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RESUMO

Burkholderia pseudomallei é um patégeno bacteriano Gram-negativo, saprofitico,
encontrado no solo e &gua de regides tropicais e subtropicais, inclusive o Nordeste do
Brasil. E o agente causal da melioidose e produz diversos fatores de viruléncia, incluindo
biofilmes, proteases e sider6foros, os quais contribuem para sua patogenicidade.
Ademais, é uma bactéria intrinsecamente resistente a muitos antibioticos, o que dificulta
0 tratamento. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito do biossurfactante
ramnolipidio (9,765-5000 pg/mL), do inibidor de bombas de efluxo carbonilcianeto m-
clorofenil-hidrazona (CCCP; 1-512 pM), dos inibidores de quorum sensing curcumina (1-
512 puM) e furaneol (9,77-5000 pM) e da molécula de quorum sensing octanoil
homosserina lactona (8HSL; 0,05-100 pM) sobre a sensibilidade antimicrobiana, a
dindmica de formacdo e manutencdo de biofilmes e a viruléncia de Burkholderia
pseudomallei. Para tanto, foram utilizadas 16 cepas de B. pseudomallei (8 clinicas e 8
ambientais) isoladas no estado do Ceara. Os experimentos seguiram as seguintes etapas:
1) avaliacdo da sensibilidade das cepas na forma plancténica e de biofilmes aos
antimicrobianos e compostos isolados ou combinados; 2) investigacdo dos efeitos dos
compostos sobre a formagdo e manutencdo de biofilmes; 3) avaliacdo dos efeitos dos
compostos sobre a producdo de proteases e de sideroforos pelas cepas em ambas as
formas de crescimento. Para tanto, as seguintes drogas foram utilizadas: doxiciclina
(DOX), meropenem (MER), ceftazidima (CAZ), amoxicilina-clavulanato (AMC) e
trimetoprim-sulfametoxazol (TSX). Assim, quando o ramnolipidio foi combinado com as
drogas antibacterianas, esse causou reducdes significativas (P<0,05) nas concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) para MER, CAZ e SXT contra o crescimento planctonico, e
reducles significativas (P<0,05) nas concentracfes eliminatérias minimas do biofilme
(CEMB) de MER e AMC. No tocante ao CCCP, observou-se uma reducéo (P<0,05) nas
CIMs de MER e CAZ e um aumento (P<0,05) na CIM de AMC e uma reducéo (P<0,05)
nas CEMBs de MER, AMC e TSX. A curcumina, furaneol e 8HSL reduziram (P<0,05) as
CIMs de DOX, MER e CAZ, mas, aumentaram (P<0,05) as CIMs de AMC. Ademais,
curcumina reduziu (P<0,05) CEMB de AMC, enquanto furaneol e 8HSL reduziram
CEMBs de MER e AMC. Posteriormente, avaliou-se o efeito dos compostos sobre a
formacdo de biofilmes e observou-se também que ramnolipidio e 8HSL n&o interferiram
na formacdo de biofilmes de B. pseudomallei. Por outro lado, CCCP (128 uM),
curcumina (51,3 uM) e furaneol (500 e 5000 uM) reduziram (P<0,05) a formacdo de
biofilmes por esse micro-organismo. Nesse sentido, quanto aos efeitos sobre os biofilmes
maduros, ramnolipidio (78 e 780 pg/mL), CCCP (67, 133 e 530 uM), curcumina (51,2 e
512 uM) e furaneol (500 e 5000 uM) reduziram (P<0.05) a biomassa dos biofilmes,
enquanto 8HSL (78 pM) aumentou a biomassa dos biofilmes maduros. Em relacdo a
producdo de fatores de viruléncia, observou-se que, de maneira geral, o ramnolipidio
aumentou (P<0.05) a produgéo de proteases. CCCP, curcumina e furaneol reduziram
(P<0.05) a producéo na forma planctonica durante a formacéo de biofilmes e no biofilme
maduro, enquanto a 8HSL reduziu (P<0,05) a producéo de proteases pelos biofilmes em
formacdo, mas aumentou (P<0,05) pelos biofilmes maduros. Quanto aos sideroforos,
ramnolipidio, CCCP, curcumina e 8HSL aumentaram (P<0,05) a produgdo de
sideroforos, enquanto o furaneol reduziu (P<0,05). Diante do exposto, ramnolipidio,
CCCP, curcumina e furaneol reduzem a biomassa de biofilmes de B. pseudomallei,
sensibilizando-os as drogas antimicrobianas e interferindo com a producdo de fatores de
viruléncia. Esses resultados demonstram diferentes estratégias para a modulacdo de
biofilmes de B. pseudomallei que podem vir a ser utilizadas no tratamento da melioidose.

Palavras-chave: Burkholderia pseudomallei; Ramnolipideo; CCCP; Curcuming;
Furaneol; 8HSL; Biofilmes; Proteases; Sideroforos.



ABSTRACT

Burkholderia pseudomallei is a Gram-negative, saprophytic bacterial pathogen found in
soil and water in tropical and subtropical regions, including Northeast Brazil. It is the
causal agent of melioidosis and produces several virulence factors, including biofilms,
proteases and siderophores, which contribute to its pathogenicity. In addition, it is a
bacterium intrinsically resistant to many antibiotics, which makes treatment difficult. In
this context, the objective was to evaluate the effect of the biosurfactant rhamnolipid
(9.765-5000 pg / mL), the inhibitor of carbonyl cyanide efflux pumps m-
chlorophenylhydrazone (CCCP; 1-512 uM), the quorum sensing inhibitors curcumin (1 -
512 pM) and furaneol (9.77-5000 uM) and the quorum sensing octanoil homoserin
lactone molecule (8HSL; 0.05-100 puM) on antimicrobial sensitivity, the dynamics of
biofilm formation and maintenance and the virulence of Burkholderia pseudomallei. For
this, 16 strains of B. pseudomallei (8 clinical and 8 environmental) isolated in the state of
Ceard were used. The experiments followed the following steps: 1) evaluation of the
sensitivity of strains in planktonic form and biofilms to antimicrobials and isolated or
combined compounds; 2) investigation of the effects of compounds on the formation and
maintenance of biofilms; 3) evaluation of the effects of the compounds on the production
of proteases and siderophores by the strains in both forms of growth. For that, the
following drugs were used: doxycycline (DOX), meropenem (MER), ceftazidime (CAZ),
amoxicillin-clavulanate (AMC) and trimethoprim-sulfamethoxazole (TSX). Thus, when
rhamnolipid was combined with antibacterial drugs, it caused significant reductions (P
<0.05) in the minimum inhibitory concentrations (MICs) for MER, CAZ and SXT against
planktonic growth, and significant reductions (P <0.05) at the minimum biofilm
erradication concentration (MBEC) of MER and AMC. Regarding the CCCP, there was a
reduction (P <0.05) in the CIMs of MER and CAZ and an increase (P <0.05) in the CIM
of AMC and a reduction (P <0.05) in the MBECs of MER, AMC and TSX. Curcumin,
furaneol and 8HSL reduced (P <0.05) the CIMs of DOX, MER and CAZ, but, increased
(P <0.05) the CIMs of AMC. In addition, curcumin reduced (P <0.05) MBECs for AMC,
while furaneol and 8HSL reduced MBECs for MER and AMC. Subsequently, the effect
of the compounds on the formation of biofilms was evaluated, and it was also observed
that rhamnolipid and 8HSL did not interfere in the formation of B. pseudomallei biofilms.
On the other hand, CCCP (128 uM), curcumin (51.3 uM) and furaneol (500 and 5000
pM) reduced (P <0.05) the formation of biofilms by this microorganism. In this sense, as
for the effects on mature biofilms, rhamnolipid (78 and 780 ug / mL), CCCP (67, 133 and
530 uM), curcumin (51.2 and 512 uM) and furaneol (500 and 5000 uM) reduced (P
<0.05) the biomass of biofilms, while 8HSL (78 uM) increased the biomass of mature
biofilms. Regarding the production of virulence factors, it was observed that, in general,
rhamnolipid increased (P <0.05) the production of proteases. CCCP, curcumin and
furaneol reduced (P <0.05) production in planktonic form during biofilm formation and in
mature biofilm, while 8HSL reduced (P <0.05) protease production by biofilms in
formation, but increased (P <0.05) by mature biofilms. As for siderophores, rhamnolipid,
CCCP, curcumin and 8HSL increased (P <0.05) the production of siderophores, while
furaneol reduced (P <0.05). Given the above, rhamnolipid, CCCP, curcumin and furaneol
reduce the biomass of B. pseudomallei biofilms, sensitizing them to antimicrobial drugs
and interfering with the production of virulence factors. These results demonstrate
different strategies for the modulation of B. pseudomallei biofilms that may be used in the
treatment of melioidosis.

Keywords: Burkholderia pseudomallei; Rhamnolipid; CCCP; Curcumin; Furaneol;
8HSL; Biofilms; Proteases; Siderophores.
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1.INTRODUCAO
Burkholderia pseudomallei é um patdgeno bacteriano Gram-negativo,

saprofitico, encontrado no solo e &gua de regiBes tropicais e subtropicais, incluindo o
norte da Australia, Sudeste Asiatico e Nordeste do Brasil (BRILHANTE et al., 2012;
CURRIE et al., 2015; WIERSINGA et al., 2017). Essa bactéria € o agente causal da
melioidose e acomete 0s homens e 0s animais, apresentando uma grande variedade de
formas clinicas, desde infeccdo assintomética até choque séptico fulminante
(WIERSINGA et al., 2017).

As cepas de B. pseudomallei s&o intrinsecamente resistentes a muitos
antimicrobianos, principalmente as  penicilinas, aos macrolideos, aos
aminoglicosideos e as quinolonas. Nessa perspectiva, mais estudos tém demonstrado
que B. pseudomallei vem desenvolvendo resisténcia aos antimicrobianos comumente
utilizados no tratamento da melioidose, como amoxicilina-clavulanato, doxiciclina,
ceftazidima, imipenem e sulfametoxazol-trimetoprim (RHOLL et al., 2011;
SAROVICH et al., 2012; HAYDEN et al., 2012). Nesse tocante, sdo citados na
literatura casos de resisténcia a ceftazidima mediada pela producdo de B-lactamases
(RHOLL et al., 2011; SAROVICH et al., 2012), e ao sulfametoxazol-trimetoprim,
mediada pelo aumento da expressdo de bombas de efluxo de amplo espectro da
familia resisténcia-nodulacdo-divisdo celular (RND), como as bombas de AmrAB-
OprA e BpeAB-OprB (CHAN et al., 2005; MIMA, SCHWEIZER, 2010; HAYDEN
etal., 2012).

A formacdo de biofilme é um fator agravante para a resisténcia bacteriana
(SAWASDIDOLN et al., 2010). Acerca disso, sabe-se que a capacidade de formar
biofilme foi relatada para cepas de B. pseudomallei (ADLER et al., 2013), e acredita-
se que as recidivas ou recorréncias da melioidose sejam comumente causadas pela
mesma cepa bacteriana, a qual ndo foi eliminada devido a antibioticoterapia
inadequada ou, principalmente, devido & resisténcia in vivo associada a formacéo de
biofilme (PITT et al., 2007). Além disso, diversos fatores de viruléncia contribuem
para a patogenicidade de B. pseudomallei, como as proteases, que contribuem para a
invasdo dos tecidos hospedeiros, e os sideréforos que séo responsaveis pela captacao

de ferro para o metabolismo bacteriano (KVITKO et al., 2012).
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Portanto, considerando a dificuldade do manejo de biofilmes de B.
pseudomallei, inlmeras pesquisas vém sendo realizadas para buscar compreender e
controlar estas estruturas bacterianas, usando diversos compostos, Ccomo
biossurfactantes, inibidores de bombas de efluxo e moduladores de quorum sensing
(GAMAGE et al., 2011; LASARRE; FEDERLE, 2013; SOLANO et al., 2014).
Assim, espera-se que 0 uso de biossurfactantes, como o ramnolipidio, conhecido por
suas propriedades emulsificantes, participem da dindmica de formacéo dos biofilmes,
contribuindo para a etapa de dispersdo (SOLANO et al., 2014), assim como
aumentando a sensibilidade de biofilmes bacterianos aos antimicrobianos (HOREV et
al., 2015; NICKZAD et al., 2014; DIAZ DE RIENZO et al., 2016).

Além de biossurfactantes, ja foi demonstrado que os inibidores de bomba de
efluxo, como a carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), podem atuar no
efluxo de homosserina lactonas, interferindo com os mecanismos de quorum sensing
bacteriano e, consequentemente, com a formacao de biofilme (CHAN et al., 2007a).
Além disso, ha relatos de que o CCCP atue contra biofilmes bacterianos, destruindo

sua estrutura e, consequentemente, reduzindo sua biomassa.

Outras moléculas relatadas como moduladoras de biofilmes s&o os inibidores
de quorum sensing, como a curcumina e o furaneol, que podem reduzir o transporte
dessas moléculas sinalizadoras para 0 meio extracelular, interrompendo a
comunicacdo intercelular e, consequentemente, a producdo de biofilmes e de outros
fatores de viruléncia, como sideroforos e proteases. Outro aspecto relevante é que, as
moléculas de quorum sensing, como as homosserina lactonas (HSLs), sdo essenciais
para a maturacdo e dispersdo do biofilme maduro, podendo atuar na inibi¢cdo da
sintese de matriz extracelular (SOLANO et al., 2014).

Nesse contexto, vale ressaltar que varias pesquisas tém sido conduzidas com
vistas a identificacdo de compostos que interferem diretamente no processo de
formacéo de biofilmes, os quais podem futuramente ser utilizados como adjuvantes

no tratamento da melioidose.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos historicos de Burkholderia pseudomallei

Em 1912, Whitmore e Krishnaswami isolaram um bacilo a partir de biopsias
de viciados em morfina, os quais eram moradores das ruas de Rangoon, na Birmania.
Whitmore notou que o bacilo isolado era semelhante ao patdgeno causador do
mormo, exceto pelo fato de apresentar motilidade (WHITMORE;
KRISHNASWAMI, 1912). Nesse mesmo contexto, notou-se que culturas puras desse
micro-organismo produziram uma infeccdo fatal semelhante quando injetadas em

porcos-da-india ou adicionadas a sua alimentacdo (WHITMORE, 1913).

Posteriormente, Stanton e Fletcher (1921) propuseram o nome melioidose
para designar a doenca causada pelo patdgeno. A palavra melioidose foi criada a
partir da juncdo das palavras gregas melis e eidos, que significam “enfermidade de
jumentos” alusdo ao mormo, respectivamente. Diante disso, Whitmore denominou a
bactéria Bacillus pseudomallei. Entretanto, posteriormente, o Bacillus pseudomallei
recebeu outras classificacbes, tais como Pfeifferella whitmori, Pfeifferella
pseudomallei, Malleomyces pseudomallei, Bacillus whitmore, Leofflerella whitmore,
Flavobacterium pseudomallei, Actinobacillus pseudomallei. Contudo, por apresentar
caracteristicas fenotipicas semelhantes, esse bacilo foi incluido no género
Pseudomonas (SPRAGUE; NEUBAUER, 2004). Apenas em 1992, a bactéria foi
reclassificada recebendo o nome de Burkholderia pseudomallei, devido a
diferenciacdo proporcionada pelo sequenciamento da regido 16SRNA, pela
homologia DNA-DNA e pelas diferencas presentes na composi¢do dos lipideos e dos
acidos graxos celulares (YABUUCHI et al., 1992).

A melioidose tem sido considerada uma das doencas infectocontagiosas
causadoras de maior taxa de morbidade e mortalidade na espécie humana e entre
diversas espécies de animais, incluindo primatas, camelos, cées, gatos, golfinhos,
cavalos, ovinos, suinos, caprinos, aves e roedores. De acordo com Sprangue e
Neubauer (2004), animais de sangue frio sdo resistentes a B. pseudomallei, mas
ressaltam que foram observados casos de infeccdo em crocodilos, cobras e peixes
(CHAOWAGUL et al., 1989; LEELARASAMEE et al., 1989; CHOY et al.,2000).

A bactéria é considerada um potencial agente para guerra bioldgica e

terrorismo bioldgico, apesar de ndo ter sido usada até o presente momento, estando
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incluido na categoria B da lista de agentes criticos publicado em 2001 pelo CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) (SEWELL, 2003; WHITE, 2003).

2.2 Aspectos epidemiologicos
A melioidose ocorre predominantemente no sudeste asitico, norte da

Australia, China e Taiwan (DANCE, 1995; CHENG et al., 2005). Apesar de ter sido
descrito pela primeira vez em 1912 na Birmania, Malasia e Cingapura em 1913,
Vietnd em 1925 e Indonésia em 1929, a melioidose néo foi documentado na Tailandia
até 1955 e na Australia até 1949, apesar destes dois paises terem as regides endémicas
com altas taxas de incidéncia documentadas. Estima-se que 21,3 casos/100.000
habitantes ocorrem na Tailandia principalmente nas provincias do nordeste e 41,7
cas0s/100.000 habitantes por ano ocorre na Austrdlia (WIERSINGA et al., 2012;
LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016), e a maioria dos casos ocorre durante a
estacdo chuvosa (WIERSINGA et al., 2012). No nordeste da Tailandia, a melioidose
¢ a segunda causa mais comum de bacteremia adquirida na comunidade
(WIERSINGA et al., 2012). A melioidose é agora bem reconhecida e documentada
em Singapura, Malésia, Brunei, Laos, Camboja, Vietnd, China (provincia de Hainan e
Hong Kong), Taiwan, india e Sri Lanka (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016).

Mapas da distribuicdo global da melioidose foram publicados e atualizados
(CURRIE et al., 2008; WIERSINGA et al., 2012; LIMMATHUROTSAKUL et al.,
2016; CHEWAPREECHA et al.,, 2017). Pequenos numeros de casos foram
documentados nas Filipinas, Papua, Nova Guiné e nas ilhas do Oceano Pacifico e da
Nova Caledénia. Além disso, casos de melioidose em humanos e animais estdo sendo
cada vez mais documentados em outros lugares fora das classicas regides endémicas,
como Oriente Médio, Africa, ilhas do Oceano Indico, llhas Mauricias, La Reunion,
Madagascar, Caribe, América Central e do Sul (INGLIS et al., 2006; DOKER et al.,
2014; GARIN et al., 2013; KATANGWE et al., 2013). Uma recente revisdo
abrangente identificou 120 casos humanos de melioidose que foram relatados nas
Américas (BENOIT et al., 2015). Entre estes, 95 (79%) casos foram provavelmente
adquiridos nas Ameéricas, sendo 12 casos da América do Norte, 41 casos da América
Central e do Caribe e 42 casos da América do Sul (BENOIT et al., 2015). Da mesma

forma, o CDC relatou recentemente 37 casos confirmados em laboratério de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Limmathurotsakul%20D%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26877885
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Limmathurotsakul%20D%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26877885
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melioidose nos Estados Unidos entre 2013 e 2016 (LIMMATHUROTSAKUL et al.,
2016). Entre esses, 3 casos ocorreram em residentes dos EUA sem histérico de
viagens fora dos Estados Unidos (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016). As fontes
de infecgbes nas Américas ainda precisam ser determinadas, mas podem estar
associadas a transmissdo de viajantes, animais ou materiais contaminados
ambientalmente de regides endémicas (BENOIT et al., 2015), embora se pense que a
transmissdo zoonotica e de pessoa a pessoa ser raro (VERSALOVIC et al., 2011).

Apesar dos casos recentes de melioidose em varios paises africanos, a
verdadeira extensdo e magnitude da presenca de B. pseudomallei nas Américas,
Caribe e Africa permanece totalmente desconhecida. Além disso, continua a ser
elucidado se as recentes expansdes de conhecidos locais endémicos refletem apenas o
desmascaramento da presenca permanente de B. pseudomallei no ambiente local ou se
h& uma disseminacdo substancial ocorrendo como resultado do aumento de humanos
ou animais e movimentos de plantas e solo em todo o mundo. Nesse tocante, o
aquecimento global pode resultar em expansdo dos limites endémicos da melioidose
(KAESTLI et al., 2009).

Figura 1. Distribuicdo mundial de casos de melioidoses.
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Na América do Sul, o nordeste do Brasil & conhecido por ser uma area
endémica definitiva (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2016). Inclusive, desde 2015 ja
é responsavel por 32 dos 48 (67%) casos publicados de todo o continente (BENOIT et
al., 2015). Nessa perspectiva, esse estudo amplia a perspectiva da melioidose na
América do Sul, revendo casos relatados e explorando a organizacdo de politicas
publicas, tendo em vista que, apesar da relativa escassez de casos publicados, a
melioidose merece, sem duavida, ser incluida nas listas de doencas infecciosas de

potencial importancia epidemiolégica na regido.

Em 1962, no Equador, Biegeleisen relatou o primeiro caso de melioidose na
América do Sul (BIEGELEISEN et al., 1962). Quinze anos depois, pesquisadores
franceses relataram o isolamento de B. pseudomallei do solo brasileiro e peruano
(GALIMAND M, DODIN A 1982; DANCE DA, 1991). Assim, desde essas
descrigdes iniciais, apenas casos esporadicos de melioidose em humanos foram
relatados em quatro paises na década de 1990: Venezuela, Colémbia, Brasil e Peru
(INGLIS et al., 2006; BENOIT et al., 2015) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo de casos de melioidoses nas américas.
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Fonte: ROLIM et al., 2018
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No Brasil, os primeiros casos foram identificados em marco de 2003, no
municipio de Tejoguoca, estado do Ceard, quando um surto ocorreu com quatro
criangas irmds. Esse surto apresentou alta letalidade e trés criangas evoluiram para
Obito em consequéncia de sepse e pneumonia grave, num intervalo de apenas sete
dias. A investigacdo epidemiologica identificou o fato de que a provavel infeccdo
ocorreu por exposicdo a agua durante o banho numa barragem. Desde entdo, novos
casos da doenca vém sendo detectados no Ceard, onde, até 2018 32 casos foram
confirmados em diferentes municipios (ROLIM et al., 2009; BRILHANTE et al.,
2012; BANDEIRA et al., 2013a; CASTELO-BRANCO et a., 2016; ROLIM et
al.,2018) (Figura 3). Além do Ceard, ha registro isolado da doenca nos Estados de

Mato Grosso e Alagoas.

Mesmo assim, a melioidose ainda é desconhecida no pais e no estado Ceara ha
pouca suspeicdo diagnostica, fazendo com que a doenga seja subnotificada (ROLIM
et al., 2009; BANDEIRA et al., 20132 SESA, 2017). Diante de seu comportamento
endémico e de sua importancia como um problema de salde publica emergente, a
Secretaria de Saude do Estado do Ceard (SESA) alerta continuamente os profissionais
de &rea para a sua vigilancia continua e detec¢do precoce de casos, 0 que pode
garantir maiores niveis de evolucdo para a cura. Essa doenca & de notificacdo

compulsoria estadual (Portaria estadual n® 1.786/ 2005).
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Figura 3. Distribuicdo de casos de melioidoses no Brasil
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2.3 Agente etioldgico
O genoma de B. pseudomallei foi determinado a partir da cepa K96243

isolada de um caso clinico na Tailandia. E contém 7.25 megabases de pares de base e
consiste em dois replicons circulares. O cromossomo 1 (4,07 Mb) e o0 cromossomo
2 (3,17 Mb). O cromossomo 1 codifica amplamente as proteinas envolvidas nas
fungdes béasicas de manutencdo, como a sintese, o metabolismo e a motilidade da
parede celular, enquanto o cromossomo 2 codifica principalmente proteinas

necessarias para funcbes acessérias envolvidas na adaptacdo as condigcOes

ambientais (GALYOQV et al., 2010).
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B. pseudomallei esta classificado taxonomicamente em:

Reino- Bacteria,
Filo- Beta Proteobacteria,
Ordem - Burkholderiales,
Familia - Burkholderiaceae,
Género — Burkholderia
Espécie - Burkholderia pseudomallei.
(BRENNER; KRIEG; STALEY,
2005).

B. pseudomalllei € um bacilo Gram-negativo, intracelular facultativa, oxidase
positiva pelo teste citocromo, ligeiramente curvo e mede aproximadamente 0,5 a 1,0
M, ndo esporulado e apresenta estrutura bipolar vacuolizado delgado pela coloracéo de
Gram. Essas estruturas muitas vezes se assemelham a “alfinete de seguranga” (Fig.1).
B. pseudomallei possui também cépsula polissacaridica, que constitui um importante
fator de viruléncia para a patogénese da doenca (RECKSEIDLER-ZENTENO; DE
VINNEY; WOODS, 2005).

Figura 4. Esfregaco de col6nia corado pelo Gram (100X).

l‘f

Fonte: LAPERE, 2015. Legenda: A seta indica o bacilo Gram-negativo bipolar, vacuolizado em forma de

“alfinete de seguranca”.
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B. pseudomallei apresenta diferentes caracteristicas morfologicas nos meios de
culturas. As coldnias podem apresentar aparéncias lisas e ressecadas ou amassadas,
geralmente ap6s 48 horas, dependendo do meio de cultura (KOH; TAY;
PUTHUCHEARY, 2013).

O género Burkholderia faz parte de grupo dos bacilos Gram-negativo nao
fermentador de glicose e sdo aerobios, ou seja, depende de oxigénio como aceptor
final de elétrons (HAMAD et al., 2011). A designagdo de “nao fermentador” significa
que essa espécie de bactéria ndo metaboliza glicose pela via da fermentacdo de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), também denominada via glicolitica ou anaerobica
(HUGH; LEIFSON, 1953). A espécie B. pseudomallei possui, entretanto, a
capacidade de utilizar o nitrato ou nitrito no lugar do oxigénio como aceptor final de
elétrons (KONEMAN et al., 2008). A incapacidade de assimilar L-arabinose (ara-),
apresentada pela B. pseudomallei, estd correlacionada com o grau de viruléncia desta
espécie e esta caracteristica é a base da diferenciacdo da outra espécie do género, B.
thailandensis (ara +) (SMITH et al., 1997).

2.4 Transmissdo de Burkholderia pseudomallei
A transmissdo de B. pseudomallei é geralmente ambiental (CHEN et al., 2010;

CHEN et al., 2015; AMADASI et al., 2015; HSUEH et al., 2018; DONG et al., 2018).
O bacilo pode sobreviver por meses ou anos em solo ou agua contaminados, incluindo
solos 4cidos, solos desidratados e solos com teor de sal de 0,4%. E conveniente
destacar que nédo sobrevive a luz UV (MEUMANN et al., 2012).

A infeccdo pode ocorrer devido a inoculacdo percutdnea, através de uma
penetracdo por injaria ou leséo ja existente; inalagdo ou ingestdo a partir de 4gua ou
alimento contaminado (Figura 5). Destaca-se que, como a melioidose ¢ uma doenca
essencialmente sazonal, 75 a 81% dos casos ocorrem durante o periodo chuvoso
(MEUMANN et al., 2012; WIERSINGA; CURRIE; PEACOCK, 2012; CHEN et al.,
2015). De modo geral, com base em evidéncias, a inoculagdo percutanea é
provavelmente a via mais frequente de infec¢do natural, uma vez que a maioria das
pessoas que adquirem melioidose sdo trabalhadores agricolas, que tem contato direto
e continuo com o solo (LIPSITZ et al., 2012; DONG et al., 2018).
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Vérios fatores de riscos podem predispor a melioidose, incluindo diabetes
melitus presentes em mais de 50% dos pacientes com melioidose em todo mundo
(CURRIE et al., 2004; LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010). Individuos com
diabetes melitus apresentam um risco 12 vezes maior de desenvolver a melioidose
(CURRIE et al., 2004; LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010). Outros fatores de
riscos incluem exposicdo ao solo e dgua (especialmente durante a esta¢do chuvosa),
sexo masculino (provavelmente devido a um risco maior de exposi¢cdo ambiental),
idade >45 anos, excesso de consumo de alcool, doencas hepaéticas, doencas
pulmonares, doencas renais e talassemia (que provavelmente causa disfuncdo dos
neutrofilos devido a sobrecarga do ferro no organismo) (CHENG et al., 2005;
FONG et al. 2015). Ademais, 0 uso prolongado de esteroides e a imunossupressao
também podem predispor os individuos a infeccdo. No entanto, mais de 80% dos
pacientes pediatricos (MCLEOD et al.,, 2015; TURNER et al., 2016) e
aproximadamente 20% dos pacientes adultos ndo apresentam fatores de risco
reconhecido (CURRIE et al., 2004; LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010).

Melioidose em adultos que ndo apresentam fatores de risco, geralmente
ocorre naqueles que foram expostos a uma alta carga bacteriana, por exemplos, por
aspiracdo de agua superficial (LIM et al., 1997). A transmissdo zoonoOtica para
humanos resultantes do contato com o gado € extremamente rara; apenas trés casos

possiveis foram relatados na Australia (CHENG et al., 2005).

Figura 5. Diferentes formas de transmissdo de Burkholderia pseudomallei

Fonte:WIERSINGA et al., 2014
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2.5 Fisiopatologia e fatores de viruléncia
B. pseudomallei possui diferentes tipos de sistemas de secrecdo essenciais para

a sua disseminacéo e sobrevivéncia intracelular (OOl et al., 2013). Varios fatores de
viruléncia desempenham papel importante na infeccdo por B. pseudomallei tais como:
polissacarideo capsular (LPS), adesinas, motilidade baseada na polimerizacdo da
actina e sistemas de secrecdo especializados (Tipos Il / 1V e VI). Esses sistemas de
secrecfes funcionam como uma seringa molecular. Um subconjunto de proteinas
secretadas pelo sistema tipo Il (translocadores) interage com a membrana da célula
eucaridtica e inoculam outras proteinas efetoras no citosol da célula alvo. Apds a
internalizacdo, B. pseudomallei escapa dos vacuolos endociticos para o citoplasma
das células infectadas através da polimerizacdo de actina e desencadeia a formacao
de protuberancias de membrana e disseminacao de célula a célula (WIERSINGA,
et al., 2006; LAZAR ADLER et al., 2009; ALLWOOQOD et al., 2011; PEDRA et al.,
2014; WILLCOCKS et a., 2016).

Quadro 1. Descricdo dos principais fatores de viruléncia DE B. pseudomallei.

Gene | Antigeno \ Fung&o | Referéncia
Aderéncia
- Adeséo dependente da temperatura e
PilA | Proteina pelina tipo IV formacéo de microcolonias de B. 'g‘(;'l"i’o"d etal.,
pseudomallei.
- Motilidade intracelular.
boaA | Adesina Autotransportador de TSS5 Campos et al., 2013
- Responséavel pela ligagdo celular e Lafontaine et
boaB | Adesina possivelmente na replicagéo intracelular. | al., 2014
- Protege contra a bactéria da destruicdo | Stone et al.,
bpaC | Adesina do sistema complemento. 2014
- Envolvida na ligacdo das células
epiteliais da mucosa.
fliC Componente estrutural de | - Envolvida na aderéncia celular Chau et al.,
flagelina - Permite a motilidade 2003
Invaséo
Troca de nucleotideos de | - Efeito T3SS Stevens et al.,
bopE | guanina Fator BopE - Induz rearranjos de actina e auxiliana | 2003
invasdo celular
bipB Proteina transportadora - Componentes T3SS Allwood et
bipC Proteina efetora - Envolvido na sobrevivéncia das al., 2011
vesiculas endociticas, fuga e invasao Stevens et al.,
bipD | Proteina transportadora | Celular. 2004

Escape endocitico

|

| - Componente do T3SS
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bopA | Proteina efetora - Envolvido na ruptura da membrana da | Gong et al.,
vesicula endocitica e evitar a autofagia. | 2011
Componente estrutural do | - Envolvido no escape de vesiculas Sun et al.,
bsaQ | T3SS endociticas, invaséo celular e formacdo | 2010
de placa na membrana
bsaz Componente estrutural do | - Envolvido no escape de vesiculas Burtnick et
T3SS endociticas e na replicacdo intracelular | al., 2008
Componente estrutural do | Envolvido no escape de vesiculas Bast et al.,
bsaU T3SS endociticas e ativagdo precoce da 2014
sa caspase 1 em macréfagos
Sobrevivéncia intracelular
purM | Fosforibose - Via biossintética da purina Allwood et al.,
2011
purN | Fosforibose, glicina - Comunicacéo intracelular por Pilatz et al.,
transferase mecanismos de comunicacéo 2006
sodC | Superoxido dismutase Myers et al.,
o I 2014
katG | Catalase-peroxidase - Resisténcia ao estresse oxidativo
_ — Vanaporn et
ahpC Redutor de hidroperdxido al. 2011
de alquila
dpsA | Proteina de protecdo da - Resisténcia ao estresse oxidativo Myers et al.,
fase estacionaria 2014
- Regula a transcri¢do de T6SS
VirAG | Sistema regulador de dois | - Sequestra o ferro das vesiculas Willcocks et
locus | componentes endociticas. al., 2016
-Regulando positivamente o pH acido,
facilitando o processo de secrecao de
T6SS.
Motilidade baseada em actina
bimA | Autotransportador T5SS | Foge do vacuo endocitica pela formagdo | Sarovich et
da fagossoma e actina al., 2014
Formacéo de células gigantes multinucleares
- Papel na fus&o celular e citotoxicidade
macrofagica.
hcpl Efeito de T6SS da familia g Leiman et al.,
Hcpl - Induz a producéo de IL-10 e TGFB 2009
vgrG5 | Elemento da proteina VVgr | - Proteina efetora do T6SS
- Funcionalmente conservado em Toesca et al.,
Burkholderia spp. 2014

Fonte: WIERSINGA et al., 2018
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A entrada na célula é auxiliada por flagelos, lipopolissacarideos (LPS), pili
tipo IV e adesinas BoaA e BoaB. Em seguida, escapa rapidamente da vesicula
endocitica, lisando a membrana usando T2SS, T3SS e T6SS. A flexibilidade
metabolica com relacdo a resisténcia ao estresse oxidativo, resisténcia a peptideos
catidnicos antimicrobianos e a producdo de actina permitem que as bactérias

sobrevivam dentro de um ambiente endocitico acido.

A proteina efetora BopA e a proteina translocadora BipD, por sua vez,
blogueiam ainda mais o sequestro em vesiculas endociticas e previnem a proteina
associada a microtubulos 1A/1B da autofagia associada a cadeia leve 3B (LC3).
Dessa forma, uma vez livre no citoplasma, B. pseudomallei replica, induz a
formacao de protrusdes de membrana a base de actina e pode se mover através de
polimerizacdo continua da actina da célula hospedeira nas extremidades polares
(um processo regulado pelo autotransportador BimA), facilitando, assim, a
disseminacdo para células vizinhas, fusdo celular e formacdo de células gigantes
multinucleares (MNGC). O T6SS e o sistema de secrecdo do tipo IV (VgrG-5) sdo

essenciais para este processo.

Nota-se assim, a capacidade que B. pseudomallei tem de secretar uma
infinidade de proteinas com inUmeras atividades diferentes, dentre elas, proteases e
fosfolipases (STONE et al., 2014). Ha também a producdo de toxinas, sendo o
principal fator letal (BPLS1549), que se assemelha ao fator necrosante citotoxico da
Escherichia coli. Esse fator interfere com a iniciacdo da traducédo, levando a uma
alteracdo do citoesqueleto de actina da membrana da célula hospedeira e, finalmente,
a morte celular (CRUZ-MIGONI et al., 2011). Outro fator de viruléncia relevante
para a patogénese de B. pseudomallei é a formacdo de biofilme. Esse tipo de
conformacéo confere maior protecdo as bactérias que o compde, tornando-as mais
resilientes as adversidades do meio que as cerca (SAWASDIDOLN et al., 2010).

2.6 Manifestacéo clinica da melioidose
A infecgdo por B. pseudomallei geralmente se manifesta de forma subclinica e

dificil de diagnosticar (ZUETER et al., 2016). O aspecto clinico da doenca varia de
infeccdo cuténea localizada no local da inoculagdo, sem manifestacdes sistémicas até
sepse e Obito. Os aspectos clinicos da melioidose e a sua gravidade estdo

correlacionados com a carga bacteriana do inoculo, via de infecgdo, viruléncia da



34

cepa infectante e fatores de risco, incluindo alcoolismo (12-39%), doenca pulmonar
cronica (10-27%), comprometimento renal (10-27%), uso de glicocorticoides ou
terapia imunossupressora (<5%) e cancer (<5%) (CURRIE et al., 2015). A doenca
também ja foi descrita em pacientes com l0pus eritematoso sistémico, poliartrite

nodosa, doenca granulomatosa cronica, além de fibrose cistica (CURRIE et al., 2010).

A pneumonia é a forma de manifestacéo clinica mais comum da melioidose e
pode ocorrer em metade de todos os casos. A melioidose, por apresentar amplo
espectro de apresentacao clinica, ndo possui nenhuma classificacdo completamente
satisfatoria. Nesse sentido, a infeccdo pode ser aguda ou cronica e localizada ou
disseminada para os outros 6rgaos (KINGSLEY et al., 2016; FU et al.,2016; ZHAN et
al.,, 2017). O acometimento pulmonar pode se apresentar desde um quadro
indiferenciado de pneumonia com febre alta, cefaleia, mialgia generalizada, dor
toracica associada ou ndo a tosse seca, até pneumonia necrotizante fulminante e
choque séptico. A presenca de derrame pleural ndo é comum, embora efusdo e
empiema possam ocorrer, especialmente quando ha comprometimento de lobos
pulmonares inferiores. Efetivamente, uma vez instalado o choque séptico, a letalidade
é bastante elevada e os pacientes podem evoluir para 6bito dentro de 48 horas ap0s a
hospitalizacdo (FU et al.,2016; ZHAN et al., 2017).

Além da pneumonia, a melioidose possui diversas formas clinicas, tais como
endoftalmite, aneurisma micdtico de aorta, abscesso escrotal, prostatite e
acometimento musculoesquelético como mostra a Figura (6) (KINGSLEY et al.,
2016; ZUETER et al., 2016; FU et al.,2016).

O periodo de incubacdo varia de 1 a 21 dias (média de 9 dias) para
apresentacOes agudas que representam 85% de todos os casos de melioidose. A
melioidose cronica se d& quando os sintomas da doenca estdo presentes por mais de 2
meses. Comumente, 0s pacientes apresentam doenca cronica respiratoria,
mimetizando a tuberculose, dispondo de sinais como febre, perda de peso e tosse
produtiva com presencga ou ndo de hemoptise. Com a permanéncia da doenca, ha a sua
disseminacéo, geralmente na forma de abscessos envolvendo diversos sitios (FOONG
etal., 2014).
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Figura 6. Manifestacdes clinicas da melioidose
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Fonte: ROTHE et al., 2014; WIERSINGA et al. 2018

Ressonancia magnética do tronco encefalico e medula espinhal cervical com alteracdes inflamatorias
compativeis com encefalomielite (seta-1); uma lesdo com edema circundante na imagem de
ressonancia magnética indicando abscessos cerebrais (seta-2); uma imagem de TC de abscessos
prostaticos (seta-3); imagem de TC de massa mediastinal (seta-4); uma crianga com parotidite tensa
(seta-5); Imagem de radiografia de pneumonia grave (seta-6); foto de um abcesso subcutaneo (seta-7);
e uma imagem de ressonancia magnética de osteomielite do fémur distal com inflamagéo ao redor
(seta-8).

2.7 Diagnostico laboratorial da melioidose
2.7.1 Diagnostico microbiolégico

O isolamento de B. pseudomallei pode ser feito a partir de amostra
provenientes de diferentes sitios anatémicos (INGLIS et al., 2006). Essa bactéria, por
ndo ser fastidiosa, cresce facilmente em meios de cultura convencionais
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010). O centro de controle de doengas infecciosas
(CDC), recomenda que a hemocultura, amostra de urina centrifugada e swab de

garganta devam ser obtidas e cultivadas em meios seletivos em todos os pacientes
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com suspeita de melioidose, independentemente de seus sintomas (PAVAO et al.
2005; BENOIT et al., 2015).

Amostras de escarro, esfregaco de lesdes superficiais e aspirados de pus
devem ser coletados de pacientes com pneumonia e cultivados também em meios
seletivos. A cultura de amostras de swab retal em caldo seletivo também pode ser (til
(THORM et al., 2014). Em casos de suspeita da melioidose, os medicos devem
notificar os laboratdrios para que possam realizar testes apropriados e usar praticas de
biosseguranca apropriadas para evitar a exposicao laboratorial (CDC, 2004; PAVAO
et al., 2008). Nesse sentido, como muitas amostras de pacientes com suspeita de
melioidose, sdo coletadas em local ndo estéril, o uso de meios seletivos é

fundamental.

O Agar Ashdown é um meio seletivo e comumente usados em paises onde a
melioidose é endémica (ROESNITA et al., 2012). Esse meio é composto de, entre
outros componentes, Agar-tripticase soja, glicerol, cristal violeta 0,1% e vermelho
neutro 1% havendo também a adi¢do de gentamicina ou polimixina B (ASHDOWN,
1979; WUTHIEKANUN; DANCE, 2012), mas ndo esta disponivel comercialmente
na maioria dos paises. As coldnias de B. pseudomallei sdo geralmente cremosas ou
podendo ter uma aparéncia enrugada ap6s incubagdo por >24 horas em Agar sangue,
embora seja observada variacdo consideravel (Figura 7). No Agar MacConkey, as
colénias de B. pseudomallei sdo péalidas (ndo fermentadoras de lactose) e podem
tornar-se rosa ou rugosa apés 48 horas. Em Agar TSI, B. pseudomallei pode indicar
auséncia de alteracdo ou ligeira oxidacdo. No entanto, a aparéncia morfolégica de
colénias bacterianas em meios de cultura comuns também pode ser diferente. A
demonstragdo de coldnias tipicas em Agar Ashdown ap6s incubacdo prolongada (48-
96 horas) e o aparecimento de uma pelicula no caldo Ashdown aumenta a suspeita de
contaminagéo por B. pseudomallei (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2010; BENOIT
et al., 2015). Na auséncia desses meios especializados, um disco de colistina ou de
polimixina B também pode ser colocado nos primeiros quadrantes de placas de Agar
sangue para auxiliar na selecdo de Burkholderia spp, pois séo inerentemente
resistentes as polimixinas (VERSALOVIC et al., 2011; BENOIT et al., 2015).
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Figura 7. Identificacdo de col6nias de B. pseudomallei em trés tipos comuns de Agar

a Agar sangue b Agar MacConkey

Fonte: WIERSINGA et al., 2018

A- B. pseudomallei forma coldnias cremosas e ndo hemoliticas que se assemelham a um coliforme
apos 2 dias de incubagdo; no 4 dia, as colbnias sdo cobertas por um leve brilho metalico e se tornam
secas e enrugadas; B- As colbnias de B. pseudomallei assemelham-se a um coliforme de fermentagao
ndo-lactose incolor ap6s 2 dias de incubagdo; no 4 dia, as col6nias parecem secas e enrugadas; C- Apos
2 dias de incubacdo, as col6nias B. pseudomallei sdo pontuais com uma cor clara a rosa palida; no 4
dia, tornam-se rosa escuro a roxo, plano, ligeiramente seco e enrugado com um brilho metalico
definido. A E. coli ndo cresce porque é inibida pela gentamicina no Agar; D- Colénias puras de B.

pseudomallei com brilho metalico e enrugado.

No que se refere as suas caracteristicas bioquimicas, B. pseudomallei
apresenta citocromo oxidase positiva, faz parte do grupo de bactérias ndo
fermentadoras e é capaz de oxidar a glicose, maltose, lactose, manitol, arginina e
lisina. Essas caracteristicas nutricionais também podem ser avaliadas através do uso
do sistema API 20E ou API 20NE, que consiste em uma tira plastica composta por 20
compartimentos que contém substratos desidratados. A acdo da bactéria sobre o
substrato produz turvacdo ou mudancga de cor que sdo interpretadas visualmente. A
presenca de motilidade é um fator significante para a diferenciacdo dessa espécie,
uma vez que a B. mallei é uma bactéria imével (KONEMAN et al., 2008).
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As caracteristicas bioquimicas também podem ser utilizadas pelo sistema
automatizado Vitek 2® bioMérieux para a identificacdo da bactéria. Cientes dos erros
de identificacdo de B. pseudomallei como B. cepacia cometidos pelo Vitek 2®
bioMérieux, Podin et al. (2013) testaram a identificacdo de 68 cepas clinicas de B.
pseudomallei provenientes de hospitais da Malasia e de 149 cepas de B. pseudomallei
isoladas no Darwin Hospital Real, na Australia. Observou-se que 35% das cepas da
Malasia foram erroneamente identificadas como B. cepacia, enquanto apenas 2% das
cepas australianas foram confundidas com esta espécie. Notou-se assim que 0S erros
de identificacdo cometidos pelo Vitek 2® bioMérieux estdo intimamente relacionados

com as caracteristicas moleculares das cepas de cada regiéo.

Podemos presumir assim, que os médicos e cientistas precisam estar cientes do
potencial erro de identificacdo de B. pseudomallei como B. cepacia pelo sistema de
identificacdo bioquimica automatizado Vitek 2 ® bioMeérieux. Além disso,
dificuldades semelhantes sdo suscetiveis de serem encontradas com outros sistemas
de identificacdo automatica, como MALDI-TOF MS, pois esses sistemas sao
desenvolvidos para serem utilizado em pacientes infectados em diversas localizacfes
geogréficas. Para retificar essas identificacdes, pode-se utilizar a técnica de PCR
usando alvos validados e, adicionalmente, o sequenciamento também podera ser
realizado. Como alternativa para os laboratérios com recursos limitados, uma
combinacdo de aglutinacdo em latex e teste de sensibilidade & amoxicilina/clavulanato
ajuda a distinguir B. pseudomallei de B. cepacia, sendo esta Gltima resistente a essa
combinacdo de drogas (PODIN et al., 2013).

2.7.2 Diagnastico molecular
Os métodos moleculares para a deteccdo e diferenciacdo das espécies de

Burkholderia tem sido um tema recente na pesquisa. Embora sendo um método
sensivel, mas ndo usado rotineiramente em regifes endémicas para a melioidose
(KAESTLI et al., 2012; LAU et al., 2014; GOHLER et al., 2017, BANDEIRA et al.,
2017). Diversas técnicas de PCR foram desenvolvidas e avaliadas, incluindo PCR
convencional e PCR em tempo real, rapidos e sensiveis. Alguns ensaios detectam
exclusivamente B. pseudomallei, enquanto outros sdo projetados em formatos

multiplex PCR para identificar B. pseudomallei e diferencia-lo de outros
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Burkholderia, como Burkholderia mallei ou Burkholderia thailandensis (LAU et al.,
2014; GOHLER et al., 2017; SUBAKIR et al., 2019). Comumente, os testes
moleculares utilizam primers alvejando as regifes 23S rRNA, 16S rRNA, 16S mRNA
e 23S mMRNA. A deteccdo da regido 16S rRNA tem resultados relevantes, por
apresentar alta sensibilidade. Adicionalmente, a sequéncia 16S mRNA € usada ha
tempo para a identificacdo de espécies de bactérias, bem como para o reconhecimento
do género Burkholderia spp (LAU et al., 2014; GOHLER et al., 2017; BANDEIRA et
al., 2017).

Alternativamente, utilizando-se PCR, pode-se identificar os genes referentes a
regibes especificas do sistema de secrecdo tipo Il (TTS-3), a partir de culturas de B.
pseudomallei ou de amostras de hemocultura positivas (NOVAK et al., 2006).
Também estdo sendo desenvolvidos métodos rapidos de teste de sensibilidade aos
antimicrobianos que wusam PCR quantitativo para avaliar rapidamente a
suscetibilidade, comparando o crescimento de bactérias expostas a concentracdes
varidveis de drogas antimicrobianas com aquelas de bactérias ndo expostas
(GOHLER et al., 2017; SUBAKIR et al., 2019).

2.8 Tratamento
B. pseudomallei ndo é sensivel a alguns medicamentos que sdo frequentemente

utilizados empiricamente para tratar infeccbes. Combinacdes de drogas foram
geralmente utilizados para o tratamento no passado, mas alguns novos antibiéticos
simples sdo igualmente eficazes. Atualmente, o protocolo recomendado divide a
terapéutica em duas fases: a primeira € a fase intensiva, que visa impedir a morte do
paciente por sepse, e a segunda fase é a de erradicacdo, cujo objetivo € erradicar
qualquer bactéria residual, minimizando assim o risco de infec¢do reincidente
(DANCE, 2014). Inicialmente, os pacientes recebem antibidticos intravenosos por um
minimo de 10 a 14 dias (mais tempo em algumas condicdes). Isto € seguido por um
tratamento prolongado com antibidticos, geralmente com drogas orais, durante varios
meses ou mais. O objetivo da segunda etapa é eliminar o agente do corpo. O
tratamento oral prolongado, por si sO, foi relatado como sendo eficaz em algumas

condi¢es mais leves em pessoas saudaveis. Alguns pacientes também necessitam de
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tratamentos adjuntos, como terapia de suporte para choque séptico. Resseccao

pulmonar ou drenagem de abscessos sdo ocasionalmente necessarios.

Ao mesmo tempo, até 30% dos pacientes recidivaram ap6s serem tratados por
melioidose. No entanto, as recidivas sd0 muito menos comuns com novos regimes de
tratamento e tendem a ocorrer principalmente nos casos em que o0 uso dos antibioticos

nao esta concluido.

Atualmente, ceftazidima ou imipenem sdo usados na fase intensiva da
melioidose. O tratamento tem duracdo minima de 10 — 14 dias, sendo prolongado em
casos criticos da doenca, incluindo pneumonia grave, abscessos profundos
acometendo multiplos 6rgdos, osteomielite, artrite séptica e melioidose neuroldgica
(CURRIE, 2015).

Apesar dos carbapenémicos se mostrarem mais ativos contra B. pseudomallei
nos testes in vitro, até o presente momento, ndo ha evidéncias de que algum agente
seja mais eficaz do que ceftazidima para a reduzir a mortalidade durante a fase
intensiva do tratamento da melioidose. Assim, os carbapenémicos continuam
reservados para casos de sepse severa, infeccdo do sistema nervoso central ou casos
refratarios ap0ds tratamento com ceftazidima (CHENG et al., 2005; DANCE, 2014).

Em relacdo a utilizacdo de outros antibidticos, a adicdo da combinagdo
sulfametoxazol/trimetoprim torna-se vantajosa em casos neuroldgicos, cutaneos,
6sseos, articulares e melioidose prostatica. Esse melhoramento na terapéutica ocorre
devido & boa penetracdo da sulfametoxazol/trimetoprim nos tecidos. Apesar disso,
estudos randomizados demonstram que a vantagem da adi¢cdo dessa combinacéo se

restringe apenas a esses tipos de casos (CURRIE, 2015).

Posteriormente a terapia intensiva, inicia-se a segunda fase do tratamento, que
visa prevenir a recrudescéncia da doenga. O agente de escolha inicial para esta fase €
a combinacao sulfametoxazol/trimetoprim. Esta combinacéo de drogas € utilizada ha
muitos anos no nordeste da Australia, area endémica da doenca, com excelentes
resultados (CURRIE et al., 2000). Ademais, estudos indicam que a adicdo de
doxiciclina ndo oferece mudangas significativas+ se comparado ao uso isolado de
sulfametoxazol/trimetoprim (CHUSRI et al., 2012).
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Além desses antimicrobianos, amoxicilina/clavulanato tem sido usado como
medicacdo alternativa para criancas e para mulheres gravidas. Esta combinagédo de
drogas, bem como a doxiciclina, sdo substituicdes plausiveis para
sulfametoxazol/trimetoprim em casos de efeitos adversos, tais como rash cutaneo,
sintomas gastrintestinais, hipercalemia e alteracfes nos niveis de creatinina, sintomas
comumente visualizados (CURRIE, 2015).

Existem muitas tentativas de padronizar as diretrizes para o tratamento da
melioidose. A busca na literatura, acerca da eficacia do tratamento, mostra que 0s
maiores dilemas na terapéutica incluem a sua duragéo, a pertinéncia da terapia com
drogas combinadas, a necessidade de prolongar o tratamento da fase de erradicacdo e
a adocdo de outras modalidades terapéuticas (CURRIE, 2015).

A recomendacdo padréo é o uso injetavel da cefalosporina ceftazidima ou de
um carbapenémico para o tratamento inicial da fase intensiva, com duragédo de 2-4
semanas; e a combinacdo sulfametoxazol/trimetoprim e doxiciclina para a fase de
erradicacdo, abrangendo um periodo de 12-20 semanas. As recomendacdes
pioneiramente formuladas a partir das observacgdes feitas nos casos australianos foram
adaptadas para os demais ambientes emergentes e reemergentes da doenca, incluindo
América do Sul e Central. Assim, devido a grande variedade de manifestacdes
clinicas da melioidose, torna-se necessario um julgamento critico acerca das

necessidades individuais de cada paciente (INGLIS, 2010).

2.9 Resisténcia de B. pseudomallei
As cepas de B. pseudomallei sdo intrinsecamente resistentes a muitas classes

de antibidticos, principalmente as penicilinas, aos macrolideos, aos aminoglicosideos
e as quinolonas. Estudos in vitro demonstram que B. pseudomallei vem
desenvolvendo resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento
da melioidose, como amoxicilina-clavulanato, doxiciclina, ceftazidima, imipenem e
sulfametoxazol-trimetoprim (RHOLL et al., 2011; SAROVICH et al., 2012;
HAYDEN et al., 2012).

Para tanto, essa bactéria possui diversos mecanismos de resisténcia, incluindo
a supressao do contato com a droga, inativacdo enzimatica, alteracdes cromossdmicas
e formacéo de biofilme (ADLER et al., 2013; SCHWEIZER, 2012).
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Uma das formas de autopreservacao é a supressdao do contato da bactéria com
a droga. Essa caracteristica excludente é apresentada por diversas bactérias Gram-
negativas, uma vez que as propriedades fisico-quimicas da composicéo das porinas e
dos lipopolissacarideos (LPS) influenciam nessa exclusdo (RAETZ et al., 2007). Essa
incompatibilidade quimica entre as drogas e os componentes fisioldgicos da parede
celular confere um alto poder de resisténcia. A exemplo, sabe-se que os LPS
contribuem intrinsecamente para o alto nivel de resisténcia & polimixina B
apresentado pela B. pseudomallei (SIRITAPETAWEE et al., 2004).

A produgdo de Plactamase, também ¢ outro mecanismo de resisténcia bastante
descrito para B. pseudomallei (BIOT et al., 2013). E conveniente destacar que a
producdo de B-lactamase da classe A e da classe D (OXA-42 e OXA-43) resultou na
resisténcia de alguns isolados clinicos aos antibidticos amoxiciclina/clavulanato e
ceftazidima. Esse mecanismo de resisténcia tem bastante relevancia, visto que é o
unico modo de clivagem dos antibioticos B-lactamicos, até entdo descrito para B.
pseudomallei (BRILHANTE et al. ,2012a,b, SAROVICH et al., 2012; SCHWEIZER,
2012; BANDEIRA et al., 2013). Outro mecanismo de resisténcia relatado para B.
pseudomallei é a delecdo de cromossomos. Apesar de gerar consequéncias
indesejadas para o funcionamento celular, a delegdo de alvos utilizados pelos
antimicrobianos inativa a acdo desses farmacos, permitindo assim a sobrevivéncia da
bactéria. A exemplo, esse tipo de mutacdo é bastante relatado como mecanismo de

resisténcia a ceftazidima em cepas de B. pseudomallei (SCHWEIZER, 2012).

Outra forma de limitar o contato com a droga ocorre pela expressdo de bombas
de efluxo. Essas bombas, contribuem para a resisténcia intrinseca e adquirida em
bactérias Gram negativas. Apds o sequenciamento de cepas de B. pseudomallei,
notou-se que essa bactéria codifica multiplas bombas de efluxo pertencentes a familia
RND (K96243) (HOLDEN et al.,, 2004). Entretanto, apenas trés delas foram
caracterizadas detalhadamente, sendo essas AmrAB-OprA, BpeAB-OprB e BpeEF-
OprC (CHAN et al., 2005; HAYDEN et al., 2012). Destaca-se que AmrAB-OprA foi
a primeira descrita para B. pseudomallei, essa bomba € a responsavel pela resisténcia
intrinseca a aminoglicosideos e macrolideos observada em cepas clinicas e
ambientais. Assim, a expressao dessa bomba € a principal causa da ndo aplicabilidade

desses antimicrobianos na terapéutica da melioidose; BpeAB-OprB é a bomba de
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efluxo que utiliza como substratos os macrolideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e,
em menor extensdo, cloranfenicol; a resisténcia atualmente relatada a
sulfametoxazol/trimetoprim ¢ atribuida a acdo da bomba BpeEF-OprC (BIOT et al.,
2013).

Além da expressdo de bombas de efluxo do tipo multidroga, as cepas de B.
pseudomallei também podem apresentar resisténcia conferida pela formacdo de
biofilme (ADLER et al.,, 2013). Acredita-se que essa tolerancia ndo seja apenas
associada a propria estrutura do biofilme e a diminuicdo da permeabilidade associada
aos antimicrobianos, o que evita que as altas concentracfes de drogas interajam com
as celulas bacterianas. A produgdo e o acumulo do biofilme protegido pela matriz
extracelular também parece ser um mecanismo importante de resisténcia mediada
pelo biofilme (HENGZHUANG et al ., 2013).

2.10 Biofilmes de B. pseudomallei

2.10.1 Biofilme: um estilo de vida microbiano
A ideia de que os microrganismos sdo capazes de viver juntos e formar

biofilmes é de fato antiga, remontando aos estudos classicos e primordiais de Antonie
van Leeuwenhoek (1632-1723) e nos anos 70 (CONSTERTON et al., 1978;
FLEMMING; WINGENDER, 2010), que relataram o conceito de ‘“agregagao
microbiana” na superficie dos dentes, e Louis Pasteur (1822-1895) 70
(CONSTERTON et al., 1978; FLEMMING; WINGENDER, 2010). Geralmente, 0s
biofilmes sdo definidos como comunidades de microrganismos adequadamente
organizados (como um tipico sistema de cooperacdo social) ligados a um substrato
inerte ou vivo e incorporado em uma matriz extracelular autoproduzida (também
chamada de substancia polimérica extracelular) composta de glicoproteinas,
glicolipidios, mono sacarideos, polissacarideos, DNA extracelular, minerais e agua,
que funciona como um adesivo favorecendo as interacdes célula-célula e substrato
celular (FLEMMING et al., 2016; PAPENFORT; BASSLER, 2016; ABISADO et al.,
2018). Além disso, a matriz extracelular do biofilme pode conter componentes
derivados do hospedeiro, tais como soro humano, glicoproteinas da saliva e secre¢des
vaginais (FLEMMING et al., 2016).
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Os constituintes quimicos da matriz extracelular sdo responsaveis pela
manutencdo da arquitetura do biofilme, estabilizando-a através da formacéo de
interagBes intermoleculares, cross-linkages de cations multivalentes e uma rede de
biopolimeros (FLEMMING et al., 2016). Todas essas propriedades da matriz
extracelular ajudam a formar um abrigo robusto que oferece um nicho ecoldgico
protegido e nutricionalmente rico, contribuindo para a sobrevivéncia microbiana, as
trocas de moléculas, a comunicacdo (por meio da deteccdo de quérum), a sinalizagao
e proliferacdo (FLEMMING et al., 2016). A matriz extracelular é uma estrutura
extremamente dindmica que € constantemente remodelada para se adequar ao
ambiente e as condig¢des de vida das células, além de proporcionar estabilidade fisico-
quimica a arquitetura do biofilme (MAURA et al., 2016; STARKEY et al., 2014).

2.10.2 Formacéo de biofilmes
A formacédo de biofilme é um fendmeno sequencial, finamente orquestrado,

em varias etapas, controlado por vérios fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (KOO et
al., 2017; KUMAR, et al., 2017). Na formacdo do biofilme ocorre varias etapas
incluindo adesdo reversivel, adesdo irreversivel, formacdo de microcolonias,
maturacao e dispersdo celular (DESAI et al., 2014; LIMMATHUROTSAKUL et al.,
2014; CASTELO-BRANCO et al., 2016). Durante essas fases, o0s biofilmes
microbianos formam estruturas tridimensionais (3D) que sdo separadas por canais de
agua que permitem a entrada de nutrientes e oxigénio, bem como a descarga de
residuos. Além disso, a criacdo de uma miriade de microambientes dentro da
comunidade de biofilme permite interagdes microbianas complexas, incluindo
comunicagdo quimica e eletroquimica célula a célula e também a transferéncia

horizontal aprimorada de genes (Figura 8).

Primeiramente ocorre a adesdo reversivel de bactérias plancténicas que se
aproximam da superficie sélida por fluido ou por motilidade. Em superficie biética, a
aderéncia é auxiliada pelos fluidos corporais que revestem a superficie, isso ocorre
porque a composicao desses liquidos pode alterar a afinidade de um micro-organismo
pela superficie. Nessa fase, a adesdo é mediada por intera¢do hidrofdbica e por forgas
de Van der Walls, nesse estagio, as bactérias ainda apresentam movimento Browniano

e sdo facilmente removidos por lavagem da superficie. Em seguida, a transicdo para a
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forma irreversivel de adesdo, a qual se da por meio de interacdes dipolo-dipolo,
pontes de hidrogénio, ligagOes i0nicas, covalentes e por mecanismos moleculares
especificos. Adicionalmente, nessa fase, para auxiliar na fixacdo B. pseudomallei
possui pili tipo 1V ou fimbrias, que medeiam adesdo célula-a-célula, dificultando
assim a remocao do biofilme (LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014). Apds esse
processo de fixacdo, B. pseudomallei utiliza-se de suas caracteristicas inatas para
estruturar o biofilme, uma delas é a capacidade de produzir uma matriz hiperidratada
de polissacarideos. Assim esse processo, facilita a ligacdo intercelular, gerando a
formacdo de microcol6nias que, por fim, tornam-se protegidas por matriz de EPS que
ird caracterizar a sua arquitetura (WHITE, 2003; LIMMATHUROTSAKUL et al.,
2014).

No desenvolvimento de microcol6nias dentro do biofilme maduro, as
substancias poliméricas extracelulares continuam a ser formadas juntamente com
canais de agua e poros. Dessa forma, o objetivo desses canais € permitir o
fornecimento de nutrientes e gases, de forma igualitaria, bem como a remocdo de
produtos residuais (PERCIVAL et al., 2012). Apo6s o biofilme atingir a sua densidade
populacional méxima acorre a dispersao de células do biofilme na forma de células

plancténicas e forma novos focos de biofilme.
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Figura 8. Diferentes etapas de formacéo do biofilme.
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Fonte: OCADAQUE, 2019.

1) Adesdo reversivel; 2) Adesao irreversivel; 3) Desenvolvimento da estrutura do biofilme; 4)

Formacéo de microcol6nias dentro do biofilme maduro; 5) Disperséo de células.

2.10.3 Quorum sensing
Numerosas espécies de bactérias empregam um mecanismo de comunicagdo

intercelular conhecido como quorum sensing. Esse processo de sinalizacdo permite
que as células compreendendo uma colénia bacteriana coordenem a sua expressao
génica de um modo dependente da densidade celular (YONG et al., 2013; DELCARU
etal., 2016).

O mecanismo de quorum sensing (QS) consiste na producéo e liberacdo de
moléculas de sinalizagdo para 0 meio, provocando a expressdao de VAarios genes
(ROMERO et al., 2012). Essa comunicacdo possibilita as bactérias executarem
fungdes bioldgicas importantes, muitas delas envolvidas com a viruléncia desses
patogenos. Além disso, tem sido demostrado que o quorum sensing desempenha um
papel na adesdo celular, conferindo ao biofilme uma maior protecdo em relagdo aos
agentes antimicrobianos (ANTUNES, 2003).
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Os diferentes tipos de sinais do quorum sensing sdo chamados de auto-
indutores e foram identificados, na maioria dos casos, como moléculas organicas que
se difundem livremente pela célula e fora dela. Existe uma vasta gama de moléculas
sinalizadoras, como Oligopeptideos, acil-homosserinalactona (AHL - Al-1) e
Furanosil borato diéster (Al-2) (KALIA et al., 2012). O sinal de QS mais estudado e
conhecido é o acil-homosserinalactona, o qual é utilizado por vérias bactérias Gram-
negativas (ROMERO et al, 2012), e é composto por duas proteinas, o sinal de sintese
LuxlI responsavel pela producdo de AHL e LuxR que é o receptor de AHL. Bactérias
Gram-positivas usam oligopeptideos, seus receptores estdo ligados a membrana e o
sinal ocorre através de cascatas de fosforilagdo (ROMERO et al., 2012). O quorum
sensing participa das primeiras etapas para a formagéo do biofilme bacteriano. Nesse
sentido, apds formado, o biofilme torna-se irreversivel e, por essa caracteristica, € um
problema para qualquer individuo que, por algum motivo, possua as condi¢Ges

favoraveis a sua formacéo.

Atualmente, a modulacdo de quorum sensing é uma importante estratégia para
combater a expresséo de fatores de viruléncia microbianos, dentre eles, a formagao 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 (CASTELO-BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al.,
2017; SINGH et al., 2017). Dessa forma, a inibi¢do do sistema de quorum sensing
pode ser uma estratégia eficaz para combater infec¢des causadas por micro-
organismos resistentes, principalmente, quando associadas ao crescimento de
biofilmes (SINGH et al., 2017).

2.10.4 Burkholderia pseudomallei associado a biofilmes
Estima-se que 80% de todas as infecgOes bacterianas sejam causadas pela

formacéo e persisténcia de biofilmes no hospedeiro (ALLISON et al., 2011), inclusive
nas infecgdes por B. pseudomallei. As recidivas ou recorréncias da melioidose
normalmente sdo causadas pela mesma cepa bacteriana, a qual ndo foi eliminada
devido a antibioticoterapia inadequada ou, principalmente, devido a resisténcia in vivo
associada a formacéo de biofilme (PITT et al., 2007). Assim, a formacdo de biofilme
por esse patdgeno vem ganhando destaque nos ultimos anos. Estudos recentes

mostram que B. pseudomallei, quando em biofilme, é mais resistente aos
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antimicrobianos, o que pode contribuir para a dificuldade do tratamento da melioidose
(SAWASDIDOLN et al.,, 2010; BANDEIRA et al., 2013a). Ademais, foi
demonstrado que a capacidade de uma cepa de B. pseudomallei produzir biofilme in
vitro estd associada a ocorréncia de recidiva em pacientes com melioidose
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2014).

Sabe-se que em B. pseudomallei a regulagdo da maturacdo e da manutencéo de
biofilmes, bem como a secrecdo de alguns fatores de viruléncia s&o orquestradas por
mecanismos de quorum sensing (SONG et al., 2005). Nesta espécie bacteriana, as
moléculas octanoil homosserina lactona (8HSL) e outras homosserina lactonas
(HSLs) sdo as moléculas autorreguladoras produzidas para a comunicacao intercelular
e regulagcdo (LASARRE; FEDERLE, 2013; GAMAGE et al., 2011). Além disso, ao
controle da dindmica de formacdo e de manutencdo do biofilme, o sistema de quorum
sensing de B. pseudomallei também € responsavel pela regulacdo da sintese e
secrecdo de fatores de viruléncia (SONG et al., 2005).

Assim, considerando a dificuldade do manejo de biofilmes, inGmeras
pesquisas vém sendo realizadas buscando compreender e controlar estas estruturas
bacterianas (CHAN et al.,, 2007a; GAMAGE et al.,, 2011; FEDERLE, 2013,
SOLANO et al., 2014; LASARRE). Dessa forma, os biossurfactantes, inibidores de
bombas de efluxo, os inibidores de quorum sensing e moduladores de quorum sensing
podem ser uma estratégia eficaz para combater infeccBes causadas por micro-
organismos resistentes, principalmente, quando associadas ao crescimento de
biofilmes (TRENTIN et al., 2013; BANDEIRA et al.,2017; BLANCO et al., 2018).

2.10.5 Compostos potencialmente utilizados para modulago de biofilmes
Apesar dos antibioticos 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 infeccdes (DASTIDAR et al., 2013). Muitas alternativas
tém sido estudadas para tratar tais infecgdes. A exemplo, compostos naturais,
biomoléculas ou compostos utilizados clinicamente para outras finalidades, mas que
possuem efeito antimicrobiano ou tem a capacidade de modular o biofilme, agindo em
algumas das etapas da formacdo do biofilme. Por exemplo, tem sido testado

compostos com potencial antibiofilmes isoladamente ou combinados com
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antimicrobianos classicos para tratar ou potencializar o efeito de antimicrobianos,
como também evitar a formacdo de biofilmes (JORGE, LOURENCO PEREIRA,
2012; CASTELO BRANCO et al, 2016; SIDRIN et al, 2017; ALTERIS et al, 2018).

Dessa forma, compostos ndo antimicrobianos classicos, como
biossurfactantes, inibidores de bomba de efluxo, inibidores de quorum sensing e
moduladores de quorum sensing, 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 (LASSERE; FEDERLE, 2013).

2.10.6 Biossurfactante (ramnolipidio)

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas com capacidade de reduzirem a
tensdo superficial e interfacial entre liquidos, sélidos e gases. Esses compostos sao
identificados pela presenca de duas por¢des em sua estrutura, uma hidrofobica e outra
hidrofilica, responsaveis pelas propriedades Unicas dos surfactantes: detergéncia,
atividade emulsificante, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
além de solubilizacdo e dispersdo de compostos hidrofébicos em fases aquosas
(LUNA et al., 2016; NITSCHKE; PASTORE, 2002; SOUZA et al., 2018a). Embora
os surfactantes quimicos possuam inumeras aplicacfes, sua utilizacdo pode causar
diversos impactos ambientais. Por esse motivo, nos ultimos anos tem-se intensificado
a busca por surfactantes biolégicos, os quais possuem propriedades ecologicamente
interessantes, como baixa toxicidade, elevada seletividade e biodegradabilidade,
baixos valores de concentracédo e estabilidade em condi¢bes extremas de temperatura,

pH e salinidade.

Uma das classes de biossurfactantes é representada pelos ramnolipidios (RL),
surfactante aniénico produzido em sua grande maioria por Pseudomonas aeruginosa
(PENG et al.,, 2012). Os ramnolipidios sdo glicolipideos contendo um grupo
hidrofilico, consistindo em uma ou duas moléculas de (L) -rhamnose, com uma
ligagdo glicosidica ao grupo hidrofobico composto de um ou dois acidos graxos B-
hidroxi (CHONG H, LI, Q, 2017). O ramnolipidio exibe excelentes propriedades
emulsificantes, assim como apresentam acdo antibacteriana, antifungicas e

propriedades antivirais e antiadesivas contra microrganismos patogénicos. No
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entanto, o foco atual das pesquisas € a capacidade dos biossurfactantes de interromper

biofilmes estabelecidos e impedir a formagéo de novos biofilmes.

Dentre as inUmeras propriedades atribuidas ao ramnolipidio, destaca-se seu
potencial atividade na adesdo bacteriana e na dispersdo do biofilme. Sabe-se que esse
composto apresenta atividade inibitoria do crescimento bacteriano, tais como
Pseudomonas aeruginosa (PERFUMO et al., 2006), Bordetella bronchiseptica (IRIE
et al., 2005), E. coli (WANG et al., 2010), S. aureus (JIN et al., 2010), S. epidermidis
(GOMES et al., 2011), S. mutans (HOREV et al., 2015) e fungos, como Yarrowia
lipolytica (RODRIGUES et al., 2006), dentre outros.

O ramnolipidio também demonstra ser eficaz contra os biofilmes em formacéo
(IRIE et al. 2005). Pensa-se que o mecanismo de inibicdo do biofilme seja na adeséo
celular. No entanto, algumas células desagregadas ainda podem ser viaveis. Foi
relatado que o ramnolipidio interrompe biofilmes pré-formados, resultando em uma

disperséo dos componentes da matriz do biofilme (DUSANE et al. 2010).

Ademais, o ramnolipidio demonstra-se ser agente de dispersdo eficaz para
fungos, interrompendo a formacdo de biofilmes de Yarrowia lipolytica em
dispositivos médicos (RODRIGUES et al. 2006). E importante ressaltar que, embora
os ramnolipidios possam efetivamente interromper a formacdo e a integridade do
biofilme, essas moléculas também sdo conhecidas por interferirem na producdo de

fatores de viruléncia relacionadas ao patégeno (RODRIGUES et al. 2006).

2.10.7 O inibidor de bomba de efluxo carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

O composto carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) (CoHsCIN) é
um desacoplador da fosforilacdo oxidativa que blogueia o transporte intracelular de
glicoproteinas secretadas na membrana, esse mecanismo envolve o desacoplamento
do gradiente de prétons que € estabelecido durante a atividade normal dos
transportadores de elétrons na cadeia de transporte de elétrons, afetando a sintese de
ATP (SINHA et al.,, 2017; MENICHINI et al., 2019). O CCCP tambem afeta
consideravelmente o nivel de energia da membrana e a viabilidade celular, causando
uma dissipagédo da forga motriz do préton da membrana, afetando consequentemente a
sintese de ATP.
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Além de sua alta toxicidade para a célula, CCCP é descrito como um inibidor
classico de bombas de efluxo, que participam de diversos mecanismos microbianos
fisiologicos e homeostase dos biofilmes (ALVARADO, VASSEUR, 1998;
MAHAMOUD et al. 2007). As bombas de effluxo sdo proteinas transportadoras que
promovem a extrusdo de qualquer substancia toxica de dentro da célula para fora
inclusive de varias classes de antimicrobianos (DASTIDAR et al., 2013; SIDRIM et
al., 2017).

Adicionalmente, lkonomidis et al. (2008) propuseram que, devido as
propriedades lipofilicas do composto, esse torna-se capaz de ligar-se a membrana
celular, causando a ruptura mecanica de sua estrutura e, finalmente, a inviabilidade da
célula. Sabe-se também que o CCCP possui atividade inibitoria reconhecida frente as
bombas de efluxo, aumentando o contato dos farmacos com os componentes celulares
e exacerbando assim sua acdo antimicrobiana (MAHAMOUD, et al. 2007;
IKONOMIDIS et al., 2008).

Brilhante et al. (2012) relatou que cepas de B. pseudomallei foram sensiveis a
acdo antimicrobiana do farnesol um inibidor de bomba de efluxo, bem como a
combinacdo desse composto com antibidticos Plactdmicos reduziu, de forma

sinérgica, a concentracao inibitoria minima (CIM) desses antimicrobianos.

Em relacdo a sua atividade frente a biofilmes, ha relatos de que o CCCP é
capaz de danificar a estrutura do biofilme bacteriano, reduzindo sua biomassa
(MAHAMOUD, et al. 2007, ALVARADO E VASSEUR, 1998). Além dessa a¢do
desestabilizadora, o composto atua sinergicamente com antibidticos f-lactdmicos e
com aqueles que interferem na sintese proteica do micro-organismo (JABRA-RIZK et
al., 2006).

2.10.8 Inibidores de quorum sensing
A principal caracteristica do biofilme bacteriano é a sua resisténcia a acéo de

moléculas antimicrobianas. Por essa razdo, o maior interesse é descobrir formas de
evitar ou reduzir a formacéo do biofilme. Com base nos estudos citados, 0 mecanismo
de quorum sensing esté ligado inteiramente & etapa inicial de formacdo do biofilme.
Logo, a inibicdo do quorum sensing se torna o primeiro alvo no que se refere aos

mecanismos de interrupcao da formacao do biofilme.
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Portanto, a interrupcdo da sinalizacdo baseada em AHL tornou-se a estratégias
promissora para controlar a formagéo do biofilme (KALIA et al., 2012). S&o citados
na literatura trés possiveis mecanismos que podem interceptar a detec¢do do quorum
sensing baseados em AHL ou modulando o seu comportamento durante a formacao
do biofilme, que incluem: inibicdo da sintese de AHL, bloqueando as proteinas da
sintase (GESKE et al., 2008; KALIA et al., 2012), interferéncia nos receptores de
sinal (KOCH et al., 2005) e degradacdo enzimatica ou alteracdo das moléculas de
AHLs (YATES et al., 2002; LIN et al., 2003). O blogueio dessa sinalizacdo, além de
impedir a formacdo do biofilme, torna as bactérias mais sensiveis as drogas
antimicrobianas e ao proprio sistema imunolégico (ANTUNES, 2003;
RUTHERFORD et al., 2012).

Os inibidores de quorum sensing podem ser de ordem natural, que engloba
tanto substancias produzidas por eucariotos, quanto por procariotos, ou de origem
sintética, que sdo moléculas andlogas produzidas em laboratério (KALIA et al.,
2012), como furaneol e curcumina que interfere no sistema de quorum sensing
(RUDRAPPA et al., 2008; PONNUSAMY et al., 2009).

A curcumina (C21H2006) € um polifenol, tido como um nutracéutico, derivado
do rizoma de acafrdo (Curcuma longa), planta pertencente a familia do gengibre
(HEWLINGS; KALMAN, 2017). Desde os tempos antigos, a raiz do acafrdo tem sido
popular como tempero na india e em outros paises asiaticos. Também é comumente
usado para fins medicinais, particularmente no tratamento de condi¢des inflamatorias
(JURENKA, 2009). Além de possuir atividade anti-inflamatéria, antioxidante,
hipoglicémica, cicatrizante, antimutagénica e anticancerigena, a curcumina também
apresenta atividade antimicrobiana comprovada, inibindo totalmente o crescimento in
vitro de Helicobacter pylori (MAHADY et al.,, 2002; GUPTA; PATCHVA;
AGGARWAL, 2013).

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 sideroforos, e
também impedindo a formagdo de biofilmes, como demonstrado no estudo com

Aeromonas sobria feito por um grupo de pesquisadores da China (DING et al., 2017).
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Dentre as indmeras propriedades atribuidas ao curcumina, destaca-se seu
potencial atividade antimicrobiana. Sabe-se que esse composto apresenta atividade
inibitoria do crescimento de bactérias, tais como Streptococcus mutans (DUARTE et
al., 2006), Aeromonas hydrophila (ABUELSAAD et al., 2014), Candida albicans
(ALALWAN et al., 2017), S. aureus (LEE et al., 2012) e Escherichia coli O157:H7
(LEE et al., 2011), dentre outros.

A curcumina tem acgdo antibacteriana, alguns autores relataram que a alteragéo
na membrana pela curcumina pode ser atribuida a acdo bactericida (CHARMA et al.,
2014; TYAGI et al., 2015). A curcumina sendo anfipética e lipofilica, é facilmente
incorporada a membrana bacteriana, resultando em sua rotura e vazamento (TYAGI
et al., 2015). Por outro lado, o efeito antibiofilme é o resultado da modulacdo da
expressao genica e da inibicdo da detencdo de quorum sensing. Ademais, a curcumina
também possui a capacidade de agir sinergicamente com varias drogas de diferentes
classes, como a cloroquina, utilizada para tratar malaria e diminuir a resisténcia de
cepas de Plamosdium falciparum resistentes a cloroquina (REDDY et al., 2005;
TEOW et al., 2016).

Ademais, o furaneol (CeéHgOs3) é um composto aromatico ndo halogenado,
extraido de frutas, e muito utilizado na inddstria alimenticia. Além disso, a sua
atividade antimicrobiana, anti-carcinogénica e antioxidante ja foi comprovada (CHOI
etal., 2014; SCHWAB, 2013).

Recentemente, devido a busca por novas alternativas terapéuticas, ele se
tornou um forte candidato para combater infecgbes 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
concentragdes abaixo da concentragdo inibitoria minima (CIM), demonstrando uma
eficiente inibicdo da expressao de fatores de viruléncia e da producéo de biofilmes por
P. aeruginosa (CHOI et al., 2014).

Diferentemente da furanona halogenada, que ja possui relatos na literatura de
resisténcia microbiana associada ao seu uso, o furaneol é um composto nao

halogenado e menos toxico, logo, podendo ndo forcar uma pressao seletiva em micro-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6517519/#B21
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organismos ou forcar uma menor pressao, gracas a sua baixa toxicidade (CHOI et al.,
2014). O furaneol inibe a colonizagdo bacteriana e o desenvolvimento de biofilme
através da interferéncia nas moléculas de homoserinas lactonas (AHL) em bactérias
Gram negativas e o sistema de sinalizacdo Al-2 em bactérias Gram positivas. Além
disso, o furaneol inibe a expressdo de exoenzimas bacterianas que degradam
ativamente os componentes do sistema imunolégico, melhorando, assim, a resposta

imune.

Wu et al., (2004) em um estudo in vivo, mostrou que furaneol interfere no
mecanismo de acdo de AHL suprimindo a deteccdo de quorum sensing bacteriana.
Também o furaneol acelera a depuracdo bacteriana pulmonar além de prolongar

significativamente o tempo de sobrevivéncia dos ratos (WU et al., 2004).

2.10.9 Moléculas de quorum sensing (8HSL)
Na literatura, podem ser encontradas duas classes de enzimas capazes de

degradar as moléculas sinalizadoras AHL: as lactonases, que hidrolisam o anel
lactona e as ocilases, que hidrolisam a ponte amida entre a cadeia de acido graxo e a
molécula de homosiderina lactona (LIN et al., 2003; STEGGLES, 2011).

Os moduladores de quorum sensing podem ser de ordem natural, que engloba
substancias de origem sintética, que sdo moléculas analogas produzidas em
laboratério (KALIA et al., 2012), como octanoil homoserina lactona (8HSL) que age
competitivamente com as AHL pelos receptores cognatos (RUDRAPPA et al., 2008;
PONNUSAMY et al., 2009). Entretanto jA foi demostrado que a modulacdo de
quorum sensing mediado pela inibicdo da sintese de AHL pode ser uma estratégia
eficaz para desconectar a sinalizacdo célula a célula, no entanto, atualmente, existem
poucos estudos com uma investigagdo completa de pequenas moléculas direcionadas
a producdo do sinal. Estudos investigaram o potencial do uso de analogos da S-
adenosilmetionina (SAM), que € o doador de amino para a formacdo da porcdo do
anel da homoserina lactona. Trés anadlogos, S-adenosil-homocisteina 47a, sinefungina
47b e butiril SAM inibem P. aeruginosa e bloqueiam a producdo de AHL in vitro
(PARSEK et al., 1999).

Romero et al., (2010) mostra que o composto octanoil homoserina lactona

(8HSL) antagonista obtido de forma quimica, interfere no mecanismo de quorum
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sensing, proporcionando um efeito antagonista ou até mesmo reduzindo a expressao
de genes, por apresentar uma estrutura semelhante a uma parte da molécula de AHL
(PERECHE et al., 2001). Outro mecanismo de ac&o é a interferéncia antagbnica nos
receptores de sinal de AHL inibindo as moléculas de quorum sensing (HENTZER et
al., 2003).

Ja foram demonstrados que 8HSL atua contra homosserina lactonas,
interferindo nos mecanismos de quorum sensing bacteriano e, consequentemente na
formacdo de biofilme por bloquear a comunicacdo célula a célula (MIMA;
SCHWEIZER, 2010; CHAN et al., 2007a)

Quadro 2. Compostos utilizados como potenciais moduladores de biofilmes de B.

pseudomallei
Composto Mecanismo de acao Referéncias

Ramnolipidio | Biossurfactante LUNA etal., 2016
MAHAMOUD, et al. 2007

CccP Inibidor de bomba de efluxo IKONOMIDIS et al., 2008
CHARMA et al., 2014

Curcumina Inibidor de quorum sensing TYAGI et al., 2015

Furaneol Inibidor de quorum sensing ALASIL et al., 2015
SOLANO et al., 2014

8HSL Modulador de quorum sensing HAYEK et al., 2019

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona
8HSL: Octanoil homoserina lactona

Diante do exposto, o presente trabalho propds a analisar a atividade inibitoria
do ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL frente aos biofilmes de B.
pseudomallei e secrecdo de fatores de viruléncia, bem como avaliar se a associagdo
desses compostos interfere na acdo dos antimicrobianos convencionalmente usados no

tratamento de melioidose.
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3. HIPOTESES CIENTIFICAS

O biossurfactante ramnolipidio atua contra biofilmes maduros de B. pseudomallei,

reduzindo a biomassa e a producao de proteases e sideroforos.

O inibidor de bombas de efluxo carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona inibe a
formacéo de biofilmes e desestrutura biofilmes maduros de B. pseudomallei, reduz a

producdo de proteases e sideroforos e sensibiliza os biofilmes aos antimicrobianos.

Os inibidores de quorum sensing curcumina e furaneol reduzem a formacdo de
biofilmes e a producdo de proteases, mas ndo interferem na sensibilidade
antimicrobiana de biofilmes de B. pseudomallei.

A molécula de quorum sensing ocatanoil-homosserina lactona (8HSL) aumenta a
producdo de biofilmes, desestrutura biofilmes maduros, aumenta a producdo de
proteases e sideroforos e sensibiliza biofilmes de B. pseudomallei a drogas

antimicrobianas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do biossurfactante ramnolipidio, do inibidor de bombas de

efluxo carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), dos inibidores de quorum
sensing curcumina e furaneol e da molécula de quorum sensing octanoil homosserina
lactona (8HSL) sobre a sensibilidade antimicrobiana, a dindmica de biofilmes e a
viruléncia de Burkholderia pseudomallei.

4.2 Objetivos especificos
1- Testar o efeito in vitro dos antibacterianos doxiciclina, imipenem, ceftazidima

amoxicilina-clavulanato e  trimetoprim-sulfametoxazol e dos compostos
(ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL) isolados ou associados sobre a

forma plancténica e de biofilme de cepas clinicas e ambientais de B. pseudomallei;

2-Avaliar o efeito dos compostos (ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL)
sobre a dindmica de formacdo e de manutencdo de biofilmes de cepas clinicas e

ambientais de B. pseudomallei;

3- Analisar o efeito dos compostos (ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e
8HSL) sobre a producdo de proteases e de sider6foros por bactérias de crescimento

livre e por biofilmes em formacéo e biofilmes maduros de B. pseudomallei;

4- Identificar por microscopia confocal as alteracdes estruturais nos biofilmes em
formacdo e biofilmes maduros de B. pseudomallei expostos aos compostos

(ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local de estudo
Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Patdgenos Emergentes e

Reemergentes- LAPERE pertencente ao Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM) do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina
(UFC) e no Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GraMM).

5.2 Micro-organismos
Nesse estudo, foram avaliados isolados clinicos (n= 08) e ambientais (n=08)

de B. pseudomallei, isoladas no Estado do Ceara. A tabela 1 apresenta a relacdo das
cepas empregadas na pesquisa, bem como a origem e o numero de depdsito na
colegdo do LAPERE. Essas cepas foram identificadas por meio bioguimico, no
equipamento VITEK2®, e a identificacdo foi confirmada pelo sequenciamento da
regido 16S do DNA. Os microrganismos foram recuperados em caldo BHI (Brain
Heard Infusion), a 37 °C, por 48 h. A pureza das cepas foi confirmada em meio
Ashdown. Todas as 16 cepas de B. pseudomallei utilizadas neste estudo foram

previamente caracterizadas como fortes formadoras de biofilme.

Por ser classificada como um agente bioldgico de classe de risco 3, a
manipulacdo de B. pseudomallei deve estar condizente com os critérios estabelecidos
pelo Ministério da Salde. Para tanto, todos os experimentos foram realizados em
cabine de fluxo laminar 11/B2, acondicionada no laboratério de nivel de
Biosseguranca 3, onde ha instalacdes fisicas necessarias, procedimentos e normas que
asseguram a contencdo bioldgica deste micro-organismo. Adicionalmente, todos 0s
residuos gerados foram devidamente acondicionados e levados para autoclavagédo a
121° C, durante 30 minutos.
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Tabela 1. Descrigdo das cepas utilizadas na pesquisa

NUmero da colecdo  Origem do paciente/ Municipio de

CEMM ‘solamento Ano de isolamento

Fonte de isolamento

. Tejuguoca 2003
Ubajara 2008

Granja 2009

Clinica Séo Gongalo 2012
S&o Gongalo do Amarante 2012
Fortaleza 2014

Fortaleza 2014

Granja 2014

CEMM 03-6-039 Tejucuoca 2007

CEMM 03-6-040 Tejucuoca 2007

CEMM 03-6-041 Tejucuoca 2007

_ CEMM 03-6-042 Tejucuoca 2007
Ambiental CEMM 03-6-043 Tejucuoca 2007
CEMM 03-6-046 Tejucuoca 2007

CEMM 03-6-047 Tejucuoca 2007

CEMM 03-6-048 Tejucuoca 2007

5.2.1 Desenho experimental
Este trabalho foi organizado em duas etapas distintas. A primeira etapa

consistiu na andlise da sensibilidade das cepas testadas, na forma planctbnica e de
biofilme, aos antimicrobianos utilizados no tratamento da melioidose (doxiciclina,
meropenem, ceftazidima, amoxicilina-clavulanato e trimetoprim-sulfametoxazol) e
aos compostos,testes, i.e., 0 biossurfactante ramnolipidio, o inibidor de bombas de
efluxo carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), os inibidores de quorum
sensing curcumina e furaneol e a molécula de quorum sensing ocatanoil-homosserina-
lactona (8HSL), isolados e combinados. Para fins didaticos, esses compostos serdo
conjuntamente chamados de reguladores de biofilmes. A segunda etapa consistiu em
avaliar o efeito dos compostos reguladores sobre a dindmica de formacgdo e de
manutencdo de biofilmes e sobre a producdo de fatores de viruléncia por B.
pseudomallei, nas formas de crescimento livre, de biofilmes em formacdo e de
biofilmes maduros. As analises das duas etapas experimentais foram conduzidas

conforme desenho experimental apresentado na Figura 9.



Figura 9. Fluxograma do desenvolvimento da tese
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Inibidores de quorum sensing: curcumina e furaneol

Molécula de quorum sensing: octanoil-homosserina-lactona (8HSL)
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MER: meropenem

CAZ: ceftazidima

AMC: amoxicilina-clavulanato

TSX: trimetoprim-sulfametoxazol
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12 PARTE EXPERIMENTAL

5.2.2 Preparo de inéculo para teste de sensibilidade
As cepas de B. pseudomallei (n=16) foram cultivados em caldo BHI glicose

1%, a 37 °C, por 24 horas. Apds esse periodo, as col6nias foram suspensas em 2 mL
de solucdo salina estéril, a fim de atingir o padrdo 0,5 na escala McFarland,
equivalente a uma concentragdo de aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras
de col6nias por mililitro (UFC/mL). Essa suspenséo foi diluida na proporcao de 1/150
em caldo Mueller Hinton (MH). Em seguida, foram acrescentados 100 pL do inéculo
aos pocos de uma placa de 96 pocos de fundo em U, obtendo-se a concentracéo final
de 5x10° UFC/mL (CLSI_2015).

5.2.3 Teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas e aos compostos reguladores
de biofilmes com B. pseudomallei na forma plancténica

Os testes de sensibilidade com B. pseudomallei (16 cepas) na forma
planctnica foram realizados para determinacdo das concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) para os antimicrobianos e 0s compostos testados. Para tanto, 0s
procedimentos foram realizados por meio do método de microdiluicdo em caldo
Mueller-Hinton (Difco, EUA), conforme padronizado pelo documento M100-S25
(CLSI_2015). Os indculos bacterianos foram preparados conforme descrito
anteriormente. Os antibacterianos foram avaliados nas seguintes concentracées: 0,03-
16 pg/mL para doxiciclina (DOX, Sigma-Aldrich) e meropenem (MER, Sigma-
Aldrich), 0,25-128 pg/mL para ceftazidima (CAZ, Sigma-Aldrich), 0,5/0,250-
256/128 pg/mL para amoxicilina-clavulanato (AMC, Sigma-Aldrich) e 0,59/0,03-
304/16 pg/mL para trimetoprim-sulfametoxazol (TSX, Sigma-Aldrich). Os
compostos reguladores foram avaliados nas seguintes concentragdes: ramnolipidio
(9,76-5000 pg/mL), CCCP (1-512 uM), curcumina (1-512 uM), furaneol (9,76-5000
MM) e 8HSL (0,19-100 pM) (Quadro 3). A CIM foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir totalmente (100%) o crescimento visual do micro-
organismo, apés 24 horas de incubagdo. Para alguns compostos a CIM nédo foi
encontrada e foi levada em consideracdo a ocorréncia de alteragGes visuais no
crescimento microbiano. Pogos livres de droga foram incluidos como controle de

crescimento e pocos livres de bactéria foram incluidos como controle de esterilidade.
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Para o controle das drogas, foram utilizadas as cepas padrdo Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Quadro 3. Concentragbes dos antimicrobianos e dos compostos reguladores de

biofilmes testados isoladamente contra Burkholderia pseudomallei na forma
plancténica e de biofilmes.

Drogas/Compostos Solventes Forma plancténica Fabricante
Doxiciclina H.0 0,03-16 pg/mL Sigma-Aldrich
Meropenem H.O 0,03-16 pg/mL Sigma-Aldrich
Ceftazidima NaHCO; 0,25-128 pg/mL Sigma-Aldrich
Amoxicilina-clavulanato PBS (pH=6.0) | 0,5/0,250-256/128 pug/mL | Sigma-Aldrich
Trimetoprim-sulfametoxazol | NaCL/HCI 0,59/0,03-304/16 ug/mL | Sigma-Aldrich
Ramnolipidio H.O 9,76-5000 pg/mL Sigma-Aldrich
CCcP DMSO 1-512 uM Sigma-Aldrich
Curcumina Etanol 1-512 uM Sigma-Aldrich
Furaneol H20 9,76-5000 uM Sigma-Aldrich
8HSL DMSO 0,05-100 uM pM Sigma-Aldrich

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

8HSL: Octanoil-homosserina-lactona

5.2.4 Teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas e aos compostos reguladores
de biofilmes com biofilmes maduros de B. pseudomallei

Os testes de sensibilidade com biofilmes maduros foram realizados para
determinacdo das concentra¢fes eliminatorias minimas do biofilme (CEMB) para os
antimicrobianos e os compostos testados. Para tanto, foi induzida a formagédo de
biofilmes por B. pseudomallei (16 cepas), em placas de poliestireno de 96 pocgos de
fundo chato, contendo 175 pL de caldo BHI-glicose 1% e 25 pL de indculo

bacteriano, atingindo uma proporgdo de 7:1. Os indculos foram preparados a partir de
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repiques das cepas crescidos em caldo BHI, a 37 °C, durante 48 h, os quais foram
suspensos em 2 mL de solugdo salina estéril, com turbidez 6 na escala de McFarland
(1,8 x 10° UFC/mL). Em seguida, os pocos foram inoculados e as placas foram
incubadas a 37 °C, durante 48h, para a obtencéo de biofilmes maduros (PEETERS et
al., 2008; BANDEIRA et al., 2013).

Apols o periodo de incubacdo, os biofilmes formados foram expostos a
concentragdes crescentes dos antimicrobianos e dos compostos reguladores, de acordo
com a metodologia descrita pelo CLSI (2015), com adaptacGes. Os pogos foram
lavados duas vezes com PBS 1x para remover as células ndo aderentes. Em seguida,
200 pL de caldo BHI-glicose 1%, contendo concentracdes crescentes das drogas
antimicrobianas ou dos compostos reguladores, foram adicionados aos po¢os. Os
intervalos de concentracfes testados foram: 0,03-16 pg/mL para doxiciclina (DOX,
Sigma-Aldrich) e meropenem (MER, Sigma-Aldrich), 0,25-128 pg/mL para
ceftazidima (CAZ, Sigma-Aldrich), 0,5/0,250- 256/128 pg/mL para amoxicilina-
clavulanato (AMC, Sigma-Aldrich) e 0,59/0,03-304/16 pg/mL para trimetoprim-
sulfametoxazol (TSX, Sigma-Aldrich). Quanto aos compostos reguladores de
biofilmes, as seguintes concentracBes foram testadas: ramnolipidio (9,76-5000
pg/mL), CCCP (1-512 uM), curcumina (1-512 uM), furaneol (9,76-5000 puM) e
8HSL (0,05-100 uM) (Quadro 3). Em seguida, as placas foram incubadas novamente,
a 37 °C, durante 24h (PEETERS et al., 2008; BANDEIRA et al., 2013). Apoés a
incubacdo foi avaliada a atividade metabolica do biofilme para determinacdo da
viabilidade dos mesmos. Assim, foram adicionados 20 pL de resazurina (0,025%) em
todos os pocos da placa de microdiluicdo. As placas foram incubadas a 35 °C, sob
abrigo da luz, por uma hora. Apés esse periodo, foi realizada a interpretacdo visual
dos resultados. A concentragdo eliminatéria minima do biofilme (CEMB) foi
considerada a menor concentragdo na qual ndo ha evidéncias de atividade metabdlica
celular, consequentemente, ndo ocorrendo mudanca de coloragdo, ou seja, 0S pogos
permanecem azuis (Figura 10) (BANDEIRA et al., 2013).
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Figura 10. Visualizagdo da placa de microdiluicdo de poliestireno com 96 pogos de fundo
chato com biofilme de B. pseudomallei apds receber solugdo de resazurina a 0,025%. Entre os
colchetes e na seta (A), visualizar os pogos azuis, demonstrando a falta de atividade
metabdlica celular, sendo considerada a concentragdo eliminatéria minima do biofilme
(CEMB). No restante da placa visualizamos pocos com coloracdo varidvel de réseo, como

visto na seta (B), a lilds como na seta (C), apresentando atividade metabdlica celular.

Pocos livres de droga foram incluidos como controle de crescimento e pogos
livres de bactéria foram incluidos como controle de esterilidade. Para o controle de
qualidade, todos os testes foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos,
e as seguintes cepas controle foram usadas: Staphylococcus aureus ATCC 25923
(produtor de biofilme) e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (n&o produtor de

biofilme).

5.2.5 Efeito dos compostos reguladores de biofilmes sobre a sensibilidade
antimicrobiana de B. pseudomallei na forma plancténica e de biofilmes

Para avaliar os efeitos dos compostos reguladores sobre a sensibilidade
planctdnica de B. pseudomallei (16 cepas), foi utilizado o método de microdiluicdo
em caldo Muller-Hinton, conforme descrito previamente, utilizando as drogas

antimicrobianas no intervalo de concentracdo descrito no quadro 3. Entretanto, nessa
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etapa experimental, os compostos reguladores foram incorporados ao caldo Muller-
Hinton, em concentragdes fixas (Quadro 4). As placas foram incubadas a 37 °C,
durante 24h. Posteriormente, as CIMs dos antimicrobianos combinados com cada um
dos compostos foram lidas, definidas como as menores concentracdes de droga
antimicrobiana capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano. Pocos livres
de droga foram incluidos como controle de crescimento e pocos livres de bactéria
foram incluidos como controle de esterilidade. Para o controle das drogas, foram
utilizadas as cepas padrdo Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

Para avaliar os efeitos dos compostos sobre as CEMBs dos antimicrobianos,
inicialmente, o crescimento de biofilmes maduros de B. pseudomallei foi induzido em
placas de 96 pocos de fundo chato, contendo caldo BHI-glicose 1%, conforme
descrito anteriormente. As placas foram incubadas a 37 °C, durante 48 h (PEETERS
et al., 2008; BANDEIRA et al., 2013). Apos a incubacdo, os pogos foram lavados
duas vezes com PBS 1x e 200 pL de caldo BHI-glicose 1%, contendo concentracdes
crescentes das drogas antimicrobianas e concentragfes fixas dos compostos
reguladores, foram adicionados aos pocos. As concentragdes testadas estdo descritas
no (Quadro 4). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C, por mais 24 h. Apés a
incubacéo, foram adicionados 20 uL da resazurina (0,025%) para determinagdo das
CEMBs dos antimicrobianos combinados com cada um dos compostos (CASTELO-
BRANCO et al., 2016).

Pocos livres de droga foram incluidos como controle de crescimento e pocos
livres de bactéria foram incluidos como controle de esterilidade. Para o controle de
qualidade, todos os testes foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos,
e as seguintes cepas controle foram usadas: Staphylococcus aureus ATCC 25923
(produtor de biofilme) e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (n&o produtor de

biofilme).
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Quadro 4. Concentracfes dos antimicrobianos e compostos reguladores testados em

combinacéo contra B. pseudomallei na forma planctonica e de biofilme.

Drogas/compostos Biofilme formacgéo Fabricante
Doxiciclina 0,03-16 pg/mL Sigma-Aldrich
Meropenem 0,03-16 pg/mL Sigma-Aldrich
Ceftazidima 0,25-128 pg/mL Sigma-Aldrich
Amoxicilina/clavulanato 0,5/0,250-256/128 pug/mL Sigma-Aldrich
Trimetoprim-sulfametoxazol | 0,29/0,015-152/8 pg/mL Sigma-Aldrich
Ramnolipideo 78 pg/mL Sigma-Aldrich
CCccP 128 uM Sigma-Aldrich
Curcumina 51,2 uyM Sigma-Aldrich
Furaneol 500 uM Sigma-Aldrich
8HSL 7,8 UM Sigma-Aldrich

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

8HSL: Octanoil-homosserina-lactona

22 PARTE EXPERIMENTAL

5.3 Efeitos dos compostos reguladores de biofilmes sobre a formagéo de biofilmes
por B. pseudomallei

Para avaliar a acdo dos compostos sobre biofilmes em formacdo de B.
pseudomallei (16 cepas), foram usadas trés concentracGes, sendo um referente a CIM,
quando esta foi encontrada, e as outras referentes a duas concentragdes sub-
inibitdrias, conforme descrito no (Quadro 5). Foi induzida a formacao de biofilme em

placas de 96 pocos contendo caldo BHI-glicose 1%, conforme descrito anteriormente.
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Os compostos foram incorporados ao meio, nas concentracdes escolhidas. Em seguida
as microplacas foram incubadas a 37 °C, durante 48 h. Finalmente os pogos foram
lavados por trés vezes com PBS 1x estéril para remover as células ndo aderentes e a
biomassa dos biofilmes foi quantificada pelo método de coloracdo com cristal violeta.
Ap0s a lavagem dos biofilmes com PBS, 200 pL de metanol (Dindmica, Brasil) foram
adicionados aos pogos, agindo por 15 minutos. O metanol foi removido, e as placas
foram secas dentro da cabine de fluxo laminar. Posteriormente, foram adicionadas aos
pocos aliquotas de 200 L de cristal violeta a 0,3%, deixando-o agir por 10 minutos.
Em seguida, o corante foi removido, as placas foram lavadas com PBS estéril trés
vezes. Apoés as lavagens, o corante impregnado nos biofilmes foi ressolubilizado com
200 pL &cido acético 33% e o sobrenadante foi transferido para novas placas de
microdiluicdo de fundo chato, as quais foram submetidas a leitura em
espectrofotdmetro a 490 nm (STEPANOVIC et al., 2007). Pogos livres de droga
foram incluidos como controle de crescimento e pogos livres de bactéria foram
incluidos como controle de esterilidade. Para o controle de qualidade, todos os testes
foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos, e as seguintes cepas
controle foram usadas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (produtor de biofilme) e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (ndo produtor de biofilme). (BANDEIRA
etal., 2013).

Quadro 5. Concentragbes dos compostos reguladores de biofilmes testados contra
biofilmes em formagdo de Burkholderia pseudomallei.

Compostos reguladores Concentragoes testadas Fabricante
Ramnolipidio 0,78, 7,8, 78 pg/mL Sigma-Aldrich
CccpP 1,28, 12,8, 128 uM Sigma-Aldrich
Curcumina 25,6, 51,2, 512 uM Sigma-Aldrich
Furaneol 250, 500, 5000 pM Sigma-Aldrich
8HSL 0,78,7,8, 78 uM Sigma-Aldrich

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

8HSL.: Octanoil-homosserina-lactona
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5.3.1 Efeitos dos compostos reguladores de biofilmes sobre biofilmes maduros de B.
pseudomallei

Para avaliar a acdo dos compostos sobre biofilmes maduros de B.
pseudomallei (16 cepas), foram usadas trés concentracfes, sendo um referente a
CEMB, quando esta foi encontrada, e as outras referentes a duas concentracdes sub-
inibitorias, conforme descrito no (Quadro 6). Inicialmente, a formac&o de biofilme foi
induzida em placas de 96 pocos contendo caldo BHI-glicose 1%, conforme descrito
anteriormente. Em seguida as microplacas foram incubadas a 37 °C, durante 48 h.
Apbs esse periodo, os pocos foram lavados trés vezes com PBS 1x estéril para
remover as células ndo aderentes, e 200 pL de caldo BHI-glicose 1%, contendo as trés
concentragdes dos compostos testados, foram adicionados aos poc¢os das placas. Em
seguida, as placas foram incubadas a 37 °C, por mais 24 h, e a atividade metabolica e
a biomassa dos biofilmes foi avaliada por meio do uso da rezasurina e pelo método de
coloragdo com cristal violeta, conforme descrito anteriormente. Pocos livres de droga
foram incluidos como controle de crescimento e pogos livres de bactéria foram
incluidos como controle de esterilidade. Para o controle de qualidade, todos os testes
foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos, e as seguintes cepas
controle foram usadas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (produtor de biofilme) e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (n&o produtor de biofilme) (BANDEIRA et
al., 2013).

Quadro 6. ConcentracBes dos compostos reguladores de biofilmes testados contra

biofilmes maduros de Burkholderia pseudomallei.

Compostos reguladores Concentracoes testadas Fabricante

Ramnolipidio 7,8, 78, 780 pg/mL Sigma-Aldrich
CCCP 64, 128, 512 pM Sigma-Aldrich
Curcumina 25,6,51,2,512 uM Sigma-Aldrich
Furaneol 250, 500, 5000 pM Sigma-Aldrich
8HSL 0,78,7,8, 78 uyM Sigma-Aldrich

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

8HSL.: Octanoil-homosserina-lactona
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5.3.2 Efeito dos compostos reguladores de biofilmes sobre a producéo de proteases
e de sideroforos

Os efeitos dos compostos reguladores sobre a produgdo de enzimas
proteoliticas (proteases) e de sideroforos por B. pseudomallei (16 cepas) na forma
planctonica e nas formas de biofilme em formacdo e de biofilme maduro foram
avaliados, conforme Charney e Tomarelli (1947), com modificagcbes descritas em
Cordeiro et al. (2016). Para a andlise na forma planctdnica, as cepas foram incubadas
em caldo BHI-glicose 1% (o mesmo utilizado para formacéo de biofilmes), utilizando
uma proporc¢do de 7:1 entre meio de cultura e indculo bacteriano, semelhantemente ao
que foi feito para induzir o crescimento de biofilmes. Assim, foram colocados em
tubos de ensaio, 875 pL de caldo BHI-glicose 1%, contendo trés concentracdes, as
mesmas utilizadas nos ensaios com biofilmes em formacdo, conforme descrito no
(Quadro 5), e 125 pL de indculo bacteriano na turvacdo de 6 na escala de McFarland.
Para os ensaios utilizando biofilmes em formacéo, o crescimento de biofilmes foi
induzido, em triplicata, em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato, em
caldo BHI-glicose 1%, utilizando a proporcdo de meio e indculo bacteriano de 7 (175
pL): 1 (25 pL), conforme descrito anteriormente. Os compostos reguladores foram
incorporados ao meio de cultura, em trés concentragdes, as mesmas utilizadas nos
ensaios com biofilmes em formacéo, conforme descrito no (Quadro 6). Os tubos e as
placas foram incubados a 37 °C, por 48 h. Quanto aos biofilmes maduros, eles foram
inicialmente formados em triplicata, segundo a metodologia previamente descrita, ao
longo de 48 h, na auséncia dos compostos reguladores. Apés o periodo de incubagéo,
0 sobrenadante dos biofilmes foi removido, os biofilmes foram lavados trés vezes
com PBS estéril e 200 uL de meio BHI-glicose 1%, contendo trés concentracdes dos
compostos reguladores, as mesmas utilizadas nos ensaios com biofilmes maduros,
conforme descrito no (Quadro 7), foram adicionados aos pogos e as placas foram
reincubadas por mais 24 h.

Ap0s o periodo de incubacéo das cepas na forma plancténica e nas formas de
biofilme em formagdo e de biofilme maduro, os sobrenadantes foram coletados e
centrifugados a 12.000 rpm, por 10 min. Em seguida, aliquotas do sobrenadante
foram coletadas e processadas para a avaliagdo da producdo de proteases e de

sideréforos.
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Quanto a producao de proteases, 200 uL de cada sobrenadante (planctonico,
biofilme em formacéo e biofilme maduro) de cada cepa foram adicionados a 200 puL
de uma solugdo de azoalbumina (0,3% diluida em uma solugdo de bicarbonato de
sodio 1%) e, entdo, o volume final de 400 pL foi incubado em banho-maria, a 37 °C
por 3 horas. Decorrido esse tempo, a reagdo enzimatica foi parada com a adicéo de 4
mL de &cido tricloroacético a 5%. Aliquotas de 2 mL foram centrifugadas a 10.000
rpm por 10 minutos e 100 pL do sobrenadante foram retirados e adicionados a 100 pL
de uma solucdo de NaOH a 0,5 M. Apos agitacdo em vortex por 30 segundos, a
solucdo foi lida em espectrofotdmetro a 490 nm. O resultado foi apesentado como a
diferenca entre a densidade Optica das amostras teste e a densidade éptica da amostra
branco (ALI, VIDHALE, 2011; WONGTRAKOONGATE et al., 2012). Os controles
negativos e o branco (com ou sem compostos reguladores) do espectrofotdmetro
foram realizados da mesma maneira que 0s testes, porém sem inoculacdo do
microrganismo. Os experimentos foram realizados em triplicata, em dois momentos

distintos.

Para analise da producdo de sider6foros, 100 pL do sobrenadante do
crescimento foram adicionados ao mesmo volume de solugdo CAS (0,6 mM de
hexadecil-trimetil-amonio, 0,015 mM de FeCI3.6H20, 0,15 mM de Chrome Azural S,
50 mM de piperazina anidra, 0,75 M de HCI). Essa mistura foi incubada a 28 °C,
durante 15 minutos, e, em seguida, submetida a espectrofotometria a 630 nm, para
mensurar um aumento na intensidade da cor laranja, que significa uma maior
atividade de sideroforos. O resultado foi apesentado como a diferenca entre a
densidade dptica da amostra teste e a densidade Optica da amostra branco (ALI,
VIDHALE, 2011; WONGTRAKOONGATE et al., 2012). Os controles negativos e 0
branco (com ou sem compostos reguladores) do espectrofotdometro foram realizados
da mesma maneira que os testes, porém sem inoculacdo do microrganismo. Os

experimentos foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos.

5.3.5 Anélise estrutural dos biofilmes de B. pseudomallei expostos aos compostos
reguladores de biofilmes

Para as analises no microscépio confocal de varredura a laser confocal

(CLSM) foi escolhida uma cepa clinica representativa, forte formadora de biofilmes
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(CEMM-Bp16) para avaliar os efeitos dos compostos reguladores sobre a estrutura de
biofilmes em formag&o e maduros. Os biofilmes foram cultivados em uma placa de
poliestireno de 24 pocos contendo uma laminula para Thermanox™ (Thermo Fisher
Scientific, Nova York, NY) no fundo do poco, para a adeséo do biofilme. A formacéo
de biofilme foi induzida, utilizando os mesmos principios metodoldgicos descritos
anteriormente, i.e., caldo BHI-glicose 1%, indculo bacteriano com concentracdo de
1,8 x 10° UFC/mL e proporcdo caldo: inéculo de 7:1, fazendo-se um ajuste
volumétrico para 1000 pL (875 pL de meio e 125 pL de indculo). Para biofilmes em
formacdo, os compostos reguladores de biofilmes foram incorporados ao meio, no
momento da inducdo de crescimento de biofilmes, nas concentragdes descritas no
(Quadro 7). Para biofilmes maduros, a formacdo dos biofilmes foi induzida na
auséncia dos compostos reguladores, conforme descrito anteriormente. Apos 48 h de
crescimento, os biofilmes foram lavados com PBS, em seguida 1000 uL de caldo
BHI-glicose 1%, contendo os compostos reguladores nas concentracfes descritas no
(Quadro 7), foram adicionados aos pogos e as placas foram re-incubadas por mais
24h.

Quadro 7. Concentragdes dos compostos reguladores de biofilmes utilizadas para a

analise estrutural de biofilmes em formacdo e de biofilmes maduros de B.

pseudomallei.

Compostos reguladores Biofilme em formagéo Biofilme maduro
Ramnolipidio 78 pug/mL 78 e 780 pg/mL
CCCP 128 uM 128 € 512 pM
Curcumina 51,2 uM 51,2 e 512 uM
Furaneol 500 uM 500 e 5000 uM
8HSL 0,78 uM 78 uM

CCCP: Carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona

8HSL: Octanoil-homosserina-lactona

Ap0s o periodo de incubacdo, tanto para biofilmes em formacéo quanto para
biofilmes maduros, os pogos foram lavados com PBS e a Thermanox foi transferida
para uma placa de Petri com de laminula, contendo 200 pL de corante fluorescente
Live / Dead (InvitrogenTM, EUA) (200 pL). Posteriormente, os biofilmes foram
avaliados (10 campos) sob um microscopio confocal Nikon C2, com o aumento de
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600x, usando laser a 488 nm para a deteccdo do corante fluorescente SYTO9, que
identifica células bacterianas vivas, e a 561 nm para a deteccdo do iodeto de propidio,
que identifica células bacterianas mortas / danificadas. As imagens foram analisadas
com o software COMSTAT ™ ¢ 0s parametros biomassa, espessura meédia da
biomassa, espessura de toda a area, coeficiente de rugosidade e razdo area-volume
foram calculados. Laminas contendo biofilmes ndo expostos aos compostos
reguladores de biofilmes foram analisadas e consideradas como controle de

crescimento.

5.4 Analise estatistica
Os dados foram, inicialmente, analisados quanto a simetria. Para avaliar os

dados paramétricos, foram utilizados os testes T para amostras pareadas e nao
pareadas e a analise de variancia (ANOVA) para avaliar o efeito dos compostos
reguladores de biofilmes sobre a sensibilidade antimicrobiana, a formagdo de
biofilmes e os biofilmes maduros. Quanto aos dados com distribuicdo assimétrica,
foram utilizados os testes de Wilcoxon para amostras pareadas, de Mann-Whitney
para amostras ndo pareadas e ANOVA seguida do teste posthoc de Kruskal-Wallis.
As analises foram realizadas e os graficos gerados pelo software GraphPad Prsim,
versdo 7,1. Para todos os testes aplicados, valores de P<0,05 permitiram tirar

conclusdes significativas.
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6. RESULTADOS
12 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Sensibilidade de B. pseudomallei na forma planctdnica e de biofilme aos
compostos reguladores de biofilmes e as drogas antimicrobianas

Quanto a sensibilidade planctonica, observou-se que o ramnolipidio néo inibiu
0 crescimento bacteriano em nenhuma das concentracdes testadas (9,76-5000
pg/mL). Entretanto, a partir de 78 pg/mL, foram observadas alteragdes no padrdo de
crescimento microbiano, o qual se apresentou aspecto granuloso e heterogéneo.
Portanto, essa concentracgdo foi utilizada como a maior concentragdo utilizada contra
biofilmes em formacdo. O CCCP apresentou CIMs variando de 32 a 128 uM e a
concentracdo de 128 puM foi escolhida como a maior concentracdo utilizada nos
ensaios com biofilmes em formacdo. Quanto a curcumina, ao furaneol e a 8HSL,
nenhuma das concentracdes testadas inibiu ou alterou o padrdo de crescimento
plancténico de B. pseudomallei. Assim, as maiores concentracOes testadas desses

compostos foram utilizadas nos ensaios com os biofilmes.

No tocante aos antimicrobianos, as CIMs variaram de 0,25 a 1 (média
geométrica-GM=0,59) pg/mL para DOX; de 2 a 16 (GM=2,28) ug/mL para MER; de
0,25 a 2 (GM=0,52) pg/mL para CAZ; de 1/0,5 a 4/2 (2,95/1,48) pg/mL para AMC;
de 0,25/4,75 a 4/76 (GM=0,96/18,19) pg/mL para TSX (Tabela 2).

Quanto a sensibilidade dos biofilmes, somente 0 CCCP inibiu os biofilmes
maduros na concentracdo de 4.250-1.062 pM. Os demais compostos nao

apresentaram CEMBs no intervalo de concentragdes testado.

Em relagdo aos antimicrobianos, os intervalos de CEMBs foram de 2-32
(GM=19,03) pg/mL para DOX; 2-32 (GM=26,91) pg/mL para MER; 16-32
(GM=29,34) ng/mL para CAZ; 64/32-256/128 (215,3/107,6) pug/mL para AMC e
4/76-32/608 (17,45/331,5) pug/mL para TSX (Tabela 2). No geral, os valores de
CEMB obtidos para todas as drogas testadas foram significativamente maiores (P
<0,05) do que os valores de CIM, demonstrando que os biofilmes de B. pseudomallei

toleram concentragcfes antimicrobianas mais altas que seus equivalentes planctonicos.
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6.1.2 Sensibilidade de B. pseudomallei na forma planctonica e de biofilme as
drogas antimicrobianas combinadas com os compostos reguladores de biofilmes

O ramnolipideo (78 pg/mL) reduziu significativamente (P<0,01) a CIM para
MER, CAZ e TSX, que apresentaram intervalos de CIM de 0,5-1 (GM=0,71) pg/mL,
0,0625-0,5 (GM=0,19) pg/mL e 0,5/9,5-1/19 (GM=0,68/12,87) pg/mL,
respectivamente, enquanto aumentou significativamente (P <0,01) a CIM de AMC,
que foi de 32/16 (GM=32/16) pg/mL contra todas as cepas testadas (Tabela 2).
Quanto as CEMBs, o ramnolipideo (78 pg/mL) reduziu significativamente (P<0,05)
as CEMBs para MER e AMC, apresentando intervalos variando de 0,5-32
(GM=11,81) pg/mL e 16/8-256/128 (GM=133,7/66,85) pg/mL, respectivamente
(Tabela 2).
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Table 2. Concentragdes inibitorias minimas (CIMs) e concentragc6es eliminatéria minimas do biofilme (CEMBS) de antibacterianos isolados ou combinados com ramnolipidio contra

crescimento plancténico e biofilmes de Burkholderia pseudomallei clinica e ambiental.

Doxyciclina Meropenem Ceftazidima Amoxiciclina-clavulanato Trimetoprim- Sulfametaxazol

(ug/mLR) — (uglmL;{ — (ug/mLR) — (ug/le)? — (ug/mL)R —

Cepas  Fonte Isolado (517'2 r&% /Ir?qll_;e 0 Isolado grgrll% /IrFr:IL;} 0 Isolado (e;? BZ /'rﬁll_)'o Isolado (z;rsn CIZ /II’IF;IL)IO Isolado (E;? EZ /II":]IL)IO
CiIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB
39 ENV 0.5 32 0.5 32 2 32 0.5 8 0.25 32 0.125 32 4/2 256/128 32/16 256/128 1/19 32/608 0.5/9.5  32/608
40 ENV 0.5 32 0.5 32 2 32 0.5 32 0.5 32 0.125 32 4/2 256/128 32/16 256/128 | 0.25/4.75  32/608  0.5/9.5  32/608
41 ENV  0.25 32 0.5 32 2 32 0.5 32 0.25 32 0.125 4 211 256/128 32/16 16/8 2/38 32/608 1/19 8/152
42 ENV 0.5 32 0.125 8 2 32 0.5 2 0.5 32 0.125 32 211 256/128 32/16 256/128 | 0.25/4.75  32/608 1/19 16/304
43 ENV 0.5 32 0.5 32 2 32 0.5 32 0.25 32 0.125 32 211 256/128 32/16 64/32 476 32/608 1/19 16/304
46 ENV 0.5 2 0.5 32 2 32 0.5 32 05 32 0.0625 16 211 256/128 32/16 256/128 2/38 32/608 1/19 32/608
47 ENV 0.5 2 0.5 32 2 32 0.5 8 0.5 32 0.125 16 1/0.5  256/128 32/16 128/64 2/38 32/608 1/19 8/152
48 ENV 1 32 0.5 32 2 32 0.5 32 0.5 32 0.125 32 4/2 64/32 32/16 64/32 0.5/9.5 32/608 1/19 32/608
PB-2  CLIN 0.5 32 1 8 2 32 1 32 0.5 32 0.5 32 42 256/128 32/16 128/64 1/19 8/152 ~ 0.5/9.5 16/304
PB-4  CLIN 1 32 0.5 16 2 32 1 32 0.5 32 05 32 4/2 256/128 32/16 256/128 0.5/9.5 8/152 ~ 0.5/9.5 8/152
BP-6  CLIN 0.5 16 0.5 8 2 32 1 4 1 32 0.5 16 412 256/128 32/16 256/128 0.5/9.5 8/152  0.5/9.5 16/304
BP-14  CLIN 1 16 0.5 2 2 32 1 0.5 05 32 0.25 32 42 256/128 32/16 256/128 2/38 16/304 1/19 32/608
BP-16 CLIN 0.5 32 0.5 32 2 32 1 32 05 32 0.25 16 4/2 256/128 32/16 256/128 | 0.25/475 16/304 0.5/9.5  32/608
BP-18  CLIN 1 8 0.5 32 2 2 1 0.5 1 32 0.25 32 4/2 256/128 32/16 128/64 2/38 8/152 = 0.5/9.5 16/304
BP-19 CLIN 32 0.5 16 16 32 1 32 16 0.25 16 211 256/128 32/16 256/128 1/19 16/304  0.5/9.5  32/608
BP-20 CLIN 0.5 32 0.5 16 2 32 1 32 0.5 16 0.25 16 42 64/32 32/16 16/8 2/38 476 0.5/9.5 4/76
Média 295/  215.27/ 133.67/ 17.45/ 0.68/ 17.45/
geométrica 0.59 19.03 0.48 18.22 2.28 2691  0.71* 1181t | 052 2934  0.19* 2167 148 1076 32/16* 66.85+ 0.96/18.19 3315 1287 3315
Desviopadrio 026 1168 016 1152 | 35 75 026 1423 | 043 546 015 952 t%’ 635257%/ 0/0 i%.iﬁal 1.02/19.45 12115‘;/ %“;’ 12%252’

ENV: Cepas ambientais; CLIN: Cepas clinicas. * indica diferencas estatisticamente significativas entre as CIM de antibacterianas isoladas e combinadas com o ramnolipidio. t indica diferencas

estatisticamente significativas entre os CEMBSs de antibacterianos isolados e combinados com o ramnolipidio.
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Quanto ao CCCP (128 M), foram observadas reducdes significativas
(P<0,01) nas CIMs de MER, CAZ e TSX, que apresentaram intervalos de CIM de
0,03125-0,5 (GM=0,16) pg/mL, 0,125-0,25 (GM=0,13) pg/mL e 0,5/9,5-1/19
(GM=0,59/11,21) pg/mL, respectivamente, enquanto aumentou significativamente
(P<0,01) as CIMs de AMC que variaram de 16/8-32/16 (GM=29,3/14,6) ug/mL
(Tabela 3).

Ademais, o CCCP (128 uM) reduziu significativamente (P<0,05) as CEMBs
para DOX, MER, CAZ, AMC e TSX que apresentaram intervalos de CEMB de 0,5-2
(GM=0,54) pg/mL, 8-16 (GM=8,35) ug/mL, 0,125-0,5 (GM=0,27) pg/mL, 64/32-
128/64 (GM = 69,79/34,89) pg/mL e 2/38-32/608 (GM= 7,66/145,54) pg/mL

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdes inibitorias minimas (CIMs) e concentra¢des eliminatdria minimas do biofilme (CEMBS) de antibacterianos isolados ou combinados com CCCP

contra crescimento planctdnico e biofilmes de Burkholderia pseudomallei clinica e ambiental.

Doxyciclina Meropenem Ceftazidima Amoxiciclina-clavulanato Trimetoprim- Sulfametaxazol
= CCcCP e CCcCP e CCCP . CCcCP e CCCP
Cepas  Fonte Isolado (128 M) Isolado (128 uM) Isolado (128 iM) Isolado (128 iM) Isolado (128 iM)

CiIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB|CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB
39 ENV 05 32 0.5 32 2 32 0.031 16 0.25 32 0.25 32 42 256/128  32/16 128/64 1/19 32/608 0.5/95  32/608
40 ENV 0.5 32 0.5 32 2 32 0.062 8 05 32 0.125 32 412 256/128  32/16 128/64 | 0.25/4.75  32/608  0.5/9.5 8/152

41 ENV 025 32 0.5 32 2 32 0.062 8 0.25 32 0.125 4 2/1  256/128  32/16 64/32 2/38 32/608  0.5/9.5 4176

42 ENV 0.5 32 0.125 32 2 32 0.062 8 05 32 0.125 32 2/1  256/128 ~ 32/16 64/32 0.25/475  32/608  0.5/9.5 4176
43 ENV 0.5 32 0.5 32 2 32 0.062 8 0.25 32 0.125 32 2/1  256/128 16/8 64/32 4176 32/608  0.5/9.5 8/152
46 ENV 0.5 2 0.5 2 2 32 0.062 8 05 32 0.125 16 2/1  256/128  32/16 64/32 2/38 32/608  0.5/9.5 8/152
47 ENV 0.5 0.5 2 32 0.062 8 05 32 0.125 16 1/05 256/128  32/16 64/32 2/38 32/608 0.5/9.5  32/608

43 ENV 1 32 0.5 2 32 0.062 8 05 32 0.125 32 42 64/32 32/16 64/32 0.5/9.5 32/608  0.5/9.5 4176

PB-2  CLIN 0.5 32 1 32 2 32 05 8 05 32 0.125 32 42 256/128 16/8 64/32 1/19 8/152 1/19 4776

PB-4  CLIN 1 32 0.5 32 2 32 0.5 8 05 32 0.125 32 42 256/128  32/16 64/32 0.5/9.5 8/152 1./19 2/38
BP-6  CLIN 0.5 16 0.5 16 2 32 05 8 1 32 0.125 16 42 256/128  32/16 64/32 0.5/9.5 8/152 1/19 32/608

BP-14  CLIN 1 16 0.5 16 2 32 05 8 05 32 0.125 32 412 256/128  32/16 64/32 2/38 16/304 1/19 4176

BP-16 CLIN 0.5 32 0.5 8 2 32 05 8 05 32 0.125 16 42 256/128  32/16 64/32 0.25/4.75  16/304  0.5/9.5 2/38
BP-18  CLIN 1 8 0.5 32 2 2 0.25 8 1 32 0.125 32 42 256/128  32/16 64/32 2/38 8/152  0.5/9.5 8/152
BP-19 CLIN 1 32 1 32 16 32 05 8 2 16 0.125 16 2/1  256/128 ~ 32/16 64/32 1/19 16/304  0.5/9.5 8/152
BP-20 CLIN 0.5 32 0.5 16 2 32 05 8 05 16 0.125 16 42 64/32 32/16 64/32 2/38 4776 0.5/9.5 8/152
Média 295/ 215.27/ 69.79/ 17.45/ 0.47/ 7.66/
geométrica 059  19.03 0.5 11.81% | 2.28 2691  0.16* 835f | 052 2934  0.13* 21.67% 148 107.6 29/14* 39.89+ 0.96/18.19 3315 10.06*  142.8¢
Desviopadrio 026 1168 020 1378 | 35 75 025 2 | 043 546 1264 952 t%’ 2257%’ 5.4/2.7 21%)%%’ 1.02/19.45 121132’ %.22%’ 12%53’

ENV: Cepas ambientais; CLIN: Cepas clinicas. * indica diferencas estatisticamente significativas entre as CIM de antibacterianas isoladas e combinadas com o CCCP. T indica diferencas

estatisticamente significativas entre os CEMBs de antibacterianos isolados e combinados com o CCCP.
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Quando a curcumina (51,2 uM) foi combinada com drogas antibacterianas
observaram-se reducdes significativas (P<0,01) da CIM para DOX, MER e CAZ, que
apresentaram intervalos de CIM de 0,0625-0,25 (GM = 0,13) pg/mL, 0,125-0,25
(GM= 0,14) pg/mL e 0,0625-0,125 (GM= 0,06) respectivamente. Por outro lado,
observou-se gque a curcumina aumentou significativamente (P<0,01) a CIM de AMC e
de TSX, com concentracbes de 16/8 (GM=16/08) pg/mL e de 0,0625/1,19-4/76
(GM=1/19) pg/mL (Tabela 4).

Quanto aos efeitos da curcumina sobre a sensibilidade antimicrobiana de
biofilmes de B. pseudomallei, ndo foram observadas alteragfes significativas nos
valores de CEMBs dos antimicrobianos, quando comparados aqueles observados para

as drogas isoladas (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentrages inibitérias minimas (CIMs) e concentra¢Ges eliminatéria minimas do biofilme (CEMBS) de antibacterianos isolados ou combinados com curcumina

contra crescimento planctdnico e biofilmes de Burkholderia pseudomallei clinica e ambiental.

Doxyciclina Meropenem Ceftazidima Amoxiciclina-clavulanato Trimetoprim- Sulfametaxazol
(ug/mL) _ (ug/mL) . (ug/mL) _ (ug/mL) . (ug/mL) _
Cepas  Fonte Isolado CE; 1rc2u LTI\'/T)& Isolado (Eg{f:zum\l;l])a Isolado Céglrczu :}\I/r;)a Isolado (Eg{f:zum\l;l])a Isolado cégfzum\l;l])a

CiIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CiM CEMB CiM CEMB CiM CEMB

39 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.25 32 0.25 32 0.0625 16 412 256/128 16/8 64/32 1/19 32/608 4176 8/152
40 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.25 32 0.5 32 0.125 32 412 256/128 16/8 256/128 | 0.25/4.75  32/608 4176 16/304
41 ENV 025 32 0.25 16 2 32 0.125 16 0.25 32 0.0625 32 2/1 256/128 16/8 128/64 2/38 32/608 4176 16/304
42 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 2/1 256/128 16/8 256/128 | 0.25/4.75  32/608 4/76 16/304
43 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.125 32 0.25 32 0.0625 32 2/1 256/128 16/8 256/128 4/76 32/608 4176 16/304
46 ENV 0.5 2 0.25 16 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 2/1 256/128 16/8 256/128 2/38 32/608 4176 16/304
47 ENV 0.5 2 0.25 16 2 32 0.125 16 0.5 32 0.0625 32 105  256/128 16/8 128/64 2/38 32/608 4/76 16/304
48 ENV 1 32 0.25 16 2 32 0.125 16 0.5 32 0.0625 32 412 64/32 16/8 128/64 0.5/9.5 32/608 4/76 16/304
PB-2  CLIN 0.5 32 0.0625 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 256/128 1/19 8/152  0.25/4.75  32/608
PB-4  CLIN 1 32 0.0625 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 128/64 0.5/9.5 8/152  0.0625/1. 8/152
BP-6  CLIN 0.5 16 0.0625 32 2 32 0.125 32 1 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 128/64 0.5/9.5 8/152  0.0625/1.  16/304
BP-14  CLIN 1 16 0.0625 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 256/128 2/38 16/304 0.0625/1.  16/304
BP-16  CLIN 0.5 32 0.0625 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 256/128 | 0.25/4.75  16/304 0.25/475  16/304
BP-18  CLIN 8 0.0625 16 2 2 0.125 32 1 32 0.0625 32 412 256/128 16/8 256/128 2/38 8/152  0.25/4.75  16/304
BP-19  CLIN 1 32 0.125 32 16 32 0.125 32 2 16 0.0625 32 2/1 256/128 16/8 256/128 1/19 16/304 2/38 32/608
BP-20  CLIN 0.5 32 0.065 4 2 32 0.125 16 0.5 16 0.0625 32 412 64/32 16/8 128/64 2/38 4776 2/38 16/304
Média 295/ 215.27/ 212.52/ 17.45/ 16.71/
geométrica 0.59 19.03 = 0.13* 19.02 2.28 2691  0.13* 2690 | 052 29.34 0.06* 30.64 148 107.6 16/8* 10351 0.96/18.19 3315 1/19* 3174
Desvio padréo 0.26 11.68 0.09 9.08 35 7.5 0.04 7.15 0.43 5.46 0.01 4 %1515/ %525;%/ 0/0 63%%%/ 1.02/19.45 121152/ ;5831 6/114

ENV: Cepas ambientais; CLIN: Cepas clinicas. * indica diferencas estatisticamente significativas entre as CIM de antibacterianas isoladas e combinadas com o curcumina. 1 indica diferencgas

estatisticamente significativas entre os CEMBSs de antibacterianos isolados e combinados com o curcumina.
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Quando o furaneol (500 uM) foi combinado com drogas antibacterianas e
testado contra B. pseudomallei na forma planctonica, observaram-se reducdes
significativas (P<0,01) nas CIMs de DOX, MER e CAZ, cujos intervalos foram de
0,0625-0,5 (GM=0,12) pg/mL, 0,03125-0,25 (GM=0,14) pg/mL, 0,0625-0,125
(GM=0,09) respectivamente. Por outro lado, o furaneol causou aumentos
significativos (P<0,01) nas CIMs de AMC e de TSX, as quais variaram de 16/8-32/16
(GM=30,64/15,32) (Tabela 5) e de e 0,125/2,37-4/76 (GM=1,19).

Quanto a sensibilidade dos biofilmes, o furaneol (500 uM) induziu a redugéo
significativa (P<0,05) dos valores de CEMB de MER e AMC que apresentaram
intervalos de CEMB de 16-32 (GM=17,45) e de 32/16-256/128 (GM=122,6/61,3)

pg/mL respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentrages inibitorias minimas (CIMs) e concentracdes eliminatéria minimas do biofilme (CEMBS) de antibacterianos isolados ou combinados com furaneol

contra crescimento planctdnico e biofilmes de Burkholderia pseudomallei clinica e ambiental.

Doxyciclina Meropenem Ceftazidima Amoxiciclina-clavulanato Trimetoprim- Sulfametaxazol

(Hg/mL) - | (Hg/mL) = | (ug/mL)F | (ug/mL) = | (ng/mL) = |

Cepas  Fonte Isolado (5%?3:2) Isolado (5%2)513% Isolado (S%E)azle\jl)) Isolado (5%?3?\2) Isolado (S%Baaﬁjl))
CIM CEMB CIM CEMB [ CIM CEMB CIM CEMB |CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB
39 ENV 0.5 32 0.125 16 2 32 0.25 8 0.25 32 0.125 32 42 256/128  32/16 128/64 1/19 32/608 4176 16/304
40 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.25 32 0.5 32 0.0625 32 4/2  256/128  32/16 128/64 | 0.25/4.75  32/608 4/76 32/608
41 ENV 025 32 0.25 16 2 32 0.125 32 0.25 32 0.125 32 2/1  256/128 ~ 32/16 128/64 2/38 32/608 4/76 32/608
42 ENV 0.5 32 0.25 32 2 32 0.125 2 0.5 32 0.125 32 2/1  256/128 = 32/16 128/64 | 0.25/4.75  32/608 4/76 16/304
43 ENV 0.5 32 0.5 16 2 32 0.125 32 0.25 32 0.125 32 21 256/128 ~ 32/16 128/64 4176 32/608 4/76 16/304
46 ENV 0.5 2 0.125 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.125 32 2/1  256/128  32/16 128/64 2/38 32/608 4/76 32/608
47 ENV 0.5 2 0.125 32 2 32 0.125 8 0.5 32 0.125 32 1/0.5 256/128  32/16  256/128 2/38 32/608 4/76 32/608
48 ENV 1 32 0.0625 16 2 32 0.125 32 0.5 32 0.125 32 472 64/32 32/16 32/16 0.5/9.5 32/608 4176 32/608
PB-2  CLIN 0.5 32 0.0625 16 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 42 256/128  32/16 128/64 1/19 8/152  0.12523  16/304
PB-4  CLIN 1 32 0.0625 16 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 42 256/128 ~ 32/16 128/64 0.5/9.5 8/152  0.125)23  16/304
BP-6  CLIN 0.5 16 0.0625 32 2 32 0.125 4 1 32 0.0625 32 42 256/128 ~ 32/16 128/64 0.5/9.5 8/152  0.125/23  32/608
BP-14  CLIN 1 16 0.0625 32 2 32 0.125 0.5 0.5 32 0.0625 32 42 256/128  32/16 128/64 2/38 16/304 0.25/475  32/608
BP-16  CLIN 0.5 32 0.0625 32 2 32 0.125 32 0.5 32 0.0625 32 42 256/128  32/16 128/64 | 0.25/4.75  16/304 0.25/475  32/608
BP-18  CLIN 8 0.0625 16 2 2 0.125 0.5 1 32 0.0625 32 4/2  256/128  32/16 128/64 2/38 8/152 4176 32/608
BP-19  CLIN 32 0.125 16 16 32 0.25 32 2 16 0.125 32 21 256/128 16/8 128/64 1/19 16/304 1/19 32/608
BP-20  CLIN 0.5 32 0.125 16 2 32 0.25 32 0.5 16 0.0625 32 4/2 64/32 32/16 128/64 2/38 476 4/76 16/304
Média 295/ 21527/  30.64/  122.88/ 17.45/ 2.78/ 24.67/
geométrica 0.59 19.03  0.11*  20.74 2.28 2691  0.13* 1181} |052 2934  0.08* 29.34 148 107.6 1532% 6128+ 0.96/18.19 3315 2091 468.8
Desvio padrdo  0.26 11.68 0.11 8 35 7.5 0.26 1423 | 043 546 0.03 5.46 %)?5/ 25257%/ 412 3;%%53/ 1.02/19.45 1211952/ 49'71/35' 55278:/5

ENV: Cepas ambientais; CLIN: Cepas clinicas. * indica diferencas estatisticamente significativas entre as CIM de antibacterianas isoladas e combinadas com o furaneol. T indica diferengas

estatisticamente significativas entre os CEMBs de antibacterianos isolados e combinados com o furaneol.
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Quando a 8HSL (7,8 uM) foi combinada com drogas antibacterianas,
observaram-se reducdes significativas (P <0,01) da CIM para DOX, MER, CAZ e
TSX que apresentaram intervalos de CIM de 0,0625-0,25 (GM=0,17) pg/mL, 0,0625-
0,25 (GM=0,19) pg/mL, 0,03125-0,0625 (GM=0,06) e 0,0625/1,19-0,5/9,5
(GM=0,14/2,66) respectivamente, enquanto aumentou significativamente (P <0,01) as
CIMs de AMC, cujo intervalo foi de 4/2-8/4 (GM=7,66/3,83) (Tabela 6).

Ademais, a 8HSL (7,8 uM) causou redugdes significativas (P<0,05) nas
CEMBs de MER e AMC que apresentaram intervalos de CEMB de 16-32
(GM=18,22) ug/mL, e de 128/64-256/128 (GM =145,8/72,9) pg/mL, respectivamente
(Tabela 6).
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Tabela 6. Concentragdes inibitorias minimas (CIMs) e concentracdes eliminatéria minimas do biofilme (CEMBS) de antibacterianos isolados ou combinados com 8HSL contra

crescimento plancténico e biofilmes de Burkholderia pseudomallei clinica e ambiental.

Doxyciclina Meropenem Ceftazidima Amoxiciclina-clavulanato Trimetoprim- Sulfametaxazol
(Hg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (Hg/mL)
Isolado (7.8 uM) Isolado (7.8 uM) Isolado (7.8 uM) Isolado (7.8 uM) Isolado (7.8 uM)

CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB | CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB
39 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.125 16 0.25 32 0.0625 32 42 256/128 8/4 256/128 1/19 32/608 0.125/2.3  16/304
0 ENV 05 32 025 16 2 32 0125 16 | 05 32 00625 32 | 42 256/128 /4  256/128 | 0.25475 32608 o1y  16/304
41 ENV 0.25 32 0.25 16 2 32 0.25 16 0.25 32 0.0625 32 2/1 256/128 8/4 128/64 2/38 32/608 0.125/2.3 16/304
42 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.25 16 0.5 32 0.0625 32 2/1 256/128 4/2 128/64 0.25/4.75  32/608 0.125/2.3 32/608
43 ENV 0.5 32 0.25 16 2 32 0.25 16 0.25 32 0.0625 16 2/1 256/128 8/4 128/64 4/76 32/608 0.125/2.3 32/608
46 ENV 0.5 2 0.25 16 2 32 0.25 16 0.5 32 0.0625 32 2/1 256/128 8/4 128/64 2/38 32/608 0.125/2.3 16/304
47 ENV 0.5 2 0.25 32 2 32 0.25 16 0.5 32 0.0625 32 1/0.5  256/128 8/4 128/64 2/38 32/608 0.125/2.3 16/304
48 ENV 1 32 0.25 16 2 32 0.25 32 0.5 32 0.0625 16 42 64/32 8/4 128/64 0.5/9.5 32/608 0.125/2.3  16/304
PB-2 CLIN 0.5 32 0.125 16 2 32 0.25 32 0.5 32 0.0625 32 4/2 256/128 8/4 128/64 1/19 8/152  0.125/2.3 16/304
PB-4 CLIN 1 32 0.125 32 2 32 0'%62 32 0.5 32 0.0625 32 42 256/128 8/4 256/128 0.5/9.5 8/152  0.5/9.5 16/304
BP-6 CLIN 0.5 16 0.0625 32 2 32 0.125 16 1 32 0.0625 32 4/2 256/128 8/4 128/64 0.5/9.5 8/152  0.5/9.5 32/608
BP-14  CLIN 1 16 0.125 16 2 32 0.125 16 0.5 32 0.0625 32 42 256/128 8/4 128/64 2/38 16/304 0.125/2.3  16/304
BP-16  CLIN 0.5 32 0.125 16 2 32 0.25 16 0.5 32 0.0625 32 42 256/128 8/4 128/64 | 0.25/4.75  16/304 0.125/23  32/608
BP-18  CLIN 1 8 0.125 16 2 2 0.25 16 1 32 0.0625 32 4/2 256/128 8/4 128/64 2/38 8/152  0.125/2.3 16/304
BP-19  CLIN 1 32 0.125 16 16 32 0.25 16 2 16 0.0625 32 211 256/128 8/4 128/64 1/19 16/304 0.125/2.3  16/304
BP-20 CLIN 0.5 32 0.125 16 2 32 0.25 16 0.5 16 0.0625 32 4/2 64/32 8/4 128/64 2/38 4/76 0.125/2.3 16/304
Meédia N . N 2.95/  215.27/ N 156/ 17.45/  0.68/ 19.24/
geométrica 0.59 19.03  0.16 18.22 2.28 2691  0.19* 18.22f | 052 2934  0.06 29.34 148 107.6 7.63/3 80.631 0.96/18.19 3315  1287* 3045

. ~ 1.11/ 65.58/ 1.03/ 0/55.42 11.57/ 7.32/

Desvio padrdo  0.26 11.68 0.07 6.44 35 7.5 0.06 6.44 0.43 5.46 0 5.46 055 3279 051 1.02/19.45 2108 0/0 142 51

ENV: Cepas ambientais; CLIN: Cepas clinicas. * indica diferengas estatisticamente significativas entre as CIM de antibacterianas isoladas e combinadas com o 8HSL.

estatisticamente significativas entre os CEMBs de antibacterianos isolados e combinados com o 8HSL.

1 indica diferencas
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28 PARTE EXPERIMENTAL

Na segunda etapa da presente pesquisa, buscou-se avaliar o efeito dos

compostos reguladores de biofilmes sobre a producdo de fatores de viruléncia,
incluindo a formacdo e a manutencdo de biofilmes e a producdo de proteases e de

siderdforos. Assim, os resultados serdo apresentados para cada composto.

6.2 Ramnolipidio
Inicialmente foi avaliado o efeito do biossurfactante ramnolipidio sobre a

formacdo de biofilmes e sobre biofilmes maduros. Para os biofilmes em formacéo,
foram utilizadas as seguintes concentracbes 0,78, 7,8 e 78 pug/mL, e observou-se que
nenhuma concentracdo alterou significativamente a formacdo do biofilme, sendo
observados os valores de absorbancia pela coloracdo da biomassa com cristal violeta
de 0,256+0,143 para o controle, e de 0,229+0,140, 0,198+0,097 e 0,279+0,159 para
crescimento na presenca de 0,78, 7,8 e 78 pg/mL de ramnolipidio, respectivamente.
Apds essa etapa, foi avaliado o efeito do ramnolipidio sobre biofilmes maduros, com
48 horas de crescimento, utilizando as concentragfes de 7,8, 78 e 780 pg/mL. Os
valores de absorbancia pela coloracdo da biomassa com cristal violeta foram de
0,278+0,132 para o controle, e de 0,233+0,103, 0,220+0,089 e 0,215+0,076, nas
concentracdes de 7,8, 78 e 780 pg/mL, respectivamente, sendo observada uma
reducdo estatisticamente significativa nas concentracdes de 78 e 780 pug/mL (P<0,05)
(Figura 11).

Na analise do biofilme por microscopia confocal utilizando Live/Dead,
observamos que ndo houve a diferencas estatistica entre a biomassa, espessura
méaxima e coeficiente de rugosidade (Figura 12), ademais, quando o ramnolipidio foi
adicionado ao biofilme maduro, apos 48h de crescimento, reduziu significativamente
(P<0,05) em ambas as concentracOes testadas a biomassa do biofilme, espessura
méaxima, coeficiente de rugosidade e a espessura area volume. Ao analisar a
intensidade da fluorescéncia pelo método do Ruby ndo foram observadas diferencas

estatisticas entre o biofilme em formag&o e maduro (Figura 13)
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Figura 11. Efeito do biossurfactante ramnolipidio sobre a formacéo de biofilme (A) e
sobre o biofilme maduro (B) de Burkholderia pseudomallei.
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* indica diferengas significativas (P<0,05) na biomassa dos biofilmes de B. pseudomallei, ap6s
exposi¢do ao ramnolipidio, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao

composto.
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Figura 12. Analise da microscopia confocal do ramnolipidio em biofilmes em

formacéo e maduro de B. pseudomallei.
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Figura 13. Deten¢do da biomassa pela fluorescéncia através do método de Ruby em

biofilmes de B. pseudomallei.
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Quanto a producdo de proteases, o ramnolipidio ndo alterou a producéo de
proteases por B. pseudomallei na forma planctonica. Entretanto, observou-se um
aumento na atividade enzimatica dos biofilmes em formacgdo, representando
118+36%, 117+28% (P<0,05) e 128+41% (P<0,05) daquela no controle de
crescimento, quando estes foram formados na presenca de 0,78, 7,8 e 78 pg/mL de
ramnolipidio, respectivamente (Figura 14). Quanto ao biofilme maduro, observou-se
que a atividade enzimatica representou 125+75%, 162+75% (P<0,05) e 150+100%
(P<0,05) daquela do controle de crescimento, quando estes biofilmes foram expostos

a 7,8, 78 e 780 pg/mL de ramnolipidio, respectivamente (Figura 14).

Figura 14. Efeito do biossurfactante ramnolipidio sobre a producdo de proteases por
Burkholderia pseudomallei na plancténica (A), biofilme formacdo (B) e biofilme
maduro (C).
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* indica diferencas significativas (P<0,05) na atividade de proteases por B. pseudomallei, ap0s
exposi¢cdo ao ramnolipidio, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao

composto.

A producédo de siderdforos pelas células planctonicas de B. pseudomallei
apresentou uma tendéncia ao aumento, apresentando 106 a 113% da producéo pelas

celulas planctbnicas ndo expostas ao ramnolipidio, entretanto, diferencas
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significativas (P<0,05) foram observadas somente apds a exposicdo a maior
concentragdo do biossurfactante (Figura 15/A). Quanto aos biofilmes em formagcéo,
observou-se um aumento significativo (P<0,05) na producdo de sideroforos, na
presenca das trés concentracdes de ramnolipidio, variando de 127 a 131% da
producdo de sideréforos pelo biofilme controle. Quanto ao biofilme maduro de B.
pseudomallei, ndo houve diferencas significativas na producdo de sideréforos, apds

exposicao as diferentes concentragcdes de ramnolipidio (Figura 15).

Figura 15. Efeito do biossurfactante ramnolipidio sobre a producdo de siderdforos
por Burkholderia pseudomallei na forma planctdnica (A), biofilme formacéo (B) e na
forma de biofilme maduro (C).

>
)

— Crescimento planctoénico . Biofilme Formagéao
& S
= 200+ < 500-
S o 200
2 1504 ‘2 1504 * X
g 3 T T
7} ‘n
% 100+ % 100+
! ©
S 504 2 so04
«0 (T
o =]
S [
(=] (=]
7] 0 7] 0 T T T
2 2 @ > > ™
s % oY ¥
At &
__ C Biofilme Maduro
=
o 200-
S
S
S 150-
=
w
@ 100- -
=]
=
2 504
<G
£
]
»h 0 T T
g & A h Y ™
<O & cg@ Q\@
< K x o
N A Az

* Indica diferencas significativas (P<0,05) na producdo de sideréforos por B. pseudomallei, ap6s
exposi¢cdo ao ramnolipidio, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao

composto.

6.2.1 Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP)
Inicialmente, foi avaliado o efeito do inibidor de bombas de efluxo CCCP

sobre a formacdo de biofilmes e sobre biofilmes maduros. Para os biofilmes em
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formacédo, observou-se que os valores de absorbancia pela coloracdo da biomassa com
cristal violeta foram de 0,264+0,109 para o controle, e de 0,263+0,105, 0,262+0,095 e
0,192+0,073 (P<0,05) para crescimento nas concentracfes 1,28, 12,8 e 128 uM de
CCCP, respectivamente, demonstrando que somente a maior concentracdo testada
reduziu significativamente a formacao de biofilme por B. pseudomallei (Figura 16).
Posteriormente, foi avaliado o efeito do CCCP sobre biofilmes maduros, com 48
horas de crescimento. Os valores de absorbancia pela coloracdo da biomassa com
cristal violeta foram de 0,399+0,160 para o controle, e de 0,258+0,099, 0,260+0,074 e
0,171+0,047, nas concentracbes de 64, 128 e 512 uM, respectivamente, sendo
observadas redugdes estatisticamente significativas (P<0,05) nas trés concentractes
avaliadas (Figura 16).

Na analise do biofilme por microscopia confocal utilizando Live/Dead,
observamos que houve a reducdo da espessura maxima do biofilme em formacéao
(Figura 17), ademais, quando o CCCP foi adicionado ao biofilme maduro, ap6s 48h
de crescimento, reduziu significativamente (P<0,05) em ambas as concentragdes
testadas a biomassa do biofilme, espessura da area total e espessura da biomassa.
Porém, a coeficiente de rugosidade e a relacdo area volume aumentaram na
concentracdo de 1228 uM. Ao analisar a intensidade da fluorescéncia pelo método do
Ruby foram observadas diferencas estatisticas apenas na maior contracdo do biofilme
maduro 512 uM (Figura 18).

Figura 16. Efeito do inibidor de bomba de efluxo carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP) sobre a formacdo de biofilme (A) e sobre o biofilme maduro (B)

de Burkholderia pseudomallei
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Figura 17. Analise da microscopia confocal do CCCP em biofilmes de B.

pseudomallei
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Quanto a producdo de proteases, 0 CCCP ndo interferiu significativamente na
producdo de proteases pelas células planctbnicas (Figura 19/A). No tocante aos
biofilmes em formacdo, houve uma reducédo significativa na producdo de proteases
somente na presenca da maior concentracdo de CCCP (128 uM), observando-se
61,4% de reducdo na atividade enzimatica, quando comparada aquela do controle de
crescimento. Quanto ao biofilme maduro, observou-se uma redugdo significativa
somente na maior concentracdo testada de CCCP (512 uM), evidenciando-se uma
reducdo 72,9% (P<0.05) da atividade enzimatica, quando comparada aquela do

controle de crescimento (Figura 19).

Figura 19. Efeito do inibidor de bomba de efluxo (CCCP) sobre a producdo de
proteases por Burkholderia pseudomallei na forma plancténica (A), biofilmes em
formacédo (B) e na forma de biofilme maduro (C).
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* Indica diferencas significativas (P<0,05) na atividade de proteases por B. pseudomallei, apds
exposicdo ao CCCP, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao
composto.
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No tocante aos sideroforos, observou-se um aumento significativo na
producdo (P<0,05) pelo crescimento plancténico, somente ap0s a exposicdo a maior
concentragdo testada de CCCP (128 uM), na qual a produgéo foi 143,9% maior que
aquela do controle de crescimento (Figura 20). Os biofilmes em formacao
demonstraram um aumento significativo (P<0,05) na producdo de sideréforos, apds
exposicdo as duas maiores concentracfes de CCCP testadas (12,8 e 128 puM),
representando 116,7% e 118,2% da producdo pelo biofilme controle. Quanto ao
biofilme maduro de B. pseudomallei, houve um aumento significativo (P<0,05) na
producdo de sider6foros na maior concentracdo testada de CCCP, representando

209% da produgéo pelo biofilme controle, ndo exposto ao composto (Figura 20).

Figura 20. Efeito do inibidor de bomba de efluxo (CCCP) sobre a producdo de
siderdforos por Burkholderia pseudomallei na forma planctonica (A), biofilmes em
formacéo (B) e na forma de biofilme maduro (C).
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6.2.3 Curcumina
Quando os biofilmes foram formados na presenca de curcumina, observou-se

uma reducdo significativa (P<0,05) da biomassa, somente na concentracdo de 51,2
MM, atingindo uma reducdo de 42,5% na absorbancia do cristal violeta, quando
comparada aos valores do controle. Nas demais concentracdes de curcumina, néo
foram visualizadas diferencas significativas (Figura 21/A). Posteriormente, foi
avaliado o efeito da curcumina sobre biofilmes maduros, com 48 horas de
crescimento. As duas maiores concentragbes do composto reduziram
significativamente (P<0,05) a biomassa dos biofilmes maduros, atingindo redugdes de
37,4% e 40,3% dos valores de absorbancia do cristal violeta, na presenga de 51,2 uM
e 512 uM de curcumina, quando comparados aos valores do controle de crescimento.
A menor concentracdo de curcumina ndo alterou significativamente a biomassa dos
biofilmes maduros de B. pseudomallei (Figura 21/B).

Na andlise do biofilme por microscopia confocal na presenca de curcumina,
observamos que houve a reducdo da biomassa, espessura da area total maxima do
biofilme em formacdo (Figura 22), ademais, quando o curcumina foi adicionado ao
biofilme maduro, apds 48h de crescimento, reduziu significativamente (P<0,05) em
ambas as concentracfes testadas a biomassa do biofilme, espessura da area total e
espessura da biomassa. Ao analisar a intensidade da fluorescéncia pelo método do
Ruby foi observado um aumento significativo apenas na maior contracdo do biofilme
maduro 512 uM (Figura 23).

Figura 21. Efeito do inibidor de quorum sensing curcumina sobre a formacdo de
biofilme (A) e sobre o biofilme maduro (B) de Burkholderia pseudomallei.
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Figura 22. Andlise da microscopia confocal de curcumina associados aos biofilmes

em formacao e maduro de B. pseudomallei
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Figura 23. Detencdo da biomassa pela fluorescéncia através do método de Ruby em

biofilmes de B. pseudomallei associado a curcumina.

Biofilme em formacao Biofilme maduro

1]
-§ 2000 -8 30001
= =
«@ «@ *
2 2
g 1500~ 8
S S 2000+
2 T 2
g 1000- 8 -
$ S 1000 T
S 500 3
2 2
8 8
E o T T E o T r
o o
& 0§ ,f?" o & 0&“ ,L\»“‘ o
6&6 “ o #° é}s & N ©°
o <
¥ &F
(4 (4

& &



99

No tocante a producéo de proteases, as trés concentracdes de curcumina, 25,6
pM, 51,2 uM e 512 pM, reduziram (P<0,05) a atividade enzimatica de células
planctonicas de B. pseudomallei em 19%, 21% e 46,1%, respectivamente, quando
comparadas ao controle de crescimento (Figura 24/A). Quanto aos biofilmes em
formacédo, a curcumina alterou significativamente (P<0,05) a atividade enzimatica nas
concentragdes de 51,2 uM e 512 uM, reduzindo os valores de proteases em 46,9% e
42,4% da produgéo do controle de crescimento. A menor concentracgdo (25,6 uM) de
curcumina nao alterou atividade enzimatica dos biofilmes em formacdo. No biofilme
maduro, somente a concentracdo de 51,2 UM alterou significativamente a atividade de

protease, reduzindo-a em 69%, quando comparada aquela do controle de crescimento
(Figura 24/C).

Figura 24. Efeito do inibidor de quorum sensing curcumina sobre a producdo de
proteases por Burkholderia pseudomallei na forma plancténica (A) biofilmes em
formacéo (B) biofilme maduro (C).
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Quanto a producéo de sideroforos, a curcumina nao alterou a producéo desse
fator de viruléncia pelo crescimento planctonico, nem pelo biofilme em formacéo de
B. pseudomallei, em nenhuma das concentracgdes testadas (Figura 25). Entretanto, no
biofilme maduro, observou-se um aumento (P<0,05) na producéo de sidero6foros em
115,3% e 122% nas concentracdes de 51,2 UM e 512 uM, respectivamente, quando
comparadas ao controle de crescimento (Figura 25/C).

Figura 25. Efeito do inibidor de quorum sensing curcumina sobre a producdo de
sideroforos por Burkholderia pseudomallei na forma plancténica (A) biofilmes em
formacédo (B) biofilme maduro (C).
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* Indica diferencas significativas (P<0,05) na producdo de sider6foros por B. pseudomallei, ap6s
exposicdo a curcumina, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao
composto.

6.2.4 Furaneol
Quando os biofilmes foram formados na presenca de furaneol, observou-se

uma reducéo significativa (P<0,05) da biomassa, atingindo 58,7% e 96,8% de reducao

na absorbancia do cristal violeta, quando comparados aos valores do controle, na
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presenca de 500 UM e 5000 uM de furaneol, respectivamente. Na concentracdo de
250 pM, ndo foram visualizadas diferengas significativas (Figura 26/A).
Posteriormente, foi avaliado o efeito do furaneol sobre biofilmes maduros, com 48
horas de crescimento. Semelhantemente ao observado para o biofilme em formacao,
as duas maiores concentracdes do composto reduziram significativamente (P<0,05) a
biomassa dos biofilmes maduros, atingindo redugfes de 37,4% e 48,9% dos valores
de absorbancia do cristal violeta, na presenca de 500 pM e 5000 puM de furaneol,
quando comparados aos valores do controle de crescimento. A menor concentracao de
furaneol ndo alterou significativamente a biomassa dos biofilmes maduros de B.
pseudomallei (Figura 26/B).

Na analise do biofilme por microscopia confocal na presenca de furaneol,
observamos que houve a reducdo do coeficiente de rugosidade e relacdo area volumes
do biofilme em formacéo (Figura 27), ademais, quando o furaneol foi adicionado ao
biofilme maduro, apds 48h de crescimento, reduziu significativamente (P<0,05) em
ambas as concentracfes testadas a biomassa do biofilme, espessura da &rea total e
espessura da biomassa. Porém, houve um aumento significativo (P<0,05) no
coeficiente de rugosidade e a relacdo area volume. Ao analisar a intensidade da
fluorescéncia pelo método do Ruby foi observado um aumento significativo apenas
nas contragdes do biofilme maduro 5000, 500, 250 uM (Figura 28).

Figura 26. Efeito do inibidor de quorum sensing furaneol sobre a formacdo de

biofilme (A) e sobre o biofilme maduro (B) de Burkholderia pseudomallei.
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Figura 27. Analise da microscopia confocal do furaneol associados aos biofilmes em

formacéo e maduro de B. pseudomallei.
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Figura 28. Detencdo da biomassa pela fluorescéncia através do método de Ruby em

biofilmes de B. pseudomallei associado a furaneol.
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Quanto a producdo de proteases, no crescimento planctonico, as trés
concentragdes testadas reduziram significativamente a atividade de protease de B.
pseudomallei, atingindo 32,4%, 40,4% e 51,2% de inibigcdo, apds exposi¢do a 250
MM, 500 uM e 5000 uM, quando comparadas ao controle de crescimento (Figura
29/A). No tocante aos biofilmes em formacéo, o furaneol, nas concentracGes de 500
pMM e 5000 pM, reduziu (P<0,05) em 58% e em 61,1% a atividade enzimatica desses
biofilmes, respectivamente. Quanto aos biofilmes maduros, as trés concentragdes de
furaneol inibiram significativamente a producdo de proteases por essas estruturas
bacterianas, alcancando reducdes de 49,6%, 44,8% 3 35,8%, na presenca de 250 UM,

500 uM e 5000 uM, respectivamente, quando comparados aqueles do controle de
crescimento (Figura 29).

Figura 29. Efeito do inibidor de quorum sensing furaneol sobre a producdo de
proteases por Burkholderia pseudomallei na forma planctonica (A), biofilmes em
formacéo (B) e biofilme maduro (C).
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exposicdo ao furaneol, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao
composto.
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No tocante aos sideroforos, o furaneol ndo interferiu com a producdo desse
fator de viruléncia de B. pseudomallei na forma planctonica. Ademais, observou-se
uma reducdo significativa (P<0,05) na producdo de sideréforos, na presenca de
furaneol a 5000 uM, tanto no biofilme em formacédo, quanto no biofilme maduro,
apresentando 76,6% e 32,5% de inibicdo, respectivamente, quando comparados aos
respectivos controles. Entretanto, em concentracGes mais baixas, o furaneol induziu
significativamente a produgdo de siderdforos tanto pelo biofilme em formacg&o, quanto
pelo biofilme maduro, representando 141% e 161% da producdo do controle de
crescimento, na concentracdo de 500 uM, respectivamente. Na concentracdo de 250
MM, o furaneol induziu (P<0,05) a producdo de sideréforos somente no biofilme
maduro, apresentando 139,3% da produg&o do controle de crescimento (Figura 30).
Figura 30. Efeito do inibidor de quorum sensing furaneol sobre a producdo de
sideroforos por Burkholderia pseudomallei na forma plancténica (A), biofilmes em

formacéo (B) e biofilme maduro (C).
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exposicdo ao furaneol, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao
composto.
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6.2. Octanoil- homosserina-lactona
Quando os biofilmes foram formados na presenca de 8HSL, ndo foram

observadas reducGes significativas na biomassa, em nenhuma das concentracdes
testadas, quando comparadas ao controle de crescimento. Entretanto, na menor
concentragdo (0,78 pM) foi observado um aumento significativo na produgéo de
biomassa (P<0,05) (Figura 31/A). Posteriormente, foi avaliado o efeito da 8HSL
sobre biofilmes maduros, e observou-se que a maior concentracdo do composto
aumentou significativamente (P<0,05) a producédo da biomassa, quando comparada ao
controle de crescimento. As duas menores concentracdes (7,8 e 78 uM) de 8HSL ndo
alteraram a biomassa dos biofilmes maduros de B. pseudomallei (Figura 31/B).

Na analise do biofilme por microscopia confocal na presenca de 8HSL, nao
foram observadas diferencas estatisticas entre as concentracdes testadas no biofilme
em formacdo (Figura 32). Ademais, quando o 8HSL foi adicionado ao biofilme
maduro, apds 48h de crescimento, reduziu significativamente (P<0,05) em ambas as
concentragdes testadas a biomassa do biofilme, a espessura maxima, espessura da area
total e espessura da biomassa. Porém, houve um aumento significativo (P<0,05) no
coeficiente de rugosidade e a relacdo area volume. Ao analisar a intensidade da
fluorescéncia pelo método do Ruby foi observado um aumento significativo apenas
nas menores contracdes do biofilme maduro (Figura 33).

Figura 31. Efeito da homoserina lactona (8HSL) sobre a formacéo de biofilme (A) e

sobre o biofilme maduro (B) de Burkholderia pseudomallei.
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Figura 32. Analise da microscopia confocal do 8HSL associados aos biofilmes em
formacéo e maduro de B. pseudomallei.
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Quanto a producdo de proteases, 8HSL, na concentracdo de 78 uM, reduziu
(P<0,05) em 31,2% a atividade enziméatica no crescimento plancténico de B.
pseudomallei. No biofilme em formacdo, as duas maiores concentracOes testadas
reduziram significativamente a atividade de proteases de B. pseudomallei, atingindo
32,4%, 40,4% de inibicdo, apds exposicdo a 78 UM e 7,8 UM, respectivamente,
quando comparadas ao controle de crescimento (Figura 34/B). Quanto ao biofilme
maduro, na menor concentracdo de 8HSL, houve um aumento significativo na
producdo de proteases por essas estruturas bacterianas, alcancando 136,3% nos
valores de proteases, na presenca de 0,78 UM respectivamente, quando comparado

aqueles do controle de crescimento (Figura 34/C).

Figura 34. Efeito do 8HSL sobre a producéo de proteases por Burkholderia pseudomallei na
forma planctonica (A), biofilmes em formacéo (B) e biofilme maduro (C).
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* indica diferencas significativas (P<0,05) na atividade de proteases por B. pseudomallei, apds
exposicdo ao HSL-8, quando comparado ao respectivo controle de crescimento, ndo exposto ao
composto.
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No tocante aos siderdforos, o crescimento plancténico de B. pseudomallei
apresentou uma reducdo significativa, em 62,5% (P<0,05), na producéo desse fator de
viruléncia, apds exposicdo a 78 UM de 8HSL, enquanto a exposic¢ao a 0,78 uM desse
composto induziu significativamente a producéo de sideroforos, representando 142%
da produgcdo do controle de crescimento. Quanto ao biofilme em formacdo,
semelhantemente ao observado para o crescimento planctonico, a 8HSL reduziu, em
36,6% (P<0,05), a producdo de sidero6foros, apos exposicdo a 78 UM, mas aumentou a
producdo desse fator de viruléncia, ap6s exposicao a 7,8 e 0,78 uM. Para os biofilmes
maduros, observou-se que na concentracdo de 78 UM, a 8HSL reduziu (P<0,05) a
producdo de sideroforos, quando comparado ao controle de crescimento, mas nas
menores concentraces, ndo interferiu com a producdo desse fator de viruléncia
(Figura 35).

Figura 35. Efeito do 8HSL sobre a producédo de sideréforos por Burkholderia pseudomallei

na forma planctonica (A), biofilmes em formacéao (B) e biofilme maduro (C).
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7. DISCUSSAO
Biofilmes sdo estruturas compostas por células ligadas a uma superficie e

protegida por uma matriz extracelular (KUNYANEE et al., 2016). A capacidade de
formacdo de biofilme € importante na relacdo parasito-hospedeiro e no
desenvolvimento de processo infeccioso, uma vez que as células associadas aos
biofilmes apresentam caracteristicas fenotipicas distintas, como aumento da producao
de enzimas proteoliticas e resisténcia antimicrobiana (ADLER et al. 2013;
FLEMMING et al., 2016).

No caso de biofilmes de B. pseudomallei, observa-se uma elevada tolerancia
aos antimicrobianos usados no tratamento da melioidose, principalmente devido ao
aumento da producdo e acumulo de B-lactamases e ao aumento da expressdo de
bombas de efluxo (BRILHANTE et al., 2013; CASTELO-BRANCO et al., 2016;
SIDRIM et al., 2017).

Acredita-se que essa tolerancia ndo seja apenas associada a prépria estrutura
do biofilme e a diminuicdo da permeabilidade aos antimicrobianos, o que evita que
concentracdes adequadas de drogas interajam com as células bacterianas. A producao
e 0 acimulo de lactamases dentro da matriz extracelular de polissacarideo também
parece ser um mecanismo importante de resisténcia dos biofilmes (HENGZHUANG
etal., 2013).

A formacdo dos biofilmes é um processo complexo envolvidos por diferentes
etapas, finamente reguladas por diferentes moléculas. O mecanismo de quorum
sensing esta intimamente ligado as etapas iniciais da formacao do biofilme. Embora
sabendo que durante as etapas iniciais essas moléculas sdo produzidas em pequenas
quantidades, mas vai aumento principalmente durante a etapa do acimulo bacterianas.
Portanto, 0 uso dos compostos que interferem ou modulam moléculas de quorum
sensing (curcumina, furaneol e 8HSL) inibindo as homosserinas lactonas responsaveis
pela comunicacéo intracelular, tem se mostrado os primeiros alvos no mecanismo de
interrupcdo inicial da formagéo do biofilme (JABRA-RIZK et al., 2006; KALIA et
al., 2012).

Segundo Tyagi et al. (2015), a curcumina facilmente se incorpora a membrana
bacteriana, resultando em sua ruptura e liberacdo das AHLs, provavelmente tornando
as bactérias mais vulneravel a acdo destes compostos (TYAGI et al., 2015). Ademais

o furuneol degrada diretamente as moléculas sinalizadoras (AHL) suprimindo a
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deteccdo de quorum sensing bacteriana nas etapas iniciais de formacao do biofilme
(WU et al., 2004; DERYABIN et al., 2019).

Octanoil homosserina lactona, sendo moléculas dispersos no meio extracelular
interfere antagonicamente com o0s receptores de sinal de AHL modulando as
moléculas de quorum sensing (HENTZER et al., 2003; SHARIF et al., 2008). O
aumente significativo na quantidade de 8HSL depende da densidade bacteriana.
Assim, 0 acimulo de 8HSL ndo € apena paralelo ao crescimento, mas sim, parece que
0 aumento da atividade de 8HSL ocorre quando o biofilme atinge a densidade
populacional maxima, principalmente nas etapas finais da maturacdo do biofilme
(SHARIF et al., 2008;

Quanto ao ramnolipidio, por ser uma molécula emulsificante, interrompe
biofilmes pré-formados, resultando em uma dispersdo dos componentes da matriz do
biofilme (LI et al., 2019; CARESA et al., 2019; SOOD et al., 2020). Ademais, o
ramnolipidio interrompe biofilmes estabelecidos e impede a formacdo de novos
biofilmes (CERESA et al., 2019; SOOD et al., 2020).

Além de sua alta toxicidade para a célula, CCCP é descrito como um inibidor
classico de bombas de efluxo, (MAHAMOUD, et al. 2007; IKONOMIDIS et al.,
2008), desestruturando a matriz do biofilme maduro, por bloquear o transporte
intracelular de glicoproteinas secretadas na membrana dos biofilmes e extrusdo de
moléculas de quorum sensing (SINHA et al., 2017; MENICHINI et al., 2019).

Embora a importancia dos biofilmes na patogénese da infeccdo por bactérias
seja clara, poucos relatos sdo publicados sobre efeito desses compostos em biofilmes
de B. pseudomallei (HAULER et al., 2003; BUBEAU et al., 2009), especialmente no
tocante aos reguladores da dindmica dos biofilmes. Nesse contexto, o presente
trabalho visou a melhor compreenséo da fisiologia de biofilmes de B. pseudomallei,
utilizando ferramentas farmacoldgicas, incluindo um biossurfactante, um inibidor de
bombas de efluxo, dois inibidores de quorum sensing e uma molécula de quorum
sensing.

Quanto a sensibilidade plancténica dos compostos (CIMs), observou-se que 0
ramnolipidio ndo inibiu o crescimento bacteriano em nenhuma das concentracdes
testadas. Entretanto, a partir de 78 pg/mL, foram observadas alteracdes no padréo de

crescimento microbiano. Semelhante ao observado no estudo desenvolvido por
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Ceresa et al. (2019), que demostram que os ramnolipidios ndo apresentam atividades
bactericidas (CERESA et al., 2019). Porém, quando o inibidor de bomba de efluxo
CCCP foi testado, apresentou o CIM variando de 32 a 128 uM. O CCCP apresenta
atividade citotoxica contra as células bacterianas nas maiores concentracGes
(MAHAMOUD, et al. 2007; IKONOMIDIS et al., 2008). Ademais, o CCCP, foi o
unico composto testado a apresentar o CEMBs nos biofilmes maduros. Brilhante et al.
(2012) relatou que cepas de B. pseudomallei foram sensiveis a acdo do farnesol um

inibidor de bomba de efluxo.

Quanto a curcumina, ao furaneol e a 8HSL, nenhuma das concentracGes

testadas inibiu ou alterou o padrdo de crescimento planctonico de B. pseudomallei.

Quanto a sensibilidade as drogas, observou-se que as CEMBs de todas as
drogas eram, significativamente maiores que as CIMs, corroborando com achados
prévios que mostram que biofilmes de B. pseudomallei sdo mais resistentes a
antimicrobianos que o crescimento na forma planctonica (BRILHANTE et al., 2012;
BANDEIRA et al., 2013; CASTELO-BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2016).
Acredita-se que essa resisténcia se deve a propria estrutura do biofilme, alteracdo da
permeabilidade celular, a producdo de bombas de efluxos e a producéo e acimulo de
B-lactamases dentro da matriz extracelular (HENGZHUANG et al., 2013). As B-
lactamases acumuladas inativam os antimicrobianos a medida que penetram no
biofilme, protegendo, assim, 0s micro-organismos (BRILHANTE et al ., 2012a, b,
SAROVICH et al., 2012; BANDEIRA et al., 2013).

Interessantemente, observou-se que a combinacdo dos compostos
ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL com os B-lactamicos (MER, AMC)
causou uma reducéo significativa no CIM de MER para todas as cepas testadas, por
outro lado houve um aumento significativa de CIM para AMC. A resisténcia da
melioidose a esse antibidtico tém sido constantemente relatadas (SAWASDIDOLN et
al., 2010; SCHWEIZER, 2012), como em estudo previo, no qual isolou-se 24 cepas
provenientes de pacientes com melioidose e cada uma dessas cepas, apresentou
resisténcia a amoxicilina/clavulanato (WUTHIEKANUN et al., 2011). No que se
refere a sensibilidade do biofilme CEMB, houve a reducdo significativa dos dois B-
lactamicos (MER e AMC) avaliados. Esses achados podem estar associados a

capacidade desses compostos de reduzir a biomassa dos biofilmes maduros, podendo
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http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13027/full#jam13027-bib-0005
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13027/full#jam13027-bib-0029
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13027/full#jam13027-bib-0002

113

alterar a integridade da matriz e de moléculas de quorum sensing, o que facilitaria a
penetracdo das drogas e levaria a liberacdo das B-lactamases, aumentando a eficacia
dos R-lactdmicos e facilitando a penetragdo das drogas. Assim, com base nesses
achados, 0 uso desses compostos em biofilmes maduros de B. pseudomallei pode
auxiliar na dissociacdo das células e penetracdo de R-lactdmicos, podendo ser um

importante adjuvante terapéutico.

No que se refere a ceftazidima, ao ser associado aos compostos reguladores de
biofilmes reduziram os CIMs, e todas as cepas analisadas mostraram-se sensiveis, fato
que é corroborado por achados de estudos anteriores (BANDEIRA et al., 2013b;
CASTELO-BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2016). Apesar de haver um
crescente numero de trabalhos descrevendo o surgimento de cepas resistentes a esse
antimicrobiano (CHANTRATITA et al, 2011; BRILHANTE et al., 2012;
SAROVICH et al., 2012; SCHWEIZER, 2012; COX et al., 2014), os relatos de
sensibilidade a ceftazidima séo plausiveis e esperados, uma vez que esse é o farmaco
de primeira escolha para o tratamento inicial da melioidose (DANCE, 2014), desde
gue se mostrou eficaz em reduzir a taxa de letalidade da doenca pela metade (WHITE
et al., 1989). Quando a ceftazidima foi associado aos compostos reguladores de
biofilmes, somente observou-se a reducdo na CEMB da CAZ, quando esta foi
combinada com CCCP (128 puM). Assim, pode-se interpretar que 0s compostos
atuaram principalmente na sensibilidade dos biofilmes de B. pseudomallei aos f-
lactdmicos em questdo, esta acdo esta provavelmente relacionada a supressdo da
producdo de B-lactamases (HARTMAN et al., 2001; NIUMSUP; WUTHIEKANUN,
2002; IKONOMIDIS et al., 2008), em decorréncia do contato com 0s compostos
reguladores de biofilmes.

Quanto a associacdo dos compostos com a doxiciclina, notou-se que houve a
reducdo significativa do CIM na presenca de curcumina, furaneol e 8HSL. Em
concordancia com os achados deste estudo, Bandeira et al. (2013b) reportaram a
sensibilidade de biofilmes de B. pseudomallei a esses antibidticos (BANDEIRA et al.,
2013b; CASTELO-BRANCO et al., 2016), assim como outros estudos mostrando a
sensibilidade desse antibiotico e esses compostos (SYBIYA et al., 2013; KALI et al.,
2016). Ao associar 0os compostos com a doxiciclina no biofilme, somente foi
observada a reducgédo estatisticamente significativa nas CEMBs dessa droga, quando

esta foi combinada com CCCP, mas ndo com 0s demais compostos. Nota-se que, no
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trabalho de Castelo-Branco et al., (2016), ao associar doxiciclina e farnesol, observou-
se a reducdo da CEMB. Diante disso, pode-se propor que o efeito inibitério do CCCP
frente as bombas de efluxo foi mais notavel na forma de biofilme, uma vez que a
expressdo dessas bombas é exacerbada no biofilme formado, justificando, assim, a

reducdo dos valores de CEMB para doxiciclina de maneira significativa.

Ademais, ao associar trimetoprim-sulfametoxazol aos compostos reguladores
de biofilmes na forma plancténica, houve uma reducdo significativa da CIM para
ramnolipidio, CCCP e 8HSL. Nota-se que trimetoprim-sulfametoxazol apresenta
sensibilidade a biofilmes de B. pseudomallei (BANDEIRA et al., 2013b; CASTELO-
BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2016). Entretanto, houve um aumento da CIM
para TSX quando associado aos inibidores de quorum sensing (curmumina e

furaneol).

Acredita-se que deve haver efeito sinérgico dos inibidores de quorum sensing,
resultando na ligacdo da PABA bacteriana, de modo que os compostos interferem
com a biossintese bacteriano. Porém, testes complementares sdo necessarios para
comprovar essa suposicdo. No que se refere a associacdo da trimetoprim-
sulfametoxazol aos compostos reguladores de biofilmes, observou-se que somente o
CCCP reduziu significativamente as CEMBs para esse antimicrobiano. A resisténcia
de B. pseudomallei a esse antibiotico se da pela expressdo de bombas de efluxo
(BIOT et al., 2013). Desse modo, pode-se presumir que o CCCP iniba a bomba de
efluxo BpeEF-OprC, responsavel pelo extravasamento de sulfonamidas e tetraciclinas
em cepas de B. pseudomallei (MIMA; SCHINIBIDA, 2010; BIOT et al., 2013;
KRISHNAMOORTHY et al., 2019). No entanto, CCCP, sendo composto que
interfere na sintese de ATP, na membrana bacteriana e ttm uma grande capacidade de
reduzir a viabilidade celular (MAHAMOUD, et al. 2007; IKONOMIDIS et al., 2008).

Além da resisténcia aos antimicrobianos, também avaliou o efeito do
ramnolipidio em diferentes etapas de formacdo de biofilmes por B. pseudomallei.
Observou-se que o ramnolipidio ndo interferiu na formacgdo de biofilmes, quando
adicionado as etapas iniciais de formacdo do biofilme. Por outro lado, quando o
ramnolipidio foi adicionado ao biofilme maduro, com 48 horas de crescimento, este
reduziu significativamente a biomassa desses biofilmes, nas concentragdes mais altas

de ramnolipidio. Esta diminuicdo pode resultar da ligacdo dos componentes de
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ramnolipidio a moléculas de quorum sensing na estrutura do biofilme maduro,
corroborando com a literatura que defende a importancia dos biossurfactantes para a
dispersdo do biofilme (NICKZAD et al., 2014; MAYRI et al., 2015; ALEKSIC et al.,
2017). Vale ressaltar que em nenhuma concentracdo testada houve a perda de
viabilidade dos biofilmes, somente a reducdo da biomassa, 0 que corrobora com a
hipotese de essa molécula esta envolvida em processos fisioldgicos dos biofilmes de
B. pseudomallei, semelhantemente ao que é descrito para Pseudomonas spp. (KIM et
al., 2016; WOOD et al., 2018).

O mecanismo do ramnolipidio na erradicacdo do biofilme pode estar
relacionado a sua capacidade de destruir a matriz EPS, incluindo a eliminacdo de
lipopolissacarideos e proteinas através da formacgdo de micela (JOVANOVIC et al.,
2019). Estudos mostram que a parte hidrofoébica do ramnolipidio se insere na matriz
EPS, enquanto a parte hidrofilica se estende até a fase aquosa, fazendo com que o
EPS se desprenda da superficie (CHEN et al., 2019; JOVANOVIC et al., 2019).

Apos a avaliacdo dos efeitos do ramnolipidio sobre a dindmica de formagao
dos biofilmes, foi avaliado o efeito desse composto sobre a producao de proteases por
B. pseudomallei na forma plancténica e de biofilmes. Observou-se que o ramnolipidio
ndo interfere com a producdo de proteases na forma plancténica, mas induz um
aumento significativo na atividade de proteases pelos biofilmes em formacao, apesar
de ndo interferir com a biomassa desses biofilmes. A atividade de proteases pode ser
detectada durante as etapas iniciais da formacdo de biofilmes microbianos
(ELCHINGER et al., 2014; VASS et al., 2016; LINDSAY et al. 2017). Estudos
anteriores sugerem que a MprA, uma metaloprotease de serina, é responsavel pela
maioria da atividade de proteases em sobrenadantes de B. pseudomallei (LEE et al.,
2000; VALADE et al.,, 2004; BURTNICK et al., 2014; KAGER et al., 2014).
Ademais, o ramnolipidio também induziu um aumento significativo na producéo de
proteases, nas duas maiores concentracdes nos biofilmes maduros, provavelmente
devido ao acumulo de proteases asparticas e nutrientes no interior do biofilme
maduro. Connelly et al. (2004) demonstraram recentemente que as cepas mutantes de
Bacillus subtilis sem proteases extracelulares eram incapazes de produzir biofilmes,
mas a formacdo de biofilme pode ser restaurada pela adicdo de proteinase K
(CONNELLY et al., 2004).
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Além das proteases, foi avaliado o efeito do ramnolipidio sobre a producéo de
siderdforos, um importante fator de viruléncia bacteriano (SAHA et al., 2016; RIZZI
et al., 2019). Observou-se que esta molécula induziu a producdo de sideréforos por
biofilmes em formacao e por células plancténicas, apenas na maior concentracéo, mas
ndo interferiu com a producdo de siderdforos por biofilmes maduros. Sabe-se que 0s
siderdforos atuam como um fator de crescimento bacteriano estimulando a formacéo
de biofilmes (SAHA et al., 2016; RIZZI et al., 2019). Nas espécies de Burhkolderia,
0s mecanismos de aquisicdo do ferro foram mais bem caracterizados em membros do
complexo Burhkolderia cepacia (WHITBY et al., 2006; THOMAS MS, 2007).

No entanto, 0 mecanismo de aquisicdo do ferro e sideréforos na formacéo de
biofilme de B. pseudomallei ndo estd completamente elucidado e parece ser uma
caracteristica especifica da cepa (KVITKO et al.,, 2012). No biofilme de P.
aeruginosa, tem sido demonstrado que a producdo de sideroforos esta intimamente
relacionada a formacdo de biofilmes e que sdo essenciais para a formacdo e
manutencdo de biofilmes (KANG, KIRIENKO 2018; YU et al. 2016). Além disso, a
alta disponibilidade de ferro estimula a producdo do exopolissacarideo de matriz de
biofilme, que, por sua vez, sequestra o ferro ferroso, atuando como deposito de ferro,
garantindo a manutencéo do biofilme de P. aeruginosa (YU et al. 2016).

No que se refere ao CCCP, observou-se que pouco alterou a biomassa dos
biofilmes de B. pseudomallei em formacdo, demonstrando que as bombas de efluxo
ndo parecem ter um papel essencial no processo de formacdo dos biofilmes.
Entretanto, quando o CCCP foi adicionado aos biofilmes com 48 horas de
crescimento, observou-se uma reducdo significativa da biomassa, em todas as
concentracdes testadas. Esses achados sugerem que as bombas de efluxo sdo
essenciais para a manutencdo do biofilme maduro, provavelmente, por serem
responsaveis por eliminar compostos toxicos oriundos do metabolismo celular.
Assim, a inibicdo da atividade dessas bombas pode enfraquecer as células e a
estrutura do biofilme (KVIST et al., 2008). Com base nos dados observados,
acredita-se que a perda da atividade de detoxificacdo celular gere mais prejuizos
para o biofilme que a possivel reducdo na liberacdo de moléculas de quorum sensing
para 0 meio externo, uma vez que os efeitos deletérios do CCCP foram observados
principalmente no biofilme maduro e ndo no biofilme em formagdo (MAHAMOUD,
et al. 2007; IKONOMIDIS et al., 2008).
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Em seguida, foi avaliado o efeito desse composto sobre a producdo de
proteases por B. pseudomallei na forma planctonica e de biofilmes. Observou-se que
0 CCCP néo interfere com a producdo de proteases na forma planctonica, por outro
lado, houve uma reducdo significativa na atividade de proteases dos biofilmes em
formacéo e dos biofilmes maduros, principalmente na maior concentracéo testada. De
facto, as proteases podem ser produzidas ao longo dos tempos da formacgdo de
biofilmes (MARLON et al., 2014). Porém, o mecanismo de acdo de CCCP sobre a
producdo de proteases extracelulares em biofilmes de B. pseudomallei ainda ndo foi
esclarecido. No entanto, a co-producdo dessas moléculas pode indicar a necessidade
de aumentar a aquisicdo de nutrientes do ambiente extracelular quando o biofilme é
formado (CONNELLY et al., 2004; MARLON et al., 2014).

Quanto a producdo de siderdforo, observou-se que esta molécula induziu a
producdo de siderdforos por biofilmes em formacéo e por células planctdnicas, apenas
na maior concentracdo, mas ndo interferiu com a producdo de sider6foros por
biofilmes maduros. Cheng et al. (2012), observou que as cepas mutantes de
Pseudomonas aeruginosa expostos ao farnesol, mostraram a sensibilidade aumentada,
sugerindo que multiplos fatores podem influenciar a concentracdo intracelular do

sidero6foros.

Em relacdo aos inibidores e moduladores de quorum sensing, observou-se que
interferem na formacdo do biofilme, quando adicionados as etapas iniciais da
formac&o do biofilme. Quando curcumina e furaneol foram adicionados ao biofilme
em formacdo e ao biofilme maduro estes reduziram significativamente a biomassa
desses biofilmes, nas concentracbes mais altas. Esta diminuicdo pode resultar na
ligagdo destes compostos ao AHL, durante o desenvolvimento de biofilmes.
Corroborando com a literatura, demonstrando que estes compostos interferem nas
moléculas de quorum sensing bloqueando a comunicacdo intracelular (CHOI et al.,
2014; GARCIA-CONTRERAS et al., 2015; BOSE et al., 2020). O 8HSL, quando
associado ao biofilme em formacéo e biofilme maduro, ndo houve nenhuma reducao
da biomassa. Corroborando com estudo de Davies et al. (2015), que demonstra que
8HSL esta envolvida na adesdo inicial & superficie e na maturacdo do biofilme de
Aeromonas hydrophila (LYNCH et al., 2002). O mecanismo de curcumina, furaneol e

8HSL na erradicacdo do biofilme pode estar relacionado a sua capacidade de bloquear
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moléculas de quorum sensing interferindo nos receptores cognatos de AHL (LADE et
al., 2014; CHOI et al., 2014; HUSAIN et al., 2019).

Apdbs avaliar efeitos destes compostos sobre a dindmica de formacdo dos
biofilmes, foi analisada a producdo de proteases por B. pseudomallei na forma
plancténica e de biofilmes. Observou-se também que, curcumina e furaneol
interferem com a producdo de proteases na forma planctonica, biofilme formagéo e
biofilme maduro. Por outro lado, 8HSL aumentou a producdo de proteases pelos
biofilmes maduro na menor concentracdo, assim interferindo com a biomassa desses
biofilmes. Curiosamente, a atividade de proteases pode ser detectada durante as etapas
iniciais da formag&o de biofilmes microbianos (ELCHINGER et al., 2014; VASS et
al., 2016; LINDSAY et al. 2017).

A importancia do siderdforo para os diferentes fatores de viruléncia
bacterianos (ENG, NATHAN, 2015; SAHA et al., 2016; RIZZI et al., 2019), nos
levou a analisar o efeito de curcumina, furaneol e 8HSL sobre a producdo de
sider6foros em diferentes etapas da formacdo de biofilmes. Observou-se que a
curcumina induziu a producdo de sider6foros na forma planctdnica, biofilmes em
formacéo e biofilmes maduros, possivelmente, como uma resposta a indisponibilidade
do ferro para as bactérias. Estudos anteriores usando técnicas espectroscopicas
caracterizaram a ligagdo da curcumina ao ferro e cobre em condic¢des ndo fisiologicas
(SREEJAYAN, RAO 1994; BAUM, NEG 2004; ENG, NATHAN, 2015; KALI et al.,
2016). No entanto, a evidéncia de que a curcumina liga o ferro nas células e tecidos é
indireta. Em camundongos, a curcumina na dieta diminuiu a ferritina (JIAO et al.
2006, 2009) e ferro (CHIN et al. 2014; BADRIA et al. 2015) no figado, ambos
consistentes com uma reducgéo das reservas corporais de ferro. Na cultura celular, a
curcumina reduziu os efeitos citotoxicos do ferro nas células tumorais (MESSNER et
al. 2009; MESSNER et al. 2017).

Em relagdo ao furaneol, observou-se uma reducdo na producéo de sideroforos,
ap0s exposicdo as maiores concentragdes do composto, e um aumento apds exposicao
a concentracdo intermediaria ou a menor concentracdo do furaneol. Ademais, a 8HSL
reduziu a producdo de sideroféros apenas na maior concentracdo em todas as etapas

do desenvolvimento do biofilme, porém nas menores concentragbes houve um
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aumento significativo na producédo de siderofdéros. Esse aumento se da provavelmente

devido o estresse oxidativo induzido por 8HSL na menor concentracéo.

Ademais, buscou-se estudar os mecanismos responsaveis pela acdo dos
compostos frente aos biofilmes de B. pseudomallei. Para tanto, as andlises
microscopicas dos biofilmes de B. pseudomallei revelaram que a exposicdo as
concentragdes de ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL promoveu a
desestruturacdo da matriz e, consequentemente, a destruicdo do biofilme. Pode-se
crer, que esses danos ocorrem por meio de desagregacdo da matriz, hidrofobicidade,
bloqueio no sistema de comunicacdo e consequentemente desacoplacdo de canais de
aguas e nutrientes que sdo essenciais para a manutencdo de biofilmes. Estudos
anteriores constataram que a acdo inibitdria destes compostos em biofilmes
bacterianos ocorre por meio desse mecanismo de acdo (GOMES et al., 2011; CERCA
et al., 2012; DUSANE et al., 2012; . DIAZ DE RIENZO et al., 2016; CASTELO-
BRANCO et al., 2016).

Segundo DIAZ DE RIENZO et al. (2016), a remogdo da matriz EPS, pode
ser benéfica no tratamento de biofilmes. Os autores observaram que os complexos de
proteinas de lipopolissacarideos da membrana celular externa foram removidos pelos
ramnolipidios. Curiosamente a remocao da camada de EPS é conhecida por aumentar
o efeito de agentes antimicrobianos. Ademais, quando os inibidores de quorum
sensing e molécula de quorum sensing foram adicionados aos biofilmes formados, as
estruturas ndo foram destruidas, porém, as células incorporadas ao biofilme foram
completamente mortas nas maiores concentracdes testadas. Nossos dados sugerem
que, curcumina, furaneol e 8HSL, podem ser um ponto de partida promissor para o
desenvolvimento de agentes coadjuvantes para a terapia combinada de biofilmes de B.
pseudomallei.

Para as amostras expostas as menores concentragdo de CEMB dos compostos,
notou-se que ndo houve desagregacao de matriz, possivelmente devido & concentragdo
insuficiente dos compostos, no entanto, observou-se o predominio de células
inviaveis. Pode-se supor que, esses compostos foram capazes de ligar-se a membrana
celular, causando a ruptura mecanica dessa estrutura e, finalmente, a inviabilidade das
células (CASTELO-BRANCO et al., 2016; SIDRIM et al., 2016).

Diante disso, este estudo ressaltou a importancia da estrutura do biofilme na

promocao da resisténcia de B. pseudomallei. Tal conformacdo morfoldgica foi capaz
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inclusive de promover a resisténcia da bactéria aos antibidticos convencionalmente
utilizados no tratamento da melioidose. Esses achados s&o de bastante relevancia
clinica, uma vez que a melioidose apresenta carater cronico e, os dados de resisténcia
encontrados neste estudo podem ser correlacionados com a incidéncia de casos de
recidiva da doenca.

Adicionalmente, o uso destes compostos frente ao biofilme maduro de B.
pseudomallei mostrou-se eficaz, uma vez que o0s compostos foram capazes de
desagregar a matriz do biofilme, bloquear o sistema de comunicacao, tornando assim
as bactérias mais acessiveis a acdo dos antibioticos, doxiciclina, meropenem,

ceftazidima, amoxicilina-clavulanato e sulfametoxazol-trimetoprim.
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8. CONCLUSAO
Ramnolipidio desestrutura biofilme de B. pseudomallei, inibindo a biomassa do

biofilme maduro, porém ndo interfere com a producdo de fatores de viruléncia

(proteases, sideroforos) na forma planctonica, biofilme formacao e biofilme maduro.

O inibidor de bomba de efluxo (CCCP) reduziu a biomassa dos biofilmes de B.
pseudomallei e a producédo de proteases na maior concentracdo, porém nao interferiu

na producdo de sideroforos.

Os inibidores de quorum sensing (curcumina e furaeol) reduziram a biomassa dos
biofilmes e proteases nas maiores concentracdes, ademais, apenas o furaneol

interferiu na producéo de sideroféros no biofilme em formacéo e maduro.

O modulador de quorum sensing (8HSL) nédo interferiu na biomassa dos biofilmes,
porém houve uma reducdo na producdo de fatores de viruléncias (proteases,

sideroforos) na maior concentracdo nos biofilmes de B. pseudomallei.

Os compostos ramnolipideo, CCCP, curcumina, furaneol e 8HSL mostraram-se
capazes de degenerar a matriz do biofilme de B. pseudomallei, reduzindo a biomassa

e facilitando a penetracdo dos antimicrobianos.

9. PERSPECTIVAS
O presente trabalho demonstrou resultados que vém a somar conhecimentos a

respeito da resisténcia e dificuldade no tratamento de paciente com infec¢do por B.
pseudomallei, principalmente quando associado a formacéo de biofilme. Diante desta
problematica, este trabalho trouxe perspectivas acerca do aumento da sensibilidade do
biofilme de B. pseudomallei aos antibioticos, gerada pela exposi¢do a compostos ndo
antimicrobianas. Nesse panorama, o uso do ramnolipidio, CCCP, curcumina, furaneol
e 8HSL como compostos adjuvantes mostraram-se promissores, uma vez que
desestruturaram a matriz do biofilme, facilitando a penetragéo e, consequentemente, a
acdo dos antimicrobianos. O presente trabalho tambem amplia o panorama para 0s

estudos que buscam alternativas terapéuticas com a utilizacao destes compostos.
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ANEXO A: IMAGENS DA MICROSCOPIA CONFOCAL

Controle

Biofilme em Formacgao

Controle

CCCP 128 uM

Ramnolipidio 78 ug/mL
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8HSL 5 uM

Biofilme em Formagao

Curcumina 51,2 uM

Furaneol 500 uM

Furaneol 5000 uM
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Controle

Controle

Biofilme Maduro

CCCP 128 uM

CCCP 512 uM

Ramnolipidio 78 ug/mL

Ramnolipidio 780 pug/mL

8HSL 10 uM

8HSL 100 uM

s0ym
e e e e A S

Biofilme Maduro

Curcumina 51,2 uM

Curcumina 512 uM

Furaneol 500 uM

Furaneol 5000 uM
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