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RESUMO 

A infecção do trato urinário é uma das causas mais comuns de infecção na população 

geral, tanto na comunidade, quanto em ambiente hospitalar. O uso de cateteres de 

demora em pacientes hospitalizados torna esse tipo de infecção um problema de saúde 

pública mundial, responsável por cerca de 40% das Infecções Relacionadas à 

Assistência a Saúde (IRAS) em todo mundo. As infecções do trato urinário associadas a 

cateter estão diretamente ligadas a formação de biofilmes nesses dispositivos. 

Dispositivos médicos impregnados com compostos com atividade antibiofilme podem 

ser estratégias de prevenção promissoras contra uropatógenos. A clorpromazina (CPZ), 

um antipsicótico que possui ação antimicrobiana já relatada na literatura, além de atuar 

como inibidor de bomba de efluxo e tem atividade antibiofilme. Dessa forma, o objetivo 

desse estudo foi avaliar o efeito in vitro da clorpromazina impregnada em cateteres 

sobre a formação de biofilmes por bacilos Gram negativos e Candida spp. associados a 

quadros de infecção do trato urinário. Foram selecionados 28 isolados, sendo 13 bacilos 

Gram negativos e 15 Candida spp. Os isolados foram avaliados quanto à sensibilidade à 

clorpromazina, na forma planctônica e séssil. Paralelamente os fragmentos de cateter 

foram impregnados em diferentes concentrações, sendo 200 µg/mL, 400 µg/mL e 600 

µg/mL para os ensaios com bacilos Gram negativos e 400 µg/mL para os ensaios com 

Candida spp.. Após isso, foi avaliada a ação da clorpromazina sobre formação de 

biofilmes nesses fragmentos de cateter por meio da contagem de Unidade Formadora de 

Colônia (UFC)/mL e por microscopia confocal. Além disso, o efeito dos 

antimicrobianos, meropenem e ciprofloxacino contra os bacilos Gram negativos e 

fluconazol e caspofungina contra Candida spp. foi avaliado contra biofilmes crescidos 

em cateteres impregnados ou não com clorpromazina. A Clorpromazina apresentou 

CIMs entre 9,76 e 625 µg/mL para bactérias e CIMs entre 9,76 e 39,06 µg/mL para 

Candida spp. A CPZ foi capaz de inibir a formação de biofilmes in vitro de todas as 

espécies do estudo. Todas as concentrações da clorpromazina impregnada nos 

fragmentos de cateter inibiram a formação dos biofilmes, conforme demonstrado pela 

contagem de UFC e pela microscopia confocal. A concentração de 400 µg/mL 

apresentou a maior inibição na formação de biofilmes em fragmentos impregnados. O 

meropenem foi o único antimicrobiano do estudo que agiu de forma sinérgica com a 

clorpromazina, sobre biofilmes de bacilos Gram negativos crescidos em cateteres 

impregnados. Dessa forma, pode-se concluir que a clorpromazina na concentração de 

400 µg/mL impregnada em fragmentos de cateteres inibe a formação de biofilmes por 

uropatógenos, representando uma potencial estratégia de prevenção de infecções do 

trato urinário associadas ao uso de dispositivos médicos. 

 

Palavras-chave: Biofilmes; Bacilos Gram-Negativos Anaeróbios Facultativos; 

Pseudomonas aeruginosa; Candida sp.; Clorpromazina. 
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ABSTRACT 

Urinary tract infection is one of the most common causes of infection in the general 

population, both in the community and in the hospital environment. The use of 

indwelling catheters in hospitalized patients makes this type of infection a global public 

health problem, responsible for about 40% of Healthcare-associated Infections (HAIs) 

worldwide. Catheter-associated urinary tract infections are directly linked to biofilm 

formation on these devices. Medical devices impregnated with compounds with 

antibiofilm activity may be promising prevention strategies against uropathogens. 

Chlorpromazine (CPZ), an antipsychotic that has antimicrobial action already reported 

in the literature, in addition to acting as an efflux pump inhibitor, has antibiofilm 

activity. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro effect of 

chlorpromazine impregnated in catheters on the formation of biofilms by Gram-negative 

bacilli and Candida spp. associated with urinary tract infection. 28 isolates were 

selected, 13 Gram-negative bacilli and 15 Candida spp. The isolates were evaluated for 

sensitivity to chlorpromazine, in planktonic and sessile forms. In parallel, the catheter 

fragments were impregnated at different concentrations, 200 µg/mL, 400 µg/mL and 

600 µg/mL for tests with Gram-negative bacilli and 400 µg/mL for tests with Candida 

spp.. After that, the action of chlorpromazine on the formation of biofilms in these 

catheter fragments was evaluated by means of the Colony Forming Unit (CFU)/mL 

count and by confocal microscopy. In addition, the effect of antimicrobials, meropenem 

and ciprofloxacin against Gram-negative bacilli and fluconazole and caspofungin 

against Candida spp. was evaluated against biofilms grown on catheters impregnated or 

not with chlorpromazine. Chlorpromazine showed MICs between 9.76 and 625 µg/mL 

for bacteria and MICs between 9.76 and 39.06 µg/mL for Candida spp. CPZ was able to 

inhibit the formation of biofilms, in vitro, of all studied species. All concentrations of 

chlorpromazine impregnated in catheter fragments inhibited the formation of biofilms, 

as demonstrated by CFU counts and confocal microscopy. The concentration of 400 

µg/mL showed the greatest inhibition of biofilm formation in impregnated fragments. 

Meropenem was the only antimicrobial in the study that acted synergistically with 

chlorpromazine on Gram-negative bacillus biofilms grown in impregnated catheters. 

Thus, it can be concluded that chlorpromazine at a concentration of 400 µg/mL 

impregnated in fragments of catheters inhibits the formation of biofilms by 

uropathogens, representing a potential strategy for preventing urinary tract infections 

associated with the use of medical devices. 

 

Keywords: Biofilms; Gram-Negative Facultatively Anaerobic Rods; Pseudomonas 

aeruginosa; Candida sp.; Chlorpromazine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A infecção do trato urinário (ITU) é uma das causas mais comuns de infecção na 

população geral, podendo ocorrer em qualquer parte do sistema urinário, desde a uretra 

até os rins, mas é mais comum nas regiões mais externas do trato urinário, como uretra 

e bexiga. Além de ser muito comum em infecções comunitárias, a ITU é também uma 

das mais comuns relacionadas à assistência à saúde (IRAS), principalmente quando há o 

uso de dispositivos médicos invasivos. 

 O uso de cateteres de demora em pacientes hospitalizados torna a infecção do 

trato urinário associada ao uso de dispositivo médico responsável por cerca de 40% das 

IRAS em todo mundo, sendo um problema de saúde pública mundial, pois aumenta a 

taxa de morbidade e mortalidade, além de elevar os custos com a hospitalização. A 

causa das infecções do trato urinário associada a cateter (ITUACs) estão diretamente 

ligadas à formação de biofilmes microbianos nos dispositivos médicos, como o cateter 

de Foley. 

 Diversos são os microrganismos capazes de causar ITU, porém, o mais frequente 

é Escherichia coli, presente em mais da metade dos casos. Entretanto, outros 

microrganismos também estão bastante associados a ITU, principalmente em ambientes 

hospitalares, como Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa 

e Candida sp., que por sua vez, vem aumentando a sua presença nesse tipo de infecção. 

Além dos fatores de virulência associados a cada espécie, eles possuem um mecanismo 

de resistência em comum, que é a capacidade de formar biofilmes. 

 Biofilmes são comunidades microbianas que se formam em superfícies diversas, 

como tecidos vivos, implantes e dispositivos médicos. Essas comunidades estão 

submersas em uma matriz extracelular composta de água, exopolissacarídeos, ácidos 

nucleicos, proteínas, carboidratos e moléculas autoindutoras (AIs). Essas moléculas 

compõem o sistema de quorum sensing, responsável por toda coordenação demográfica, 

expressão de genes de virulência, nutrição e dispersão do biofilme. Além disso, sabe-se 

hoje que cerca de 80% das infecções estão relacionadas com biofilmes, principalmente 

quando se trata de infecções crônicas.  

Devido a isso, diversas estratégias vêm sendo desenvolvidas para combater e 

tratar tais infecções. A modulação do sistema quorum sensing têm sido alvo de muitas 
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pesquisas, pois já foi constatado que a interferência nesse sistema pode impedir que o 

biofilme se desenvolva ou pode modificar sua estrutura, tornando-o mais vulnerável à 

ação dos antimicrobianos. A utilização de extratos naturais ou o reposicionamento de 

fármacos que são empregados na clínica com outra finalidade, mas que possuem 

atividade antimicrobiana ou que agem de forma sinérgica e potencializam a ação de 

antibióticos vem sendo estudados como possíveis adjuvantes terapêuticos. Outra 

estratégia importante que vem sendo bastante estudada é a inibição de bombas de 

efluxo, pois essas são bastante expressas quando os microrganismos estão em biofilme e 

qualquer interferência no seu funcionamento causa modificações significativas na 

estrutura do biofilme, podendo favorecer a ação dos antimicrobianos. 

 Estudos in vitro que utilizaram dispositivos médicos impregnados ou revestidos 

com compostos que possuem ação antimicrobiana mostraram resultados promissores 

bastante eficazes contra uropatógenos. Dessa forma, o uso de compostos alternativos 

capazes de inibir bombas de efluxo e por consequência, interferir no quorum sensing, 

impedindo a formação de biofilmes e/ou deixando os microrganismos mais expostos à 

ação de antimicrobianos, pode ser uma estratégia eficaz para combater ITUACs. Nesse 

contexto, testamos a ação da clorpromazina, impregnados em cateteres de demora, para 

controlar a formação de biofilmes por uropatógenos.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Infecção do trato urinário  

 A infecção do trato urinário (ITU) é a colonização microbiana sintomática de 

alguma parte do trato urinário e está entre as doenças infecciosas mais comuns, tanto na 

comunidade, quanto em ambiente hospitalar (ROSHNIAMALARADJOU et al., 2013; 

TAMADONFAR et al., 2019). Por ser tratar de uma infecção comum, mais de 1,5 

milhões de indivíduos são diagnosticados por ano, seja de ITU simples ou complicada, 

elevando os custos com a hospitalização, além de aumentar a morbidade e mortalidade 

(DAUTT-LEYVA et al., 2018; ADEDZE-KPODO et al., 2022).  

O processo infeccioso ocorre quando microrganismos conseguem se instalar e se 

multiplicar de forma anormal na uretra, bexiga, ureteres ou rins fazendo com que a 

cultura da urina apresente um crescimento microbiano maior ou igual a 100.000 

unidades formadoras de colônias (UFC)/mL (CHELKEBA et al., 2022) (Figura 1). A 

incidência é maior em mulheres, por possuírem uma uretra mais curta, cerca de 05 

centímetros, enquanto o homem tem em média de 15 a 20 centímetros. Com isso, as 

bactérias chegam mais facilmente até a bexiga. Além disso, a abertura a vagina situa-se 

próxima ao ânus, sítio anatômico com grande colonização de microrganismos 

(MAGLIANO et al., 2012; MANSOURI et al., 2019). Indivíduos acima dos 50 anos 

também estão mais propensos a ITUs, devido a fatores como, sistema imunológico 

debilitado, uso de medicamentos imunossupressores, menopausa em mulheres, 

prostatites em homens, e infecções assintomáticas recorrentes (AL-BADR; AL-

SHAIKH, 2013; JESUS; COELHO; LUZ, 2018).  

O indivíduo saudável possui diversos mecanismos de defesa que o protegem contra 

ITU’s, como a própria micção, que expele parte dessa colonização, a produção de 

mucopolissacarídeos e proteínas específicas, que atuam como inibidores de adesão 

microbiana, além do pH urinário que inibe a multiplicação desses microrganismos 

(SAINT; CHENOWETH, 2011, 2015). Dessa forma, o processo patológico ocorre 

quando a parte mais distal da uretra é infectada e, após isso, esse patógeno migra para 

regiões mais internas, como a bexiga, podendo chegar aos rins, onde pode romper a 

barreira epitelial, invadindo a corrente sanguínea, causando bacteremia e podendo 

evoluir para um quadro de sepse. Todo esse processo levará em consideração o fator 

patógeno-hospedeiro, pois os fatores de virulência, como flagelos, pilis, toxinas, 

proteases e formação de biofilmes podem auxiliar os patógenos na infecção, assim 
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como a imunidade do hospedeiro pode auxiliá-lo na defesa contra esses patógenos 

(FLORES-MIRELES et al., 2015).   

Figura 1. Etapas da patogênese das infecções do trato urinário e infecção do trato 

urinário associado a cateter. 

 

Fonte: Modificado de FLORES-MIRELES et al., 2015. 

Quando o indivíduo faz uso de dispositivos médicos, como o cateter de alívio ou 

de demora, aumenta o risco de adquirir uma ITU, agora denominada de infecção do 

trato urinário associado a cateter (ITUAC) (HSUEH et al., 2011). O processo de 

introdução do dispositivo médico pode carrear os microrganismos presentes na 

microbiota do indivíduo ou pela má antissepsia do profissional de saúde para a parte 

mais proximal da uretra e/ou diretamente para a bexiga (FLORES-MIRELES et al., 

2015), onde, irá se aderir com auxílio dos fatores de virulência pili e adesinas e, após 

isso, iniciará o processo de infiltração com neutrófilos. Os microrganismos formarão 

biofilmes no cateter e liberarão toxinas e proteases que causarão danos ao epitélio 

(HSUEH et al., 2011; WERNEBURG, 2022). Dessa forma, as ITUs são uma das 

principais causas de infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) em pacientes 

internados em unidades hospitalares, representando até 60% dos casos (DUDECK et al., 
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2013; HSIAO et al., 2015; MASSON et al., 2009). Grande parte dos casos de ITUs em 

unidades hospitalares está associada ao uso de cateteres de alívio ou de demora e o risco 

de infecção aumenta entre 3% e 10%, de forma cumulativa, a cada dia com a 

permanência do cateter de demora (CHENOWETH, SAINT, 2011; HOOTON, 2010). 

2.1.2 Infecção do trato urinário associada a cateter (ITUAC) 

 A utilização de dispositivos médicos é amplamente difundida em ambiente 

hospitalar, mais de 90 milhões de cateteres uretrais são vendidos em todo o mundo, 

anualmente. Com isso, a ITUAC é a mais comum entre as IRAS, correspondendo cerca 

de 40% dessas infecções (KLINE; LEWIS, 2016; RAJAKARUNA; HARBERM, 2014; 

SAINT; CHENOWETH, 2011). A utilização de cateteres vesicais de demora (Figura 2) 

configura um importante fator de risco para infecções em pacientes hospitalizados, 

elevando a taxa de morbidade e mortalidade associadas a ITUs. Embora a presença da 

bacteriúria não seja tratado como um preditor de morte e sim como um marcador de 

doença subjacente grave em pacientes cateterizados, estudos sugerem que as ITUACs 

representam um risco até três vezes maior de morte (PLATT et al., 1982; SAINT; 

CHENOWETH, 2011). 

Figura 2. Imagem ilustrativa de um cateter de Foley. 

 

Fonte: Google imagens. 

 

 A necessidade de utilizar o cateter de demora em pacientes vai variar de acordo 

com a indicação médica e o tipo de paciente em questão. No mercado, existem diversos 
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tipos de cateteres vesicais, estes podem ser constituídos de látex, silicone e até uma 

combinação dos dois, além de poder ser de alívio ou de demora. A realização do 

procedimento é, de acordo com a resolução nº 450/2013, publicada pelo Conselho 

Federal de Enfermagem (COFEN), de responsabilidade dos enfermeiros (JESUS; 

COELHO; LUZ, 2018). A formação de biofilmes em cateteres urinários tem um 

importante papel nas ITUACs, pois está presente na maioria dos casos e representa um 

desafio no diagnóstico de ITUs e no tratamento dessas infecções (RAJAKARUNA; 

HARBERM, 2014).  

 De maneira geral, as enterobactérias são os patógenos mais comumente 

causadores desse tipo de infecção, representando cerca de 80% dos casos. Dentre eles, o 

microrganismo mais presente em ITUs é E. coli, seja em pacientes comunitários ou em 

pacientes hospitalizados (WERNEBURG, 2022). Dessa forma, E. coli,, P. mirabilis e K. 

pneumoniae estão entre as bactérias Gram negativas mais frequentemente causadoras de 

ITUACs, porém, outros microrganismos importantes clinicamente também são muito 

presentes, como P. aeruginosa, os cocos Gram positivos e os fungos do gênero Candida 

(FLORES-MIRELES et al., 2015; FOXMAN, 2010; FOXMAN et al., 2014; KLINE et 

al., 2011; KLINE; LEWIS, 2016; WERNEBURG, 2022).  

Candida spp. vem, cada vez mais, se consolidando como um importante agente 

causador de ITUACs, representando cerca de 18% dos diagnósticos, porém, a 

patogênese dessas infecções ainda não está totalmente elucidada (FLORES-MIRELES; 

HREHA; HUNSTAD, 2019). Após 1980, as infecções causadas por fungos começaram 

a aumentar e causar uma grande preocupação na comunidade médica, principalmente 

envolvendo o trato urinário, da qual C. albicans é a espécie mais comumente isolada 

(ABI-SAID et al., 1997).  

Esse tipo de infecção é um problema de saúde pública mundial, principalmente 

pela dificuldade no tratamento. Além de que esses microrganismos hospitalares 

apresentam, muitas vezes, um elevado perfil de resistência a antimicrobianos, a 

superfície abiótica do dispositivo médico associada a formação de biofilme, impede ou 

reduz a penetração dos antimicrobianos, além do uso de antimicrobianos forçar uma 

pressão seletiva e modificar a microbiota dos pacientes, favorecendo a multiplicação 

desses isolados resistentes (WERNEBURG, 2022). 
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2.2 Microrganismos associados a infecção do trato urinário 

Nos dois últimos séculos houve um avanço significativo na medicina, fazendo 

com que a expectativa da vida humana desse um salto, devido ao descobrimento dos 

antimicrobianos e ao desenvolvimento de drogas para tratamentos de doenças como o 

câncer, porém, em contrapartida, o desenvolvimento desses fármacos tornou o ser 

humano mais susceptível a infecções bacterianas e fúngicas (KÖHLER et al., 2017; 

STRICKLAND; SHI, 2021). Além disso, as infecções fúngicas vêm aumentando, 

também, após o surgimento do HIV/Aids. São poucos os fungos que causam doenças 

em indivíduos saudáveis, inclusive, muitos deles estão presentes em nossa microbiota, 

como a espécie Candida spp. (KÖHLER et al., 2017; STRICKLAND; SHI, 2021). 

Por outro lado, os bacilos Gram-negativos (BGN) estão ligados a uma enorme 

variedade de infecções comunitárias e IRAS, principalmente quando se trata de ITUs, 

pois a maioria dessas infecções é causada por eles, como pode-se observar em diversos 

estudos a presença de microrganismos como E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e P. 

aeruginosa causando ITU (AZAM; KHAN, 2019; FLORES-MIRELES et al., 2015; 

LOGAN; WEINSTEIN, 2017). Muitas pesquisas indicam que a origem das bactérias 

causadoras de ITUs seja o intestino, além disso, ainda é correto afirmar que a 

microbiota intestinal pode interferir direta ou indiretamente na saúde de órgãos 

próximos ou distantes do corpo humano. Portanto, esse pode ser o motivo pelo qual é 

observada a presença constante da família Enterobacteriaceae nesse tipo de infecção, 

visto que seus membros estão em abundância no intestino humano (MEŠTROVIĆ et 

al., 2020). 

2.2.1 Escherichia coli  

  Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, bacilar, que originalmente foi 

descrita como Bacterium coli commune, por Theodor Escherich, no final do século XIX. 

Mais tarde, após sua morte, o nome da bactéria foi alterado para E. coli em homenagem 

a Escherich (DUNNE et al., 2017).  

E. coli contribuiu positivamente para o avanço da ciência e biotecnologia. Existe 

uma divergência entre autores sobre seu papel no organismo humano, enquanto uns 

pesquisadores relatam ela é como um comensal, pois se beneficia, enquanto o 

organismo não é afetado, mas também não recebe benefícios, outros pesquisadores 

relatam uma relação mutualística, visto que a E. coli inibi a colonização de outros 
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microrganismos, causando um controle populacional no intestino (LEATHAM et al., 

2009; SHAH et al., 2019).  

E. coli pode ser classificada em patotipos, de acordo com os fatores de virulência 

expressados pelos isolados, sendo classificadas em E. coli enteropatogênica (EPEC), 

enterohemorrágica (STEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC), 

enterotoxigênica (ETEC), difusa aderente (DAEC), aderente invasiva (AIEC) 

conhecidas como E. coli intestinais (InPEC) e E. coli patogênicas extraintestinais 

(ExPEC), que pode causar meningites neonatais (NMEC) e a uropatogênica (UPEC), 

muito presente em ITUs (GARCÍA; FOX, 2021; ROJAS-LOPEZ et al., 2018). Os 

principais fatores de virulência associados as UPECs são as fímbrias, que promovem 

uma melhor adesão à superfície das células, além de ajudar na invasão tecidual e 

formação de biofilme (SHAH et al., 2019). 

2.2.2 Proteus mirabilis 

  Pertencente a classe Gammaproteobacteria, P. mirabilis é um bacilo Gram 

negativo membro da família Morganellaceae. Membro importante da microbiota 

intestinal, P. mirabilis tem a capacidade de se propagar do intestino para outros sítios 

anatômicos, principalmente o trato urinário, causando infecções leves ou graves, onde 

pode ser formado cálculos, tantos na bexiga, como nos rins, levando o paciente a ter 

uma pielonefrite ascendente ou até uma urosepse (NIEMIEC et al., 2022). 

Proteus mirabilis é conhecido pela sua alta capacidade de motilidade formando 

um véu na superfície de alguns meios de cultura. e está associado a casos graves de 

ITUs, principalmente relacionados a dispositivos médicos, pois possui uma alta 

capacidade de formar biofilmes nessas superfícies além de induzir a produção de 

cálculos renais com danos ao tecido renal, assim como cálculos na bexiga 

(ARMBRUSTER; MOBLEY; PEARSON, 2018). Além disso, P. mirabilis é 

comumente encontrado em biofilmes associado a outras bactérias, como E. coli, em 

ITUACs (JACOBSEN, SHIRTLIFF, 2011). 

 P. mirabilis possui diversos fatores de virulência que o torna bastante 

patogênico, com fimbrias, proteases, toxinas, bombas de efluxo do tipo I, III, IV, V e 

VI, além da capacidade de formar biofilmes, porém, a produção da urease é a mais 

conhecida entre todose está diretamente ligada à formação de cálculos (urolitíase), pois 

a enzima participa da hidrólise da ureia, muito presente na urina, gerando amônia que 
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eleva o pH da urina fazendo com que aníons e cátions polivalentes precipitem formando 

cálculos de estruvita e carbonato de apatita (TORZEWSKA; RÓŻALSKI, 2015). 

2.2.3 Klebsiella pneumoniae 

 Descrita pela primeira vez por Carl Friedlander, em 1882, K. pneumoniae é mais 

um bacilo Gram negativo encapsulado da família Enterobacteriaceae de extrema 

importância clínica, pois está presente em diversas infecções e vem ganhando cada vez 

mais notoriedade graças ao crescente aumento da resistência a antimicrobianos 

associados aos isolados dessa espécie. É possível constatar que muitos dos genes de 

resistência hoje descritos para vários microrganismos, foram relatados primeiramente 

em isolados de K. pneumoniae, como é o caso das carbapenemases do tipo KPC 

(BENGOECHEA; PESSOA, 2019; PODSCHUN et al., 2001).   

 Além da K. pneumoniae possuir a capacidade de resistir a diversos tratamentos 

com antimicrobianos, como os casos das cepas multirresistentes, ainda existem isolados 

hipervirulentos, que possuem a capacidade de expressar diversos fatores de virulência 

que podem causar danos não hospedeiro. A sua cápsula de polissacarídeo, por exemplo, 

é um fator de virulência importante, pois impede a opsonização bacteriana e a 

fagocitose. Além disso, os lipopolissacarídeos (LPS) estão presente na estrutura da 

membrana externa de bactérias Gram-negativas, incluindo K. pneumoniae, com função 

importante para a formação do biofilme, pois auxilia na adesão inicial das bactérias as 

superfícies. A formação de biofilmes promove uma maior proteção contra estresses 

externos, assim como agrava a cronicidade das infecções, principalmente se estiver 

associada a uso de dispositivos médicos, como os casos de ITUACs (GUERRA et al., 

2022; WYRES et al., 2016).  

2.2.4 Pseudomonas aeruginosa associada a infecção do trato urinário 

Pertencente à família Pseudomonadaceae, foi isolada por Carle Gessard em 

1882, pela primeira vez, de feridas cutâneas de dois pacientes, P. aeruginosa é uma 

bactéria bacilar, Gram-negativa, aeróbia e positiva para motilidade, além disso, tem uma 

vasta capacidade de adaptação em diversos ambientes, seja ambientes externos como 

solo, água ou plantas, seja em ambientes hospitalares como equipamentos, dispositivos 

médicos, entre outros (AZAM; KHAN, 2019). É uma espécie oportunista de muita 

importância para a saúde, pois é extremamente patogênica e causa infecções e doenças 

tanto em animais, quanto em plantas, incluindo diversas doenças em humanos, 
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principalmente em ambiente hospitalar e em pacientes com algum 

imunocomprometimento, como pneumonias associadas à ventilação mecânica (PAV), 

infecções em unidades de terapia intensiva (UTI), infecções da corrente sanguínea, 

pacientes com fibrose cística, infecções de sítio cirúrgico, ITUs, infecções por 

queimaduras, ceratite e otite (JURADO-MARTÍN; SAINZ-MEJÍAS; MCCLEAN, 

2021; TUON et al., 2022). 

P. aeruginosa possui um poderoso arsenal de fatores de virulência que a tornam 

um patógeno difícil de ser combatido (JURADO-MARTÍN; SAINZ-MEJÍAS; 

MCCLEAN, 2021). Dentre esses fatores de virulência, existem fatores estruturais, como 

os lipopolissacarídeos (LPS), as proteínas transmembranares, as estruturas flagelares, as 

pilis e as bombas de efluxo e fatores não estruturais, como a capacidade de formação de 

biofilmes, produção de sideróforos, proteases, elastases, fosfolipases e sistema de 

quorum sensing (JURADO-MARTÍN; SAINZ-MEJÍAS; MCCLEAN, 2021; MITTAL 

et al., 2009).  

Assim como em outras espécies, P. aeruginosa utiliza combinações de 

mecanismos para auxiliar sua ascensão na patogênese, um desses mecanismos é a 

formação de biofilmes. Em ITUACs, P. aeruginosa forma biofilmes em dispositivos 

médicos utilizando vários mecanismos, inclusive o quorum sensing, que sinaliza para 

síntese de alginato, componente mais importante dos biofilmes dessa espécie e 

modulando da hidrofobicidade da superfície. Porém, alguns outros exopolissacarídeos 

também fornecem uma função crucial na produção de biofilme de isolados não 

produtores de alginato. A formação de biofilmes corrobora com a cronicidade das 

infecções por P. aeruginosa (MITTAL et al., 2009; RYDER; BYRD; WOZNIAK, 

2007).  

Além disso, outro fator de extrema importância para patogênese da P. 

aeruginosa e para sua elevada resistência aos tratamentos com antimicrobianos é a sua 

capacidade de super expressar bombas de efluxo, proteínas transmembranares que estão 

presentes na maioria das bactérias Gram negativas e que possuem funções fisiológicas 

importantes para esses microrganismos (SHIGEMURA et al., 2015). Além das funções 

fisiológicas que essas bombas de efluxo possuem, elas também contribuem para o 

aumento da resistência a antimicrobianos, como o operon MexAB-OprM, codificado 

pelos genes mexA, mexB e oprM, que corrobora com a resistência a β-lactâmicos, 

tetraciclina e fluoroquinolonas e o operon MexCD-OprJ, codificado pelos genes mexC, 

mexD e oprJ, que corrobora com a resistência aos macrolídeos, tetraciclinas, 
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fluoroquinolonas e também, a certos β-lactâmicos (LI; BARRÉ; POOLE, 2000; 

MORITA et al., 2013). 

2.2.5 Candida spp. associadas a infecção do trato urinário 

 Candida spp. é um gênero de fungos oportunistas, cujas infecções aumentaram 

de forma significativa nos últimos anos, principalmente em ambiente hospitalar, o que 

gera um grave problema de saúde pública (GAJDÁCS et al., 2019). Por muito tempo as 

espécies de Candida foram denominadas como Candida albicans e não albicans, 

porém, apesar da Candida albicans ser a espécie mais relatada na literatura como 

patógeno fúngico mais associado a ITU, o cenário vem se modificando e outras espécies 

vem ganhando destaque, como Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida 

tropicalis e, mais recentemente, Candida auris (DIAS, 2020; FAZELI et al., 2019; 

GARCIA RIVERA, HEYL, OH, 2020). Em contrapartida, há relatos epidemiológicos 

na literatura que demonstram a diminuição das ITUs por bactérias e o aumento dessas 

infecções por fungos (BONGOMIN et al., 2017; DIAS, 2020; FAZELI et al., 2019). 

As ITUs causadas por espécies de Candida são, na maioria dos casos, 

assintomáticas (POLONI; ROTTA, 2020). Uma grande questão que ainda necessita de 

elucidação é a definição de candidúria, pois na literatura pode ser encontrada algumas 

divergências, como, por exemplo, o critério para contagem de UFCs, que pode variar 

entre 103 a 105 UFC/mL, além de existir uma definição distinta de candidúria para 

homens e mulheres (ACHKAR; FRIES, 2010). Por outro lado, a ITU causada por 

Candida spp. pode ser acarretada por via ascendente, na qual as leveduras ascendem da 

parte mais externa do trato geniturinário para a bexiga e rins ou por via hematogênica, 

na qual, a levedura invade os túbulos proximais após passar pelos glomérulos e é 

eliminada pela urina (KAUFFMAN, 2014). A distinção clínica de ITU superior e 

inferior é difícil de ser diagnosticada, além disso, a utilização de dispositivos médicos, 

como cateter de Foley, representam um fator de risco para os pacientes, pois 

proporciona um ambiente propicio para formação de biofilmes, o que leva dificuldade 

no tratamento e a cronicidade da infecção (GUTIERREZ-CUADRA; HORCAJADA; 

MARTINEZ, 2007; POLONI; ROTTA, 2020). 

 Presente na microbiota humana, principalmente no trato gastrointestinal, trato 

geniturinário, cavidade oral e pele, C. albicans é uma espécie fúngica que pode se 

apresentar de diversas formas, como leveduras, que possuem uma forma ovalada e se 

multiplica de forma assexuada, conhecida como brotamento. Além dessa forma 
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leveduriforme, C. albicans ainda pode se apresentar como pseudo-hifas e como hifas, 

formas que estão intrinsicamente ligadas ao aumento de temperatura, mudança de pH e 

aumento na concentração de CO2 (LA BELLA et al., 2023; NOBILE, JOHNSON, 

2015). 

 Apesar de ser comensal, a C. albicans possui diversos fatores de virulência que 

auxiliam no processo de patogênese (PONDE et al., 2021). Um dos fatores de 

virulência é o seu polimorfismo, a transição de levedura para pseudo-hifa e hifa indica a 

passagem de sua forma comensal para as formas patogênicas, pois as hifas possuem a 

capacidade de invadir o tecido do hospedeiro por penetração ativa e endocitose induzida 

(MAZA et al., 2017). Além disso, essa espécie produz adesinas importantes para 

ligação e fixação em superfícies, proteínas essenciais para o processo de transformação 

de levedura em hifas, como a proteína quinase A, toxinas responsáveis por romper a 

membrana celular, como a candidalisina e ainda podem se organizar em biofilme 

(TALAPKO et al., 2021).  

 Assim como em outros tipos de infecção, as infecções por C. albicans estão, em 

sua grande maioria, relacionadas a formação de biofilmes, seja no próprio hospedeiro ou 

em dispositivos médicos, como cateteres urinários, cateteres venosos centrais, marca-

passos, válvulas cardíacas mecânicas e próteses articulares (TALAPKO et al., 2021). 

Dentro desses biofilmes é possível encontrar todas as formas dessa espécie, fazendo 

com que eles sejam robustos e resistentes, facilitando infecções invasivas de tecidos e 

órgãos e podendo causar infecção na corrente sanguínea (NOBILE; JOHNSON, 2015). 

Além da antibioticoterapia, incluindo a de amplo espectro, ser um dos principais fatores 

de risco para candidíase disseminada, a formação de biofilmes em dispositivos médicos 

também causa grande preocupação, pois esse biofilme dificulta o tratamento com 

antifúngicos causando a cronicidade da infecção (LA BELLA et al., 2023). 

Um dos maiores desafios para o diagnóstico de leveduras em laboratórios é o 

custo atrelado a implementação dos fluxos de isolamento e identificação desses fungos 

(ACHKAR; FRIES, 2010). Muitos laboratórios não possuem metodologias que 

permitam a identificação e a realização de testes de sensibilidade a antifúngicos, 

fazendo com que seja utilizado, na maioria das vezes, meios de cultura seletivos e 

cromogênicos que favorecem mais o crescimento bacteriano e, como consequência, 

inibindo ou retardando o crescimento de algumas espécies fúngicos (POLONI; ROTTA, 

2020). Estudos demonstraram que urinas semeadas em meio de cultura padrão para 



30 

 

fungos, o Ágar Sabouraud dextrose, obtiveram crescimento mais significativos de 

espécies de Candida não-albicans (ACHKAR; FRIES, 2010; OKULICZ, 2008). 

C. tropicalis aparece em grande destaque quando o assunto é ITU, pois ela está 

entre as principais leveduras patogênicas na América latina, ocupando o lugar da C. 

albicans em determinadas regiões (CHOI et al., 2016).  

2.5 Biofilmes 

 Os biofilmes microbianos foram desconhecidos por muitos anos, pois, durante o 

último século de pesquisa sobre microrganismos, de maneira geral, concentrou seus 

estudos acerca de um estilo de vida planctônico (BJARNSHOLT et al., 2018). Apesar 

dessas pesquisas contribuírem fortemente para o avanço na medicina, aumentando 

exponencialmente a expectativa da vida humana, sabemos que os microrganismos 

possuem a capacidade de se agrupar em comunidades denominadas biofilme e que os 

primeiros relatos do que hoje chamamos de biofilmes foram descritos ainda por Anton 

Van Leeuwenhook (HØIBY, 2014).  

 Os biofilmes podem ser mono ou polimicrobianos, onde os microrganismos se 

organizam dentro de uma matriz de polissacarídeos e se comunicam utilizando um 

sistema especializado chamado de quorum sensing (ANJU et al., 2022; NESSE, 

OSLAND, VESTBY, 2023). O quorum sensing tem o papel importante de determinar a 

formação, maturação, manutenção e dispersão dos biofilmes, através de moléculas 

autoindutoras (Ai’s) que são secretadas por esses microrganismos a medida que se 

organizam em biofilme, além de proporcionar um ambiente favorável para troca de 

genes de resistência entre eles (Figura 3) (COSTERTON, 1984; SOLANO, 

ECHEVERZ, LASA, 2014). 

Figura 3.  Representação esquemática da formação do biofilme. (1) Adesão bacteriana 

mediada por forças de Van der Waals, fixação das células planctônicas na superfície, 

com auxílio das fímbrias e início da secreção de moléculas autoindutoras (AIs) 

responsáveis pelo quorum sensing; (2) Divisão celular e início da excreção de matriz 

extracelular polimérica, formando as microcolônias; (3) Recrutamento de novas células, 

da mesma espécie e de outras, para aumento da densidade do biofilme e mais produção 

de matriz extracelular polimérica para o amadurecimento do biofilme; (4) Biofilme 

maduro com canais de água e início da dispersão de algumas células para colonização 

de novos sítios. 
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Fonte: Modificado de RICKARD et al., 2013. 

 

Imersos nessa matriz de polissacarídeos, os microrganismos podem se evadir do 

sistema imunológico e se tornarem mais resistentes as drogas utilizadas para tratamento 

e isso ocorre por diversos motivos, como a baixa permeabilidade de compostos através 

da matriz, o metabolismo lento desses microrganismos quando estão na forma séssil e a 

troca de genes de resistência (URUEN et al., 2020). Além disso, as bactérias que 

produzem biofilmes são as principais responsáveis por infecções persistentes, levando a 

cronicidade das infecções. Quando em biofilmes, se desenvolvem de forma mais lenta, 

muitas vezes promovendo longos processos inflamatórios que podem causar dano 

tecidual e necrose (NESSE, OSLAND, VESTBY, 2023; VESTBY et al., 2020). 

Ainda existem muitas dúvidas acerca do diagnóstico de infecções associadas a 

biofilmes, principalmente quando os biofilmes são formados em dispositivos médicos. 

Os microrganismos mais associados a infecções associadas e dispositivos médicos são 

E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, o gênero Staphylococcus e os 

fungos do gênero Candida (NIVEDITHA et al., 2012; POLONI; ROTTA, 2020; 

SIDRIM et al., 2019). Esse tipo de infecção tem um alto custo para o hospital, pois 

muitas vezes é necessária a retirada do dispositivo médico, além do tratamento com 

antimicrobianos por longos períodos (WI, PATEL, 2018).  
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2.5.1 Biofilmes associados a infecções de cateteres vesicais 

 Cateteres vesicais de demora são dispositivos médicos amplamente utilizados 

em ambientes hospitalares e são os principais fatores para infecções no trato urinário, 

pois quanto mais tempo de utilização desses dispositivos, maior a chance de adquirir 

uma infecção (NIVEDITHA et al., 2012). Estudos demonstram que a E. coli é o 

principal microrganismo envolvido nesse tipo de infecção, podendo chegar a 80% dos 

casos, porém, outros microrganismos também podem estar presentes em ITUAC’s, 

como a Klebsiella spp. e P. aeruginosa (NAVARRO et al., 2022; NIVEDITHA et al., 

2012). 

 A patogênese desse tipo de infecção se inicia no momento de introdução do 

dispositivo, podendo carrear esses patógenos das regiões mais externas do trato urinário 

para as regiões mais internas ou durante a manipulação do dispositivo para drenagem do 

sistema (NEWMAN, WYMAN, WELCH, 2016). Apesar dos cateteres serem 

produzidos para que não haja aderência microbiana ou que, pelo menos, reduza esse 

processo, os microrganismos conseguem aderir a essas superfícies e acabam 

encontrando diversas vantagens para sua sobrevivência, como a resistência a força de 

extrusão da urina (NAVARRO et al., 2022; TRAUTNER, DAROUICHE, 2004). 

 Diversas pesquisas já foram realizadas para aperfeiçoamento desses dispositivos, 

seja pela modificação dos materiais que eles são feitos, seja pelo revestimento com 

compostos antissépticos ou antimicrobianos (FISHER et al., 2015; TRAN, HAMOOD, 

REID, 2014). Essas pesquisas buscam utilizar compostos que, além de terem ação 

antimicrobiana, também possam atuar na modulação do quorum sensing, como os 

inibidores de bomba de efluxo (SAINI; CHHIBBER, HARJAI, 2016; SIDRIM et al., 

2019). 

2.6 Tratamento para ITUs 

 Muitas das ITUs são autolimitadas, não precisando da administração de 

antimicrobianos, contudo, o tratamento com antimicrobianos vai variar de acordo com a 

gravidade da infecção. A escolha do antimicrobiano deve ser guiada por resultados de 

cultura para avaliar o mais eficaz entre os disponíveis para administração, assim como 

fatores do hospedeiro, como alergias. Se o paciente faz uso de dispositivo médico, ele 

deve ser removido ou trocado por um novo, caso necessário o seguimento do uso, antes 

que a antibioticoterapia se inicie. A antibioticoterapia empírica leva em consideração 

resultados anteriores do paciente, a epidemiologia local e os prováveis microrganismos 
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causadores, porém, com o resultado do antibiograma em mãos, a equipe médica 

automaticamente ajusta para o microrganismo isolado, levando em consideração o perfil 

de resistência apresentado (BONKAT et al., 2017). 

 Se a suspeita ou confirmação de bacteremia for relacionada ao dispositivo 

médico, o tratamento deve ser realizado por via intravenosa. Outro fator levado em 

consideração é a capacidade dos antimicrobianos de se concentrar em grandes 

quantidades na urina, como a nitrofurantoína e fosfomicina. Contudo, para casos de 

pielonefrite, o fármaco utilizado, além de ter a capacidade de atuar como bactericida 

para o uropatógeno em questão, ele também deve acumular, em altas concentrações no 

tecido renal. Sendo assim, as drogas mais utilizadas nesses casos são fluoroquinolonas, 

como a ciprofloxacina (JOHNSON; RUSSO, 2018).   

 Para ITUs causadas por fungos, apesar da necessidade de terapia antifúngica ser 

discutida de forma controversa na literatura, o fluconazol é o principal antifúngico 

utilizado no tratamento. A terapia com o fármaco oferece bons resultados e ele se 

concentra na urina, sendo uma ótima alternativa para o tratamento de ITU’s por 

Candida spp. (PETER et al., 2016). Além dele, existem outras opções, principalmente 

porque algumas espécies de Candida spp. são intrinsecamente resistentes ao fluconazol 

e para esses casos, utiliza-se flucitosina, equinocandinas e até anfotericina B 

(ALFOUZAN; DHAR, 2017).   

2.7 Inibidores de bomba de efluxo como agentes inibidores da formação de 

biofilmes 

 As bombas de efluxo são proteínas transmembranares extremamente importantes 

fisiologicamente para os microrganismos, sendo responsáveis pelo efluxo de diversos 

metabolitos (GHOLAMI et al., 2015). Existem variados tipos de bombas de efluxo e 

elas possuem variadas funções, dentre elas, excretar moléculas Ai’s, responsáveis pelo 

quorum sensing na formação e maturação de biofilmes, excreção de compostos 

químicos nocivos aos microrganismos, como antimicrobianos e toxinas, além de terem 

um papel fundamental na fisiologia bacteriana, ajudando no transporte de nutrientes e 

metabólitos (NIKAIDO, TAKATSUKA, 2009). 

 A multirresistência aos antimicrobianos pode ocorrer por diversos fatores, como 

resistências intrínsecas, mutações, troca de plasmídeos, transposons ou integrons, na 

qual cada um codifica a resistência a um agente específico (LI, PLÉSIAT, NIKAIDO, 

2015). Inicialmente acreditava-se que a codificação dessas proteínas transmembranares 
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era feita somente por genes plasmidiais, porém hoje, sabe-se que esses genes também 

podem estar localizados no cromossomo (LI, NIKAIDO, 2004). Existem bombas de 

efluxo que possuem a capacidade de se ligar a vários substratos não relacionados 

estruturalmente e realizar a extrusão destes para o meio externo e elas podem estar 

ligadas a genes cromossômicos ou plasmidiais (ZGURSKAYA et al., 2021). 

 Os inibidores de bombas de efluxo ou moduladores de quorum sensing tem sido 

um importante objeto de estudo para o desenvolvimento de estratégias para combate a 

essas infecções, principalmente quando associada a formação de biofilmes (WANG, 

VENTER, MA, 2016). A atividade antimicrobiana é potencializada quando a utilização 

destes compostos capazes de inibir a atividade dessas proteínas transmembranares são 

combinados com antimicrobianos clássicos (WANG, VENTER, MA, 2016). Dessa 

forma, a exploração de novos compostos capazes de interferir nesses mecanismos, 

podem ser uma estratégia eficaz para combate a infecções persistentes ou por bactérias 

multirresistentes, podendo não exercer uma pressão seletiva, já que não atua nos sítios 

de ação desses fármacos clássicos (LU et al., 2023). 

2.7.1 Clorpromazina 

A clorpromazina (C17H19ClN2S) (Figura 4) foi desenvolvida em 1950 para ser 

um anti-histamínico, porém, foi observado efeitos calmantes e mais tarde ela se tornou a 

primeira droga antipsicótica eficaz, considerada a “penicilina química” (DUDLEY, 

LIU, HAAN, 2017). A clorpromazina faz parte do grupo das fenotiazinas e é um 

antipsicótico utilizado no tratamento da esquizofrenia, graças a ela, muitos pacientes 

puderam deixar asilos a partir da década de 50 e hoje ela é um dos cinco medicamentos 

essenciais para esses transtornos, listados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(DUDLEY, LIU, HAAN, 2017). Além disso, seu extenso uso clínico demonstrou outro 

achado interessante para a comunidade médica, ela possuía um efeito antimicrobiano 

contra cepas de Mycobacterium tuberculosis, mas que não foi explorado pelo seus 

efeitos colaterais de uso crônico e pelo lançamento de fármacos antituberculose na 

mesma época, como a isoniazida (AMARAL et al., 2001).A clorpromazina também é 

classificada como um inibidor de bomba de efluxo e seu poder antimicrobiano já foi 

relatado em diversas pesquisas, bem como sua ação potencializadora quando combinada 

com antimicrobianos (COELHO et al., 2015; COUTINHO et al., 2010; GRIMSEY et 

al., 2020). 
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Figura 4. Estrutura molecular da clorpromazina. 

 

                                       Fonte: DUDLEY, LIU, HAAN, 2017. 

 

A clorpromazina já é estudada há bastante tempo devido sua atividade 

antimicrobiana (DASTIDAR et al., 2013; GRIMSEY, PIDDOCK, 2019). Em um 

estudo realizado em 2008 com cepas de Salmonella enterica, foram observadas 

concentrações mínimas inibitórias (CIM’s) variadas e demonstrou um sinergismo com 

diferentes antimicrobianos, reduzindo mais de duas vezes o CIM desses antimicrobianos 

(BAILEY, PAULSEN, PIDDOCK, 2008). Outro estudo anteriormente realizado já 

demonstrava o alto poder antimicrobiano da clorpromazina com cepas de E. coli ATCC 

25922, demonstrando que uma concentração pequena já era capaz de inibir 

completamente o crescimento da cepa (AMARAL; LORIAN, 1991). 

Sua ação sinérgica com alguns antimicrobianos também foi relatada por Chan, 

Ong e Chua (2007), quando demonstraram que a clorpromazina, assim como algumas 

outras fenotiazinas, não apresentaram ação antimicrobiana contra isolados de B. 

pseudomallei, mas potencializaram a ação de antimicrobianos. A ação da clorpromazina 

sobre bombas de efluxo já foi comprovada em muitos estudos, inibindo a formação de 

biofilmes, gerando espécies reativas de oxigênio ou aumentando a sensibilidade de 

algumas espécies de Candida sp. à anfotericina B (FIALLOS et al., 2022; GALGÓCZY 

et al., 2011). A ação também se estende para os mais variados tipos de organismos, 

existem pesquisas que comprovam sua atuação no potencial transmembrana da 

Leishmania donovani e outros que demonstraram a ação antimicrobiana do composto 

sobre espécies de Candida spp. com CIM’s relativamente baixos (GALGÓCZY et al., 

2011; WOOD, NUGENT, 1985; ZILBERSTEIN, LIVEANU, 1990).   
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2.8 Impregnação ou revestimento de dispositivos biomédicos com antimicrobianos 

ou compostos antibiofilme 

O desenvolvimento de novos antimicrobianos geralmente leva muito tempo e, 

mesmo que chegue na fase clínica, pode apresentar falhas e não ser aprovado para uso 

clínico (ASHBURN; THOR, 2004). Uma estratégia que vem sendo abordada com 

frequência em pesquisas é o reposicionamento de fármacos, pois salta uma importante 

etapa, afinal, são compostos ou moléculas já utilizadas clinicamente com outras 

finalidades, mas que possuem ação antimicrobiana (BARBAROSSA et al., 2022; 

SIDRIM et al., 2017). Outra estratégia importante e recomendada por pesquisadores 

internacionais é o revestimento ou a impregnação de dispositivos médicos com 

compostos com poder antimicrobiano ou antibiofilme para combater infecções 

associadas a esses dispositivos (FISHER et al., 2015; TENKE et al., 2008). 

Diversas pesquisas já foram produzidas utilizando o revestimento de cateteres 

com antibióticos ou antissépticos, como triclosan, rifampicina e até clorpromazina, e 

demonstraram resultados promissores no combate a infecções pelos os mais variados 

tipos de microrganismos (FISHER et al., 2015; GALGÓCZY et al., 2011; PICKARD et 

al., 201; SIDRIM et al., 2019). O estudo de Fisher et al., (2015) demonstrou que a 

combinação de alguns compostos impregnados em cateteres de demora inibia a 

formação de biofilme nesses dispositivos em mais de 90%. 

A utilização de antimicrobianos pode forçar uma pressão seletiva nos 

microrganismos e, com isso, o aumento de microrganismos resistentes. A estratégia de 

utilizar compostos que possuam efeito antimicrobiano ou antibiofilme, como os 

inibidores de bomba de efluxo, mas que utilizem outras vias como mecanismo de ação, 

pode ser uma eficaz estratégia no combate a infecções sem exercer uma pressão seletiva 

nos microrganismos, além de agir com sinergismo quando combinados com 

antimicrobianos. Dessa forma, esse estudo propôs a impregnação de cateteres de Foley 

com o inibidor de bomba de efluxo clorpromazina para inibição da formação de 

biofilmes por E coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis e espécies de Candida 

spp.. Portanto, almeja-se contribuir com conhecimento acerca da utilização de 

dispositivos médicos impregnados com o inibidor de bomba de efluxo clorpromazina 

sobre a formação de biofilmes e sobre biofilmes maduros de bactérias e fungos. 



37 

 

3 HIPÓTESES 

1. A clorpromazina inibe a formação de biofilmes e desestrutura biofilmes maduros de 

P. aeruginosa associados à infecção do trato urinário. 

2. A clorpromazina inibe a formação de biofilmes e desestrutura biofilmes maduros de 

Candida spp. associados à infecção do trato urinário. 

3. A impregnação de cateteres urinários de demora com clorpromazina, nas 

concentrações de 200, 400 e 600 µg/mL, impede a formação de biofilmes por bacilos 

Gram negativos nesses dispositivos médicos. 

4. A impregnação de cateteres urinários de demora com clorpromazina, na concentração 

de 400 µg/mL, impede a formação de biofilmes por Candida spp. nesses dispositivos 

médicos. 

5. A ação de antimicrobianos, quando associados aos cateteres impregnados em 

diferentes concentrações, é potencializada, destruindo biofilmes maduros. 

 

4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o efeito da clorpromazina in vitro e impregnada em fragmentos de 

cateter de Foley sobre a formação de biofilmes e sobre biofilmes maduros de bacilos 

Gram negativos e Candida spp. associados a quadros de infecção do trato urinário. 

4.2 Objetivos específicos 

1. Determinar a sensibilidade in vitro de Pseudomonas aeruginosa associada à infecção 

do trato urinário, na forma planctônica, à clorpromazina e aos antimicrobianos 

ciprofloxacina e meropenem; 

2. Determinar a sensibilidade in vitro de Candida spp. associadas à infecção do trato 

urinário, na forma planctônica, à clorpromazina e aos antifúngicos fluconazol e 

caspofungina; 

3. Avaliar o efeito in vitro da clorpromazina sobre a formação de biofilmes e sobre os 

biofilmes maduros de cepas de P. aeruginosa e Candida spp.; 

4. Avaliar o efeito da impregnação de cateteres urinários com clorpromazina, nas 

concentrações de 200 e 600 µg/mL, sobre a formação de biofilmes por cepas de E. coli, 

P. mirabilis e K. pneumoniae; 
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5. Avaliar o efeito da impregnação de cateteres urinários com clorpromazina, nas 

concentrações de 200, 400 e 600 µg/mL, sobre a formação de biofilmes por cepas de P. 

aeruginosa; 

6. Avaliar o efeito da impregnação de cateteres urinários com clorpromazina, na 

concentração de 400 µg/mL, sobre a formação de biofilmes por cepas de Candida spp.; 

7. Avaliar a ação da ciprofloxacina e do meropenem sobre biofilmes bacterianos 

maduros formados em cateteres urinários impregnados ou não com clorpromazina, nas 

concentrações de 200, 400 e 600 µg/mL; 

8. Avaliar a ação do fluconazol e da caspofungina sobre biofilmes fúngicos maduros 

formados em cateteres urinários impregnados ou não com clorpromazina, na 

concentração de 400 µg/mL. 
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5. METODOLOGIA 

  

 Um fluxograma foi criado com as etapas dos experimentos, para melhor 

compreensão da metodologia aplicada a pesquisa (Figura 5). 

 

Figura 5. Fluxograma utilizado na metodologia do estudo. 

 

CIM – Concentração Inibitória Mínima; CIMB - Concentração inibitória Mínima em Biofilmes; CEMB - Concentração Eliminatória 

Mínima em Biofilme; CPZ – Clorpromazina; CLSM - Confocal Laser Scanning Microscopy. 

5.1 Local do estudo 

 A pesquisa foi executada no laboratório de bacteriologia - Grupo Aplicado em 

Microbiologia Médica (GrAMM) e com colaboração do Centro Especializado em 

Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceará. 

5.2 Microrganismos do estudo 

 Foram selecionadas 28 isolados, sendo 13 pertencentes a bacterioteca do 

laboratório de bacteriologia do Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM) e 

15 pertencentes a micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM). 

As bactérias selecionadas foram 6 isolados da espécie P. aeruginosa, 2 de E. coli, 3 de 

K. pneumoniae e 2 de P. mirabilis. Já os fungos selecionados foram 4 C. albicans, 5 C. 

tropicalis, 5 C. parapsilosis stricto sensu e 1 C. krusei. Todos os microrganismos 

selecionados para a pesquisa haviam sido previamente identificados por VITEK® ou 

Maldi-Tof® (bioMerieux), com exceção das cepas padrão utilizadas no estudo. 
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 Foram adicionadas na pesquisa uma cepa padrão para cada espécie incluída, 

todas doadas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária-

CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ com nomenclaturas: Escherichia coli 

INCQS 00033 (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae INCQS 00532 (ATCC 600703) e 

Proteus mirabilis INCQS 00265 (ATCC 29906), Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC27853), Candida albicans (ATCC10231), Candida tropicalis (ATCC750), 

Candida parapsilosis (ATCC22019) e Candida krusei (ATCC6258). 

 Todas as cepas e isolados foram avaliados quanto à capacidade de formar 

biofilmes baseado em dois protocolos utilizados em estudos anteriores (BRILHANTE et 

al. 2016; SIDRIM et al. 2019). Para isso, uma placa de microtitulação de 96 poços com 

fundo chato foi utilizada. Para as bactérias, cada poço foi inoculado com 200 µL de uma 

suspensão padronizada (1,7 x 107 ufc/mL), preparada a partir de um caldo infusão 

cérebro coração (BHI) enriquecido com 1% de glicose. Para os fungos, foi utilizada 

uma suspensão preparada com caldo RPMI 1640 e inóculo fúngico até atingir a escala 1 

de McFarland, após isso foi inoculado em cada poço 100µL dessa solução com inóculo 

mais 100µL de RPMI 1640. Após a inoculação nos poços, as placas foram incubadas 

em estufa bacteriológica a 37 ºC, por 48 horas, para formação do biofilme. Cada isolado 

foi inoculado em triplicata na placa e cada placa teve poços com controles de 

esterilidade. 

 Para a quantificação da biomassa dos biofilmes aderidos nas placas, utilizou-se a 

espectrofotometria para mensurar a densidade óptica a um comprimento de onda de 490 

nm (DO490) e o corante cristal violeta seguindo o protocolo preconizado no estudo 

anterior (SIDRIM et al. 2019).  
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Tabela 01 – Isolados selecionados para o estudo. 

Cepa Código Capacidade de 

formar biofilme 

Origem Referência 

Escherichia coli ECAT SIM ATCC 25922 SIDRIM et al. 2019 

Escherichia coli EAEC* SIM Cepa referência SIDRIM et al. 2019 

Klebsiella pneumoniae KLAT SIM ATCC 600703 SIDRIM et al. 2019 

Klebsiella pneumoniae KL1S SIM Urina SIDRIM et al. 2019 

Klebsiella pneumoniae KL2M SIM Urina SIDRIM et al. 2019 

Proteus mirabilis PRAT SIM ATCC 29906 SIDRIM et al. 2019 

Proteus mirabilis PRMR2 SIM Urina SIDRIM et al. 2019 

Pseudomonas aeruginosa PAATCC SIM ATCC27853  

Pseudomonas aeruginosa PAS1 SIM Urina  

Pseudomonas aeruginosa PAR1 SIM Urina  

Pseudomonas aeruginosa PAR4 SIM Urina  

Pseudomonas aeruginosa PAS5 SIM Urina  

Pseudomonas aeruginosa PAM1 SIM Urina  

Candida albicans CAATCC SIM ATCC10231  

Candida albicans CACRN18 SIM Micoteca  

Candida albicans CACRN30 SIM Micoteca  

Candida albicans CASTN SIM Micoteca  

Candida tropicalis CTATCC SIM ATCC750  

Candida tropicalis CTC01 SIM Micoteca  

Candida tropicalis CTC02 SIM Micoteca  

Candida tropicalis CTC03 SIM Micoteca  

Candida tropicalis CTC04 SIM Micoteca  

Candida parapsilosis CPATCC SIM ATCC22019  

Candida parapsilosis CPJETE SIM Micoteca  

Candida parapsilosis CPJT24 SIM Micoteca  

Candida parapsilosis CPJ818 SIM Micoteca  

Candida parapsilosis CP8TA SIM Micoteca  

Candida krusei CKATCC SIM ATCC6258  

* Escherichia coli Enteroagregativa. 

 

5.3 Determinação das concentrações inibitórias mínimas (CIM) da clorpromazina 

e dos antimicrobianos contra isolados de Pseudomonas aeruginosa e Candida spp. 

 A sensibilidade dos 21 isolados à clorpromazina (CPZ; 5 mg/mL, 

HYPOFARMA) e aos antimicrobianos foi avaliada de acordo com recomendado pelo 

documento M100 – S27 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019) para 

bactérias e pelo documento M27-A3 (CLSI, 2012) para os fungos. Cepas ATCC e 

drogas antimicrobianas clássicas, permitiram validar o experimento. A CIM de E. coli, 
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K. pneumoniae e P. mirabilis foi avaliada em estudo anterior, não sendo necessário 

incluí-los nesse ensaio (SIDRIM et al., 2019). 

5.3.1 Inóculos 

Inicialmente, os isolados bacterianos foram semeados em ágar BHI e os isolados 

fúngicos em ágar Sabouraud. A seguir, foram incubados em estufa bacteriológica a 37 

°C, por 24 horas, para crescimento microbiano. Em seguida, os inóculos bacterianos 

foram preparados em solução salina estéril e os fúngicos em meio de cultura RPMI 

1640, ajustando a turbidez a 0,5 na escala de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 

ufc/mL. Finalizada essa etapa, os inóculos bacterianos foram diluídos em caldo Mueller 

Hinton (MH), até alcançar a concentração recomendada de 5 x 105 ufc/mL e os fúngicos 

diluídos em meio de cultura RPMI 1640 para obtenção de inóculo final contendo 0,5 a 

2,5 x 10³ ufc/mL (CLSI, 2012;2019). 

5.3.2 Clorpromazina e antimicrobianos 

A concentração testada para clorpromazina variou de 2,44 – 1.250 µg/mL. Já 

para os antimicrobianos, as concentrações utilizadas foram 0,0005 – 16 µg/mL para 

ciprofloxacina (CIP; Sigma, Brasil), de 0,03 – 16 µg/mL para meropenem (MER; 

Sigma, Brasil), 0,125 a 64 µg/mL para fluconazol (FLC; Merck KgaA, Darmstadt, 

Germany) e 0,031 a 16 µg/mL e para caspofungina (CAS; Sigma Chemical 

Corporation, USA). 

5.3.3 Preparo da placa e ensaio 

Para o ensaio, foram utilizadas placas de microtitulação de 96 poços de fundo 

em U, nas quais foram adicionadas 100 µL de caldo MH em todos os poços para o teste 

de sensibilidade com as bactérias e 100 µL de meio de cultura RPMI 1640 para o teste 

de sensibilidade com os fungos.  

Em seguida, foram adicionados mais 100 µL do composto e/ou antimicrobianos 

somente nas primeiras colunas das respectivas placas, após isso, foi feita a diluição 

seriada iniciando na coluna 1, na qual, foi homogeneizado e retirado 100 µL dos poços e 

adicionados nos poços da coluna 2, onde repetiu-se a homogeneização e retirada 

também de 100 µL para adição nos poços da coluna 3 e assim sucessivamente, até a 

coluna 10. Finalizada essa etapa, foram retirados 100 µL da coluna 10 e transferidos 

para a coluna 12, a qual foi utilizada como controle de esterilidade do experimento. Os 
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poços da coluna 11 foram utilizados como controle de crescimento do ensaio. Após a 

diluição dos compostos nas placas, 100µL dos inóculos preparados anteriormente foram 

adicionados a cada poço, iniciando na coluna 1 até a coluna 11. A Figura 6 demonstra, 

de forma ilustrativa, o esquema de preparo da placa. As placas foram incubadas em 

estufa bacteriológica a 37 °C, por 24 horas. A leitura da placa foi realizada de forma 

visual, como recomendam os protocolos do CLSI (2012). Todo o ensaio foi realizado 

em duplicata.  

Para a leitura dos testes de sensibilidade, buscou-se encontrar a concentração 

inibitória mínima (CIM). Para clorpromazina e para os antimicrobianos ciprofloxacina, 

meropenem e caspofungina, foi definida como CIM a menor concentração capaz de 

causar 100% de inibição do crescimento (CLSI, 2012; SIDRIM et al., 2019), já para o 

fluconazol foi definida como CIM a menor concentração capaz de causar 50% de 

inibição do crescimento, quando comparado com o controle de crescimento (CLSI, 

2012). 

 

Figura 6. Desenho esquemático para o teste de sensibilidade baseado no protocolo 

M27-A3 (CLSI, 2012) e M100, CLSI (2017). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.4 Análise daclorpromazina sobre a formação dos biofilmes por Pseudomonas 

aeruginosa e Candida spp. 

Foi avaliada a ação da clorpromazina sobre a formação de biofilmes dos isolados 

do estudo. O ensaio para os isolados de P. aeruginosa foi realizado em placas de 

microtitulação de 96 poços de fundo chato, de acordo com Sidrim et al. (2019) e o 

ensaio com Candidas spp. foi realizado de acordo com Bandeira et al. (2016), com 

modificações. As concentrações utilizadas no ensaio foram a CIM para cada isolado a 

partir do teste de sensibilidade realizado anteriormente mais duas concentrações 

subinibitórias (CIM/2 e CIM/4). 

Para as bactérias, inicialmente, foram semeadas em ágar BHI e incubados à 37 

°C, por 24 horas. Após isso, foram preparados inóculos utilizando salina estéril em um 

tubo para cada isolado. A turbidez foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de 

McFarland. Para essa etapa, as diferenças entre os dois protocolos é que o meio de 

cultura utilizado para semear os fungos foi o ágar Sabouraud, o caldo usado foi o RPMI 

1640 e a escala utilizada para o inóculo foi a de 1 de McFarland.  

As diluições do composto para os ensaios foram preparadas e, em seguida, 

distribuídas nas placas de forma ordenada, onde, para as bactérias, as colunas 1,2 e 3 

receberam 175 µL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose por poço, as colunas 4, 

5 e 6 receberam 175 µL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose mais a maior 

concentração do composto (a CIM do composto para cada isolado), as colunas 7, 8 e 9 

receberam 175 µL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose mais a concentração 

intermediaria (50% da CIM do composto para cada isolado) e as colunas 10, 11 e 12 

receberam 175 µL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose mais a menor 

concentração (25% da CIM do composto para cada isolado). Após as placas estarem 

com as diluições distribuídas, 25 µL de cada inóculo foram adicionados para completar 

200 µL de solução por poço. Já para os fungos, o mesmo processo foi realizado, porém, 

o volume de meio de cultura adicionado aos poços com as diluições do composto foi de 

100 µL e o inóculo adicionado posteriormente foi, também, de 100 µL, finalizando com 

200 µL de solução por poço. Para que as concentrações do composto ficassem no valor 

desejado na solução final, foi realizado um cálculo prévio para ajuste das concentrações. 

Em todas as placas forma incluídos os controles de esterilidade. As placas foram 

incubadas a 37 °C, por 48 horas, para formação do biofilme e quantificadas 

posteriormente com o protocolo que utiliza o cristal violeta como corante de biomassa 

(SIDRIM et al. 2019). 
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5.5 CIMB e CEMB da clorpromazina dos isolados de Pseudomonas aeruginosa e 

Candida spp. 

Para determinar a atividade do composto sobre os biofilmes maduros dos 6 

isolados de P. aeruginosa do estudo e dos 15 isolados de Candida spp., o biofilme de 

cada isolado foi crescido em placas de poliestireno de 96 poços de fundo chato, de 

acordo com Sidrim et al., 2019, com adaptações. Para os isolados de P. aeruginosa, os 

inóculos foram preparados utilizando a escala de turbidez de 0,5 de McFarland e os 

biofilmes foram montados em um volume total de 200 µL, em uma proporção de 1:7, 

sendo 25 µL de inóculo e 175 µL de meio BHI-glicose 1%. Para Candidas spp., os 

inóculos foram preparados utilizando a escala de turbidez de 1 de McFarland e os 

biofilmes foram montados em um volume total de 200 µL, em uma proporção de 1:1, 

sendo 100 µL de inóculo e 100 µL de meio RPMI 1640 (BANDEIRA et al. 2016). 

Ao final das 48 horas de incubação, as placas com as bactérias tiveram seus 

poços lavados com PBS estéril. Em seguida, concentrações crescentes das drogas foram 

adicionadas a cada poço juntamente com BHI+glicose 1%, totalizando uma solução de 

200 µL por poço. As concentrações utilizadas da clorpromazina foram entre 0,61-1,250 

µg/mL. Já para os fungos, os poços foram lavados duas vezes com PBS estéril para 

remoção das células não sésseis, após isso, 200 μL de meio RPMI 1640 contendo as 

mesmas diluições seriadas do composto foram adicionadas aos poços contendo biofilme 

de Candida spp.. Todas as placas foram incubadas a 37 ºC, por mais 24 h.  

Posteriormente, a atividade metabólica dos biofilmes de P. aeruginosa foi 

avaliada por meio do ensaio metabólico com resazurina (SIDRIM et al., 2017) e para as 

de Candida spp. as placas foram lavadas com PBS três vezes, em seguida, foi 

adicionado uma solução com corante de viabilidade celular brometo 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazólio (MTT) (1 mg/ mL) (Sigma, USA) e incubadas 

por 35°C por 4h, no escuro. Após incubação, o corante foi removido, os poços lavados 

três vezes com PBS e adicionado DMSO (200 μL). Após 30 minutos, retirou-se 100 μL 

de cada poço e transferiu-se para uma nova placa e foi levado para leitura por 

espectrofotometria para mensurar a densidade óptica (KUMAR, et al., 2018). 

A menor concentração capaz de inibir, de forma parcial, a atividade metabólica 

do biofilme foi definida como a concentração inibitória mínima do biofilme (CIMB) e a 

menor concentração capaz de inibir por completo a atividade metabólica do biofilme foi 

definida como a concentração eliminatória mínima do biofilme (CEMB) (SIDRIM et 
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al., 2017). O controle de crescimento de biofilme sem drogas foi incluído para cada 

isolado testado. Os testes foram realizados em dois momentos distintos. 

5.6 Impregnação dos fragmentos de cateter com clorpromazina 

O processo de impregnação dos fragmentos de cateter de látex (nr 12, 

SOLIDOR) foi realizado de acordo com um protocolo descrito por Sidrim et al. (2019), 

na qual utiliza fragmentos de cateter, com aproximadamente 1 cm de comprimento. 

Esses fragmentos ficam imersos em clorofórmio PA por 1 hora, para dilatação do 

material, em seguida foram retirados e deixados por mais 30 minutos em solução 

contendo as concentrações 200, 400 ou 600 µg/mL de CPZ. Todo o processo foi 

realizado de forma asséptica e, para garantir a esterilidade do processo, alguns 

fragmentos foram colocados em tubos contendo caldo BHI e incubados a 37º C, por 24 

horas e nenhuma turvação foi observada, comprovando a esterilidade do material. 

Fragmentos submetidos à imersão em clorofórmio, mas não à impregnação com CPZ 

foram utilizados como controle de crescimento microbiano (Figura 7).  

Figura 7. Desenho esquemático para impregnação dos fragmentos de cateter com 

clorpromazina. 

 

Fonte: Adaptado de Fisher et al., 2015. 

Seguindo o protocolo utilizado de Sidrim et al., (2019), onde utilizou-se 10 

vezes a moda da CIM da CPZ para os isolados incluídos no estudo (concentração de 

400 µg/mL), impregnada em fragmentos de cateter de Foley, para avaliar a ação do 

composto sobre a formação de biofilmes de E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis nos 

fragmentos impregnados, mais duas concentrações foram incluídas no processo de 

impregnação, sendo elas 200 µg /mL e 600 µg/mL para os isolados de E. coli, K. 

pneumoniae e P. mirabilis. Já para os isolados de P. aeruginosa foram utilizadas as 

concentrações de 200, 400 e 600 µg/mL na impregnação dos fragmentos de cateter de 

Foley e para os isolados de Candida spp. foi utilizada somente a concentração de 400 
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µg/mL, pois foi observado no decorrer dos ensaios que a concentração de 400 µg/mL 

foi a que demonstrou melhores resultados nos ensaios. 

A impregnação dos fragmentos de cateteres de Foley foi testada e comprovada 

em outro estudo através da microscopia eletrônica de varredura (MEV) associada ao 

sistema de dispersão de energia (EDS), na qual, foi constatada a presença do composto 

sobre a superfície dos fragmentos impregnados e a ausência nos fragmentos não 

impregnados. Todo o processo de impregnação foi depositado para aquisição da patente 

(SIDRIM et al. 2019). 

5.7 Ação da clorpromazina, impregnados em fragmentos de cateter, sobre a 

formação de biofilmes dos isolados do estudo 

 Após impregnação dos fragmentos de cateteres de Foley com a clorpromazina, 

foi realizado um ensaio in vitro para avaliar a ação do composto sobre a formação de 

biofilmes por E. coli (ECAT e EAEC), K. pneumoniae (KLAT, KL2M e KL1S) e P. 

mirabilis (PRAT e PRMR1), P. aeruginosa (PAATCC, PAM1), C. albicans (CAATCC, 

CACRN18) C. tropicalis (CTATCC, CTC01) C. parapsilosis (CPATCC, CPJETE) C. 

krusei (CKATCC) sobre os fragmentos impregnados. Foram escolhidas cepas ATCC e 

isolados clínicos sensíveis, resistentes ou multirresistentes de cada espécie para o 

ensaio. 

5.7.1 Bactérias 

Todos os experimentos mencionados foram realizados para os isolados de E. 

coli, K. pneumoniae e P. mirabilis em um estudo anterior (SIDRIM et al. 2019), porém 

só foi avaliada a ação da CPZ impregnada em fragmentos de cateter na concentração de 

400 µg/mL. Com isso, nesse estudo foram testadas as outras duas concentrações, 200 e 

600 µg/mL, para E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis e todas as concentrações para a 

P. aeruginosa. Dessa forma, posteriormente à impregnação dos fragmentos com o 

composto em diferentes concentrações, foi realizado o teste in vitro para avaliar a ação 

da CPZ sobre a formação de biofilmes por 2 isolados de P. aeruginosa (PATCC e 

PAM1), 2 isolados de E. coli (ECAT e EAEC), 3 isolados de K. pneumoniae (KLAT, 

KL2M e KL1S) e 2 isolado de P. mirabilis (PRAT e PRMR1) nos fragmentos 

impregnados. 

Os biofilmes foram produzidos conforme já descrito anteriormente, porém, em 

uma placa de poliestireno de 24 poços, com um ajuste volumétrico em um volume total 
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de 1000 µL por poço, contendo 875 µL de caldo BHI-glicose a 1% e 125 µL de inóculo 

bacteriano. Após a adição do meio de cultura na placa, cateteres impregnados e não 

impregnados de CPZ foram adicionados aos poços, seguido da adição do inóculo 

bacteriano. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 ºC, por 48 h. 

5.7.2 Leveduras 

A concentração utilizada no ensaio para as Candida spp. foi de 400 µg/mL 

devido a resultados prévios observados nos ensaios com isolados bacterianos. Com isso, 

após impregnação dos fragmentos com o composto, o mesmo teste in vitro foi realizado 

para avaliar a ação da CPZ sobre a formação de biofilmes por 2 isolados de C. albicans 

(CAATCC, CACRN18) 2 de C. tropicalis (CTATCC, CTC01) 2 de C. parapsilosis 

(CPATCC, CPJETE) e 1 de C. krusei (CKATCC) nos fragmentos impregnados. O 

mesmo protocolo e ajuste volumétrico foi aplicado para os fungos, a diferença entre os 

protocolos foi que o inóculo utilizado foi padronizado para a escala 1 de McFarland. 

5.7.3 Quantificação e leitura do ensaio 

 Após finalização do período de incubação, o meio de cultura foi retirado dos 

poços, as placas foram lavadas duas vezes com 1 mL de solução salina estéril para a 

retirada das células microbianas não aderidas ao biofilme. Os fragmentos foram 

retirados dos poços e colocados em tubos Falcon, contendo 2 mL de solução salina 

estéril, os quais foram agitados em vórtex por 1,5 minuto para liberação das células 

microbianas sésseis. Em seguida, a suspensão microbiana foi diluída 1:1.000 e 1:10.000 

para os isolados bacterianos e de 1:100 e 1:1.000 para os isolados fúngicos (Figura 8). 

Após isso, 10 µL de cada suspensão foi semeado, com alça de Drigalski, em ágar BHI 

para os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa, em ágar CLED para P. 

mirabilis e ágar Sabouraud para Candida spp., em duplicata (SIDRIM et al. 2019). Os 

ensaios foram realizados em duplicata em dois momentos distintos. Cateteres não 

impregnados foram usados como controle de crescimento do biofilme. 
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Figura 8. Desenho esquemático da diluição das amostras submetidas a agitação para 

desprendimento do biofilme: Primeiro homogeniza-se a amostra, então, retira-se 100 μL 

do tubo de hemólise e os transfere para o primeiro microtubo, contendo 900 μL de 

salina estéril. Posteriormente, homogeniza-se a suspensão bacteriana e transferem-se 

100 μL do primeiro microtubo para o segundo e, assim, esse procedimento é realizado 

até o quarto microtubo. As diluições obtidas nesse processo são de 1:10, 1:100, 1:1.000 

e 1:10.000 da suspensão inicial. Os isolados bacterianos foram semeados a partir da 

diluição de 1:1.000 e 1:10.000 e os isolados fúngicos a partir da diluição de 1:100 e 

1:1.000 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

5.8 Avaliação da ação de antimicrobianos sobre biofilmes maduros dos isolados do 

estudo formados em fragmentos cateteres impregnados ou não com clorpromazina 

 O mesmo protocolo descrito anteriormente foi realizado, porém os 

antimicrobianos meropenem, ciprofloxacina, fluconazol ou caspofungina, na 

concentração referente a CIM contra cada isolado, foram adicionados aos poços 

contendo biofilmes maduros formados sobre fragmentos de cateteres, ou seja, após 48h 

de incubação prévia. De forma resumida, após incubação, os poços foram lavados com 

PBS estéril e foram adicionados meio de cultura mais a CIM de cada antimicrobiano. 

Essa etapa foi montada em duplicata, sendo os primeiros dois poços reservados 

para o controle do experimento, tendo apenas meio de cultura mais o biofilme maduro 
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formado sobre o fragmento de cateter não impregnado, dois poços com o meio de 

cultura mais o biofilme maduro formado sobre o fragmento impregnado com 

clorpromazina, dois poços com o meio de cultura, acrescido da CIM dos 

antimicrobianos para cada cepa microbiana mais o biofilme maduro formado sobre o 

fragmento impregnado com clorpromazina e, por fim, dois poços com meio de cultura 

acrescido da CIM dos antimicrobianos para cada cepa mais o biofilme maduro formado 

sobre o fragmento de cateter não impregnado. Em seguida as placas foram incubadas à 

37 ºC, por mais 24 horas. Passado esse período, foram quantificadas utilizando a mesma 

metodologia descrita anteriormente. 

5.9 Avaliação por microscopia confocal dos biofilmes, formados em fragmentos de 

cateteres impregnados com clorpromazina, de E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, 

P. aeruginosa e Candida spp. 

Para a avaliação por microscopia confocal, os biofilmes foram crescidos de 

acordo com o protocolo já mencionado anteriormente (Seção 5.7), porém, após 48h, os 

cateteres foram lavados e colocados em placas de Petri de fundo de vidro. Para análise 

com 200 µL de uma solução preparada com 1 mL de salina mais 1,5 µL de cada 

composto do kit LIVE/DEAD® (Thermo Fisher Scientific), sob proteção da luz, 

segundo a metodologia descrita por CORDEIRO et al. (2019). Foram lidos 10 campos 

por amostra e as amostras foram visualizadas em microscópio Confocal Nikon C2, a 

488 nm para detecção do fluorocromo Syto9, para células vivas, e a 561 nm e para o 

fluorocromo iodeto de propídio, que evidencia células mortas e/ou danificadas. Imagens 

tridimensionais foram coletadas dos biofilmes, a fim de se obterem resultados 

representativos das amostras (COLLINS, 2007; SIDRIM et al., 2019). 

5.10 Análise estatística 

 Os dados foram, inicialmente, avaliados quanto à simetria. Em seguida, para 

avaliar o efeito da clorpromazina sobre a formação de biofilmes e sobre o biofilme 

maduro das cepas estudadas, utilizou-se o teste de 2-way-ANOVA para análises com 

pós teste de Bonferroni. Para avaliar o efeito global da impregnação dos cateteres com 

clorpromazina e dos antimicrobianos sobre a contagem de ufc bacterianas, foi utilizado 

o teste de Kruskal-Wallis seguido de pós teste Dunns comparando todos os pares e 

colunas. Ademais, a análise 2-way-ANOVA foi realizada para avaliar o efeito dos 

tratamentos (cateter impregnado, antimicrobiano e cateter impregnado + 
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antimicrobiano) sobre cada cepa, individualmente. Para todos os testes aplicados, 

valores de P<0,05 permitiram tirar conclusões significativas. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Determinação das concentrações inibitórias mínimas (CIM) da clorpromazina 

(CPZ) e dos antimicrobianos contra isolados de Pseudomonas aeruginosa e 

Candida spp. 

 A CIM da clorpromazina para os isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. 

mirabilis incluídos no estudo foram determinados em um estudo anterior (SIDRIM, et 

al., 2019). A clorpromazina apresentou CIMs que variaram de 312,5 – 625 µg/mL 

contra P. aeruginosa. 5 dos 6 isolados de P. aeruginosa apresentaram a mesma CIM 

para clorpromazina, 312,5 µg/mL, com exceção da PAR5, que apesentou uma CIM de 

625 µg/mL, como demonstra a Tabela 02. Já a clorpromazina apresentou CIMs para os 

isolados de Candida spp. com uma maior variância, 9,76 – 39,06 µg/mL, além de, em 

comparação com as P. aeruginosa, serem consideravelmente menores Tabela 03. 

 Os antimicrobianos incluídos no estudo também demonstraram uma grande 

variabilidade de CIMs. Para as bactérias, a ciprofloxacina apresentou CIMs que 

variaram de 0,5 - >32 µg/mL e o meropenem CIMs que variaram de 0,125 – 16 µg/mL, 

já para os fungos, o Fluconazol apresentou CIMs que variaram de 0,25 – 16 µg/mL e a 

caspofungina CIMs que variaram de <0,03 – 1 µg/mL. Tal diversidade nos CIMs se 

deve ao fato da inclusão de microrganismos com diferentes perfis de resistência no 

estudo. 

Tabela 02 – Determinação da concentração mínima inibitória (CIM) de Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis associados a 

infecções do trato urinário a clorpromazina, ciprofloxacina e meropenem. 

Bactéria Origem Código MIC (µg/mL) 

 CPZ CIP MER 

P. aeruginosa ATCC 29213 PATCC 312,5 0,5 0,25 

P. aeruginosa Urina PAS1 312,5 32 0,125 

P. aeruginosa Urina PAR1 312,5 16 0,5 

P. aeruginosa Urina PAR4 312,5 >32 0,25 

P. aeruginosa Urina PAR5 625 1 16 

P. aeruginosa Urina PAM1 312,5 >32 4 

E. coli ATCC 25922 ECAT 39.06 0.008 0.0625 

E. coli Cepa padrão EAEC 39.06 0.0625 0.125 

K. pneumoniae ATCC 600703 KLAT 156.25 0.25 0.125 

K. pneumoniae Urina KL1S 78.12 0,125 0.125 

K. pneumoniae Urina KL2M 39.06 0.0312 0.25 

P. mirabilis ATCC 29906 PRAT 625 0.0312 0.5 

P. mirabilis Urina PRMR2 625 16 1 
      * Escherichia coli Enteroagregativa. Clorpromazina (CPZ), Ciprofloxacina (CIP) e Meropenem (MER). 
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Tabela 03 – Determinação da concentração mínima inibitória (CIM) de Candida 

albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei a clorpromazina, 

fluconazol e caspofungina. 

Fungos Origem Código MIC (µg/mL) 

 CPZ FLC CAS 

   C. albicans ATCC10231 CAATCC 19,53 0,25 0,62 

C. albicans Micoteca CACRN18 19,53 0,5 <0,03 

C. albicans Micoteca CACRN30 39,06 0,5 <0,03 

C. albicans Micoteca CASTN 39,06 0,25 <0,03 

C. tropicalis ATCC750 CTATCC 39,06 0,25 <0,03 

C. tropicalis Micoteca CTC01 39,06 0,5 <0,03 

C. tropicalis Micoteca CTC02 19,53 1 <0,03 

C. tropicalis Micoteca CTC03 19,53 1 0,62 

C. tropicalis Micoteca CTC04 39,06 2 <0,03 

C. parapsilosis ATCC22019 CPATCC 19,53 1 0,5 

C. parapsilosis Micoteca CPJETE 19,53 0,25 1 

C. parapsilosis Micoteca CPJT24 19,53 0,25 1 

C. parapsilosis Micoteca CPJP18 39,06 1 <0,03 

C. parapsilosis Micoteca CP8TA 9,76 16 0,5 

C. krusei* ATCC6258 CKATCC 9,76 8 1 
*Cepa de referência C. krusei ATCC6258 é intrinsecamente resistente ao Fluconazol. Clorpromazina 

(CPZ), Caspofungina (CAS) e Fluconazol (FLC). 

6.2 Análise da clorpromazina sobre a formação dos biofilmes por Pseudomonas 

aeruginosa e Candida spp. 

A concentração utilizada no ensaio in vitro para todos os isolados foi a CIM 

encontrada no teste de sensibilidade à CPZ (Tabela 02 e 03), mais duas concentrações 

subinibitórias (CIM/2 e CIM/4). A clorpromazina foi capaz de reduzir 

significativamente, em todas as concentrações utilizadas, a biomassa dos biofilmes de 

P. aeruginosa. Na CIM, na maior concentração utilizada, houve uma redução de 60,6% 

da biomassa dos biofilmes em formação quando comparadas ao controle de 

crescimento, já na CIM/2 e CIM/4 houve uma redução de 40,3% e 38,3% na biomassa 

dos biofilmes em formação, respectivamente (Gráfico 01). 
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Gráfico 01 – Ação da clorpromazina (CPZ) sobre a formação de biofilmes por 

Pseudomonas aeruginosa (n=6). Dados expressos como média e desvio padrão da 

absorbância da biomassa, mensurada pela coloração com cristal violeta. *Indica 

diferença estatística. 
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Resultados semelhantes foram observados com os isolados de Candida spp., 

onde a clorpromazina foi capaz de reduzir significativamente (P<0,05), em todas as 

concentrações testadas, a biomassa dos biofilmes fúngicos. A CIM da clorpromazina 

para cada isolado reduziu cerca de 66% a biomassa dos biofilmes em formação, quando 

comparadas ao controle de crescimento e a CIM/2 e CIM/4 reduziram 41,9% e 33,1%, 

respectivamente (Gráfico 02). É possível observar que o composto testado teve uma 

maior ação na inibição da formação dos biofilmes fúngicos, quando comparados com os 

biofilmes bacterianos. 

Gráfico 02 – Ação da clorpromazina (CPZ) sobre a formação de biofilmes por Candida 

albicans (n=4), Candida tropicalis (n=5), Candida parapsilosis (n=5) e Candida krusei 

(n=1). Dados expressos como média e desvio padrão da absorbância da biomassa, 

mensurada pela coloração com cristal violeta. 
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6.3 CIMB e CEMB da clorpromazina dos isolados de Pseudomonas aeruginosa e 

Candida spp. 

Após ensaio de atividade metabólica com os isolados do estudo, observamos que 

não houve CIMB para CPZ em nenhum dos isolados incluídos no estudo. De maneira 

geral a clorpromazina apresentou CEMBs que variaram de 156,25 – 1.250 µg/mL 

contra biofilmes de P. aeruginosa e Candida spp.. As CEMBs foram, pelo menos, duas 

vezes maiores que as CIMs para os isolados de P. aeruginosa testados, com exceção da 

PATCC, que apresentou uma CEMB de quatro vezes o valor do CIM (Gráfico 03). 

 

Gráfico 03 – Concentrações inibitórias mínimas (CIMs) e concentrações eliminatórias 

mínimas sobre o biofilme (CEMBs) da clorpromazina contra isolados de Pseudomonas 

aeruginosa (n=6). 
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Para os isolados de Candida spp., as Concentrações Inibitórias Mínimas Séssil 

(SMIC) encontradas foram a partir da concentração de 39,06 µg/mL, determinada por 

uma redução da atividade metabólica maior que 90% dos biofilmes, porém, a SMIC 

para a maioria dos isolados de Candida spp. incluídas no estudo foi de 78,13 µg/mL 

(Gráfico 05). A inibição máxima da atividade metabólica ocorreu a partir da 

concentração 156,25 µg/mL, como podemos observar abaixo (Gráfico 04). 
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Gráfico 04 – Atividade metabólica dos biofilmes de Candida spp. (n=15) expostos a 

concentrações crescentes de clorpromazina (CPZ).  
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Gráfico 05 – Atividade metabólica dos biofilmes de cada isolado de Candida spp. (n=15) expostos a concentrações crescentes de 

clorpromazina (CPZ). S50 indica redução na atividade metabólica em 50% ou mais dos biofilmes e S90 indica redução na atividade 

metabólica em 90% ou mais dos biofilmes. 
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6.4 Impregnação dos fragmentos de cateter com clorpromazina e efeito da 

impregnação sobre a formação de biofilmes pelos isolados do estudo 

 A processo de impregnação dos fragmentos de cateter de Foley foi padronizado, 

testado e comprovado em um estudo anterior (SIDRIM et al., 2019).  

A clorpromazina, em todas as concentrações testadas, impregnada em 

fragmentos de cateter de Foley, foi capaz de inibir significativamente (P<0,05) a 

formação de biofilmes por isolados de E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e P. 

aeruginosa. A concentração de 200 µg/mL inibiu até 57% a formação dos biofilmes, já 

a concentração de 400 µg/mL, inibiu em 71%, sendo a maior inibição observada. Por 

último, a maior concentração utilizada, 600 µg/mL, foi capaz de reduzir 

significativamente (P<0,05), em até 56%, a formação dos biofilmes sobre os fragmentos 

de cateter quando comparados ao controle de crescimento, sendo a menor inibição 

observada (Gráfico 06). 

Gráfico 06 – Efeito da impregnação de cateteres de Foley com clorpromazina (200 

µg/mL; 400 µg/mL e 600 µg/mL) sobre a formação de biofilmes por E. coli, K. 

pneumoniae, P. mirabilis e P. aeruginosa. Dados expressos como média e desvio 

padrão de log da contagem de UFC/fragmento de cateter. Dados da clorpromazina na 

concentração de 400 µg/mL para E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis foram extraídos 

de Sidrim et al., (2019). 
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Analisando de forma estratificada, a CPZ inibiu a formação de biofilmes dos 

bacilos Gram negativos de forma bastante eficaz e semelhante. Na concentração de 200 

µg/mL, houve uma redução de 38,2% na contagem de UFC/mL e na de 600 µg/mL, que 
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apresentou uma redução parecida na contagem de UFC/mL, houve uma redução de 

32,0% quando comparada ao controle de crescimento (Gráfico 07). 

Gráfico 07 – Efeito da impregnação de cateteres de Foley com clorpromazina (CPZ a 

200 µg/ mL e 600 µg/mL) sobre a formação de biofilmes por Enterobacteriaceae. Dados 

expressos como média e desvio padrão de log da contagem de UFC/cateter. 
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Observando-se cada espécie bacteriana, foi possível observar que nem todas as 

concentrações impregnadas nos fragmentos de cateter foram capazes de reduzir 

(P<0,05) as contagens de UFC/fragmento de cateter. A maior concentração testada (600 

µg/mL) foi a que apresentou redução significativa para todos os isolados, assim como a 

concentração de 400 µg/mL realizada no estudo anterior (SIDRIM et al., 2019). Os 

isolados de E. coli foram os únicos que apresentaram redução em todas as 

concentrações testadas, sendo de 100% na concentração de 400 µg/mL (Gráfico 08).  

Já para os isolados de P. mirabilis, somente na concentração de 600 µg/mL foi 

possível observar uma redução estatisticamente significativa (P<0,05) das contagens de 

UFC/fragmento de cateter, sendo de 39,6%, quando comparado com o controle de 

crescimento. Apesar de não apresentar diferença estatística, é possível observar uma 

tendência de redução nas contagens de UFC/fragmento de cateter na concentração de 

200 e 600 µg/mL, para os isolados de K. pneumoniae (Gráfico 08). 

 

 

 



61 

 

Gráfico 08 – Efeito da impregnação de cateteres de Foley com clorpromazina sobre a 

formação de biofilmes por Enterobacteriaceae. a) E. coli com CPZ a 200, 400 e 600 

µg/mL; b) K. pneumoniae com CPZ a 200, 400 e 600 µg/mL; c) P. mirabilis com CPZ a 

200, 400 e 600 µg/mL. Dados expressos como média e desvio padrão de log da 

contagem de UFC/cateter.  
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&: Resultados extraídos de estudo anterior (SIDRIM et al., 2019). 

 

Analisando a ação da CPZ sobre a formação de biofilmes por isolados de P. 

aeruginosa, isoladamente, é possível observar uma redução estatisticamente 

significativa (P<0,05) somente na concentração de 400 µg/mL, quando comparada ao 

controle de crescimento (Gráfico 09). 

 

Gráfico 09 – Efeito da impregnação de cateteres de Foley com clorpromazina (CPZ a 

200 µg/mL, 400 µg/mL e 600 µg/mL) sobre a formação de biofilmes por P. aeruginosa. 

Dados expressos como média e desvio padrão de log da contagem de UFC/cateter. 
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Já para os isolados de Candida spp., a clorpromazina, na concentração de 400 

µg/mL), impregnadas em fragmentos de cateter de Foley, foi capaz de inibir 

significativamente (P<0,05) a formação de biofilmes por todos os isolados incluídos no 

estudo. A redução na contagem de colônias foi de 40,32%, quando comparadas ao 

controle de crescimento (Gráfico 10). 

 

Gráfico 10 – Efeito da impregnação de cateteres de Foley com clorpromazina (400 

µg/mL) sobre a formação de biofilmes por Candida spp. Dados expressos como média e 

desvio padrão do log da contagem de UFC/cateter. 
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6.5 Ação dos antimicrobianos sobre biofilmes maduros dos isolados do estudo 

formados em fragmentos cateteres impregnados com clorpromazina 

 Para avaliar um possível sinergismo entre os antimicrobianos escolhidos para o 

estudo com a clorpromazina, foi realizado o experimento combinando os fragmentos 

impregnados na presença dos antimicrobianos. As concentrações utilizadas na 

impregnação dos fragmentos foram 200, 400 e 600 µg/mL, sendo que as concentrações 

de 200 e 600 µg/mL foram utilizadas para os isolados de E. coli, K. pneumoniae, P. 

mirabilis e P. aeruginosa e a concentração de 400 µg/mL para P. aeruginosa e para os 

isolados de Candida spp., pois foi testado em um estudo anterior a concentração de 400 

µg/mL para os bacilos Gram negativos (SIDRIM et al., 2019).  

Em todas as concentrações utilizadas no estudo, a CPZ impregnada nos 

fragmentos de cateter, bem como MER reduziram (P<0,05) a contagem de 

UFC/fragmento de cateter, quando comparada àquela do controle de crescimento. A 

combinação de CPZ e MER resultou na maior redução, em todas as três concentrações. 
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Não houve redução nos biofilmes formados em fragmentos de cateter não impregnados 

na presença da CIP, mas houve uma redução (P<0,05) nos biofilmes formados em 

fragmentos de cateter impregnados com CPZ na presença de CIP. A maior concentração 

de CPZ utilizada (600 µg/mL), combinada com a CIP, foi capaz de causar uma redução 

significativa (P<0,05) nos biofilmes formados em fragmentos impregnados, quando 

comparados aos fragmentos não impregnados na presença da CIP e ao controle de 

crescimento (Gráfico 11). 

Gráfico 11 - Efeito dos antimicrobianos ciprofloxacina (CIP) e meropenem (MER) em 

biofilmes maduros de E. coli (n=2), K. pneumoniae (n=3), P. mirabilis (n=2) e P. 

aeruginosa (n=2) crescidos sobre fragmentos de cateteres impregnados com 

clorpromazina (CPZ) a a) 200 µg/mL, b) 400 µg/mL e c) 600 µg/mL. Controle: 

fragmentos de cateter não impregnados. Dados expressos como média e desvio padrão 

de log da contagem de UFC/cateter. 
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Para os isolados fúngicos, foi possível observar que houve uma redução na 

contagem de UFC/mL, quando comparada ao controle de crescimento, sempre que na 
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presença de CPZ, seja isoladamente ou em combinação com os antifúngicos inclusos na 

pesquisa.  

Analisando de forma individualizada, não houve sinergismo nas combinações 

propostas, visto que o fragmento de cateter impregnado com CPZ e sem adição de 

antifúngico apresentou a maior redução na contagem de UFC/mL (P<0,05), quando 

comparada ao controle de crescimento e os demais, FLC e CAS, apesar de haver uma 

redução quando comparadas com CPZ+FLC e CPZ+CAS (P<0,05), respectivamente. 

Não houve diferença estatística comparado com os fragmentos impregnados na ausência 

de antifúngico (Gráfico 12). 

 

Gráfico 12 - Efeito dos antifúngicos Fluconazol (FLC) e Caspofungina (CAS) sobre os 

biofilmes maduros de Candida spp. (n=7) crescidos em cateteres impregnados com 

clorpromazina (CPZ) a 400 µg/mL. Controle: fragmentos de cateter não impregnados. 

Dados expressos como média e desvio padrão da contagem de ufcs por cateter. 
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6.6 Análise da microscopia confocal dos biofilmes dos isolados do estudo formados 

em fragmentos de cateteres impregnados com clorpromazina, combinados ou não 

com antimicrobianos. 

A análise das imagens por microscopia confocal, de modo geral, demonstraram, 

além de uma menor espessura de biofilme, biofilmes com células não viáveis (coradas 

em vermelho) nos fragmentos impregnados quando comparados aos controles não 

impregnados, evidenciando o que já foi mencionado nas seções anteriores, com ênfase 

para a P. aeruginosa (PATCC), que apresentou menor viabilidade celular em biofilmes 

formados em todas as concentrações testadas e uma maior redução (P<0,5) da biomassa 

na concentração de 400 µg/mL (Figura 9). 
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Figura 9. Análise da microscopia confocal de biofilmes maduros da Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 29213 (PATCC) crescidos em cateteres impregnados com 

concentrações de 200, 400 ou 600 µg/mL de clorpromazina (CPZ). Controle de 

crescimento: fragmento de cateter não impregnado. Dados expressos como média e 

desvio padrão dos valores obtidos para os seguintes parâmetros: espessura máxima, 

biomassa, espessura média da biomassa e espessura média área total. *indica diferenças 

estatisticamente significativas entre cateteres impregnados com CPZ e controle não 

impregnado (P <0,05). 

 

Além disso, a análise da microscopia confocal da E. coli evidenciou uma 

redução estatisticamente significante (P<0,001) na espessura média da biomassa em 

todas as concentrações testadas. Apesar de não haver uma redução visível na biomassa, 

foi possível observar uma diferença clara entre células viáveis (coradas em verde) e não 

viáveis (coradas em vermelho), na qual, na maior concentração testada (600 µg/mL) 

existe uma predominância de células não viáveis (Figura 10). Isso demonstra que o 

composto teve ação antimicrobiana. O mesmo pôde ser observado na análise da 

microscopia confocal do P. mirabilis, sendo visível o aumento de células não viáveis e a 

diminuição da espessura máxima à medida que a concentração aumenta (Figura 11). 
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Figura 10. Análise da microscopia confocal de biofilmes maduros da Escherichia coli 

enteroagregativa (EAEC) crescidos em cateteres impregnados com concentrações de 

200 ou 600 µg/mL de clorpromazina (CPZ). Controle de crescimento: fragmento de 

cateter não impregnado. Dados expressos como média e desvio padrão dos valores 

obtidos para os seguintes parâmetros: espessura máxima, biomassa, espessura média da 

biomassa e espessura média área total. *indica diferenças estatisticamente significativas 

entre cateteres impregnados com CPZ e controle não impregnado (P <0,05). 
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Figura 11. Análise da microscopia confocal de biofilmes maduros da Proteus mirabilis 

ATCC 29906 (PRAT) crescidos em cateteres impregnados com concentrações de 200 

ou 600 µg/mL de clorpromazina (CPZ). Controle de crescimento: fragmento de cateter 

não impregnado. Dados expressos como média e desvio padrão dos valores obtidos para 

os seguintes parâmetros: espessura máxima, biomassa, espessura média da biomassa e 

espessura média área total. *indica diferenças estatisticamente significativas entre 

cateteres impregnados com CPZ e controle não impregnado (P <0,05). 

 

 

Além disso, a análise da microscopia confocal evidenciou que a impregnação 

com CPZ reduziu significativamente (P <0,05) a espessura máxima em todas as 

concentrações testadas para a K. pneumoniae (KLAT), porém, diferente das demais, não 

houve um aumento visível de células não viáveis quando comparadas ao controle de 

crescimento (Figura 12). 
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Figura 12. Análise da microscopia confocal de biofilmes maduros da Klebsiella 

pneumoniae ATCC 600703 (KLAT) crescidos em cateteres impregnados com 

concentrações de 200 ou 600 µg/mL de clorpromazina (CPZ). Controle de crescimento: 

fragmento de cateter não impregnado. Dados expressos como média e desvio padrão 

dos valores obtidos para os seguintes parâmetros: espessura máxima, biomassa, 

espessura média da biomassa e espessura média área total. *indica diferenças 

estatisticamente significativas entre cateteres impregnados com CPZ e controle não 

impregnado (P <0,05). 

 

Analisando as imagens por microscopia confocal dos biofilmes de Candida spp., 

foi possível observar, em todos os isolados testados, uma menor quantidade de células 

viáveis nos fragmentos impregnados, quando comparados aos controles não 

impregnados. Em alguns casos, como nas imagens da Candida albicans e Candida 

tropicalis, houve uma redução de quase 100% nos biofilmes. (Figura 13). 
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Figura 13. Biofilmes maduros de Candida albicans, Candida krusei, Candida 

parapsilosis e Candida tropicalis crescidos em fragmentos de cateteres impregnados 

com clorpromazina (CPZ). Observar a redução global na quantidade de células (pontos 

verdes) aderidas ao cateter impregnado com CPZ, quando comparado com o controle de 

crescimento não impregnado. Ampliação de 600X, escala de 50 μm, imagens geradas 

com laser de 488 nm (SYTO9). Pontos vermelhos indicam células inviáveis ou mortas. 

 

 

As análises das imagens também evidenciaram que para a cepa de C. albicans 

houve uma redução estatisticamente significante (P<0,001) na biomassa, na espessura 

máxima e na espessura média (Gráfico 13). Apesar de haver uma redução visível na 

biomassa nas imagens obtidas, não houve uma redução estatisticamente significante na 

biomassa das cepas de C. krusei, o mesmo pode ser observado para a C. parapsilosis. A 

C. tropicalis apresentou uma redução (P<0,01) tanto na biomassa, quanto na espessura 

média dos biofilmes, formados nos fragmentos impregnados (Gráfico 13). Isso 

corrobora que a CPZ possui ação antibiofilme, pois é possível observar nas imagens que 

não houve a presença de células não viáveis, coradas em vermelho (Figura 13). 
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Gráfico 13 – Análise da microscopia confocal de biofilmes maduros de Candida 

albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis crescidos em 

cateteres impregnados com clorpromazina (CPZ). Controle de crescimento: fragmento 

de cateter não impregnado. Dados expressos como média e desvio padrão dos valores 

obtidos para os seguintes parâmetros: espessura máxima, biomassa, espessura média da 

biomassa e espessura média área total. *indica diferenças estatisticamente significativas 

entre cateteres impregnados com CPZ e controle não impregnado (P <0,05). a) Candida 

albicans, b) Candida krusei, c) Candida parapsilosis e d) Candida tropicalis. 
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7. DISCUSSÃO 

A busca por novas estratégias para combater biofilmes é extremamente abordada em 

pesquisas, sendo o reposicionamento de fármacos que possuem ação antimicrobiana, mas 

utilizados clinicamente para outras finalidades uma das principais estratégias estudadas 

(BARBAROSSA et al., 2022; SIDRIM et al., 2017), pois o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos demanda tempo e mesmo que chegue na fase clínica, pode apresentar falhas e 

não ser aprovado para uso clínico (ASHBURN; THOR, 2004).   

A CPZ é uma fenotiazina muito utilizada como antipsicótico, mas também possui 

atividade antimicrobiana, como outras fenotiazinas, como a prometazina, tioridazina e 

trifluoperazina (LAGADINOU et al., 2020), tendo se mostrado uma eficaz estratégia no 

combate a biofilmes microbianos, pois além do seu poder antimicrobiano, ela também atua 

como um inibidor de bomba de efluxo (AMARAL et al., 2001; CALDARA; MARMIROLI, 

2021; SIDRIM et al., 2017; SIDRIM et al., 2019). As bombas de efluxo são importantes 

proteínas transmembranares que atuam como transportadoras de metabólitos importantes para 

a fisiologia microbiana, além de secretarem moléculas autoindutoras responsáveis pelo 

quorum sensing microbiano e de ejetarem antimicrobianos para o meio extracelular, tornando 

esses microrganismos resistentes a diversas drogas (ANDERSEN et al., 2015). 

 As CIMs da CPZ contra os isolados de P. aeruginosa foram 312,5 µg/mL para 5/6 

cepas testadas. Somente um isolado incluído no estudo apresentou uma CIM diferente dos 

demais, de 625 µg/mL. Esses resultados corroboram aqueles do estudo de Nehme et al., 

(2018), no qual foram observadas CIMs de CPZ contra P. aeruginosa variando de 256 a 1024 

µg/mL. Quando comparados a estudos anteriores com outras espécies bacterianas, pode-se 

observar que as CIMs de CPZ contra P. aeruginosa foram maiores que as CIMs contra 

isolados de E. coli e K. pneumoniae, porém, menores, de forma geral, que as de P. mirabilis 

(SIDRIM et al., 2019). Já para os isolados de Candida spp., a maior CIM da CPZ observada 

no estudo foi de 39,06 µg/mL, porém, as CIMs variaram não só entre isolados de espécies 

distintas, mas, também, entre isolados da mesma espécie, o que podemos observar em outros 

estudos, como o de Galgóczy et al., (2011), que testou a CPZ contra doze espécies de 

Candida sp., obtendo CIMs que variaram entre 12,5 e 50,0 µg/mL. Foi possível observar em 

outros estudos, inclusive pesquisas que utilizam a CPZ em ensaios com patógenos não 

fúngicos, que os valores de CIM da CPZ contra esses microrganismos são valores muitas 
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vezes baixos, demonstrando seu alto poder antimicrobiano (WOOD, NUGENT, 1985; 

SIDRIM et al., 2019; FIALLOS et al., 2022). 

Além disso, a CEMB da CPZ contra os isolados de P. aeruginosa foram 2x maiores 

que a CIM para os mesmos isolados testados. A maior tolerância de biofilmes de P. 

aeruginosa à CPZ pode estar associada a diversos fatores, como a presença de células 

persistentes, baixa permeabilidade causada pela presença de uma matriz extracelular e a 

expressão de bombas de efluxo, um dos fatores importantes para o aumento da tolerância a 

drogas em microrganismos em seu estado planctônico e séssil (CASTANEDA et al., 2016). O 

mesmo pôde ser observado para os isolados de Candida spp., de forma que a SMIC90 da CPZ 

variou de 39,06 – 156,25 µg/mL, sendo em alguns casos até três vezes maior que a CIM 

contra o mesmo isolado. Biofilmes proporcionam aos microrganismos um ambiente de 

proteção, tornando-os mais resistentes a estresses externos, como a ação de antimicrobianos, 

podendo aumentar a resistência em até mil vezes a esses compostos, quando comparados a 

sua fase planctônica (CASTANEDA et al., 2016; POLONI; ROTTA, 2020).  

 Baugh et al., (2014) demonstraram que a CPZ foi capaz de inibir, em mais de 50%, a 

formação de biofilmes in vitro por P. aeruginosa, na concentração de 512 µg/mL. Mesmo 

utilizando uma concentração menor, em nosso estudo, a CPZ também inibiu a formação de 

biofilmes in vitro em todas as concentrações testadas, sendo a maior redução observada 

quando utilizou-se a concentração de 312,5 µg/mL, reduzindo 60% da biomassa dos biofilmes 

testados. A ação antibiofilme da CPZ pode ser atestada, pois em concentrações menores que a 

CIM da CPZ para cada isolado, foi possível observar a redução na formação do biofilme, 

corroborando com o estudo anteriormente realizado com E. coli, K. pneumoniae e P. 

mirabilis, na qual, a CIM e concentrações subinibitórias inibiram a formação de biofilmes in 

vitro (SIDRIM et al., 2019; AGUILAR-VEJA et al., 2021). 

 A CPZ, assim como outras fenotiazinas, possui ação antibiofilme já descrita por atuar 

na inibição de bombas de efluxo (AGUILAR-VEJA et al., 2021; GRIMSEY et al., 2020). 

Nosso estudo demonstrou que a CPZ também reduziu a biomassa dos biofilmes de espécies 

de Candida spp., em todas as concentrações testadas, chegando a uma inibição de até 66% da 

formação de biofilmes, tal achado foi corroborado pela comparação com o estudo de Fiallos et 

al., (2022), que demonstraram uma redução na biomassa de 100% nos biofilmes de C. 

albicans na presença de CPZ. A ação da CPZ sobre as bombas de efluxo pode ser atestada, 

visto que outros estudos demonstraram uma inibição dessas proteínas transmembranares na 

presença de fenotiazinas, como no estudo de Brilhante et al., 2017, que utilizaram a 
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prometazina e demonstraram sua ação em bombas de efluxo de C. tropicalis (SIDRIM et al., 

2017). A CPZ também demonstra ação no ciclo celular de Candida sp., interferindo no 

processo de divisão celular através da síntese de DNA (SHARMA, KAUR, KHULLER, 

2001). Ademais, outro estudo demonstrou que, ao inibir quimicamente as bombas de efluxo 

dos patógenos inclusos na pesquisa, potencializou a ação de compostos testados, tornando os 

microrganismos mais sensíveis, enfatizando a importância dessas proteínas para o aumento na 

resistência dos microrganismos (VIKRAM, BOMBERGER, BIBBY, 2015). Toda essa 

capacidade diversa da CPZ de atuar em diferentes frentes no ciclo celular, seja em bombas e 

efluxo, seja interferindo na síntese de DNA, corroboram com seu poder tanto na formação de 

biofilmes, quanto sobre biofilmes maduros. 

O revestimento ou impregnação de dispositivos médicos com compostos 

antimicrobianos ou com ação antibiofilme demonstrou ótimos resultados no combate a 

infecções associadas a esses dispositivos, inclusive sendo recomendado por diretrizes 

internacionais (BELFIELD et al., 2019; FISHER et al., 2015; LORENTE, 2016; TENKE et 

al., 2008). Em nosso estudo, nas diferentes concentrações utilizadas, a CPZ impregnada nos 

fragmentos de cateter reduziu a formação de biofilmes por todos os uropatógenos, sendo a 

menor redução observada para os isolados de P. aeruginosa. Tal comportamento também foi 

observado em outro estudo que testou a impregnação de cateteres com compostos 

antibiofilme (BPA - cloreto de benzalcônio, ácido poliacrílico e glutaraldeído) para inibição 

da formação de biofilmes por diferentes uropatógenos, no qual houve uma redução total de 

biofilmes de E. coli, mas não houve uma redução nos biofilmes de P. aeruginosa 

(NAVARRO et al., 2022). Pode-se sugerir que, dentre outros fatores associados a biofilmes, 

no presente estudo, a maior expressão de bombas de efluxo em isolados de P. aeruginosa 

pode estar envolvida nessa maior resistência ao composto. Tal hipótese pode ser reforçada 

com o estudo do Vikram, Bomberger e Bibby, (2015), no qual avaliaram a ação do 

glutaraldeído contra espécies de Pseudomonas spp. sem sucesso, mas destacaram que ao 

inibir quimicamente a expressão de bombas de efluxo, houve uma potencialização da ação do 

glutaraldeído na inibição da formação de biofilmes por essas espécies. 

A CPZ, impregnada em fragmentos de cateter de Foley, também inibiu a formação de 

biofilmes por todos os isolados de Candida spp.. Kart et al., 2017, também estudaram a ação 

de compostos impregnados em fragmentos de cateter, com redução na formação de biofilmes 

por C. albicans nesses fragmentos, demonstrando que a estratégia de impregnação de 

cateteres com compostos antibiofilme são promissoras na prevenção de infecções. Além 
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disso, outro estudo demonstrou a ação da CPZ impregnada em fragmentos de cateter inibindo 

biofilmes bacterianos (SIDRIM et al., 2019). Os achados corroboraram para reforçar o uso da 

clorpromazina como agente antimicrobiano e antibiofilme, pois, em diversas pesquisas, ela 

demonstrou seu abrangente potencial antimicrobiano e antibiofilme, contra bactérias Gram 

positivas, Gram negativas, bacilos álcool ácido resistentes, patógenos fúngicos e até parasitos 

(AMARAL; LORIAN, 1991; DASTIDAR et al., 2013; GRIMSEY, PIDDOCK, 2019; 

FIALLOS et al., 2022; GALGÓCZY et al., 2011; WOOD, NUGENT, 1985; ZILBERSTEIN, 

LIVEANU, 1990). 

 Para os bacilos Gram negativos, no estudo de Sidrim et al., (2019), a concentração de 

400 µg/mL, impregnada em fragmentos de cateter, inibiu em mais de 50% a formação de 

biofilmes nesses dispositivos médicos. Tal achado demonstrou que a melhor concentração 

para impregnação desses fragmentos de cateter é a de 400 µg/mL, pois, em presente estudo, a 

concentração de 200 µg/mL inibiu em 38% a formação dos biofilmes desses enteropatógenos, 

enquanto a concentração de 600 µg/mL inibiu em 32%. Já para os isolados de P. aeruginosa, 

em nosso estudo atual, a concentração de 400 µg/mL foi a única capaz de inibir (P<0,05) a 

formação de biofilmes, reforçando nossa hipótese de que essa seja a concentração ideal para 

impregnação de cateteres como estratégia para combate a biofilmes pelos microrganismos do 

estudo. O uso de inibidores de bomba de efluxo demonstra ser uma estratégia eficaz para 

combater biofilmes, seja por ter ação antimicrobiana, seja inibindo a formação de biofilmes 

(NEHME et al., 2018; BRILHANTE et al., 2018). 

Além do potencial antimicrobiano da CPZ já ser amplamente conhecido, esse 

composto ainda demonstra que pode agir como um potencializador de antimicrobianos 

clássicos, agindo muitas vezes de forma sinérgica, aumentando a sensibilidade dos patógenos 

a determinados antimicrobianos, como o estudo de Mohammed et al., (2020), no qualisolados 

de Acinetobacter sp. apresentaram maior sensibilidade a antimicrobianos, em até 90%, 

quando combinados com a CPZ (CHAN; ONG; CHUA; 2007; KRISTIANSEN et al., 2006; 

SIDRIM et al., 2019). Em presente estudo, é possível observar uma maior redução dos 

biofilmes bacterianos, quando foi associado a CIM do meropenem com os fragmentos de 

cateter impregnados com CPZ, indicando uma possível ação potencializadora da CPZ. Porém, 

os efeitos sinérgicos, nem sempre são observados, como no estudo de Galgóczy et al., (2011), 

que constataram que a CPZ, em altas concentrações, atuou de forma antagônica com a 

anfotericina B contra Candida sp. Em presente ensaio de combinação CPZ-antifúngico, 

observou-se que a combinação da CPZ com ambos os fármacos testados não apresentou 
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sinergismo, corroborando os achados de Galgóczy et al., (2009), que avaliaram a combinação 

de algumas fenotiazinas com a anfotericina B contra agentes de zigomicose, não observado 

sinergismo. 

8. CONCLUSÕES 

 A clorpromazina inibiu a formação de biofilmes in vitro por E. coli, K. pneumoniae, P. 

mirabilis, P. aeruginosa e Candida spp. incluídos no estudo, demonstrando uma alta 

capacidade como agente antibiofilme; 

 A clorpromazina, impregnada em fragmentos de cateter, nas concentrações de 200 e 

600 µg/mL, inibiu a formação de biofilmes de E coli, porém, somente a concentração 

de 600 µg/mL foi capaz de reduzir a contagem de UFC/mL de biofilmes de K. 

pneumoniae e P. mirabilis; 

 A clorpromazina, somente na concentração de 400 µg/mL, impregnada em fragmentos 

de cateter, reduziu a formação de biofilmes por P. aeruginosa em cateteres 

impregnados, sendo a melhor concentração para impregnação dos fragmentos; 

 A clorpromazina impregnada em cateteres, na concentração de 400 µg/mL, reduziu a 

formação de biofilmes por Candida spp., demonstrando sua ação em patógenos 

fúngicos; 

 A clorpromazina, impregnada em fragmentos de cateter, potencializou a ação do 

meropenem, reduzindo os biofilmes maduros dos bacilos Gram negativos formados 

sobre os fragmentos impregnados; 

 A clorpromazina não atuou de forma sinérgica quando combinada com os antifúngicos 

sobre os biofilmes maduros de Candida spp. 

Dessa forma, a impregnação de cateteres de demora com a clorpromazina demonstra ser 

uma promissora estratégia no combate a infecções do trato urinário associados a dispositivo 

médicos. Mais estudos necessitam ser realizados para viabilizar o uso dessa estratégia 

antibiofilme na prática clínica. 
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