. aeruginosa. 

Nagant e colaboradores (2010) estudaram os passos iniciais na formação do 

biofilme em oito cepas de P. aeruginosa pela técnica de coloração com CV. Estes autores 

mostraram que quatro cepas, incluindo a P. aeruginosa ATCC 9027, apresentam um biofilme 

detectável após 6 h de incubação, enquanto que as outras foram capazes de desenvolver 

biofilme somente após 24h. Este fato justifica a capacidade da CIP de inibir a formação do 

biofilme de P. aeriginosa mostrada neste estudo, uma vez que este antibiótico 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 presença de células remanescentes viáveis nos poços onde não 

houve formação de biofilme (dados não apresentados).  

Isso pode ser justificado pelo fato da P. aeruginosa apresentar capacidade de 

fixação em superfície de poliestireno após 30 minutos de contato (NAGANT et al., 2010). 

Além disso, mesmo antes da formação de um biofilme estruturado ocorre a expressão 

diferencial de um número importante de genes, alguns dos quais estão relacionados à 

tolerância aos antibióticos (WHITELEY et al., 2001).  

Com relação à interferência da Lys-a1 na formação de biofilme, este evento 

também foi demonstrado recentemente por Silva e colaboradores (2013) contra bactérias do 

gênero Streptococcus. A capacidade de interferir no estabelecimento de biofilme apresentada 

pela Lys-a1 pode estar relacionado à atuação sobre a membrana, o que interfere diretamente 

na atividade metabólica e na viabilidade das células, e consequentemente na formação do 

biofilme. Além disso, as interações entre peptídeos carregados positivamente com as 

membranas biológicas podem cancelar as forças eletrostáticas destas e interferir na adesão a 

uma superfície. Isso foi observado em alguns estudos com peptídeos sintéticos que 



67 

 

 

apresentaram atividade antibiofilme sobre bactérias patogênicas da cavidade oral (HUA; 

SCOTT; DIAMOND, 2010; LIU et al., 2011; TORCATO et al., 2013). 

O resultado da combinação entre a Lys-a1 e a CIP na formação do biofilme, 

obtido através da quantificação da biomassa pelo CV, mostra a inibição do estabelecimento 

do biofilme nas concentrações CIM e CBM das substâncias combinadas, ou seja, na presença 

de 0,015 e 0,03 µg.mL
-1

 de CIP combinada com 62,5 µg.mL
-1

 de Lys-a1 (Figura 17). Isso 

sugere que o peptídeo potencializa a atividade do antibiótico contra a P. aeruginosa, não 

apenas sobre a forma planctônica, mas também contra a formação de biofilme.  

 

Figura 17– Avaliação da atividade antibacteriana da CIP em combinação com a Lys-a1 sobre o desenvolvimento 
do biofilme de P. aeruginosa ATCC 9027. Controle negativo (    ), substâncias testes (    ). * p < 0,01. 

 
Fonte: Próprio autor.  

 

Kumar, Chhibber e Harjai (2013) estudaram a susceptibilidade de P. aeruginosa 

ao fitoquímico zingeron, um dos principais componente de raiz de gengibre (Zingiber 

officinale), em combinação com o antibiótico CIP. Estes autores demonstraram a inibição da 

formação do biofilme pela combinação do antibiótico CIP com este fito-químico. Até o 

presente momento não foi encontrado na literatura qualquer referência com relação à inibição 

da formação de biofilme de P.aeruginosa pela combinação de um AMP com o antibiótico 

CIP, evidenciando a importância do presente trabalho. 

 

7.5 Susceptibilidade do biofilme pré-formado  

 

Neste estudo, as concentrações da CIP, sozinha e combinada com a Lys-a1, que 

foram capazes de interferir no crescimento planctônico e na formação do biofilme de P. 

aeruginosa não foram efetivas contra o biofilme pré-formado de 12 h, ou seja, não foram 

capazes de reduzir a biomassa e nem interferir na viabilidade celular (dados não mostrados). 
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Este fato foi provavelmente resultado dos mecanismos de resistência do biofilme, 

que estão diretamente relacionados às características de sobrevivência das células microbianas 

neste sistema. Dentre estas características destacam-se as alterações na expressão de genes, a 

indução do sistema de bomba de efluxo e a diminuição da taxa de crescimento celular devido 

o baixo gradiente de oxigênio e nutrientes que existe entre a superfície e o interior do 

biofilme. Nestas condições, ocorrem mudanças no metabolismo das bactérias mais profundas 

na estrutura, gerando heterogeneidade da população e a presença de células persistentes, ou 

seja, células resistentes à ação dos antibióticos. Em adição, destaca-se a presença da matriz 

extracelular, que dificulta a penetração dos antimicrobianos, e a ação de enzimas que 

degradam antibióticos. Um mecanismo peculiar em P. aeruginosa, pode ser a produção de 

glucanas plásmicas que se liga aos antibióticos antes que eles atinjam seus alvos intracelulares 

(DE LA FUENTE-NÚÑEZ et al., 2013). 

Pamp e colaboradores (2008), ao tratarem o biofilme de P. aeruginosa com o 

antibiótico CIP, observaram morte celular apenas nas subpopulações das camadas superiores 

onde estão as células 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 alcançar as bactérias no interior do biofilme também 

foi relatada por Tao e colaboradores (2011) para o AMP pleurocidin sobre o biofilme de 

micro-organismos cariogênicos. 

Dessa forma, buscou-se uma concentração da CIP que, em combinação com a 

Lys-a1 fosse capaz de erradicar o biofilme de P. aeruginosa. Para isso, após a formação do 

biofilme por 12 h, o mesmo foi tratado com CIP, sozinha e combinada, em concentrações 

acima da CBM durante 5 h. Tais biofilmes foram analisados através da quantificação de 

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

 

7.5.1 Quantificação de biomassa 

 

O biofilme de P. aeruginosa submetido ao tratamento com a CIP apresentou 

quantidade de biomassa menor em relação ao biofilme não tratado. Apesar da existência de 

biomassa residual formada nas 12 h iniciais de crescimento, pode-se concluir que o biofilme 

não foi capaz de continuar a se desenvolver após 5 h de contato com o antibiótico CIP em 

concentrações acima da CBM. Na presença da Lys-a1 esta redução se mostrou mais 

significativa, sendo verificada a diminuição total da biomassa a partir da concentração de 125 

µg.mL
-1

 de CIP com 62,5 µg.mL
-1

 de Lys-a1 (Figura 18). 
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Figura 18 – Atividade antibacteriana da CIP em diferentes concentrações, sozinha e combinada com a Lys-a1, 

sobre o biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027. CIP sozinha (●) e CIP + Lys-a1 a 62,5 µg.mL-1 (■). 

 
Fonte: Próprio autor.  

 

Resultado semelhante foi obtido por Kumar, Chhibber e Harjai (2013), quando 

estudaram a susceptibilidade do biofilme pré-formado de P. aeruginosa ao fito-químico 

zingerona sozinho e combinado com o antibiótico CIP. Neste estudo foi mostrada, através da 

coloração com CV, uma redução na formação da biomassa na presença das substâncias 

durante o período de 24 h, sobretudo na presença da CIP em combinação com o fito-químico. 

O método de quantificação da biomassa pelo corante CV permite que não só 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 constituída por células 

viáveis ou apenas por substância polimérica extracelular e confirmar o efeito da CIP em 

combinação com a Lys-a1 na erradicação do biofilme de P. aeruginosa. 

 

7.5.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) 

 

Pela contagem das UFCs verificou-se a presença de células viáveis na biomassa 

residual detectada pelo CV e nos poços com CIP a 125 e 250 µg.mL
-1

 combinada com Lys-a1, 

onde a biomassa estava ausente. Muito embora o biofilme de P. aeruginosa tenha se mostrado 

tolerante a CIM e CBM da CIP, houve uma diminuição dose dependente das UFCs pelo 

tratamento com concentrações acima da CBM. Todavia, a combinação com a Lys-a1 se 

mostrou mais eficiente na erradicação do biofilme, estabelecendo 100 % de redução das UFCs 

após 5 h de contato com 500 µg.mL
-1

 de CIP e 62,5 µg.mL
-1

 de Lys-a1 (Figura 19). 
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Figura 19 – Atividade antibacteriana da CIP em diferentes concentrações, sozinha e combinada com a Lys-a1, na 

viabilidade celular do biofilme pré-formado de P. aeruginosa ATCC 9027. CIP sozinha (●) e CIP + Lys-a1 a 

62,5 µg.mL-1  (■). 

 
Fonte: Próprio autor.  

 

Trabalho similar a este foi realizado por Dosler e Mataraci (2013) ao investigarem 

a Concentração Mínima para a Erradicado de Biofilme (CMEB) do antibiótico CIP contra o 

biofilme in vitro de S. aureus. Estes autores mostraram que devido à resistência apresentada 

pelos biofilmes maduros, os valores de CMEB são superiores aos valores de CIM e que a 

relação CMEB/CIM é um dos parâmetros importantes para a seleção do antibiótico no 

tratamento de infecções associadas a biofilme. Além disso, mostraram interações sinérgicas e 

aditivas entre alguns AMPs e o antibiótico CIP, bem como a ação 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 resistência antimicrobiana. 

A tolerância inata do biofilme de P. aeruginosa tem sido superada pela associação 

entre antibióticos (MIKUNIYA et al., 2007). Entretanto é necessária a busca por novas 

estratégias que potencializem a utilização, sobretudo, de menores doses dos agentes 

antimicrobianos. Nesta perspectiva, os AMPs aparecem como uma das classes de moléculas 

com grande potencial de aplicação contra o biofilme deste patógeno (SHARMA et al., 2014).  

Atualmente a terapia antibiofilme está baseada na interferência do sistema de 

quorum sensing, na inibição da adesão celular e no aumento da dispersão do biofilme (CHEN; 

WEN, 2011). Até a data, os mecanismos envolvidos na interação entre AMPs e antibióticos 

têm sido pouco investigados, sobretudo com relação à atividade antibiofilme. No entanto, tais 

interações constituem um importante campo a ser estudado a fim de proporcionar novas 

estratégias para a antibioticoterapia. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Considerando os resultados deste estudo, o peptídeo sintético Lys-a1 se mostra 

como um importante agente biotecnológico para a antibioticoterapia, no que se refere ao 

favorecimento da atividade antimicrobiana da CIP, podendo habilitar o uso de concentrações 

menores do antibiótico. Assim, estudos sobre a toxidade e o perfil farmacocinético poderão 

indicar o uso deste peptídeo como agente terapêutico e adjuvante no tratamento de doenças 

infecciosas causadas por P. aeruginosa. 
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