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RESUMO

A infeccdo do trato urinario representa 40% das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude,
sendo o0 uso de dispositivos médicos um importante fator de risco para a sua ocorréncia. A
impregnacédo de cateteres urinarios com antimicrobianos apresenta bons resultados, mas pode
promover a pressao seletiva nos micro-organismos. Com isso, 0 uso de moduladores de
quorum sensing e de inibidores de bomba de efluxo pode ser uma estratégia eficaz para
combater a formacé&o de biofilmes em cateteres, sem causar pressao seletiva. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a agéo in vitro dos moduladores de quorum sensing curcumina (CUR) e
furaneol (FUR) e do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina (CPZ), impregnados em
cateteres vesicais de demora, sobre a formacdo de biofilmes por bactérias associadas a
infecgdo do trato urindrio. Foram utilizados 18 isolados (6 Escherichia coli, 6 Klebsiella
pneumoniae e 6 Proteus mirabilis), que foram avaliados quanto a sensibilidade, na forma
planctdnica, aos compostos, pela técnica de microdiluicdo em caldo. Em seguida, 0s
compostos foram testados em diferentes concentracdes sobre a formacao de biofilmes e sobre
biofilmes maduros. Posteriormente, os cateteres foram impregnados com solugfes contendo
CUR (1024 pM), FUR (10000 puM) ou CPZ (400 pg/mL) e o efeito da impregnacéo foi
avaliado por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A avaliacdo da formacdo de
biofilmes nesses cateteres foi realizada por meio da contagem de ufc e os biofilmes foram
avaliados por microscopia confocal. Por fim, o efeito da ciprofloxacina e do meropenem, foi
avaliado em ensaios com cateteres impregnados, ou ndo, com CPZ. A CUR e FUR né&o
apresentaram atividade inibitéria sobre os uropatdgenos, porém, a CPZ apresentou CIMs
variando de 39,06 a 625 pg/mL. A CUR e a CPZ inibiram (P<0,05) a formag&o de biofilmes
in vitro. O sistema de energia dispersiva associado a microscopia eletronica de varredura,
demonstrou a efetiva impregnacao dos cateteres com CUR, FUR e CPZ. Entretanto, somente
o0s cateteres impregnados com CPZ inibiram (P<0,05) a formacao de biofilmes por todas as
espécies. A microscopia confocal demonstrou biofilmes robustos em cateteres ndo
impregnados e uma reducdo ou auséncia, em alguns casos, de biofilmes em cateteres
impregnados com CPZ. Finalmente, a ciprofloxacina e 0 meropenem potencializaram a
inibicdo da formacdo de biofilmes (P<0,05) em cateteres impregnados com CPZ. Assim,
conclui-se que a impregnacao de cateteres com o inibidor de bombas de efluxo CPZ pode ser
uma estratégia promissora para a prevencdo de infeccdes urinarias associadas ao uso de
dispositivos médicos.

Palavras-chave: Biofilmes; Enterobacteriaceae; Curcumina; Furaneol; Clorpromazina.



ABSTRACT

Urinary tract infection accounts for 40% of healthcare-related infections and the use of
medical devices is an important risk factor for its occurrence. The impregnation with
antimicrobial urinary catheters presents good results, but promotes the selective pressure on
microorganisms. Thus, the use of quorum sensing modulators and efflux pump inhibitors can
be an effective strategy to combat biofilm formation in catheters without causing selective
pressure. The objective of this study was to evaluate the in vitro effect of quorum modulators
sensing curcumin (CUR) and furaneol (RUF) and the chlorpromazine efflux pump inhibitor
(CPZ) impregnated in delay catheters on the formation of biofilms by bacteria associated to
urinary tract infection. 18 isolates were used (6 Escherichia coli, 6 Klebsiella pneumoniae and
6 Proteus mirabilis), which were evaluated for sensitivity in the planktonic form, the
compounds, by broth microdilution technique. Then the compounds were tested at different
concentrations on biofilm formation and on mature biofilms. Subsequently, the catheters were
impregnated with solutions containing CUR (1,024 uM), FUR (10,000 uM) or CPZ (400
pug/ml) and the impregnation was evaluated by scanning electron microscopy (SEM). The
evaluation of the formation of biofilms in these catheters was performed by counting CFU
and the biofilms were evaluated by confocal microscopy. Finally, the effect of ciprofloxacin
and meropenem was evaluated in assays with catheters impregnated or not with CPZ. The
CUR and FUR didn’t present inhibitory activity on uropathogens, however, the CPZ had
MICs ranging from 39.06 to 625 pg/mL. Cur and CPZ inhibited (P <0.05) in vitro biofilm
formation. The dispersive energy system associated with scanning electron microscopy
demonstrated the effective impregnation of the catheters with CUR, FUR and CPZ. However,
only the CPZ-impregnated catheters inhibited (P <0.05) the formation of biofilms by all
species. Confocal microscopy demonstrated robust biofilms on non-impregnated catheters and
a reduction or absence, in some cases, of biofilms on CPZ-impregnated catheters. Finally,
ciprofloxacin and meropenem potentiated the inhibition of biofilm formation (P <0.05) in
CPZ-impregnated catheters. Thus, it is concluded that catheter impregnation with the CPZ
efflux pump inhibitor may be a promising strategy for the prevention of urinary infections
associated with the use of medical devices.

Keywords: Biofilm; Enterobacteriaceae; Curcumin; Furaneol; chlorpromazine.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é definida como uma infeccdo que acomete qualquer
parte do sistema urinario, como uretra, bexiga, ureteres e rins. Esse quadro infeccioso é
mais na parte inferior do trato urinario, onde se encontram bexiga e uretra. Diversas
causas e fatores favorecem a instalacdo da infeccdo, desde anormalidades anatdmicas
até o uso de dispositivos médicos.

A infeccdo do trato urinario associada a cateter (ITUAC) € a principal causa de
infeccOes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) no mundo, sendo responsavel por
cerca de 40% dessas infeccBes. Esse tipo de infec¢do é um problema de salde publica
mundial, pois eleva do tempo de internacdo do paciente no hospital, aumenta os custos
com a hospitalizacdo, além de elevar a taxa de mortalidade e morbidade. As ITUACs
geralmente estdo associadas a formacgdo de biofilmes microbianos nos dispositivos
meédicos de permanéncia, como o cateter de Foley.

Biofilmes sdo comunidades microbianas de células sésseis que se formam em
superficies bioticas, como tecidos vivos, ou abio6ticos, como implantes e dispositivos
médicos. Essas comunidades estdo inseridas em uma matriz extracelular composta de
agua, exopolissacarideos, &cidos nucleicos, proteinas, carboidratos e moléculas
autoindutoras (Als). Essas moléculas sdo responsaveis por toda coordenagdo
demogréfica, expressdo de genes de viruléncia, nutricdo e dispersdo do biofilme, e
compdem o sistema de quorum sensing.

Cerca de 80% das infeccdes, principalmente aquelas de natureza cronica, estdo
associadas a biofilmes microbianos, principalmente quando se trata de introducédo e
permanéncia de dispositivos médicos ou implantes. Essas infec¢bes possuem uma
menor resposta terapéutica devido a conformacdo do biofilme. A matriz extracelular
promove uma maior protecdo contra agentes externos, seja a defesa imunoldgica do
hospedeiro ou a acdo de agentes antimicrobianos.

Apesar da descoberta dos antibidticos ter sido revolucionaria para o combate
contra as infecgdes, o rapido surgimento de micro-organismos resistentes trouxe uma
grande ameaca para a saude publica, exigindo urgentes medidas para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas para tratar essas infeccOes e combater essas cepas
resistentes. Desde entdo, muitas estratégias tém sido criadas para tratar tais infec¢des,
incluindo, compostos naturais e compostos utilizados com outra finalidade na clinica,

mas que possuem uma atividade antimicrobiana ou que agem sinergicamente com
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antibioticos classicos vem sendo estudados como possiveis adjuvantes terapéuticos. As
modulag¢bes do quorum sensing também tém sido alvo de muitas pesquisas, pois a
interferéncia nesse sistema impede que o biofilme se desenvolva ou pode desestrutura-
lo, deixando essas estruturas microbianas mais vulneraveis a acdo dos antibidticos
usados na terapéutica. A inibicdo de bombas de efluxo, super expressas quando os
micro-organismos estdo em biofilmes, também é uma importante estratégia, ja que, na
literatura, muito ja foi demonstrado sobre sua acdo sinérgica com antimicrobianos.

Estudos in vitro utilizando cateteres revestidos ou impregnados com antibidticos
classicos mostraram-se bastante eficazes contra uropatégenos. Diretrizes internacionais
sugerem que essas medidas podem ser uma eficiente estratégia para impedir ou retardar
a ITAUCs, ja que esses cateteres impregnados ou revestidos impedem a formacao de
biofilmes nos dispositivos médicos e aumentam a vida util desses dispositivos. Por
outro lado, a utilizacdo de antimicrobianos pode forgar uma pressdo seletiva nos micro-
organismos e a consequente emergéncia de cepas resistentes.

Portanto, 0 uso de compostos capazes de agir em bombas de efluxo ou de
modular o quorum sensing microbiano, impedindo a formacéo de biofilmes e deixando
0S micro-organismos mais vulneraveis a acdo de antimicrobianos, pode ser uma efetiva
estratégia para combater infecgdes. Nesse contexto, testamos a acdo dos compostos
moduladores de quorum sensing curcumina e furaneol e do inibidor de bomba de efluxo
clorpromazina, impregnados em cateteres de demora, para controlar a formacéo de

biofilmes por bactérias uropatogénicas.



23

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgéo do trato urinario

A infecgdo do trato urinario (ITU) é uma das mais comuns infecgdes bacterianas
na comunidade e em ambiente hospitalar (ROSHNIAMALARADJOU et al., 2013). E
determinada quando h& um quadro infeccioso acometendo os rins, ureteres, bexiga ou
uretra. Sua incidéncia é maior em mulheres, por possuirem uma uretra mais curta, cuja
abertura situa-se na vulva e préxima ao anus, sitios anatbmicos com grande quantidade
de micro-organismos. Ademais, adultos com mais de 50 anos também sdo mais
susceptiveis, devido a diversos fatores, como sistema imunologico debilitado, uso de
medicamentos, prostatites, em homens, e infeccBes assintomaticas recorrentes (AL-
BADR; AL-SHAIKH, 2013; JESUS; COELHO; LUZ, 2018).

A ITU pode ser basicamente dividida em cistite, uretrite e pielonefrite, a
depender da gravidade ou do grau de invasdo microbiana. Assim, a pielonefrite ocorre
quando hé infeccdo renal, sendo, portanto, a forma mais grave, enquanto cistite e
uretrite, as mais prevalentes, acometem somente o trato urinario inferior, a bexiga e a
uretra, respectivamente. A infeccdo pode ocorrer por diversas causas, desde relagdes
sexuais, anormalidades anatdbmicas e funcionais ou até mesmo pela introducdo de
dispositivos médicos (CHENOWETH, 2014; FOXMAN, 2010).

A patogénese se inicia pela infeccdo da regido mais alta da uretra por algum
patdgeno, posteriormente, pela migracdo desses micro-organismos para as regides mais
ascendentes, como a bexiga, onde podem ou ndo colonizar, dependendo das interacGes
patdgeno-hospedeiro. Se instalada a infeccdo na bexiga, os uropatdégenos podem
continuar ascendendo, chegando aos rins, podendo também romper a barreira epitelial,
invadindo a corrente sanguinea, causando bacteremia e podendo evoluir para um quadro
de urosepse. Todo esse processo € possivel gracas a fatores de viruléncia estruturais e
nédo estruturais, como flagelos, pilis, toxinas e proteases que ddo suporte na motilidade,
invasdo de epitélio e nutricdo dos patogenos (FLORES-MIRELES et al., 2015). A
figura 1 exemplifica de forma resumida esse processo.

A diferenca entre a ITU e a infeccdo do trato urindrio associado a cateter
(ITUAC) é que a segunda dispensa as etapas iniciais, ja que 0S micro-organismos sao
mecanicamente carreados para a parte mais proximal da uretra e para a bexiga, por meio
da introducdo do dispositivo no sistema urinario (FLORES-MIRELES et al., 2015).

Assim, as ITUs sdo uma das principais causas de infeccGes relacionadas a assisténcia a
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satde (IRAS) em pacientes internados em unidades hospitalares, representando de 30%
a 60% dos casos (DUDECK et al., 2013; HSIAO et al., 2015; MASSON et al., 2009). A
maioria dos casos de ITUs em hospitais esta associada a introducdo e permanéncia de
cateter urindrio e o risco de infeccdo aumenta entre 3% e 10%, de forma cumulativa, a
cada dia com a permanéncia do mesmo (CHENOWETH, 2011; HOOTON, 2010).

Figura 1 — Patogénese das infecc¢Bes do trato urinario.
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Fonte: Modificado de FLORES-MIRELES et al., 2015.

2.1.2 Infeccéo do trato urinario associada a cateter

O uso de dispositivos médicos € comum em ambiente hospitalar e o trato
urindrio é uma fonte frequente de IRAS, representando em torno de 40% dessas
infeccbes (KLINE; LEWIS, 2016; RAJAKARUNA; HARBERM, 2014). Sabe-se que
as IRAS tém uma caracteristica multifatorial, por depender de diversos fatores, como as

condigdes nutricionais do paciente, a imunidade reduzida, uso de antimicrobianos, a
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presenca de doencas de base, a introducdo de dispositivos invasivos que rompem a
barreira mecénica de protecdo do individuo e o tempo de internagdo (SOUSA et al.,
2015; SOUSA et al., 2017). Com isso, 0 uso de cateteres vesicais representa um
importante fator de risco para a infec¢do do paciente (NICOLLE, 2014).

O cateter utilizado pode ser de silicone, latex ou ambos. O cateterismo é um
procedimento que varia de acordo com a necessidade de cada paciente e com indicagéo
médica, podendo ser de alivio, intermitente ou de demora. Além disso, esse
procedimento deve ser realizado especificamente por enfermeiros, como preconiza a
resolucdo n° 450/2013, publicada pelo Conselho Federal de Enfermagem (COFEN)
(JESUS; COELHO; LUZ, 2018). As ITUACs estdo comumente associadas a formacao
de biofilmes microbianos nos cateteres urinarios de permanéncia, o que contribui para a
elevacdo do tempo de internacdo do paciente, dos custos de hospitalizacdo, da
morbidade e da mortalidade (NEIDELL et al., 2012; RAJAKARUNA; HARBERM,
2014).

A presenca do biofilme pode mascarar a infeccdo, fazendo com que a presenca

de neutrofilo na urina ndo seja um bom indicador de infeccdo ja que biofilmes tem
como caracteristica a evasdo do sistema imune e que o tratamento seja menos eficaz,
devido a maior resisténcia aos agentes antibacterianos, quando as bactérias estdo
crescidas na forma de biofilmes (KLINE; LEWIS, 2016; LEWIS, 2008). Esse tipo de
infeccdo é um problema de saude publica ndo s6 em paises em desenvolvimento, mas
também em paises desenvolvidos e é causado por diversos patdgenos, com destaque
para as bactérias da familia Enterobacteriaceae. Assim, Escherichia coli, Proteus
mirabilis e Klebsiella pneumoniae estdo entre as bactérias Gram negativas mais
frequentemente causadoras de ITUACs, mas cocos Gram positivos e fungos também
podem causar essas infeccbes (FLORES-MIRELES et al., 2015; FOXMAN, 2010;
FOXMAN et al., 2014; KLINE et al., 2011; KLINE; LEWIS, 2016).
S6 nos Estados Unidos, esse tipo de infeccdo apresenta mais de um milh&o de casos por
ano. No Brasil, a incidéncia é de até 7,4/1000 cateteres/dia, sendo que essa propor¢do
aumenta de forma cumulativa, a cada dia, com a permanéncia do dispositivo (ANVISA,
2017; SINGHA et al., 2017). A ITUAC representa cerca de 80% dos casos de IRAS em
todo mundo, com E. coli como o micro-organismo mais frequentemente isolado,
representando cerca de 80% a 90% dos casos (LO; LANGE; CHEW, 2014; TERLIZZI
etal., 2017).
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2.1.3 Tratamento para ITUs

O tratamento para ITUs varia de acordo com a gravidade da infeccdo. InfeccGes
que acometem partes mais baixas do sistema urinario, como cistites e uretrites, podem
ser tratadas com antimicrobianos que possuem a capacidade de concentrar-se em
grandes quantidades na urina, como a nitrofurantoina. Porém, para casos mais graves,
como pielonefrites, o farmaco utilizado, além de ter a capacidade de atuar como
bactericida para o uropatdgeno em questdo, ele também deve acumular, em altas
concentragOes no tecido renal. Sendo assim, as drogas mais utilizadas nesses casos séo
fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e trimetoprim-sulfametoxazol, que possuem
mais de 90% de eficacia em ensaios clinicos (JOHNSON; RUSSO, 2018).

Além disso, a antibioticoterapia empirica é realizada de acordo com uma
estimativa, com base em dados epidemioldgicos sobre resisténcia bacteriana e com
dados do paciente sobre efeitos adversos, alergias, dentro outros (JOHNSON; RUSSO,
2018).

2.2 Enterobacteriaceae associada a infecgdo do trato urinario

A familia Enterobacteriaceae € composta por uma gama de bactérias Gram
negativas, anaerdbias facultativas, fermentadoras de glicose que ndo apresentam
atividade de citocromo oxidase. Essas caracteristicas permitem a diferenciacdo dessa
familia de outras bactérias Gram negativas fermentadoras ou ndo fermentadoras de
glicose, com excecdo de Plesiomonas spp. que, apesar de pertencerem a essa familia, é
0 Unico género que possui atividade de oxidase positiva (JANDA et al., 2016;
KONEMAN et al., 2012).

Além disso, sdo micro-organismos ubiquos, ou seja, estdo presentes no solo,
agua, vegetacdo e fazem parte também da microbiota intestinal de animais e do homem.
Apesar de fazerem parte da microbiota humana, eles sdo responsaveis por uma grande
variedade de infecgbes, tanto na comunidade, quanto em ambientes hospitalares
(BUSH, 2016). Os membros dessa familia que mais causam ITUs e ITUACs sdo as
espécies Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae (TANSARLI et
al., 2013).

2.2.1 Escherichia coli

Pertencente ao género Escherichia, a espécie E. coli € a mais predominante na

microbiota intestinal dos homens e de animais. Foi relatada pela primeira vez por
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Theodor Escherich, médico alem@o que descreveu em detalhes o que chamou de
Bacterium coli commune (bactéria comum do co6lon), observadas nas fezes de criangas
saudaveis (SHULMAN et al., 2007). E. coli é um bacilo Gram negativo, mével, que
cresce em ambiente aerobio ou em anaerobiose, de preferéncia a 37 °C, e fermenta a
lactose. Essa ultima caracteristica pode ser utilizada para diferenciar E. coli de espécies
ndo fermentadoras de lactose, 0 que é observado em meios seletivos e diferenciais,
como o agar MacConkey, onde suas col6nias apresentardo coloracdo avermelhada ou
rosa, em decorréncia da alteracdo do pH causada pela fermentacdo (CROXEN et al.,
2013).

Muito embora E. coli esteja, em sua grande maioria, como comensal ou em uma
relacdo de mutualismo com 0s outros micro-organismos da microbiota gastrintestinal e
com o hospedeiro, existem cepas que causam doencgas no homem, como gastroenterites
e ITUs, podendo também evoluir para graves doengas como sindrome hemolitica
urémica e meningite (BLOUNT, 2015; LIU, 2015). As cepas patogénicas de E. coli
surgiram devido a aquisicdo de fatores de viruléncia geralmente codificados em
profagos, plasmideos, e ilhas de patogenicidade (FURNISS; CLEMENTS, 2018).

As cepas patogénicas de E. coli sdo divididas em dois grupos, as intestinais
(INPEC) e as extraintestinais (EXPEC). As InPEC sdo responsaveis por doencas
diarreicas e podem ser divididas em sete patotipos conhecidos, a E. coli
enteropatogénica (EPEC), a enterohemorragica (EHEC), a enteroagregativa (EAEC), a
enteroinvasiva (EIEC), a enterotoxigénica (ETEC), a difusa aderente (DAEC) e, mais
recentemente, e a aderente invasiva (AIEC). Por outro lado, as EXPEC causam,
principalmente, meningites neonatais (NMEC) e infeccBes do trato urinario (UPEC)
(ROJAS-LOPEZ et al., 2018).

Apesar da divisdo em grupos intestinais e extraintestinais, infeccdes em sitios
extraintestinais também podem ter como agente um patotipo intestinal. A EAEC, por
exemplo, mais associada a doencas diarreicas agudas, foi relatada em um surto de ITU,
na Dinamarca (BOLL et al., 2013). Outro patotipo que vem causando ITU é a EHEC,
gue geralmente ndo possui os fatores de viruléncia tipicos de EXPEC, como fimbrias P e
a-hemolisinas, mas vem apresentando um potencial uropatogénico elevado (TOVAL et
al., 2014). Assim, torna-se necessaria a realizagdo de mais estudos acerca desses

patotipos.
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2.2.2 Proteus mirabilis

Hauser, em 1885, utilizou, pela primeira vez, o0 nome Proteus para denominar
uma bactéria com caracteristicas pleomorficas, que era encontrada em carnes em
decomposicdo (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012). Proteus mirabilis é um bacilo
Gram negativo bem conhecido por sua capacidade de produzir uma enzima chamada
urease, capaz de hidrolisar a uréia, produzindo diéxido de carbono e amonia, e por ser
positivo para prova bioquimica da fenilalanina desaminase, enzima responsavel por
catalisar a remocdo do grupo amina da fenilalanina, importante para nutricdo e
crescimento bacteriano (ARMBRUSTER et al, 2016; O’HARA; BRENNER; MILLER,
2000).

Outra caracteristica importante para identificacdo da espécie é sua capacidade de
swarming em meio de cultura, formando uma estrutura caracteristica denominada de
“véu do Proteus”. 1sso € possivel gracas a grande quantidade de flagelos presentes na
superficie da bactéria que sdo semelhantes aos de outras espécies bacterianas, mas que
se diferenciam por dois fatores, o primeiro é que os genes que codificam os
constituintes flagelares advém de um Unico locus de 54 kb presente no cromossomo
(PMI1617-72) e o segundo é que a bactéria codifica duas flagelinas, a Fla A (PM11620)
e a Fla B (PMI1619), que englobam a estrutura de chicote do flagelo (SCHAFFER;
PEARSON, 2015).

Gragas a sua capacidade de hidrolisar a uréia, P. mirabilis altera o pH do
ambiente tornando-o alcalino e fornece amonia, fonte de nitrogénio para nutricdo
também de outros micro-organismos, favorecendo infec¢des mistas (SCHAFFER et al.,
2016). Essa mudanca de pH favorece a precipitacdo de ions de magnésio e calcio
formando célculos urinarios, mais precisamente a apatita, composta de fosfato de célcio,
e a estruvita, composta de fosfato de magnésio-amoénio (NORSWORTHY; PEARSON,
2017). Dessa forma, a producdo de urease e a subsequente predisposicao para formacao
de célculos urinarios, representam um importante fator de viruléncia de P. mirabilis,
considerando que esses calculos podem bloquear o fluxo da urina e podem se juntar a
outros micro-organismos, formando biofilmes cristalinos, principalmente quando ha o
uso de cateteres urinarios, ocasionando infec¢des polimicrobianas (JONES et al., 2005).
Apesar de P. mirabilis causar entre 1% e 10% de todas as ITUs, quando associado ao
uso de cateter urinario, essa prevaléncia sobe para cerca de 44%, estando associado a

casos mais complicados da infeccdo, podendo evoluir para bacteremia e,
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consequentemente, uma urosepse (JACOBSEN et al., 2008; SCHAFFER; PEARSON,
2015).

2.2.3 Klebsiella pneumoniae

Inicialmente com o nome de bacilo de Friedlander, por ter sido descrita pelo
médico patologista Carl Friedlander, em 1882, em pulmdes de individuos que faleceram
com pneumonia, K. pneumoniae sO recebeu esse home em 1886, em homenagem ao
também patologista Edwin Klebs, que observou essas bactérias em 1875
(FRIEDLANDER, 1882; SHON; BAJWA; RUSSO, 2013). K. pneumoniae é um bacilo
Gram negativo, fermentador de lactose e ndo mdvel. Essas caracteristicas somadas a
outras sdo utilizadas para identificacdo laboratorial desse patdgeno (BAGLEY, 1985).
Ademais, é revestida por uma cépsula composta de polissacarideos que funcionam
como um fator de viruléncia, ajudando na evasédo do sistema imune, ou seja, evitando a
fagocitose (LEE et al., 2017).

Antes relatada mais em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados, com
pneumonia, infec¢do do trato urinario, bacteremia e meningite, K. pneumoniae passou a
ter mais notoriedade como agente infeccioso devido ao surgimento de cepas
hipervirulentas, capazes de causar doencas graves e fatais em individuos saudaveis e por
seu perfil de resisténcia a maltiplas drogas (PACZOSA; MECSAS, 2016; LEE et al.,
2017), em decorréncia de diversos mecanismos de resisténcia, como a producdo de
diversas classes de beta-lactamases. As carbapenemases de Klebsiella pneumoniae
(KPCs), por exemplo, foram descobertas em 1996, nos Estados Unidos. Estas enzimas
conseguem, de maneira eficaz, hidrolisar penicilinas, todas as cefalosporinas,
monobactamas, carbapenémicos e também os inibidores da f-lactamases (MUNOZ-
PRICE et al., 2013).

Outro fator de viruléncia de K. pneumoniae é sua hipermucoviscosidade,
descrita pela primeira vez em meados da década de 80. E uma caracteristica clinica com
significativa relevancia por estar diretamente associada a infecgdes graves em pacientes
saudaveis, como o desenvolvimento de abscessos hepaticos (LEE et al., 2017). Essa
superproducdo de exopolissacarideo para formar a capsula que envolve a bactéria é
importante para o processo de formacgdo e de maturagdo de biofilmes, por auxiliar na
protecdo dos micro-organismos contra estresses externos, como o sistema imune do
hospedeiro, atritos e tratamento com antimicrobianos, tornando a infecgdo mais dificil

de tratar e mais resistente as terapias antimicrobianas (GONCALVES et al., 2014).
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2.3 Biofilmes

De forma histérica, sempre se acreditou que 0s micro-organismos possuiam uma
vida livre, unicelular. Apesar de Anton Van Leeuwenhoek, em 1683, ter descrito, o0 que
chamou de “animalculos”, pela primeira vez, o que hoje denomina-se de biofilmes
dentérios, a teoria de biofilme s6 foi proposta em 1978, por Costerton et al. (1978)
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). Desde entdo, muitos pesquisadores propuseram
varias definicdes, ao longo dos anos (COSTERTON; LAPPIN-SCOTT, 1995; DAVIES;
GEESEY,1995; MARSHALL, 1976).

Define-se biofilme como uma comunidade microbiana de células sésseis,
aderidas a uma superficie que pode ser bidtica, como tecidos vivos, ou abidtica, como
implantes e dispositivos médicos, imersas em uma matriz extracelular polimérica
produzida por elas proprias. Além de todas essas caracteristicas estruturais dos
biofilmes, as bactérias contam com um sistema de comunicacdo proprio, altamente
complexo, chamado de quorum sensing, que coordena desde a densidade populacional a
expressao de fatores de viruléncia (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Existem varios modelos propostos para descrever as etapas de formacgdo do
biofilme, seja ele bacteriano ou fungico, mono-espécie ou multi-espécies, porém, todos
ttm em comum as etapas béasicas de formacdo: Adesdo, fixacdo, formacdo de
microcolbnias, amadurecimento e dispersdo de células para nova colonizagdo, como
demonstra a figura 2 (ROILIDES et al., 2015).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da formacéo do biofilme. (1) Adesdo bacteriana
mediada por forcas de Van der Waals, fixacdo das células planctdnicas na superficie,
com auxilio das fimbrias e inicio da secrecdo de moléculas autoindutoras (Als)
responsaveis pelo quorum sensing; (2) Divisao celular e inicio da excre¢do de matriz
extracelular polimérica, formando as microcoldnias; (3) Recrutamento de novas células,
da mesma espécie e de outras, para aumento da densidade do biofilme e mais producéo
de matriz extracelular polimérica para o amadurecimento do biofilme; (4) Biofilme
maduro com canais de agua e inicio da dispersao de algumas células para colonizacao

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

A medida que o biofilme vai se formando, as células microbianas podem se ligar
a um substrato, como também podem se ligar a outras células. A matriz extracelular que
envolve esses micro-organismos € constituida por biomoléculas altamente polares,
como proteinas, lipideos, polissacarideos e acidos nucleicos (OVERHAGE et al., 2008).
Essa matriz polimérica confere uma prote¢do a comunidade microbiana contra diversos
estressores externos, como condi¢cGes ambientais adversas, sistema imunoldgico do
hospedeiro e drogas antimicrobianas (LI; LEE, 2017; ROY et al., 2017).
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Todo o processo de formagdo de biofilmes é coordenado por um sistema
altamente complexo chamado quorum sensing (DELCARU et al., 2016). O quorum
sensing é um sistema de sinalizacdo célula-célula que desencadeia mudancas no padrédo
de expressdo génica das células, ao passo que a densidade populacional aumenta. Esse
sistema depende da producdo de moléculas auto-indutoras (Als) e da deteccdo de sinais
extracelulares (ABISADO et al., 2018; PAPENFORT; BASSLER, 2016). A produgéo
das Als se inicia ainda na forma planctonica dos micro-organismos, pois a producao é
continua e se acumula no local a medida que densidade populacional cresce (ABISADO
etal., 2018).

Existe uma diferenca no sistema de quorum sensing entre as bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Enquanto as primeiras utilizam peptideos, denominados
peptideos autoindutores (AIPs), as segundas utilizam pequenas moléculas denominadas
de acil-homosserinalactonas (AHLS), ou outras moléculas cuja producao depende da S-
adenosilmetionina (SAM) como substrato (ALl et al., 2017; WEI et al., 2011). A partir
dessa comunicacdo, as populacGes microbianas regulam a expressao génica, a formacéo
de biofilmes, a densidade populacional, a producdo de matriz extracelular e de fatores
de viruléncia (RUTHERFORD; BASSLER, 2012).

Atualmente, a modulacdo de quorum sensing € uma importante estratégia para
combater a expressao de fatores de viruléncia microbianos, dentre eles, a formacéo de
biofilmes (WAHMAN et al., 2015). Diversos estudos demonstram que a interferéncia
nesse sistema impede a formacdo de biofilmes e torna os micro-organismos mais
sensiveis aos antimicrobianos (SINGH et al., 2017). Dessa forma, a modulacdo do
sistema de quorum sensing pode ser uma estratégia eficaz para combater infeccdes
causadas por micro-organismos resistentes, principalmente, quando associadas ao
crescimento de biofilmes, pois compostos moduladores de quorum sensing ndo causam
pressdo seletiva, reduzindo, assim, a emergéncia de micro-organismos resistentes
(MAURA et al., 2016; STARKEY et al., 2014).

2.3.1 Biofilmes associados a infecgdes de cateteres vesicais

Os biofilmes sdo responsaveis por cerca de 80% das infecgdes no homem,
principalmente quando se trata de introducdo e permanéncia de dispositivos médicos e
implantes (BANDARA et al.,2016; BLANCO et al., 2018; TRENTIN et al., 2013). Nos
Estados Unidos, sdo introduzidos em pacientes mais de cinco milhGes de cateteres

venosos centrais anualmente, sendo que 50% dos pacientes acabam adquirindo alguma
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infeccdo, em decorréncia da formacdo de biofilmes (GULATI; NOBILE, 2016). No
Brasil, além da ITU ser responséavel por até 45% de todas as infecgdes adquiridas no
ambiente hospitalar, 80% dessas infec¢des estdo associadas ao uso de cateteres vesicais
de demora (JESUS; COELHO; LUZ, 2018).

Essas infec¢Bes sdo mais dificeis de tratar, uma vez que as células microbianas,
quando organizadas em biofilmes, se apresentam até mil vezes mais resistentes aos
antimicrobianos, quando comparadas ao crescimento planctonico, contribuindo para o
aumento do tempo de internacdo dos pacientes e para a consequente elevacdo dos custos
com a saude, os quais chegam, por exemplo, a cerca de 6,5 bilhGes excedentes por ano
sO nos Estados unidos. (NOBILE; JOHNSON, 2015; KART et al., 2016; PEREIRA et
al., 2014; RAJENDRAN et al., 2016).

2.4 Compostos moduladores de quorum sensing e inibidores de bomba de efluxo
utilizados para inibicdo da formacéo de biofilmes

Apesar dos antibidticos serem extremamente importantes para o tratamento de
muitas infeccBes, com o passar dos anos, a resisténcia a essas drogas vem aumentando,
exigindo o desenvolvimento de novos antimicrobianos ou de novas estratégias
terapéuticas para infecgdes (DASTIDAR et al., 2013).

Muitas alternativas tém sido estudadas para tratar tais infecgdes. Compostos
naturais, biomoléculas ou o redirecionamento de compostos utilizados clinicamente para
outras finalidades, mas que possuem efeito antimicrobiano ou tem a capacidade de
modular o biofilme, agindo no quorum sensing ou inibindo bombas de efluxo, por
exemplo, tem sido testados isoladamente ou combinados com antimicrobianos classicos
para tratar ou potencializar o efeito de antimicrobianos, como também evitar a formacéo
de biofilmes (ALTERIIS et al, 2018; CASTELO BRANCO et al, 2016; JORGE,
LOURENGCO, PEREIRA, 2012; SIDRIM et al, 2017).

H& diversos mecanismos pelos quais 0s micro-organismos podem evadir de
agentes toxicos, como antimicrobianos, dentre os quais, 0 mais conhecido é a producéo
de enzimas capazes de inativar antibioticos. Entretanto, outros mecanismos de
resisténcia sdo descritos, como a formacéo de biofilmes, a alteracdo de sitios de ligacéo,
a diminuicdo da permeabilidade da membrana e a atividade de bombas de efluxo. As
bombas de efluxo séo fisiologicamente essenciais para as bactérias, pois sao
responsaveis por manter a homeostase, fazem efluxo de acucares e metabolitos, sdo

responsaveis pelo efluxo das moléculas Als, responsaveis pelo quorum sensing, e
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também sdo capazes de fazer a extrusdo de mudltiplos farmacos. A inibicdo dessas
bombas de efluxo, além de promover uma quebra na sinalizacdo do quorum sensing,
também permite uma melhor acdo antimicrobiana e desregula a homeostase celular
(ANDERSEN et al., 2015).

Dessa forma, compostos ndo antimicrobianos classicos, como moduladores de
quorum sensing ou inibidores de bomba de efluxo, tornam-se ferramentas de grande
importancia na busca por novos adjuvantes terapéuticos que podem atuar como
antimicrobianos ou como adjuvantes terapéuticos, por tornar 0S micro-organismos mais
sensiveis as drogas (LASARRE; FEDERLE, 2013).

2.4.1 Clorpromazina

A clorpromazina (C17H19CIN2S) € um antipsicético utilizado no tratamento da
esquizofrenia. E classificado como um inibidor de bomba de efluxo e sua ago
antimicrobiana ja foi bastante relatada na literatura, assim como sua acao sinérgica com
antimicrobianos (COELHO et al., 2015; COUTINHO et al., 2010; GUILIAN et al.,
2016).

Sua atividade antimicrobiana ja é estudada hd mais de 30 anos, tanto contra
bactérias Gram positivas e negativas, como contra bacilos alcool-acido resistentes,
atuando diretamente no aumento da permeabilidade da membrana celular (DASTIDAR
et al., 2013). Em um estudo utilizando a cepa E. coli ATCC 25922, os pesquisadores
demonstraram que clorpromazina a 60 pg/mL inibe totalmente o crescimento da cepa e
que concentracdes inferiores aumentam a permeabilidade da membrana plasmaética da
mesma, deixando-a mais alongada (AMARAL; LORIAN, 1991).

Sua acdo sinérgica com alguns antimicrobianos pode se dar pela acdo na
membrana e também por agir em bombas de efluxo, um dos mecanismos que a bactéria
possui para expulsar substancias toxicas para o meio extracelular (DASTIDAR et al.,
2013).

2.4.2 Curcumina

A curcumina (C21H200g) é um polifenol, tido como um nutracéutico, derivado do
rizoma de acafrdo (Curcuma longa), planta pertencente & familia do gengibre
(HEWLINGS; KALMAN, 2017). A curcumina vem sendo utilizada em paises asiaticos
como tempero, ha milhares de anos, e comegou a ganhar prestigio e notoriedade quando

seus beneficios a salde comecaram a ser cientificamente comprovados. Além de possuir
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atividade anti-inflamatoria, antioxidante, hipoglicemiante, cicatrizante, antimutagénica e
anticancerigena, a curcumina também apresenta atividade antimicrobiana comprovada,
inibindo totalmente o crescimento in vitro de Helicobacter pylori (GUPTA,;
PATCHVA; AGGARWAL, 2013; MAHADY et al., 2002).

Por sua capacidade de intervir no quorum sensing, tendo como alvo moléculas
sinalizadoras, a curcumina pode atuar de diversas formas contra 0s micro-organismos,
diminuindo a producdo de fatores de viruléncia, como proteases e siderdéforos, e também
impedindo a formacdo de biofilmes, como demonstrado no estudo com Aeromonas
sobria feito por um grupo de pesquisadores da China (DING et al., 2017).

A curcumina tem se mostrado bastante eficaz na inibicdo de diversas espécies
bacterianas e também contra protozoarios, evidenciando uma boa acdo antimicrobiana.
Ademais, a curcumina também possui a capacidade de agir sinergicamente com
antimicrobianos de diferentes classes, como a cloroquina, utilizada para tratar malaria,
demonstrando diminuir a resisténcia deste farmaco de cepas de Plamosdium falciparum
resistentes a ele (REDDY et al., 2005; TEOW et al., 2016).

2.4.3 Furaneol

O furaneol (CsHsO3) € um composto aromatico ndo halogenado, extraido de
frutas, e muito utilizado na industria alimenticia. Adicionalmente, a sua atividade
antimicrobiana, anti-carcinogénica e antioxidante ja foi comprovada (CHOI et al., 2014;
SCHWAB, 2013).

Recentemente, devido a busca por novas alternativas terapéuticas, ele se tornou
um forte candidato para combater infec¢bes e controlar fatores de viruléncia regulados
por moléculas auto-indutoras, como no caso das AHLs em Pseudomonas aeruginosa,
responsaveis por sinalizar a producdo de toxinas, lipases, proteases e a formacdo de
biofilmes (CHOI et al., 2014). Nesse estudo, foram testadas concentra¢bes abaixo da
concentra¢do inibitéria minima (CIM), demonstrando uma eficiente inibicdo da
expressdo de fatores de viruléncia e da producédo de biofilmes por P. aeruginosa (CHOI
etal., 2014).

Segundo CHOI et al., (2014), diferentemente da furanona halogenada, que ja
possui relatos na literatura de resisténcia microbiana associada ao uso da mesma, 0
furaneol é um composto ndo halogenado e menos toxico, logo, podendo néo forgar uma
pressdo seletiva em micro-organismos ou forcar uma menor pressao, gragas a sua baixa

toxicidade.
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2.5 Impregnacéo ou revestimento de dispositivos biomédicos com antimicrobianos
ou compostos antibiofilme

Diretrizes internacionais sugerem a impregnagdo ou o revestimento de cateteres
de demora com compostos biocidas ou antimicrobianos como uma eficaz estratégia para
impedir ou retardar o desenvolvimento de ITUACs (TENKE et al., 2008). Existem
pesquisas nas quais esses cateteres foram revestidos ou impregnados com ions de prata
e nitrofurazona, os quais ndo foram clinicamente eficazes, ou impregnados com
antimicrobianos, ions de prata e/ou antissépticos, 0s quais demonstraram Otimos
resultados laboratoriais (FISHER et al., 2015; PICKARD et al., 2012).

Estudos in vitro com cateteres revestidos com azitromicina e fluoroquinolonas,
como a ciprofloxacina mostraram-se bastante eficazes contra uropatdgenos, tendo uma
liberacdo da droga de forma lenta e continua (SAINI; CHHIBBER; HARJAI, 2016). A
combinacao de rifampicina, esparfloxacina e triclosan impregnados em cateter de Foley
podem prevenir em até 92% da formacéo de biofilmes, sendo étimos bactericidas tanto
para bactérias Gram positivas, quanto Gram negativas, inibindo o crescimento de cepas
resistentes, mantendo sua atividade por um periodo longo, sem causar toxicidade ao
tecido (FISHER et al., 2015; LIM et al., 2015).

Apesar de eficaz, a impregnacdo de cateteres com antimicrobianos classicos,
pode forcar uma pressdo seletiva nos micro-organismos, promovendo a emergéncia de
cepas resistentes. O uso de compostos capazes de agir no quorum sensing ou em
bombas de efluxo impedindo a formacdo de biofilmes e/ou deixando os micro-
organismos mais vulneraveis a acdo de antimicrobianos pode ser uma efetiva estratégia
para combater infeccdes, sem forcar o desenvolvimento de resisténcia.

Nesse contexto, propomos a impregnacdo de dispositivos médicos com
compostos moduladores de quorum sensing (curcumina e furaneol) e com inibidor de
bomba de efluxo (clorpromazina) para inibi¢cdo da formacgéo de biofilmes de E coli, K.
pneumoniae e P. mirabilis. Esses compostos ndo estdo associados ao aumento da
resisténcia bacteriana e podem atuar como um possivel adjuvante terapéutico. Assim,
espera-se, com esse trabalho, agregar conhecimento acerca da utilizacdo de cateteres
impregnados com os moduladores de quorum sensing curcumina e furaneol e o inibidor
de bomba de efluxo clorpromazina para inibi¢do da formacéo de biofilmes por espécies

de E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis.
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3 HIPOTESES

1. Os moduladores de quorum sensing curcumina e furaneol e o inibidor de bombas de
efluxo clorpromazina inibem a formacéao de biofilmes e biofilmes maduros de bactérias
associadas a infeccdo do trato urinario.

2. A impregnacdo de cateteres urindrios de demora com curcumina, furaneol e
clorpromazina impede a formag&o de biofilmes bacterianos nesses dispositivos médicos.
3. A acdo da ciprofloxacina e 0 meropenem é potencializada em biofilmes maduros,

formados em cateteres impregnados.

4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito in vitro dos moduladores de quorum sensing curcumina e
furaneol e do inibidor de bombas de efluxo clorpromazina sobre a formacdo de
biofilmes por bacilos Gram negativos associados a quadros de infec¢do do trato

urinario.

4.2 Objetivos especificos

1. Padronizar a metodologia de formacdo de biofilmes in vitro por Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae associadas a infeccdo do trato urinario
inferior;

2. Determinar a sensibilidade in vitro de bacilos Gram negativos associados a infecgdo
do trato urinério inferior, na forma planct6nica, aos moduladores de quorum sensing
curcumina e furaneol e ao inibidor de bombas de efluxo clorpromazina;

3. Avaliar o efeito in vitro da curcumina, do furaneol e da clorpromazina sobre a
formacéo de biofilmes e sobre o biofilme maduro de cepas de Escherichia coli, Proteus
mirabilis e Klebsiella pneumoniae;

4. Avaliar o efeito da impregnacdo de cateteres urinarios com curcumina, furaneol e
clorpromazina sobre a formacéo de biofilmes por cepas de E. coli, P. mirabilis e K.
pneumoniae;

5. Avaliar a eficacia da ciprofloxacina e do meropenem sobre biofilmes maduros

formados em cateteres urinarios impregnados ou ndo com clorpromazina.
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5. METODOLOGIA

Um fluxograma com um resumo de como se deu o0 seguimento dos
experimentos, para melhor compreensdo da metodologia aplicada a pesquisa, pode ser

observado através da Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma utilizado na metodologia do estudo.
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5.1 Local do estudo

A pesquisa foi realizada no laboratério de bacteriologia - Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM) e no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM) da Universidade Federal do Ceara, com colaboracéo da Central Analitica, para

realizacdo das imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

5.2 Micro-organismos do estudo

Foram selecionadas 15 isolados da bacterioteca do laboratério de bacteriologia
do Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM), sendo 5 isolados da espécie
Escherichia coli, 5 de Klebsiella pneumoniae e 5 de Proteus mirabilis. Todos os micro-

organismos selecionados para a pesquisa foram isolados de urina e haviam sido
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previamente identificados pelo VITEK® (bioMerieux), com excecdo das cepas padrdo
utilizadas no estudo.

Além disso, mais 3 cepas padrdo foram adicionadas a pesquisa, uma de cada
espécie, todas doadas da Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria-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). Os isolados ainda
foram submetidos a uma bateria de provas bioguimicas para enterobactérias para
garantir a pureza e a identificacdo das espécies.

Para inclusdo no estudo, todos as cepas e os isolados foram avaliados quanto a
producdo de biofilmes. Para isso, foi adaptada a metodologia de quantificacdo de
Stepanovic et al. (2004, 2007) para E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis. De forma
resumida, cada pogo de uma placa de microtitulagcdo de 96 pocos com fundo chato foi
inoculado com 200 pL de uma suspensdo padronizada (1,7 x 107 ufc/mL), preparada
com caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) enriquecido com 1% de glicose. Apds a
inoculacdo nos pocos, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C, por
48 horas, para formagéao do biofilme. Cada isolado foi inoculado em triplicata na placa e
cada placa teve pogos com controles de esterilidade.

Para a quantificacdo da biomassa dos biofilmes aderidos nas placas, utilizou-se a
espectrofotometria para mensurar a densidade Optica a um comprimento de onda de 490
nm (DOag0) € 0 corante cristal violeta (BANDEIRA et al., 2013). O ponto de corte
(DOc) para formador de biofilme foi calculado como a média da DOago do controle de
esterilidade acrescida de 3x o desvio padrdo. Assim, as bactérias foram classificadas em
quatro categorias: ndo formadoras de biofilme (DOasgo < DOc), fracas formadoras de
biofilme (DOc < DOsg < 2x DOc), moderadas formadoras de biofilme (2x DOc <
D049 < 4x DOc) ¢ fortes formadoras de biofilme (DOago > 4x DOC).
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Tabela 1 — Isolados selecionados para o estudo.

Cepa Cédigo Perfil de Origem Formacao de
sensibilidade biofilme
Escherichia coli ECAT Sensivel ATCC 25922 Fraco
Escherichia coli ECS5 Resistente? Urina Moderado
Escherichia coli ECS8 Sensivel Urina Moderado
Escherichia coli . 5
enteroagregativa EAEC Sensivel Cepa padrao* Forte
Escherichia coli ECIR Resistente Urina Moderado
Escherichia coli EC2R Resistente Urina Moderado
Klebsiella pneumoniae KLAT Resistente ATCC 600703 Forte
Klebsiella pneumoniae KL1S Sensivel Urina Moderado
Klebsiella pneumoniae KL2S Resistente Urina Moderado
Klebsiella pneumoniae KL1B Resistente Urina Moderado
Klebsiella pneumoniae KL2B Resistente Urina Moderado
Klebsiella pneumoniae KL2M Resistente Urina Forte
Proteus mirabilis PRAT Sensivel ATCC 29906 Forte
Proteus mirabilis PRS1 Sensivel Urina Moderado
Proteus mirabilis PRS4 Sensivel Urina Moderado
Proteus mirabilis PRS6 Sensivel Urina Moderado
Proteus mirabilis PRMR1 Resistente Urina Forte
Proteus mirabilis PRMR2 Resistente Urina Forte

! Resisténcia a pelo menos uma classe antimicrobiana.
* Cepa de referéncia Escherichia coli enteroagregativa.

5.3 Determinacdo do protocolo de formacdo de biofilmes pelas bactérias
selecionadas para a pesquisa

Com intuito de promover uma maior formacéao de biofilme pelas cepas incluidas
no estudo, realizaram-se testes utilizando adaptacdes a metodologia de formacdo de
biofilme descrita acima. Para isso, foi utilizado o mesmo protocolo, variando a
concentracdo do inéculo bacteriano, 0os meios de cultura e o tempo de crescimento

bacteriano, previamente a formagéo do biofilme.

5.3.1 Meios de cultura

Para a escolha do melhor meio de cultura para os isolados escolhidos do estudo,
foram testados os meios Mueller Hinton (MH) sem adicdo glucose, Infusdo cérebro
coracdo (BHI), Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) e também o BHI

enriquecido com 1% de glicose.
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5.3.2 Concentracdo do inéculo

Com o intuito de promover uma melhor formacéo de biofilmes pelos isolados, o
protocolo de formagdo de biofilme foi testado utilizando seis cepas de E. coli, duas
cepas de K. pneumoniae e duas cepas de P. mirabilis, com diferentes concentragdes de
indculos. As concentracdes escolhidas para o teste foram as turvacdes de 0,5, 2, 4 e 6 na

escala de McFarland.

5.3.3 Curva de crescimento bacteriano

Foi realizada a curva de crescimento bacteriano para os isolados selecionados.
Para isso, foram previamente semeados por esgotamento em &gar BHI e incubados em
estufa bacteriolégica a 37° C, por 24 horas, para isolamento das unidades formadoras de
colénias (ufc). Apds esse procedimento, foram aliquotados 4 mL de caldo BHI
enriquecido com 1% de glicose em tubos de hemolise e uma colbnia de cada placa
semeada foi retirada com auxilio de algas bacterioldgicas e inoculadas nos respectivos
tubos. Posteriormente foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C para promover
0 crescimento bacteriano. A cada 2 horas, os tubos foram retirados e 200uL de cada
tubo foram transferidos para uma placa de microtitulacdo de 96 pocos. A leitura foi
realizada por um espectrofotdmetro leitor de microplacas por absorbancia ELx800®
(BioteK, EUA) em um comprimento de onda de 490 nm.

Os valores foram organizados de forma cronoldgica em uma planilha do Excel
até o fim do experimento que durou um periodo de 32 horas. Um grafico para avaliacédo

da curva foi criado a partir da planilha.

5.4 Determinacdo das concentragdes inibitérias minimas (CIM) do inibidor de
bomba de efluxo clorpromazina, dos moduladores de quorum sensing e dos
antimicrobianos contra isolados de E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis

A sensibilidade dos 18 isolados ao inibidor de bomba de efluxo clorpromazina
(5 mg/mL, HYPOFARMA), aos moduladores de quorum sensing curcumina (soltvel
em etanol 95%; SYBIYA et al., 2013) e furaneol (hidrossoltvel; HENTZER et al.,
2003), e aos antimicrobianos foi avaliada de acordo com o documento M100 - S27 do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). A cepa de E. coli ATCC 25922 e
a droga antibacteriana classica ciprofloxacina (CLSI, 2017), permitiram validar o

experimento.
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5.4.1 In6culos

Inicialmente, os isolados foram semeados em agar BHI e incubados em estufa
bacterioldgica a 37 °C, por 24 horas, para crescimento bacteriano. Apos isso, 0s
indculos bacterianos foram preparadas em solucgdo salina estéril, ajustando a turbidez a
0,5 na escala de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 ufc/mL. Em seguida, os
indculos foram diluidos em caldo MH, até alcancar a concentracdo recomendada de 5 x
10° ufc/mL.

5.4.2 Compostos e antimicrobianos

As concentracdes testadas dos compostos foram de 0,5 - 512 pM para
curcumina, 9,76 - 5.000 uM para o furaneol e 2,44 - 1.250 pg/mL para clorpromazina.
Ja para os antimicrobianos selecionados para a pesquisa, as concentracdes utilizadas

foram 0,0005 - 16 pg/mL para ciprofloxacina e de 0,03 - 16 pg/mL para meropenem.

5.4.3 Preparo da placa e cultura

Foram utilizadas para o ensaio placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo em
U, nas quais foram adicionadas 100 pL de caldo MH em cada pogo. Em seguida, foram
adicionados mais 100 pL de cada composto somente na primeira coluna das respectivas
placas. Cada placa foi utilizada para o ensaio de um composto isolado, ap6s a adi¢édo
dos compostos na primeira coluna, foi realizada a microdiluicdo, homogeneizando e
retirando 100 pL dos pocos da coluna 1 e os adicionando nos pocos da coluna 2, onde
repetiu-se a homogeneizacao e retirada também de 100 pL para adicdo nos pogos da
coluna 3 e, assim, sucessivamente, até a coluna 10. Posteriormente, foram retirados 100
pL da coluna 10 e transferidos para a coluna 12, a qual foi utilizada como controle de
esterilidade do experimento. Os pogos da coluna 11 foram utilizados como controle de
crescimento do ensaio, assim, ndo houve a adicdo de compostos nessa coluna, somente
meio de cultura e indculo bacteriano. Apos a diluicdo dos compostos nas placas, 100uL
do in6culo preparado anteriormente foi adicionado a cada poco, da coluna 1 a coluna
11. A Figura 4 demonstra, de forma resumida, o esquema de preparo da placa. As
placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C, por 24 horas. A leitura da
placa foi realizada de forma visual, como recomendam os protocolos do CLSI. Todo o
ensaio foi realizado em duplicata.

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

concentracdo de curcumina e furaneol capaz de inibir 100% do crescimento microbiano,
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em relagdo ao poco controle de crescimento livre de drogas. Por outro lado, a
concentracdo inibitoria minima (CIM) para clorpromazina e para os antimicrobianos
ciprofloxacina e meropenem foi definida como a menor concentracdo capaz de causar
100% de inibicao do crescimento (SIDRIM et al., 2017).

Figura 4 — Desenho esquemaético para o teste de sensibilidade baseado no protocolo
M100, CLSI (2017).
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MH + Inéculo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Analise do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos moduladores de
guorum sensing curcumina e furaneol sobre a formacéo dos biofilmes por E. coli,
K. pneumoniae e P. mirabilis

Foi avaliado o efeito do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos
moduladores de quorum sensing curcumina e furaneol sobre a formacdo de biofilmes
dos isolados selecionados. O ensaio foi realizado em placas de microtitulacéo de 96
pocos de fundo chato, de acordo com Bandeira et al. (2013). Inicialmente, 0os micro-
organismos foram semeados em agar BHI e incubados a 37 °C, por 24 horas. Apo0s isso,
os indculos foram preparados utilizando 1 mL de salina estéril por tubo de hemdlise
para cada bactéria. A turbidez foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland,
que corresponde a 1,5 x 108 ufc/mL. Foram utilizadas trés concentracdes de composto a
partir do teste de sensibilidade realizado anteriormente. Para clopromazina, foram

utilizadas as concentra¢Ges 10, 20 e 40 pg/mL contra os isolados de E. coli e K.
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pneumoniae, j& para os isolados de P. mirabilis, as concentracBes de clorpromazina
utilizadas clorpromazina foram de 156, 312,5 e 625 pg/mL. Como ndo foram
encontrados valores de CIM para os compostos curcumina e furaneol, optou-se por se
trabalhar com as maiores concentracOes testadas, comecando em 513, 51,3 e 25,6 uM
para curcumina e 250, 500 e 5000 puM para furaneol.

As diluigdes para a avaliacdo do biofilme em formagdo foram preparadas em
tubos Falcon estéreis e, posteriormente, distribuidas nas placas de forma ordenada, onde
as colunas 1,2 e 3 receberam 175 pL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose por
poco, as colunas 4, 5 e 6 receberam 175 pL de caldo BHI enriquecido com 1% de
glicose mais a maior concentracdo do composto, as colunas 7, 8 e 9 receberam 175 pL
de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose mais a concentracdo intermediaria e as
colunas 10, 11 e 12 receberam 175 uL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose
mais a menor concentragdo. Em todas as placas forma incluidos os controles de
esterilidade. Ap6s as placas estarem com as diluicdes distribuidas, 25 pL de cada
indculo foram adicionados para completar 200 pL de solucdo por poco. As placas foram
incubadas a 37 °C, por 48 horas, para formacdo do biofilme e quantificadas por cristal
violeta apds o término da incubacdo, por espectrofotometria, conforme descrito na

secdo 5.3.

5.6 Avaliacéo da clorpromazina, curcumina e furaneol sobre biofilmes maduros de
E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis

Para a avaliacdo do biofilme maduro, foram inoculados 200 pL de uma
suspensdo padronizada (1,7 x 107 ufc/mL) preparada com 175 pL de caldo BHI
enriquecido com 1% de glicose mais 25uL do in6culo por toda a placa, como ja descrito
anteriormente. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C, por 48
horas para formacdo do biofilme. Apds esse periodo, as placas foram lavadas
cuidadosamente com PBS estéril, poco por poco, e foi adicionado caldo BHI
enriquecido com 1% contendo as mesmas trés diferentes concentragdes dos compostos
descritas na secdo 5.5. As placas foram incubadas novamente a 37 °C, em estufa
bacterioldgica, por mais 24 horas, e, em seguida, submetidas a quantificagdo por cristal

violeta e lidas com o auxilio do espectrofotdmetro (DOago).
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5.7 Determinagdo da concentracdo inibitdria minima em biofilme (CIMB) e
eliminatéria minima em biofilme (CEMB) do inibidor de bomba de efluxo
clorpromazina e dos antimicrobianos

Para avaliar a sensibilidade do biofilme maduro dos isolados aos compostos, foi
realizado o mesmo protocolo para formacdo de biofilme como ja descrito acima na
secdo 5.5. Apos as 48 horas necessarias para a formacgéo dos biofilmes, todos os pogos
foram lavados cuidadosamente com NaCl e 100 uL de meio BHI enriquecido com 1%
glicose foi adicionado a cada poco. O intervalo de concentracdo de cada composto foi
determinado de acordo com a sensibilidade dos isolados na forma planctonica. Assim,
100 pL de cada composto foram adicionados a coluna 1, a partir da qual foi feita a
diluicdo até a coluna 12. Em seguida, 100 pL de BHI enriquecido com glicose 1%
foram adicionados a cada poco da placa. Assim, o intervalo de concentracdo final foi de
0,61 a 1.250 pg/mL para clorpromazina, de 0,0625 a 128 pg/mL para meropenem e de
0,3 a 625 pg/mL para ciprofloxacina.

As placas foram incubadas novamente em estufa bacterioldgica por 24 horas e a
avaliacdo foi realizada de forma visual, apds esse periodo, acrescentando 20 pL do
corante resazurina em cada poco, deixando reagir por 1 hora. Vale ressaltar que
curcumina e furaneol ndo foram incluidos nessa etapa por ndo apresentarem atividade

inibitéria sobre os micro-organismos.

5.8 Teste de citotoxicidade

Foram utilizados fibroblastos de pulméo de origem humana, da linhagem MRC-
5. A células foram cultivadas em garrafas para cultura de células em meio DMEM,
enriquecido com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa com atmosfera de 5% de CO? a 37 °C.
Apbs isso, foram semeadas em placas de 96 pocos com 5 x 103 células/pogo (100
uL/poco) e mantida na estufa com atmosfera de 5% de CO? a 37 °C, por 24 horas para
aderéncia. Diluicbes seriadas, em triplicata, foram realizadas obedecendo as
concentracdes de clorpromazina (32 — 2048 pg/mL), furaneol (78,125 —-5000 puM),
curcumina (8 — 512 uM). O controle negativo foi tratado com DMSO e etanol. As
células foram incubadas por 72 horas. Posteriormente, duas horas antes de finalizar o
tratamento, foram adicionados 20 uL de resazurina nos pogos e a placa foi reincubada
por 3 horas. As placas foram lidas no espectrofotdmetro de placa a um comprimento de
onda de 465/540 nm.
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A andlise foi realizada através do percentual de inibigdo x log da concentracgéo,
determinadas suas Clso e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) a partir de

regressao ndo-linear, utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software).

5.9 Processo de impregnacdo dos fragmentos de cateter com clorpromazina,
curcumina e furaneol

O processo de impregnacdo dos fragmentos de cateter foi realizado de acordo
com protocolo modificado, baseado em Fisher et al. (2015). Inicialmente, os cateteres
vesicais de demora de latex e revestidos com silicone (nr 12, SOLIDOR®) foram
cortados, com auxilio de um bisturi, em fragmentos com aproximadamente 1 cm de
comprimento e colocados em um béquer com cloroférmio P.A., por 1 hora, para
dilatagdo do material. A parte utilizada do cateter foi a central, as extremidades foram
descartadas desse procedimento.

Apds uma hora no cloroférmio, os fragmentos foram retirados cuidadosamente,
para evitar a destruicdo do material, e colocados em outros quatro recipientes, um
contendo somente agua destilada estéril, utilizado como controle de crescimento, outro
contendo uma solucdo de clorpromazina (400 pg/mL), outro contendo uma solugéo de
curcumina (1.024 uM) e o outro recipiente contendo uma solucéo de furaneol (10.000
puM). As trés solucBes foram preparadas utilizando agua destilada estéril. Os fragmentos
ficaram imersos na solugdo por mais 30 minutos, sendo agitados no Certomat® MO
com rotacdo de 100 RPM por minuto para que 0S compostos penetrassem todo o
material, impregnando todo o cateter e ndo s6 a superficie. Depois dos 30 minutos
imersos em solucdo, cada fragmento foi retirado com auxilio de uma pinga, colocados
em recipientes e levados para estufa de secagem por 12 horas.

Todo o processo foi realizado de forma asséptica. Para comprovar a esterilidade
dos fragmentos, amostras foram retiradas, colocadas em tubos contendo caldo BHI e
levadas para a estufa bacterioldgica a 37 °C, por 24 horas. Nenhuma turvacdo foi

observada, comprovando a esterilidade do material.

5.9.1 Avaliagdo por microscopia eletronica de varredura dos fragmentos de cateter

Fragmentos impregnados e ndo impregnados foram submetidos a microscopia
eletronica de varredura (MEV) com sistema de energia dispersiva (EDS) para avaliagdo
da superficie e impregnacdo dos materiais. As andlises foram realizadas na Central

Analitica da UFC. Ap0s a impregnacdo do material, os fragmentos foram levados para a
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Central Analitica, onde foram colocadas em stubs e, logo em seguida, foram
metalizados e armazenados até o dia da analise no microscépio INSPECT S50. As
imagens foram obtidas em quatro aumentos diferentes (5.000x, 2.500x, 1.000x e 100x)

em uma velocidade de varredura de 30 ps.

5.10 Avaliagéo da acdo do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos
moduladores de quorum sensing curcumina e furaneol, impregnados em
fragmentos de cateter, sobre a formacgdo de biofilmes isolados de E. coli, K.
pneumoniae e P. mirabilis

Posteriormente a impregnacdo dos fragmentos com os compostos, foi realizado o
teste bioldgico in vitro para avaliar a acdo da clorpromazina, da curcumina e do furaneol
sobre a formagédo de biofilmes por E. coli (ECAT e EAEC), K. pneumoniae (KLAT,
KL2M e KL1S) e P. mirabilis (PRAT e PRMR1) sobre os fragmentos impregnados.
Foram escolhidas cepas ATCC e isolados clinicos sensiveis, resistentes ou

multirresistentes de cada espécie para o ensaio.

5.10.1 Montagem do experimento

Inicialmente, foram feitos os indculos bacterianos na escala 0,5 de McFarland,
como ja descrito anteriormente. Em seguida, foram adicionados 875uL de caldo BHI
enriquecido com 1% de glicose em cada poco das placas de 24 pocos de fundo chato.
Com o meio distribuido na placa e os indculos preparados, colocaram-se, com ajuda de
uma pinca estéril, os fragmentos de cateter impregnados em alguns pocos e fragmentos
ndo impregnados, porém tratados com cloroférmio, em outros. Esses dltimos foram
incluidos como controle de crescimento do experimento. Apds adicionar os fragmentos,
foram pipetados 125 pL dos indculos preparados nos Seus respectivos pocos
homogeneizando com cuidado e, em seguida, as placas foram guardadas em incubadora
SHAKER SL 222 com rotacdo de 80 RPM, a temperatura de 37° C, por 48 horas para
formagéo do biofilme.

5.10.2 Quantificacdo e leitura do teste bioldgico

Passado o tempo de incubacdo, as placas foram retiradas da estufa e levadas para
a cabine de fluxo laminar. Com o auxilio de um pipetador, foi retirado 1 mL de cada
poco contendo fragmento. Logo em seguida, foi adicionado e retirado 1mL de salina
estéril para lavagem dos pogos e esse procedimento foi realizado mais uma vez para

retirada das bactérias ndo aderidas. Feita a lavagem, os fragmentos foram retirados dos
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pocos e colocados em tubos Falcon de 15mL com 2mL de salina e vortexados por 1,5
minutos, para desprendimento das céelulas do biofilme.

Ap0s todos os tubos serem vortexados, foram realizadas diluicfes das amostras
precedendo o semeio em placa de Petri. De forma resumida, pipetou-se 100 puL do
sobrenadante em um microtubo contendo 900 pL de salina estéril, diluindo 1:10 a
amostra. Logo em seguida, foram retirados 100 pL dessa diluigéo e colocados em outro
microtubo contendo 900 pL de salina estéril, gerando uma diluicdo de 1:100. Esse
processo ocorreu mais duas vezes, gerando uma diluicdo final de 1:10.000 como
demonstra a figura 5.

Figura 5 — Processo de diluicdo das amostras submetidas a agitacdo para
desprendimento do biofilme: Primeiro homogeniza-se a amostra, entdo, retira-se 100 pL
do tubo de hemdlise e os transfere para o primeiro microtubo, contendo 900 pL de
salina estéril. Posteriormente, homogeniza-se a suspensdo bacteriana e transferem-se
100 pL do primeiro microtubo para o segundo e, assim, esse procedimento € realizado
até o quarto microtubo. As dilui¢des obtidas nesse processo sdo de 1:10, 1:100, 1:1.000

e 1:10.000 da suspensao inicial.

Retirar 100 pL e colocar no eppendorf seguinte contendo 900 pL. de NaCl estéril

|- V-1-U-T

1:100 1:1.000 1:10.000

Amostra
vortexada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Feitas as dilui¢bes das amostras, 10 pL das diluicbes de 1:1.000 e 1:10.000
foram inoculadas em placas de Petri (94x16mm) contendo agar BHI e agar CLED, para
contagem de ufc de P. mirabilis, semeadas com uma al¢a de Drigalski e incubadas em
estufa bacterioldgica a 37 °C, por 24 horas para crescimento das ufcs. No dia seguinte,

as placas foram retiradas da estufa e a contagem de ufcs foi realizada de forma visual.

5.11 Avaliacdo da acdo de antimicrobianos sobre biofilmes maduros E. coli, K.
pneumoniae e P. mirabilis formados em fragmentos cateteres impregnados ou ndo
com clorpromazina

Para a realizacdo dessa etapa, 0 mesmo protocolo descrito acima (Secéo 5.10)
foi realizado, porém meropenem ou ciprofloxacina, na concentracdo referente a CIM
contra cada cepa, foram adicionados aos pogos contendo biofilmes maduros formados
sobre fragmentos de cateteres. De forma simplificada, o experimento foi montado em
duplicata, sendo os primeiros dois po¢os reservados para ser o controle do experimento,
tendo apenas caldo BHI enriquecido com 1% de glicose mais o inoculo bacteriano e o
fragmento de cateter ndo impregnado, dois pogos com o caldo BHI enriquecido com 1%
de glicose, acrescido da CIM dos antimicrobianos para cada cepa bacteriana, do indculo
bacteriano e do fragmento impregnado com clorpromazina e, por fim, dois pogos com
caldo BHI enriquecido com 1% de glicose acrescido da CIM dos antimicrobianos para
cada cepa, do indculo bacteriano e do fragmento de cateter ndo impregnado.

Apbés a montagem do ensaio, as placas foram guardadas em incubadora
SHAKER SL 222 com rotacdo de 80 RPM, a temperatura de 37 °C, por 48 horas para
formacdo do biofilme. Passado esse periodo, foram quantificadas utilizando a mesma

metodologia descrita anteriormente (Segéo 5.10.2).

5.12 Avaliagdo por microscopia confocal dos biofilmes, formados em fragmentos
de cateteres impregnados com clorpromazina, de E. coli, K. pneumoniae e P.
mirabilis

Para a avaliacdo por microscopia confocal, os biofilmes foram crescidos nas
mesmas condicdes descritas anteriormente (Secéo 5.10) e (Secdo 5.11), porém, apos 48
h e 72 h, respectivamente, os cateteres foram lavados e colocados em placas de Petri de
fundo de laminula para analise com 200 pL de uma solucdo preparada com 2 mL de
salina mais 3 pL de cada composto do kit LIVE/DEAD® (Thermo Fisher Scientific),
sob protegéo da luz, segundo a metodologia descrita por Castelo Branco et al. (2015).

Foram lidos 10 campos por amostra e as amostras foram visualizadas em microscopio
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Confocal Nikon C2, a 488 nm para detecgdo do fluorocromo Syto9, para células vivas, e
a 561 nm, e para o fluorocromo iodeto de propidio, que evidencia células mortas e/ou
danificadas. Imagens tridimensionais foram coletadas dos biofilmes, a fim de se
obterem resultados representativos das amostras (HEYDORN et al., 2000; COLLINS,
2007).

5.13 Analise estatistica

Os dados foram, inicialmente, analisados quanto & simetria, 0 que revelou que 0s
0s mesmos apresentam distribuicdo assimétrica. Em seguida, para avaliar o efeito da
curcumina, do furaneol e da clorpromazina sobre a formacdo de biofilmes e sobre o
biofilme maduro das cepas estudadas, utilizaram-se o teste de Wilcoxon para analises
pareadas e o teste de Mann-Whitney para analises ndo-pareadas. Para avaliar o efeito
global da impregnacdo dos cateteres com clorpromazina e dos antimicrobianos sobre a
contagem de ufc bacterianas foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA), seguida do
teste posthoc de Kruskal-Wallis. Ademais, a analise 2-way-ANOVA foi realizada para
avaliar o efeito dos tratamentos (cateter impregnado, antimicrobiano e cateter
impregnado + antimicrobiano) sobre cada cepa, individualmente. Para todos os testes

aplicados, valores de P<0,05 permitiram tirar conclus6es significativas.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo da metodologia in vitro para induzir a formagédo de biofilmes em
placas de microtitulagio

O meio Brain Heart Infusion (BHI) enriquecido com 1% de glicose foi escolhido
para 0s experimentos, pois se mostrou estatisticamente mais eficaz, promovendo uma
melhor formacdo de biofilme, quando comparado ao Dulbecco MEM (DMEM),

Mueller Hinton (MH) e BHI n&o enriquecido com glicose (Grafico 1).

Grafico 1 — Avaliacdo da formacao de biofilmes por Escherichia coli (n=2), Klebsiella
pneumoniae (n=2) e Proteus mirabilis (n=2) utilizando diferentes meios de cultura.
Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia da biomassa, mensurada

pela coloracdo com cristal violeta.

BHI+GLICOSE

DMEN

Absorbancia

Meios de cultura

Na avaliacdo da turbidez do indculo, os isolados de K. pneumoniae e P.
mirabilis apresentaram uma boa formacdo de biofilmes em todas as concentracGes
testadas, como mostra a Grafico 2, porém, os isolados de E. coli apresentaram um
melhor desempenho, quando utilizado in6culo na concentragdo referente a escala 0,5 de
McFarland. Para confirmar esse resultado, todos os isolados de E. coli foram
submetidos a essa avaliacdo (n= 6), demonstrando que, com indculo na concentragao de
0,5 McFarland, a formagéo de biofilmes é significativamente maior quando comparada
as outras escalas testadas. Por esse motivo, a turbidez escolhida foi de 0,5 para

seguimento da pesquisa, por promover o desenvolvimento dos biofilmes (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Avaliacdo da formacdo de biofilmes por Escherichia coli (n=6), Klebsiella
pneumoniae (n=2) e Proteus mirabilis (n=2) em diferentes concentracdes de indculo,
em caldo BHI acrescido de glicose 1%. Dados expressos como média e desvio padrédo
da absorbancia da biomassa, mensurada pela coloracdo com cristal violeta. a) Isolados

de Proteus mirabilis, b) Isolados de Klebsiella pneumoniae e c) Isolados de Escherichia

coli.
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Quanto ao tempo de crescimento para o preparo do indculo para a formacéo de
biofilmes, foi realizado um teste de curva de crescimento para avaliar esse aspecto
(Gréfico 3). Os ino6culos preparados com 24 horas de incubacdo, quando os micro-
organismos ja se encontram na fase estaciondria, mostraram-se mais eficazes na

promocédo da formacdo de biofilmes.

Grafico 3 — Curva de crescimento bacteriano dos isolados incluidos no estudo.
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6.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM) do inibidor de bomba de efluxo
clorpromazina, dos moduladores de quorum sensing e dos antimicrobianos contra
os isolados de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis

A clorpromazina apresentou CIMs que variaram de 39,06 - 78,12, 39,06 - 156,25
e 78,12 - 625 pg/mL contra E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis, respectivamente. Por
outro lado, curcumina e furaneol ndo apresentaram atividade inibitoria contra os
isolados testados. Quanto aos antimicrobianos, as CIMs encontradas foram de 0,006 -

>32 pug/mL para ciprofloxacina e 0,06 - > 16 pg/mL para meropenem (Tabela 2).

Tabela 2 — Sensibilidade de Escherichia coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e
Proteus mirabilis (n=6) a clorpromazina (CPZ), curcumina (CUR), furaneol (FUR),

ciprofloxacina (CIP) e meropenem (MER).

Bactéria Origem Cédigo CIM

Cpz CUR FUR CIP MER
pg/mL UM UM pg/mL pg/mL

Escherichia coli ATCC 25922  ECAT 39,06 >512  >5000 0,008 0,0625
Escherichia coli Urina ECS5 78,12 >512  >5000 >32 0,25
Escherichia coli Urina ECS8 39,06 >512  >5000 0,03125 0,25
Escherichia coli Cepa padréao EAEC 39,06 >512  >5000 0,0625 0,125
Escherichia coli Urina ECIR 39,06 >512  >5000 32 0,125
Escherichia coli Urina EC2R 78,12 >512  >5000 16 0,125
Klebsiella pneumoniae  ATCC 600703 KLAT 156,25 >512  >5000 0,25 0,125
Klebsiella pneumoniae Urina KL1S 78,12 >512  >5000 0,125 0,125
Klebsiella pneumoniae Urina KL2S 78,12 >512  >5000 >32 0,125
Klebsiella pneumoniae Urina KL1B 39,06 >512  >5000 >32 >16
Klebsiella pneumoniae Urina KL2B 39,06 >512  >5000 >32 0,125
Klebsiella pneumoniae Urina KL2M 39,06 >512  >5000 0,03125 0,25
Proteus mirabilis ATCC 29906 PRAT 625 >512  >5000 0,03125 0,5
Proteus mirabilis Urina PRS1 625 >512  >5000 0,03125 1
Proteus mirabilis Urina PRS4 78,12 >512  >5000 0,03125 1
Proteus mirabilis Urina PRS6 625 >512  >5000 0,5 1
Proteus mirabilis Urina PRMR1 625 >512  >5000 16 1
Proteus mirabilis Urina PRMR2 625 >512  >5000 0,25 16

6.3 Efeito do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos moduladores de
quorum sensing curcumina e furaneol sobre a formagcéo de biofilmes por E. coli, K.
pneumoniae e P. mirabilis

Foi utilizado para todos os isolados a CIM encontrada no teste de sensibilidade a
clorpromazina (Tabela 2) e duas concentra¢fes subinibitorias (CIM, CIM/2 e CIM/4).
A clopromazina, na maior concentracdo, reduziu significativamente, em 53,92%, a
biomassa dos biofilmes em formacdo, em relacdo ao controle de crescimento (Gréfico
4).
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Separando a andlise por espécies, observou-se um desvio padrdo (DP) elevado,
em decorréncia da heterogeneidade de comportamento dos diferentes isolados, tanto no
tocante a habilidade de formar biofilmes, quanto na resposta aos compostos. Observou-
se que a heterogeneidade da habilidade de formacdo de biofilmes ocorre ndo so entre
espécies, como também entre cepas. Mesmo em concentragdes inibitdrias, a CPZ inibe a
formacéo de biofilmes por K. pneumoniae e P. mirabilis, embora para a E. coli, a
inibicdo aconteceu apenas na maior concentracdo. Entretanto, de maneira geral, a

clorpromazina inibe a formacao de biofilmes (Gréfico 4).

Gréfico 4 — Efeito do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina (CPZ) sobre a
formacdo de biofilmes por Escherichia coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e
Proteus mirabilis (n=6). Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia

da biomassa, mensurada pela coloragdo com cristal violeta.
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As maiores concentragdes utilizadas para os ensaios com a curcumina e furaneol
foram de 512 pM e 5.000 pM, respectivamente, por ndo terem sido encontradas as
CIMs para cada composto no teste de sensibilidade.

De modo geral, o0 modulador de quorum sensing curcumina inibiu a formacéo de
biofilmes nas concentragdes de 512 e de 51,2 uM. Porém, so6 foi significativamente
efetiva contra E. coli na maior concentracdo de curcumina, quando comparados ao
controle. Os demais ndo demonstraram reducdo significativa ou demonstraram uma
discreta reducdo (Gréfico 5).

Gréfico 5 — Efeito do modulador de quorum sensing curcumina (CUR) sobre a
formacéo de biofilmes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis.
Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia da biomassa, mensurada

pela coloracdo com cristal violeta.
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J& com o modulador de quorum sensing furaneol, de maneira geral, ndo foi
observada reducdo estatisticamente significativa. Avaliando as espécies de forma
isolada, o furaneol confirmou o que ja foi demonstrado na avaliacdo geral, nenhuma
reducdo significativa foi observada (Grafico 6).

Gréfico 6 — Avaliacdo do modulador de quorum sensing furaneol (FUR) sobre a
formacéo de biofilmes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis.
Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia da biomassa, mensurada

pela coloracdo com cristal violeta.
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6.4 Avaliacéo do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos moduladores de
quorum sensing curcumina e furaneol sobre biofilmes maduros de E. coli, K.
pneumoniae e P. mirabilis

A mesma concentracdo utilizada para avaliar a acdo do composto sobre a
formacdo de biofilmes pelos isolados foi tambem utilizada para avaliar sua acdo sobre
biofilmes maduros. Para a clorpromazina, de maneira geral, a maior concentracdo do
composto causou uma reducdo significativa (P<0,05) de 28,57% da biomassa dos
biofilme maduros, porém, avaliando isoladamente cada espécie, os isolados de E. coli
demonstraram uma reducgdo significativa na menor concentracdo (10 pg/mL) e os
isolados de P. mirabilis demonstraram, tanto na maior concentragcdo (625 pg/mL),
quanto na concentracdo intermediaria (312,5 pg/mL), uma reducdo estatisticamente
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significativa da biomassa, quando comparados ao controle. Por outro lado, a menor
concentragdo (156 pg/mL) utilizada contra os biofilmes de P. mirabilis causou o
contrario do observado nas maiores concentracdes, ndo apresentou diferenca quando

comparada ao controle (Grafico 7).

Gréfico 7 — Efeito do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina (CPZ) sobre
biofilmes maduros de Escherichia coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e Proteus
mirabilis (n=6). Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia da
biomassa, mensurada pela coloragdo com cristal violeta.
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Para os compostos curcumina e furaneol, também foram utilizadas as mesmas
concentrag0es. De maneira geral, a curcumina causou uma reducdo significativa
(P<0,05) na maior concentracdo utilizada (512 pM) quando comparada ao controle de
crescimento (Grafico 8). Quando analisamos as espéecies separadamente, observaram-se
diferencas somente para P. mirabilis, de forma que a curcumina reduziu o biofilme
tanto na maior concentragdo (512 puM), quanto na concentracdo intermediaria (51,2

KM). Os isolados de E. coli e K. pneumoniae ndo apresentaram reducéo.

Gréfico 8 — Efeito do modulador de quorum sensing curcumina (CUR) sobre biofilmes
maduros de Escherichia coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e Proteus mirabilis
(n=6). Dados expressos como média e desvio padrdo da absorbancia da biomassa,

mensurada pela coloracdo com cristal violeta.
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Por dltimo, o furaneol ndo induziu reducdo significativa na biomassa dos
biofilmes, apds a exposic¢do as concentracdes testadas, quando comparadas ao controle
(Gréafico 9), porém, separando e analisando as espécies isoladamente, percebemos uma
reducdo significativa, somente para os isolados de E. coli, ap6s exposi¢cdo a maior

concentragédo (5000 puM).

Grafico 9 — Efeito do modulador de quorum sensing furaneol (FUR) sobre biofilmes
maduros de Escherichia coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e Proteus mirabilis
(n=6). Dados expressos como media e desvio padrdo da absorbéncia da biomassa,
mensurada pela coloracdo com cristal violeta.
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6.5 Concentragdo inibitoria minima em biofilme (CIMB) e concentracéo

eliminatéria minima (CEMB) do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina, dos

moduladores de quorum sensing e dos antimicrobianos aos isolados do estudo

A clorpromazina apresentou CEMBs que variaram de 312,5 - 625 pug/mL contra

biofilmes de E. coli, K e pneumoniae e de 312,5 - 1.250 pg/mL contra biofilmes de P.

mirabilis. O meropenem apresentou CEMBs que variaram de 32 - >128ug/mL contra

biofilmes de E. coli, K. pneumoniae e contra P. mirabilis o CEMB foi maior

>128ug/mL para todos os isolados (Tabela 3).

Tabela 3 — Sensibilidade dos biofilmes de Escherichia coli (n=6), Klebsiella

pneumoniae (n=6) e Proteus mirabilis (n=6) a clorpromazina (CPZ), ciprofloxacina
(CIP) e meropenem (MER).

Bactéria® Origem Codigo CIMB CEMB
CIP MER CpPz CIP MER
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Escherichia coli ATCC 25922 ECAT - 32 625 78,12 64

Escherichia coli Urina ECS5 128 - 625 625 32

Escherichia coli Urina ECS8 128 16 3125 3125 32
Escherichia coli Cepa padrédo EAEC 128 128 625 312,5 >128
Escherichia coli Urina ECIR - - 625 >625 >128
Escherichia coli Urina EC2R - - 625 >625 >128
Klebsiella pneumoniae ATCC 600703 KLAT - - 625 >625 >128

Klebsiella pneumoniae Urina KL1S - 16 625 >625 32
Klebsiella pneumoniae Urina KL2S - - 3125  >625 >128
Klebsiella pneumoniae Urina KL1B - - 625 >625 >128
Klebsiella pneumoniae Urina KL2B - 128 625 >625 >128
Klebsiella pneumoniae Urina KL2M - 128 312,5 >625 >128
Proteus mirabilis ATCC 29906 PRAT - - 1.250 >625 >128
Proteus mirabilis Urina PRS1 - - 1.250 >625 >128
Proteus mirabilis Urina PRS4 - - 312,55 >625 >128
Proteus mirabilis Urina PRS6 - - 1.250 >625 >128
Proteus mirabilis Urina PRMR1 - - 1.250 >625 >128
Proteus mirabilis Urina PRMR2 - - 1.250 >625 >128

- Ndo apresentou atividade inibitéria minima.
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As CEMBs da clorpromazina foram, pelo menos, 2x maior que as CIMs na

forma planctonica de cada isolado testado. A maior diferenca foi entre os isolados de E.

coli e K. pneuumoniae, apresentando CEMBs até 93,7% superiores as CIMs (Gréfico
10).

Gréfico 10 — Concentraces inibitdrias minimas (CIMs) e concentracfes eliminatorias

minimas sobre o biofilme (CEMBS) da clorpromazina contra isolados de Escherichia
coli (n=6), Klebsiella pneumoniae (n=6) e Proteus mirabilis (n=6).
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6.6 Teste de toxicidade

Os compostos curcumina e clorpromazina ndo apresentaram toxicidade em
nenhuma das concentracdes testadas, como demonstra a tabela abaixo (Tabela 4). O
furaneol foi o Gnico composto que demonstrou toxicidade, apresentando um Clsg de
61,82 uM.

Tabela 4 — Atividade citotdxica in vitro dos compostos. Valores de Clsp e 0 intervalo de
confianca de 95% realizado pelo teste de rezasurina na linhagem de fibroblasto de

pulmao de origem humana apés 72 horas de exposicao.

COMPOSTO CONCENTRACOES  LINHAGEM 'le;#q'lw
FURANEOL 61.82 LM
78,125 — 5000M MRCS 080 ba.60)
CURCUMINA 8512 UM MRC5 ND
CLOPROMAZINA 322048 pg/mL MRC5 ND

ND: Néo determinado
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6.7 Impregnagdo dos fragmentos de cateter com clorpromazina, curcumina e
furaneol

Apols o processo de impregnacdo, os fragmentos foram encaminhados para
analise na Central Analitica da UFC. Nas imagens obtidas com 0 MEV, é possivel notar
uma diferenca na superficie dos cateteres impregnados quando comparados ao cateter
ndo submetido a impregnacdo, mas dilatados com o cloroférmio (Figura 5). Os graficos
obtidos com o EDS (Figura 6) mostram a presenca de uma grande quantidade de
carbono, elemento abundante nos compostos utilizados, aderida a superficie, em relacdo
a quantidade do mesmo elemento no grafico do controle.
Figura 6 — Imagens obtidas por MEV dos fragmentos de cateter impregnados ou nédo
com clorpromazina, curcumina e furaneol: a) Fragmentos dilatados com cloroférmio,
ndo impregnados (Controle), b) Fragmentos impregnados com CUR (1.024 puM), c)
Fragmentos impregnados com furaneol (10.000 uM) e d) Fragmentos impregnados com
clorpromazina (400 pg/mL). Observar que os fragmentos de cateteres impregnados com
curcumina (b) e furaneol (c) apresentam uma maior irregularidade na superficie quando
comparados com o controle (a), ja os fragmentos impregnados com clorpromazina (d),

possuem uma maior similaridade de superficie com o controle (a).
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Figura 7 — Imagens dos graficos obtidos a partir da analise das imagens geradas pelo MEV dos fragmentos de cateter impregnados ou ndo com
clorpromazina, curcumina e furaneol: a) Fragmentos dilatados com cloroférmio, mas ndo impregnados (controle), b) Fragmentos impregnados
com curcumina, ¢) Fragmentos impregnados com furaneol e d) Fragmentos impregnados com clorpromazina. Observar a disparidade do pico do

carbono dos graficos b, ¢ e d quando comparados com o controle (a), indicando uma maior presenca de carbono na superficie dos fragmentos

impregnados.

a)
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O composto utilizado se distribuiu por todo o material durante o processo e ndo
sO na superficie. Porém, diferente do outro grupo de pesquisadores (FISHER et al.,
2015), conseguimos observar a impregnacao da superficie dos fragmentos com auxilio
do EDS associado ao MEV e, também, cortando os cateteres pds-impregnacdo (Figuras
8 e 9), pois, gracas a cor caracteristica de um dos compostos, a curcumina, a
visualizagdo da impregnacdo se tornou possivel a olho nu para esse composto.

Figura 8 — Imagens representativas dos fragmentos de cateter impregnados com
curcumina e furaneol: a) Fragmentos dilatados com cloroférmio, mas ndo impregnados
(controle), b) Fragmentos impregnado com furaneol (esquerda) e curcumina (direita),

observar a coloracdo laranja do cateter impregnado com curcumina.

a) b)

o

’

Figura 9 — Imagens representativas dos fragmentos de cateter impregnados com

furaneol e curcumina, respectivamente, cortados transversalmente.

¢
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6.8 Acdo do inibidor de bomba de efluxo clorpromazina e dos moduladores de
qguorum sensing curcumina e furaneol, impregnados em fragmentos de cateter, na
formacao de biofilmes por E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis

A curcumina e o furaneol promoveram uma maior formacdo de biofilme nos
fragmentos impregnados, quando comparados ao controle, em todas as espécies
(Gréfico 11).

Grafico 11 — Efeito da impregnacdo de cateteres demora com curcumina e furaneol
sobre a formacdo de biofilmes por E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis. Dados
expressos como média e desvio padrdo da contagem de ufcs por cateter de todos

isolados.
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A clorpromazina reduziu significativamente (P<0,05) a formacédo de biofilmes
nos fragmentos impregnados, quando comparados ao controle ndo impregnado (Grafico
12).

Gréfico 12 — Efeito da impregnacéo de cateteres de demora com clorpromazina sobre a
formacéo de biofilmes por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis,
isoladamente. Dados expressos como média e desvio padrdo da contagem de ufcs por

cateter.
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Em alguns casos, a CPZ inibiu totalmente a formacdo de biofilmes, como nos
isolados de E. coli (ECAT e EAEC) e em um isolado do P. mirabilis (PRAT), como
demonstrado pela reducéo significativa de 100% na contagem, conforme expressas no
gréfico (Graficos 13) e visualizadas nas imagens abaixo (Figura 10). Os trés isolados
de K. pneumoniae incluidos no ensaio apresentaram diferentes resultados, a cepa ATCC
(KLAT) ndo demonstrou redugdo da contagem em nenhuma das dilui¢des, j& o isolado
clinico sensivel (KL1S) e o isolado clinico multirresistente (KL2M) demonstraram uma
reducdo estatisticamente significativa nas diluicdes da suspensdo bacteriana do

fragmento impregnado quando comparado ao controle ndo impregnado.

Grafico 13 — Efeito da impregnacdo de cateteres de demora com clorpromazina sobre a
formacéo de biofilmes por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis.
Dados expressos como média e desvio padrdo da contagem de ufcs por cateter em
porcentagem.
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Figura 10 — Imagens representativas da contagem de unidades formadoras de col6nias (ufc) por fragmentos de cateter impregnados com
clorpromazina (400 pug/mL) ou ndo impregnados (controle). 1) Contagem de ufc de Escherichia coli em fragmento de cateter ndo impregnado (a)
e impregnado (b), nas dilui¢bes 1:1.000 e 1:10.000, respectivamente. 2) Contagem de ufc de Proteus mirabilis em fragmento de cateter ndo
impregnado (a) e impregnado (b), nas diluicdes 1:1.000 e 1:10.000, respectivamente. Observar que em todas as dilui¢cbes dos fragmentos
impregnados (b) a inibi¢do é total quando comparada ao controle (a).

il a) Controle b) Clorpromazina

a) Controle b) Clorpromazina
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6.9 Acdo de antimicrobianos sobre biofilmes maduros de E. coli, K. pneumoniae e
P. mirabilis formados em fragmentos de cateteres impregnados ou ndo com
clorpromazina

A clorpromazina, impregnada nos fragmentos de cateter, reduz a formacéo de
biofilmes, mas na presenca de antimicrobianos, a reducdo € ainda maior, como podemos
observar no Gréafico 14. O meropenem, no meio de cultura com fragmentos nédo
impregnados, tem um efeito estatisticamente semelhante com o da clorpromazina
impregnada no cateter. Entretanto, quando colocado em contato com biofilmes
formados sobre o cateter impregnado com clorpromazina, esse efeito é potencializado e
uma maior reducdo de ufc é observada. Ja a ciprofloxacina, no meio de cultura com
fragmentos ndo impregnados, reduz significativamente os biofilmes, quando comparada
ao controle, mas a ciprofloxacina, no cateter impregnado com clorpromazina, apresenta
uma atividade antimicrobiana mais acentuada, se assemelhando aquela do meropenem
sobre o cateter ndo impregnado.
Gréfico 14 — Efeito de antimicrobianos meropenem (MER) e ciprofloxacina (CIP)
sobre biofilmes maduros de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus
mirabilis formados em fragmentos cateteres impregnados ou ndo com clorpromazina
(CPZ). Dados expressos como média e desvio padrdo da contagem de ufcs relativa ao
controle (cateter ndo impregnado, sem antimicrobiano). Letras diferentes representam

resultados estatisticamente distintos.
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6.10 Analise da microscopia confocal dos biofilmes de E. coli, K. pneumoniae e P.
mirabilis formados em fragmentos de cateteres impregnados com clorpromazina,
combinados ou ndo com antimicrobianos.

A analise das imagens por microscopia confocal, de modo geral, revelaram uma
menor formagdo de biofilme em fragmentos impregnados quando comparados aos
controles ndo impregnados, evidenciando o que ja foi descrito anteriormente. Além
disso, podemos visualizar também uma menor viabilidade celular em biofilmes
formados nos fragmentos impregnados (KL1S e PRAT) (Figura 11).

Ademais, a anélise da microscopia confocal demonstrou que a impregnacdo CPZ
reduziu significativamente (P <0,05) a espessura méxima, biomassa e espessura média
da biomassa de biofilmes maduros, e induziu um aumento significativo (P <0,05) no
coeficiente de rugosidade do biofilme (Grafico 15), quando comparado ao fragmento de
cateter ndo impregnado. Estes resultados juntos demonstram que a impregnacdo CPZ

dificulta o crescimento de biofilmes robustos em cateteres urinarios.

Grafico 15 — Analise da microscopia confocal de biofilmes maduros de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis crescidos em cateteres impregnados
com clorpromazina (CPZ). Controle de crescimento: fragmento de cateter néo
impregnado. Dados expressos como média e desvio padrdo dos valores obtidos para 0s
seguintes parametros: espessura maxima, biomassa, espessura média da biomassa,
coeficiente de rugosidade (adimensional) e relacdo superficie: volume. *indica
diferengas estatisticamente significativas entre cateteres impregnados com CPZ e

controle n&o impregnado (P <0,05).

501 2.5+
404 O Controle

* .
30 l 2,01 * Il Clorpromazina

20 -

10

[T
il

1.0 4

] T 1

‘ 0.5
T 0.0 T T
| [ \ | L |
Espessura Biomassa Espessura Coeficiente de Relacio
Maxima (um) Meédia da Rugosidade area: volume
(nm) Biomassa (adimensional) (nm?*pm?)

(pum)



72

Figura 11 — Biofilmes maduros de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis crescidos em fragmentos de cateteres
impregnados com clorpromazina (CPZ). Observar a reducdo global na quantidade de células vivas (pontos verdes) aderidas ao cateter
impregnado com CPZ, quando comparado com o controle de crescimento ndo impregnado. Para E. coli ATCC 25922, ndo foram observadas
células vivas na superficie do cateter impregnado com CPZ. KL1S: isolado clinico sensivel a antimicrobianos de K. pneumoniae da urina.

Ampliacdo de 600X, escala de 50 pm, imagens geradas com laser de 488 nm (SYTQ9). Pontos vermelhos indicam células inviaveis ou mortas.

E coliATCC 25922 KL 1S K, pneumoniac P mirabilis ATCC _

Controle

CPZ
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7. DISCUSSAO

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos, estratégias
estdo sendo desenvolvidas para combater infeccdes e minimizar as pressoes seletivas que
levam ao surgimento de resisténcia antimicrobiana (JORGE; LOURENCO; PEREIRA, 2012;
ALTERIIS et al., 2018). A expressdo da bomba de efluxo e a formacdo de biofilme, ambas
coordenadas por quorum sensing, estdo diretamente associadas ao desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos de uso clinico. Além disso, a formacéao de biofilme em cateteres
vesicais de demora é a principal causa de ITU relacionada a IRAS (KART et al., 2017).

Nesse contexto, o redirecionamento de farmacos e a utilizacdo de compostos naturais
tém se mostrado eficazes estratégias para superar 0s mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, considerando que esses compostos redirecionados podem atuar em
moléculas diferentes daquelas moléculas alvo dos antibi6ticos classicos. A CPZ, por exemplo,
€ um agente antipsicético fenotiazinico que também apresenta propriedades antimicrobianas,
possivelmente por inibir as bombas de efluxo e alterar a permeabilidade da membrana celular.
Sabe-se que a CPZ, em concentrag¢fes sub-inibitorias, inibe as bombas de efluxo, sem causar
morte bacteriana. Essas bombas de efluxo sdo comumente superexpressas quando 0S
microrganismos estdo na forma de biofilme, e sdo responsaveis pela expulsdo de compostos
toxicos para 0 meio extracelular, atuando como importantes mecanismos de defesa dos
biofilmes. Assim, inibir a atividade dessas bombas parece ser uma estratégia plausivel para
controlar o crescimento do biofilme (SIDRIM et al., 2017; DASTIDAR et al., 2013;
AMARAL; LORIAN, 1991; SUN; DENG; YAN, 2014).

Além disso, o sistema de comunicacdo quorum sensing depende da expressdo e
funcionamento das bombas de efluxo, pois elas participam ativamente da extrusdo das Als
responsaveis por sinalizar as acdes coordenadas por esse sistema. Assim, compostos que
atuam no quorum sensing, como a curcumina e o furaneol, ou na inibicdo de bombas de
efluxo, podem interferir na formacao de biofilmes (SUBHADRA et al., 2018; SIDRIM et al.,
2017).

Em nosso estudo, as CIMs de CPZ apresentaram variacdo intraespecifica e
interespecifica, variando de 39,06 a 625 pg/mL. Isso pode estar associado a inclusdo de
isolados clinicos com perfil de sensibilidade antimicrobiana variado, como mostrado pelas
amplas CIMs obtidas para CIP (0,008 - 32 pg/mL) e MER (0,06 - >16 pg/mL). Resultados

semelhantes foram demonstrados por estudos anteriores. Dastidar et al. (2013), por exemplo,
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descreveram variadas CIMs de CPZ contra bactérias Gram negativas, variando de 25 - 100
pg/mL, que foram um pouco inferiores as encontradas no presente estudo. Em outro estudo,
0s autores demonstraram que o CPZ a 60 pg/mL inibiu completamente o crescimento da E.
coli ATCC 25922, o que estd de acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa
(AMARAL; LORIAN, 1991). Jad a CUR e o FUR, ndo apresentaram CIMs para henhum dos
isolados testados, ndo mostrando uma coeréncia com estudos ja publicados. Em um estudo de
Mahady et al. (2002), a CUR foi capaz de inibir o crescimento de isolados de Helicobacter
pylori em uma concentracdo que variava entre 6,25 a 50 pg/mL. J4 o FUR apresentou CIMs
que variaram entre 40 a 120 pg/mL, sendo que nesse estudo com FUR, foram incluidas
bactérias Gram positivas e Gram negativas, como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococcus sp. e Escherichia coli, com diferentes perfis de sensibilidade,
semelhante ao nosso estudo (SUNG et al., 2007).

Quanto aos efeitos da CPZ em biofilmes maduros, os valores obtidos contra os
isolados testados foram mais homogéneos que os valores de CIM de CPZ, mas os CEMBs
foram significativamente maiores que os de CIMs. Os CEMBs foram, pelo menos, duas vezes
maiores que as CIMs, como observado contra algumas cepas de P. mirabilis, e até 15 vezes
mais alto contra os outros isolados avaliados. Diversas pesquisas mostraram que essa
diminuicdo na sensibilidade a farmacos esta associada a diversos fatores, como a estrutura do
biofilme em si, a presenca da matriz extracelular do biofilme, que protege as células
microbianas imersas nele e as diferencas na expressdo génica, levando a diferencas
fenotipicas entre os genes das células plancténicas e sésseis (OLSON et al., 2002). Neste
contexto, sabe-se que os biofilmes sdo até 1.000 vezes menos sensiveis a agentes
antimicrobianos do que suas formas planctonicas (OLSON et al., 2002; CASTANEDA et al.,
2016). Além disso, a resisténcia antimicrobiana do biofilme também estd associada a maior
atividade de efluxo, levando ao aumento da extrusdo do meio intracelular, o que diminui a
eficacia dos antimicrobianos (SINGH et al., 2017). E importante enfatizar que as bombas de
efluxo também desempenham papéis fisiologicos importantes, como a protecdo de células
microbianas de compostos tdxicos dentro da estrutura do biofilme e a liberacdo de moléculas
autoindutoras envolvidas no quorum sensing (SUN; DENG; YAN, 2014).

J& para a acdo da CPZ na formacéo de biofilmes, ela ndo s6 inibiu o crescimento in
vitro de todas as espécies testadas, como também, em concentra¢Ges subinibitdrias, reduziu a
biomassa de biofilmes, corroborando os relatos anteriores sobre os inibidores da bomba de

efluxo e destacando o papel essencial das bombas de efluxo para o desenvolvimento de
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biofilmes (KVIST; HANCOCK; KLEMM, 2008; SINGH et al., 2017). Considerando que as
CAUTIs sdo uma das mais prevalentes das IRAS e que a formacdo de biofilme nos cateteres
vesicais dificulta o sucesso do tratamento dessas infeccbes, levando a grandes perdas
econbmicas (KART et al., 2017). Assim, o efeito da CPZ no crescimento de biofilmes é de
extrema importancia para esta pesquisa, pois 0 objetivo de impregnacao de cateteres vesicais,
é controlar a formacé&o de biofilme por uropatégenos.

Paralelamente, para a CUR, houve uma reducdo significativa somente na maior
concentracédo utilizada (512 puM), corroborando estudos anteriores que demonstraram que a
utilizacdo de lipossomas de CUR inibiu a formacdo de biofilmes, producdo de sideréforos e
de outros fatores de viruléncia inibindo o quorum sensing (DING et al., 2017). Porém, o FUR
ndo apresentou a acdo esperada, com resultados contrastantes com estudos prévios que
observaram a reducdo de biofilmes (CHOI et al., 2014).

Além disso, foi realizado um ensaio de toxicidade, utilizando células MRC-5,
demonstrando que a CPZ e a CUR ndo eram citotoxicos, no intervalo de concentragdo testado
(32 — 2.048 pg/mL e 8 — 512 uM, respectivamente), mas que o FUR apresentou citotoxidade
nas concentrac@es testadas acima de 61.82 uM. Assim, ap6s a obtencdo desses resultados in
vitro, decidimos investigar a aplicabilidade da impregnacéo por cateter.

Nesta pesquisa, o protocolo de impregnacao de cateter descrito por Fisher et al. (2015)
foi utilizado com algumas modificacdes. A impregnacdo ocorreu com sucesso, conforme
demonstrado pela analise do EDS, que demonstrou uma grande quantidade de atomos de
carbono aderidos a superficie dos fragmentos do cateter. Esta metodologia MEV-EDS foi
usada anteriormente, demonstrando a impregnacdo bem sucedida de cateter com nitrato de
prata (WANG et al., 2015). Porém, diferente do estudo do Fisher et al. (2015) e do Wang et
al. (2015), a impregnacdo tambem pdde ser comprovada, pelo menos para um dos compostos
utilizados, gracas a sua cor caracteristica. A CUR possui uma cor alaranjada forte que ap6s a
impregnacdo, mudou a cor original dos fragmentos impregnados com ela, deixando eles
corados de laranja. 1sso serviu como mais uma comprovacao de que o método foi realmente
eficaz. Outra constatacdo que nosso estudo demonstrou foi que, a impregnagdo com a CUR e
o0 FUR, modificou de forma abrupta a superficie dos fragmentos e que a impregnacdo com a
CPZ demonstrou o contrario, ndo alterando drasticamente a superficie do material.

Em seguida, foram utilizados cateteres impregnados para avaliar a formacdo de
biofilme. Os fragmentos impregnados com CUR e FUR, demonstraram um comportamento

oposto ao esperado, promovendo uma maior formacdo de biofilmes nos fragmentos
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impregnados. Podemos supor que esse comportamento pode ser explicado pela alteragcdo na
superficie dos fragmentos, auxiliando uma maior adesdo dos micro-organismos, visto que
estudos anteriores usando essa técnica ndo deformaram a superficie do material impregnado e
obtiveram 6timos resultados na inibicdo da formacdo de biofilmes (FISHER et al., 2015).
Porém, mais estudos necessitam ser realizados para comprovar tal sugestao.

Os fragmentos de cateter vesical impregnados com CPZ demonstraram que essa
abordagem reduziu significativamente a aderéncia bacteriana aos dispositivos, chegando a
100% de inibicdo, levando a uma diminuicgéo significativa da biomassa e da espessura dos
biofilmes, como demonstrado no ensaio biologico e nas imagens obtidas por microscopia
confocal. Além disso, a impregnacdo com CPZ também aumentou o coeficiente de rugosidade
dos biofilmes, demonstrando que essas estruturas bacterianas sdo menos homogéneas e
robustas em cateteres impregnados (SIDRIM et al., 2017). Curiosamente, ndo apenas a
impregnacdo com CPZ reduziu a adesdo bacteriana aos cateteres, mas também reduziu o
crescimento do biofilme em placas de poliestireno onde os ensaios foram conduzidos (dados
ndo mostrados), demonstrando que o CPZ também ¢ liberado dos cateteres, exercendo sua
atividade antimicrobiana. Outros estudos avaliando os efeitos da impregnacéo de cateteres
com antimicrobianos, agentes antissépticos ou ambos também mostraram resultados
promissores (FISHER et al., 2015; KVIST; HANCOCK; KLEMM, 2008). No entanto, tem
sido discutido que a exposicdo continua a agentes antimicrobianos exerce uma pressao
seletiva sobre as comunidades microbianas, levando ao surgimento de resisténcia
antimicrobiana (PLACHOURAS et al., 2018). Em contraste, 0 CPZ ndo é um farmaco
antimicrobiano e ndo atua sobre moléculas alvo de agentes antibacterianos classicos, podendo,
portanto, ndo contribuir para o surgimento de resisténcia antibacteriana.

Estudos anteriores relatam que os inibidores da bomba de efluxo n&o apenas
apresentam atividade antibiofilme, mas também interagem sinergicamente com agentes
antimicrobianos, aumentando a sensibilidade microbiana a farmacos e, potencialmente,
auxiliando no tratamento de infecgdes (COUTINHO et al., 2010; SIDRIM et al., 2017). A
CIP e MER foram incluidos no presente estudo para avaliar seu efeito nos biofilmes
cultivados em cateteres impregnados com CPZ, por serem 0s principais farmacos utilizados
no tratamento da ITU e um dos mais utilizados em unidades de terapia intensiva,
respectivamente. Tanto CIP quanto MER isolaram significativamente biofilmes maduros em
cateteres ndo impregnados, mas a CIP foi estatisticamente menos efetiva que a impregnacgéo

de MER e CPZ. Quanto a combinacgdo de CIP ou MER com CPZ, os cateteres impregnados
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aumentaram significativamente a atividade antibiofilme de ambos os antimicrobianos.
Considerando gue a inibicdo da bomba de efluxo prejudica a formacéo do biofilme e perturba
o0s biofilmes maduros (SUN; DENG; YAN, 2014; SIDRIM et al., 2017), a impregnagdo com
CPZ potencializa a atividade antibiofilme da CIP e MER, possivelmente porque altera a
estrutura do biofilme, tornando-a mais permeével aos farmacos, evidenciada pelos achados da
analise CLSM. Além disso, a inibicdo do efluxo aumenta a sensibilidade microbiana a certas
drogas, especialmente aquelas que sdo substratos para bombas de efluxo, pois permite que
haja uma maior concentragdo do farmaco no interior da célula microbiana (MUSUMECI et
al., 2003).

Assim, a demanda por novas estratégias terapéuticas apoia a aplicacdo do
redirecionamento de farmacos para combater infec¢bes relacionadas ao biofilme. Nesse
contexto, o uso de inibidores da bomba de efluxo aumenta a suscetibilidade do biofilme aos
antimicrobianos, aumentando, assim, sua eficacia (SIDRIM et al., 2017).
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8. CONCLUSOES

A partir desse estudo, foi possivel evidenciar que:

Com o intuito de promover uma maior formacéao de biofilmes, a padronizacdo do meio
de cultura, da concentragcdo e tempo de preparo do indculo e do tempo de formagdo do
biofilme, possibilita formar biofilmes mais robustos para os ensaios utilizando os compostos e
os fragmentos de cateter.

Este estudo demonstra que a curcumina e a clorpromazina sdo capazes de inibir a
formagéo de biofilmes e desestruturam biofilmes maduros de E. coli, P. mirabilis e K.
pneumoniae;

Concluimos também que, a clorpromazina, impregnada em cateteres vesicais de
demora, é capaz de reduzir a formacdo de biofilme por Enterobacteriaceae associada a
infeccdo do trato urinério e potencializam a atividade antibiofilme de CIP e MER.

Esses achados trazem perspectivas para o uso da clorpromazina como adjuvante na

prevencdo e tratamento de infeccao do trato urinario associado a cateter.
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