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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria patogénica que tem demonstrado uma notavel
capacidade de formar biofilmes em superficies, apresentando desafios significativos na
prevencdo e tratamento de infecgdes relacionadas a dispositivos biomédicos e na industria
biomédica. Portanto, a problematica dos biofilmes em dispositivos biomédicos compostos por
titanio ¢ multifacetada, envolvendo preocupacdes de satude, resisténcia a antibidticos, desafios
de limpeza e esterilizagdo dos procedimentos médicos-odontoldgicos e a qualidade de vida dos
pacientes. Assim, este estudo investigou o potencial dos bacteriofagos PABP2, PAPBS,
PAPB7, PAT4 e PAS2 isolados de cultura clinica, em trés dosagens de multiplicidade de
infeccdo (MOI): dose minima (0,01), dose intermediaria (0,1) e dose alta (1), como agentes
terapéuticos na desagregacao, destrui¢ao e prevencao a formacao de biofilmes em superficies
abidticas compostas por titanio. Realizou-se dois experimentos independentes e destrutivos: o
experimento 1 — avaliou a capacidade dos bacteriofagos de desagregar e destruir biofilmes
bacterianos ja estabelecidos, enquanto o experimento 2 — investigou a atividade profilatica dos
bacteriofagos na prevencdo da formagao do biofilme. Como metodologia foram realizadas
analises microbiologicas, ensaio de eficicia, avaliacdo de concentracdo patdgeno-hospedeiro e
o impacto nas células bacterianas, por meio de contagem de células viaveis e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Os dados foram submetidos & Two-Way ANOVA (p-valor
<0,05) para comparacao dos grupos amostrais tratado e nao tratado, post-hoc Tukey com
intervalo de confianga 95% (p<0,05). Os dados foram apresentados como médias de trés
experimentos independentes e desvios padrdo. Todos os fagos foram efetivos na reducdo de
células vidveis, destruicao e prevencao de biofilme em 100 % da superficie tratada. Todavia, a
atividade profilatica obteve maior eficiéncia para os 5 bacteriéfagos aplicados (p<0,05), nao
permitindo a efetivacao do biofilme. Contudo, vale ressaltar que os resultados ndo revelaram
um padrdo consistente em relacdo a dose-dependéncia e as variagdes entre hospedeiros, o que
torna dificil inferir uma relacao causa-efeito clara. Desta forma, conclui-se, que a atividade
litica no biofilme de Pseudomonas aeruginosa formado por cepas clinica e ATCC+ 27853~
multirresistentes indica que os bacteriéfagos e a terapia fagica utilizados neste estudo podem
contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas e profilaticas inovadoras na luta
contra infec¢des associadas a dispositivos biomédicos e biofilmes de Pseudomonas aeruginosa.
Além disso, os resultados tém o potencial de informar futuras aplicagdes clinicas e industriais
visando a seguranga e eficacia em dispositivos biomédicos e implantes de titanio.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Bacteriofagos. Titanio. Implantes. Proteses.
Biofilmes. Multirresisténcia. Infec¢des nosocomiais. Dispositivos biomédicos. Terapia
profilatica.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a pathogenic bacterium that has demonstrated a remarkable ability
to form biofilms on surfaces, presenting significant challenges in the prevention and treatment
of infections related to biomedical devices and in the biomedical industry. Therefore, the
problem of biofilms on biomedical devices composed of titanium is multifaceted, involving
health concerns, antibiotic resistance, cleaning and sterilization challenges of medical-dental
procedures and the quality of life of patients. Thus, this study investigated the potential of the
bacteriophages PABP2, PAPBS, PAPB7, PAT4 and PAS2 isolated from clinical culture, at
three multiplicity of infection (MOI) doses: minimum dose (0.01), intermediate dose (0.1) and
high dose (1), as therapeutic agents in the disaggregation, destruction and prevention of biofilm
formation on abiotic surfaces composed of titanium. Two independent and destructive
experiments were carried out: experiment 1 — evaluated the ability of bacteriophages to
disaggregate and destroy already established bacterial biofilms, while experiment 2 —
investigated the prophylactic activity of bacteriophages in preventing biofilm formation. As a
methodology, microbiological analysis, efficacy assay, evaluation of pathogen-host
concentration and the impact on bacterial cells were carried out, through viable cell counting
and Scanning Electron Microscopy (SEM). The data were submitted to Two-Way ANOVA (p-
value <0.05) to compare the treated and untreated sample groups, post-hoc Tukey with 95%
confidence interval (p<0.05). Data were presented as means of three independent experiments
and standard deviations. All phages were effective in reducing viable cells, destroying and
preventing biofilm on 100% of the treated surface. However, the prophylactic activity was more
efficient for the 5 bacteriophages applied (p<0.05), not allowing the biofilm to form. However,
it is worth highlighting that the results did not reveal a consistent pattern in relation to dose-
dependence and variations between hosts, which makes it difficult to infer a clear cause-effect
relationship. Therefore, it is concluded that the lytic activity in the Pseudomonas aeruginosa
biofilm formed by multiresistant clinical and ATCC® 27853™ strains indicates that the
bacteriophages and phage therapy used in this study can contribute to the development of
innovative therapeutic and prophylactic approaches in fights infections associated with
biomedical devices and Pseudomonas aeruginosa biofilms. Furthermore, the results have the
potential to inform future clinical and industrial applications targeting safety and efficacy in
biomedical devices and titanium implants.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Bacteriophages. Titanium. Implants. Prostheses.
Biofilms. Multidrug resistance. Nosocomial infections. Biomedical devices. Prophylactic
therapy.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ¢ uma bactéria ambiental oportunista
onipresente, sua versatilidade, juntamente com seus fatores de viruléncia, a torna um patéogeno
altamente adaptavel e desafiador de combater, principalmente devido a sua capacidade de
formagao de biofilme. Deste modo, o biofilme caracteriza-se por sua notavel organizagdo e
funcionalidade. Essa agregacdo de microrganismos representa uma adaptagcdo crucial para
assegurar protecao em ambientes desafiadores, permitindo a sobrevivéncia bacteriana por meio
de relagdes simbioticas (Alves et al, 2016).

Assim, com o aumento da expectativa de vida e, por consequéncia, da necessidade de
dispositivos biomédicos para a manuten¢do ou restauracdo das funcdes fisioldgicas, a adesdo
de biofilmes a estes materiais torna-se um sério problema. Esta capacidade de colonizar
superficies inertes, como proteses dentarias e ortopédicas, ¢ um dos principais fatores de
viruléncia dos biofilmes de P. aeruginosa (Pavithra; Doble, 2008).

Segundo o National Institutes of Health, aproximadamente 80% das infec¢des em todo
o mundo estdo associadas a producao de biofilmes, com destaque para aquelas envolvendo
dispositivos biomédicos (NHI, 2002). A presenca destes biofilmes representa uma ameaca a
satde publica devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e ao potencial
de causar infecgdes em pacientes vulneraveis ou portadores de implantes (Donlan, 2001). Estas
infecgdes elevam as taxas de morbimortalidade, prolongam as internagdes e aumentam os
custos de tratamento (Gomes et al., 2018).

Diante dessa problematica, abordagens para o tratamento e controle de biofilmes sdo de
grande interesse para a medicina moderna. Essas abordagens podem ser divididas em duas
categorias: inibi¢do e erradicagdo de biofilmes ja formados ou inibi¢do da formagao de novos
biofilmes. Entre as estratégias de inibi¢do, destacam-se o uso de compostos bactericidas ou
bacteriostaticos para inibir o crescimento bacteriano e bloqueio da adesdo bacteriana. Além
disso, terapias antiviruléncia visam tornar os patdgenos mais suscetiveis ao sistema
imunologico e aos antimicrobianos, sem afetar diretamente o crescimento bacteriano (Da Silva,
Giordani, Macedo, 2013).

Neste contexto, a fagoterapia, inicialmente proposta por Félix d’Hérelle em 1917,
emerge como um campo de estudo promissor € uma potencial inovacao tecnologica para o
controle de microrganismos. Embora tenha caido em desuso com o advento dos antibidticos, a
fagoterapia tem sido objeto de pesquisa recente e ¢ reconhecida por sua vasta aplicabilidade,

abrangendo areas como agricultura, pecuaria, medicina humana e industrial (Oliveira, 2021).
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No entanto, o uso de bacteriéfagos para o controle de biofilmes em superficies de dispositivos
médicos, como proteses dentarias e ortopédicas, representa uma alternativa promissora. Esses
agentes sao autolimitantes, amplamente disponiveis, diversificados e seguros para humanos,
animais e plantas. Além disso ndo alteram as caracteristicas fisico-quimicas dos materiais
biomédicos (Abedon, 2019).

Neste sentido, considerando a crescente prevaléncia de infecgdes associadas a
dispositivos biomédicos, os desafios de tratamento, o potencial da fagoterapia e a possibilidade
de aplicagdo em titanio. Esta dissertagcdo buscou preencher uma lacuna importante no
conhecimento cientifico ao investigar a aplicacdo de bacteri6fagos na reducao de biofilmes de
P. aeruginosa em elementos de titAnio. Os resultados deste estudo apontam a fagoterapia como
um potencial terapéutico, contribuindo para a prevencao e tratamento eficaz de infecgdes
associadas a dispositivos biomédicos e, consequentemente, a melhoria da qualidade de vida dos

pacientes e seguranca dos procedimentos médicos-odontoldgicos.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia do uso de bacteriéfagos na redugdo e profilaxia de biofilme de P.

aeruginosa visando aplicagdo em elementos de titanio.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir formagdo de biofilme de P. aeruginosa aplicado em superficie de elementos
compostos por titanio;

e Aplicar bacteriéfagos isoladamente visando profilaxia e controle de biofilmes em
superficies de elementos compostos por titanio;

e Determinar microscopicamente a eficiéncia dos bacteridfagos no controle e profilaxia

de biofilme em superficies de elementos compostos por titanio.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Pseudomonas aeruginosa

3.1.1 Historico

A histoéria da descoberta da P. aeruginosa, uma notavel bactéria Gram-negativa, aerobia
e ndo fermentadora, ¢ uma narrativa repleta de avancgos significativos na microbiologia ao longo
do tempo (Figura 1). No ano de 1882, o microbiologista Carle Gessard isolou inicialmente essa

bactéria de amostras de 4gua e solo, marcando o ponto de partida para uma compreensao mais

abrangente (Neves et al., 2011).

Figura 1 — Historia da descoberta da Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 06 nov. 2023.

Entretanto, foi nas décadas de 1940 e 1950 que a compreensdao completa da P.
aeruginosa comecou a se desenvolver, impulsionada por eventos da Segunda Guerra Mundial.
Durante este periodo critico, o aumento das infec¢des em feridas de soldados evidenciou a P.
aeruginosa como uma causa frequente de infec¢des hospitalares, especialmente em pacientes
com queimaduras. Este cenario desafiador levou os cientistas da época a aprofundar a
caracterizagdo da bactéria, explorando suas propriedades distintas, como padrdes de
crescimento, resisténcia a antibioticos e habilidade de formar biofilmes (Gilboa-Garber, 1982;
Tuon, 2022).

A medida que as décadas progrediam, renomados pesquisadores, como Robert Koch e
Paul Bergy, desempenharam papéis cruciais na expansdo do conhecimento sobre a P.

aeruginosa e suas implicacgdes clinicas. A identificacdo de fatores de viruléncia tornou-se um
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marco, juntamente com avangos na compreensao da regulagdo genética da bactéria. As décadas
de 1970 e 1980 testemunharam um aprofundamento adicional através de avangos na biologia
molecular (Reynolds; Kollef, 2021).

A capacidade desta bactéria de causar infecgdes graves estd intrinsecamente ligada a
fatores como a producdo de pigmentos, toxinas, a habilidade de formar biofilmes e sua
resisténcia a antibidticos. A pesquisa molecular, incluindo técnicas avancadas como a
sequenciagdo gendmica, continuou a enriquecer a compreensao das caracteristicas genéticas e
virulentas da P. aeruginosa (Rossi et al., 2021).

Hodiernamente, a P. aeruginosa permanece no foco da pesquisa cientifica, motivada
pela sua resisténcia a antibidticos e a propensao para causar infecgdes, particularmente em
individuos imunocomprometidos. A dedicacao ao estudo constante desta bactéria ¢ vital para o
desenvolvimento continuo de estratégias eficazes de prevengdo e tratamento, destacando a

importancia da pesquisa para enfrentar desafios clinicos emergentes (Diggle, Whiteley, 2020).

3.1.2 Caracterizagao

A bactéria P. aeruginosa ¢ uma espécie diversificada de bacilos Gram-negativos,
aerobia e ndo esporulante, amplamente disseminada e que tem a capacidade de causar infeccoes
oportunistas em seres humanos. Esta bactéria possui uma notavel adaptabilidade a diferentes
condigdes de crescimento, gragas a uma ampla gama de vias metabolicas e genes reguladores
que possui em seu material genético, pode ser diferenciada por meio de diversas provas
bioquimicas, formacdo de pigmentos, testes de sensibilidade a antibioticos e, a caracteristicas
como o numero ¢ a localizacao de flagelos. Esses fatores dentro da espécie € notavel e contribui
para a sua adaptabilidade a diferentes ambientes (Lujan Roca, 2014).

A versatilidade nutricional de P. aeruginosa, juntamente com seu grande niimero de
fatores de viruléncia, a torna um patdgeno altamente adaptavel e desafiador de combater. Além
disso, esta bactéria ¢ conhecida por sua alta resisténcia a antibidticos, o que a torna
especialmente dificil de erradicar em pacientes infectados. Isso € particularmente evidente em
infec¢des pulmonares cronicas, como aquelas que afetam pacientes com fibrose cistica, onde
P. aeruginosa pode persistir e causar danos significativos (Bodey et al., 1983).

Assim, A presenca de P. aeruginosa em ambiente hospitalar ¢ uma das caracteristicas
mais preocupantes e desafiadoras devido a sua capacidade de disseminagdo clonal responsavel
por desencadear infec¢des nosocomiais e, de maneira critica, provocar infec¢des letais em

individuos imunocomprometidos, como aqueles submetidos a tratamentos contra o céncer,
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intervengdes cirargicas, queimaduras graves ou portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (Figueredo et al., 2021).

Em 2017, a Organizagao Mundial da Satde a reconheceu como uma das bactérias mais
ameacadoras a vida, designando-a como patdogeno prioritdrio para a pesquisa €
desenvolvimento de novos antibioticos. A resisténcia desta bactéria a antibidticos ¢ uma
caracteristica marcante, resultando em altas taxas de morbimortalidade. Estudos recentes tém
se concentrado na avaliagdo das caracteristicas genéticas de viruléncia, regulacao génica e
resisténcia a antibidticos, buscando identificar abordagens futuras para o combate a essa

bactéria (AGRI, 2017).

Figura 2 — Patdgenos prioritarios.
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Fonte: Adaptado de Associacdo de Gastroenterologia do Estado do Rio de Janeiro (AGRI), 2017. Usando a
plataforma de edi¢do BioRender. Disponivel em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 06 nov. 2023.

A resisténcia intrinseca e a adaptabilidade da P. aeruginosa frequentemente limitam a
eficacia de agentes antimicrobianos convencionais, como antibioticos, resultando em um
aumento significativo da mortalidade. Além disso, a formag¢ao de biofilmes pela P. aeruginosa
complica ainda mais o tratamento, oferecendo protecdo contra as pressdes ambientais, inibindo

a fagocitose e conferindo capacidade de colonizagcdo e persisténcia a longo prazo. Esta



20

habilidade ¢ impulsionada pela comunicacao eficiente entre células, conhecida como deteccao
de quorum, levando a formagdo de biofilmes estruturados, frequentemente encontrados em
infecg¢des cronicas, como infec¢ao pulmonar, feridas persistentes e rinossinusites (Araujo et al.,
2022).

Estima-se que mais de 90% das infec¢des cronicas de feridas sejam influenciadas por
biofilmes, resultando em cicatrizacdo deficiente. Nos Estados Unidos, aproximadamente 6,5
milhdes de pacientes sdo afetados anualmente, gerando uma carga significativa para o sistema
de saude, com consequéncias econdmicas devastadoras, avaliadas em mais de US$ 25 bilhoes.
Diagnosticar infecgdes por P. aeruginosa em estagios iniciais, antes da formagao do biofilme,
torna-se crucial para aumentar a suscetibilidade aos tratamentos antimicrobianos (Santos,
2022).

No entanto, a crescente incidéncia de infec¢des agudas e persistentes em escala global
destaca a necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas alternativas aos antibidticos

tradicionais, visando desarmar e erradicar essa bactéria Gram-negativa.

3.1.3 Viruléncia e fatores de patogenicidade

A P. aeruginosa, ¢ conhecida por sua versatilidade patogénica, apresentando uma ampla
gama de fatores de viruléncia que contribuem para sua capacidade de causar infec¢des graves
em hospedeiros humanos. Dentre os principais fatores de patogenicidade da P. aeruginosa
(Figura 3), destaca-se a producdo de pigmentos, incluindo piocianina e pioverdina, que nao
apenas conferem caracteristicas visuais distintas, mas também desempenham papéis cruciais na
viruléncia. A piocianina, por exemplo, possui propriedades pro-oxidativas e pode causar danos
as células do hospedeiro, contribuindo para a patogenicidade da bactéria (Fonseca; De Marco,

2022).
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Figura 3 — Viruléncia e fatores de patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 05 nov. 2023.

A capacidade de formar biofilmes ¢ outra caracteristica marcante da P. aeruginosa. Esta
habilidade permite que a bactéria se agrupe em comunidades altamente organizadas,
protegendo-se contra as defesas do hospedeiro e resistindo a agao de antibidticos. Os biofilmes
formados por P. aeruginosa sao frequentemente associados a infecgdes cronicas, como as que
ocorrem em feridas e pulmdes, representando um desafio significativo no tratamento clinico
(Tuon et al., 2022). Além disso, a P. aeruginosa ¢ conhecida por sua resisténcia a uma ampla
variedade de antibidticos, o que a torna uma ameaca especialmente preocupante. Multiplos
mecanismos de resisténcia, incluindo a producdao de B-lactamases de amplo espectro e a
capacidade de formar biofilmes, contribuem para a notdvel habilidade da bactéria em resistir a
tratamentos antimicrobianos convencionais (Lazaretti et al., 2022).

Os fatores de viruléncia da P. aeruginosa também incluem a producdo de toxinas, como
exotoxinas A e S, que desempenham papéis cruciais na patogenicidade, afetando a integridade
das células do hospedeiro e modulando respostas imunoldgicas. A capacidade de adaptacao
rapida e a presenga de sistemas de secrecdo eficientes também contribuem para a eficacia

patogénica da P. aeruginosa. Portanto, a compreensdo aprofundada destes fatores de
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patogenicidade ¢ crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencdo e
tratamento, especialmente considerando a crescente resisténcia antimicrobiana observada nessa
bactéria. O estudo continuo destes mecanismos patogénicos ¢ fundamental para enfrentar os

desafios clinicos associados a P. aeruginosa ¢ melhorar as abordagens terapéuticas (Lima,

2022).

3.1.4 Resisténcia

A P. aeruginosa, apresenta intrinseca resisténcia a diversos antimicrobianos,
constituindo um desafio significativo no tratamento de infec¢des associadas a esse organismo.
A capacidade de desenvolver resisténcia durante a quimioterapia anti-pseudomonal, aliada a

resisténcia intrinseca, compromete ainda mais a eficacia dos tratamentos (Figura 4) (Paz-Zarza

etal., 2019).

Figura 4 — Possiveis causas para a resisténcia da Pseudomonas aeruginosa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edi¢do BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 05 nov. 2023.

A resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, um fendémeno conhecido como

resisténcia a multiplos medicamentos (MDR), tornou-se cada vez mais comum na P.
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aeruginosa. Relatos de isolados pan-resistentes, suscetiveis apenas a colistina como unico
agente terapéutico, indicam uma escalada preocupante desta resisténcia. Esta bactéria adquire
resisténcia por meio de multiplos mecanismos, incluindo mutagdes cromossdémicas € a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (Bolivar-Vargas; Torres-Caycedo; Sanchez-
neira, 2021).

Alteragdes mutacionais no genoma da P. aeruginosa afetam a regulagdo de sistemas de
efluxo, promovendo a expulsdo de antimicrobianos, desreprimem o gene ampC, ampliam a
especificidade da enzima AmpC (AmpC de espectro estendido), modificam a permeabilidade
da membrana externa para limitar a entrada de antimicrobianos e alteram os alvos
antimicrobianos. Além disso, mecanismos adquiridos incluem a produgdo de B-lactamases,
como as P-lactamases de espectro estendido e carbapenemases, que hidrolisam uma ampla
gama de B-lactamicos, enzimas modificadoras de aminoglicosideos e metilases de 16S rRNA,
conferindo resisténcia a aminoglicosideos (Silva et al., 2023).

A propensdo da P. aeruginosa para crescer in vivo na forma de biofilmes, que sdo
altamente tolerantes a antimicrobianos, e a presenca de cepas hipermutadoras que geramB
mutantes resistentes com maior frequéncia, complicam ainda mais a quimioterapia anti-
pseudomonal. Diante de opgdes terapéuticas limitadas e do aumento continuo da resisténcia,
surge a indagacao do possivel surgimento de infec¢des intratavel causadas por P. aeruginosa.
Entretanto, o cenario desafiador que se delineia destaca a urgéncia na busca por estratégias

inovadoras para enfrentar esse problema crescente na area da satide (Vetrivel et al., 2021).

3.1.5 Implicagoes clinicas

A P. aeruginosa, apresenta uma série de implicagdes clinicas, especialmente em
ambientes hospitalares e em pacientes com sistemas imunologicos comprometidos. Suas
consequéncias abrangem diversas areas (Figura 5), sendo notaveis em casos de infec¢des
respiratorias, notadamente em pacientes com fibrose cistica, bronquiectasia ou sob ventilagdo
mecanica. Nestas situacdes, a infeccdo pode evoluir para pneumonia, caracterizada por

sintomas como febre, tosse produtiva e dificuldade respiratoria (Pimentel, 2019).



24

Figura 5 — Implicacdes clinicas da Pseudomonas aeruginosa no corpo humano.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 05 nov. 2023.

A bactéria também pode colonizar o trato urinario, resultando em infec¢des do trato
urindrio (ITU), especialmente em pacientes com cateteres urinarios. As infec¢des urinarias
podem se tornar cronicas e desafiadoras de tratar devido a resisténcia da P. aeruginosa a varios
antibioticos. Além disso, em pacientes com queimaduras, feridas cirargicas ou lesdes cutaneas,
a P. aeruginosa pode causar infecgdes locais, caracterizadas por produ¢do de pus, odor
desagradavel e retardo na cicatriza¢dao (Paniagua, 2017).

Em casos mais graves, essa bactéria pode causar bacteremia, invadindo a corrente
sanguinea e levando a septicemia. Isso pode resultar em choque séptico e faléncia de multiplos
orgdos, tornando-se uma condi¢do potencialmente fatal. Pacientes imunocomprometidos, como
aqueles em tratamento quimioterapico, transplantados ou portadores de HIV, estdo mais
suscetiveis a infecgdes por P. aeruginosa (Sobral, 2023).

Uma preocupagao adicional ¢ a capacidade desta bactéria de desenvolver resisténcia a
multiplos antibidticos, o que torna o tratamento mais desafiador e pode exigir o uso de
antibidticos mais potentes, aumentando o risco de efeitos colaterais. Além disso, a P.
aeruginosa € uma das principais causas de infec¢cdes hospitalares, muitas vezes adquiridas em
ambientes de cuidados intensivos. Sua presen¢a em dispositivos médicos, como respiradores e
cateteres, pode levar a infec¢des oportunisticas em pacientes hospitalizados (Figura 6) (Vieira

etal., 2022).
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Figura 6 — Locais de infec¢des nosocomiais mediadas por P. aeruginosa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 05 nov. 2023.

O tratamento eficaz das infec¢des por P. aeruginosa requer uma abordagem cuidadosa,
muitas vezes envolvendo a combinagdo de diferentes classes de antibidticos. A prevencao e o
controle da dissemina¢do dessa bactéria em ambientes de cuidados de satude sdo cruciais para

proteger pacientes vulneraveis e evitar complicacdes graves (Da Costa et al., 2022).

3.1.6 Diagnostico

A identificagdo rapida e precisa das infec¢des por P. aeruginosa, especialmente em suas
fases iniciais, € crucial para assegurar tratamentos eficazes e evitar a evolugdo para infec¢des
cronicas debilitantes. Embora a cultura microbioldgica convencional do escarro do paciente
seja uma pratica comum em laboratorios, novas tecnologias foram desenvolvidas para
aprimorar a velocidade, precisdo e especificidade dos métodos de deteccdo, avangando assim a
gestdo e vigilancia das doencgas (Guterres et al., 2022). Este texto abordard o progresso no
desenvolvimento de testes diagnosticos, destacando suas vantagens e desvantagens.

A cultura microbiologica convencional, apesar de ser um procedimento padrao, enfrenta
desafios na identificagdo precisa de infecgdes por P. aeruginosa. As variagdes morfologicas e
a formagdo de biofilme em infecgdes cronicas tornam as bactérias dificeis de serem

identificadas por esse método. Sistemas automatizados de identificagdo, como BD Phoenix,
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bioMérieux Vitek 2 e MicroScan WalkAway, sao amplamente utilizados, mas sua falta de
especificidade e precisdo, além dos altos custos e exigéncias de pessoal qualificado, sdo
limitagdes conhecidas (Peradotto et al., 2022).

Os métodos de biologia molecular, como a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e a
PCR quantitativa em tempo real (RT qPCR), oferecem alternativas promissoras. A PCR
multiplex pode abordar eficazmente resultados falso-positivos e falso-negativos, embora a alta
especificidade na presenga abundante de alvos genéticos seja um desafio. A reacdo em cadeia
da polimerase destaca-se por sua rapida identificagdo, especialmente em condic¢des isotérmicas,
apresentando sensibilidade aprimorada (Sahade, 2019).

A espectrometria de massa MALDI-TOF MS se destaca por sua deteccdo rapida e
confiavel, gerando perfis de impressao digital de massa de peptideos. Essa técnica ndo ¢ afetada
pelas condig¢des de cultura, como meio e duragdo, e tem aplicagdes promissoras na identificagao
de biofilmes em estagios iniciais. Os biossensores de nanoparticulas surgem como uma
abordagem inovadora. Detectar moléculas especificas, como piocianina e protease LasA, esses
biossensores, incluindo nanoparticulas de ouro e magnéticas, demonstraram alta sensibilidade,
permitindo a identificacao rapida mesmo na presenga de outras espécies em culturas celulares
(Mulet et al., 2020).

Esses avancos em métodos diagndsticos proporcionam oportunidades significativas
para aprimorar a deteccdo precoce de infecgdes por P. aeruginosa, oferecendo vantagens
distintas e superando as limitagdes dos métodos convencionais. No entanto, ¢ crucial continuar
avaliando suas eficécias e limitagdes para garantir a implementac¢ao adequada na pratica clinica

(Guterres et al., 2022).
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Figura 7 — Diagnostico de Pseudomonas aeruginosa.
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3.1.7 Controle e tratamento

O manejo terapéutico de infecgdes por P. aeruginosa apresenta desafios singulares para
o uso clinico de antimicrobianos convencionais. Esta bactéria demonstra mtltiplos mecanismos
de tolerancia a medicamentos, classificados como intrinsecos, adquiridos e adaptativos. A
formac¢do de biofilme, um mecanismo adaptativo crucial, ¢ considerada o principal fator de
viruléncia, proporcionando maior sobrevivéncia a exposicdo a antibidticos e o
desencadeamento de infec¢des cronicas (Camacho et al., 2023).

O desenvolvimento e dispersao do biofilme sdo regulados por um processo multifatorial,
envolvendo sistemas de detec¢do de quoérum, exopolissacarideos e c-di-GMP. Estratégias de
remediacdo do biofilme sdo essenciais para atingir diferentes constituintes da matriz do
biofilme e células residentes no biofilme. A interacdo entre o sistema imunologico do
hospedeiro e os agentes infecciosos também ¢ crucial no tratamento de infec¢des relacionadas

ao biofilme (Delphito, 2020).
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Infecgdes clinicas cronicas frequentemente envolvem co-infecgdes de multiplas
espécies, complicando as estratégias terapéuticas. Para superar esses desafios, tem-se
desenvolvidos esforgos direcionados a componentes do biofilme, indug¢dao de dispersao do
biofilme, inibi¢ao do quorum sensing. Estratégias terap€uticas atuais incluem o uso de
nanoparticulas, enzimas que degradam a matriz do biofilme, anticorpos monoclonais
biespecificos, inducdo de dispersdo de biofilme, inibi¢do do quorum sensing, e terapia
fotodinamica e fototérmica (Emidio et al., 2020).

Nanoparticulas tém sido empregadas para entregar agentes antimicrobianos aos locais
de infec¢do, enquanto abordagens terapéuticas direcionadas a componentes e estrutura do
biofilme envolvem enzimas que degradam a matriz do biofilme. Imunoterapias, como
anticorpos monoclonais biespecificos, tém mostrado eficacia potencial no controle da infec¢ao
bacteriana. A inducdo de dispersdo de biofilme, inibicdo do quorum sensing e agdes
direcionadas ao metabolismo do ferro também se destacam como estratégias promissoras
(Barcelos et al., 2022).

Além disso, terapias fotodinamicas e fototérmicas tém demonstrado eficacia no combate
a infeccdes bacterianas, incluindo aquelas relacionadas ao biofilme. Estas abordagens,
juntamente com o uso de bacteridfagos conjugados a nanomateriais, representam avangos
significativos no tratamento e controle de infec¢des por P. aeruginosa (Figura 8) (Vilaga et al.,

2023).

Figura 8 — Novas abordagens para o combate de Pseudomonas aeruginosa.
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<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 12 nov. 2023.
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3.2 BIOFILMES

3.2.1 Historico

Fundamentada em observagdes cientificas, a progressao no entendimento do conceito
de biofilmes evoluiu de maneira gradual ao longo do tempo. Entretanto, cabe ressaltar que nas
ultimas décadas, este entendimento experimentou avangos notaveis. Durante muitos anos, a
microbiologia tradicional utilizou o termo “planctonicas” para nomear as células encontradas
em suspensoes, acreditando ser essa a unica forma de existéncia microbioldgica. Todavia,
muitas destas células planctonicas, possuem a capacidade de adesdo em superficies, formando
um aglomerado celular, que em 1943, foi nomeado pela primeira vez, como biofilmes, pelo
pesquisador Zobell, decorrendo a institui¢do desta terminologia na literatura cientifica, apenas
em 1970 (Capeletti, 2006; Caixeta, 2008).

No entanto, os biofilmes foram estudados pela primeira vez pelo cientista holandés e
construtor de microscopio, Antonie van Leeuwenhoek que, estudando amostras de dente, em
seu microscopio, observou um maior aglomerado celular quando visualizado as células
planctonicas. Destarte, em consonancia, outros pesquisadores como o médico, patologista e
bacteriologista alemao, Robert Koch, buscavam compreender a capacidade das bactérias em
formar estes agregados celulares e sua adaptacdo em comunidades complexas (Lucchesi, 2006;
Caixeta, 2008).

Porém, apesar dos biofilmes terem sido estudado muito antes do primeiro registro
cientifico, foi por meio deste que Zobell, iniciou os estudos da adesdo de bactérias marinhas
em cascos de navios e em diferentes superficies, tais como, vidro, metal e plastico. Décadas
depois, em 1978, Costernon empregou metodologias mais sofisticadas e efetivas na area da
microscopia, para a compreensdo da ideia de que, a maioria dos microrganismos naturalmente
se encontravam em comunidades, fixa a uma superficie e ndo em dispersdo conforme se
designava (Costernon; Stewart; Greenberg, 1999).

Portanto, com os avangos das observagdes cientificas, a microbiologia moderna
compreende as duas formas microbianas: planctonicas (livres) e sésseis (biofilmes). Bem como,
a importancia das células planctdonicas como percussoras da formacdo dos biofilmes. No
entanto, este estagio inicial torna a convivéncia em comunidade mais susceptivel e fragilizada,
haja visto que, quando encontrado em suspensdo esses microrganismos sao mais sensiveis as
agressdes ambientais. Ainda assim, esta forma microbiana foi por muito tempo, referéncia para

a selecdo de agentes antimicrobianos (Figura 9) (Rollet; Gal; Guzzo, 2009).
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Figura 9 — Historico: Estudo dos biofilmes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 15 out. 2023.

Apesar disso, hodiernamente, acredita-se que 90% das bactérias sdo encontradas
naturalmente na conformagdo de biofilme. A partir de entdo, a compreensdo sobre biofilmes,
tem avancado e propiciado pesquisas transdisciplinares relacionadas a ecologia microbiana e
sua relacdo com a satide tnica. Dessa forma, o estudo dos mecanismos fisiologicos e de controle
para as formas microbianas existentes, tem despertado interesse € preocupacido entre oS
pesquisadores, principalmente no que se refere aos beneficios e maleficios que essas podem
ocasionar no ambito da satde Unica (Vederosa; Totsika; Fairfull-Smith, 2019; Vestby et al.,

2020).

3.2.2 Defini¢ao

Hé dois estados de vida existentes para as bactérias, sendo, como células planctonicas e
células sésseis, ou seja, os biofilmes. Deste modo, as células livres ou planctonicas t€m um
importante papel para a rapida prolifera¢do e propagacdo dos microrganismos, enquanto os
biofilmes estdo relacionados com a cronicidade. A maioria dos estudos tem demonstrado que
grande parte das bactérias crescem em estruturas organizadas e funcionais como os biofilmes,

sendo presente em quase todos os ecossistemas naturais e patogénicos (Neidell et al., 2012).
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Logo, denominado como um modo de sobrevivéncia bacteriana, o biofilme corresponde
a uma estrutura multifacetada de comunidades com diversas colonias bacterianas em grupo.
Assim, refere-se a uma agregacgao tridimensional (3-D) fixada a uma superficie envolta por uma
matriz de Substancia Polimérica Extracelular (EPS). Dessa forma, os microrganismos nao sao
encontrados naturalmente como culturas puras, em células individuais em suspensdo, todavia,
acumulam-se em agregados polimicrobianos, acreditando-se que a maioria dos biofilmes sdo
compostos de menos de 10% de massa seca, dado que, a matriz extracelular pode corresponder
aos outros 90% de sua constitui¢ao (Da Silva; Giordani; Macedo, 2017; Santana; Pimentel,
2023).

Assim, a formagdo e estruturacdo do biofilme trata-se de processo complexo,
envolvendo principais mecanismos, tais como, adesdo, maturacdao, dispersao das células
bacterianas (Figura 10), ambos controlados pelo quorum sensing, ou seja, ferramenta de
comunicagdo bacteriana, dependente da densidade populacional e essencial para a formagdo e
manuten¢do do biofilme. Para isso, o primeiro estagio envolve a adesdo reversivel das células
a uma superficie, dando inicio a forma¢ao da matriz polissacaridica e adesdo irreversivel. Por
sua vez, o segundo estdgio ¢ caracterizado pela divisdo celular e agregacao das células umas as
outras, formando as microcolonias, isto €, o biofilme maduro. Para assim, ocorrer a dispersao
celular bacteriana, dando inicio a outros biofilmes. Ha controvérsias na proposicao dos estagios
de formagdo do biofilme, porém, de modo geral toda propositura envolve esses principais

mecanismos descritos anteriormente (Monroe, 2007; Oliveira, 2022).

Figura 10 — Processo de formagao do biofilme bacteriano.
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em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 20 out. 2023.
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Cabe ressaltar que, a estrutura de um biofilme pode ser influenciada por diversos fatores,
tais como, pelas propriedades da superficie e interfaces (hidrofobicidade, rugosidade,
propriedades eletroquimicas), hidrodindmica (tensdo de corte, atrito), disponibilidade de
nutrientes (concentragdo, propriedades antimicrobianas, taxa de crescimento), diversidade
ecoldgica (sinaliza¢do celular, motilidade) e producao de EPS, sendo a identidade de cada
biofilme tnica ¢ exclusiva (Gouveia, 2022).

A formacao de um biofilme, propicia um estado de vida complexo e diferente do estado
planctonico (Figura 11), os microrganismos dentro do biofilme podem resistir a condigdes
hostis, sendo até mil vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos e conter secre¢ao de
polimeros, como polissacarideos, DNA extracelular (e-DNA), proteinas e proteinas amiloides,
ainda que, as interagdes precisas ¢ moleculares dos polimeros secretados, nao serem
completamente compreendidas, sabe-se que estes conferem uma vasta vantagem para o modo

de vida do biofilme (Monroe, 2007; Magalhaes, 2011).

Figura 11 — Principais diferencas entre bactérias plactonicas e sésseis.
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33

Por fim, os polissacarideos conferem a formagao da estrutura tridimensional do biofilme
e sdo responsaveis pela adesdo e coesdo do aglomerado celular fixado as superficies, ou seja,
conferem resisténcia adicional as bactérias. De igual modo, essa estrutura oferece protecao
bacteriana contra variagdes de pH, deficiéncia de nutrientes e forcas mecanicas, levando a
multirresisténcia bacteriana a antibacterianos e quimicos, ou seja, a patogénese e persisténcia
desses patogenos possui intrinseca relacdo com a formacdo e manutengdo desses biofilmes

intactos (Gouveia, 2022; Ré, 2022).

3.2.3 Aspectos gerais da adesiao bacteriana e formacao de biofilmes

A adesdo bacteriana ¢ a etapa primordial para a formacgao do biofilme, ocorrendo em
superficies abiotica (a-auséncia, bidtico-vida) inanimada como, os metais, ceramicas e plastico
ou biotica (vida) como, células, tecidos e 0rgaos. A adesdo ¢ dividida em duas etapas, sendo
primaria e secundaria, ou seja, adesdo reversivel e irreversivel, respectivamente adesdo
bactéria-superficie-abiotica ¢ medida por interagdes fisico-quimicas inespecificas, em
contrapartida, a ligacdo bactéria-superficie-bidtica ocorre por interagdes moleculares reguladas
por interagdes especificas do tipo receptor-ligante (Dunne, 2002).

No que se refere, as superficies abioticas, a afinidade entre célula planctonica-superficie
acontece de forma aleatoria, por meio do movimento browniano e da for¢a gravitacional, via
quimiotaxia em dire¢do uma substancia em resposta a seu gradiente de concentragdo ou dirigido
pela motilidade através de flagelos e pili (O’toole; Kolter, 1998). O estagio primario de adesdo,
¢ orientado por interagdes fisico-quimicas ndo especificas de longo alcance, tais como, forgas
hidrodinamicas, eletrostaticas, forcas de van der Waals (Figura 12) (Dunne, 2002; Pavithra;

Doble, 2008).
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Figura 12 — Principais interagdes na adesdo celular bacteriana reversivel a superficie abidtica.
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Dado que, a bactéria e superficie alcancem uma proximidade em torno de 1 nm, a adesdo
dependera da soma de forgcas de atracdo e repulsdo gerada entre os dois corpos (bactéria-
superficie). Uma vez que grande parte das bactérias e superficies inertes possuem cargas
negativas, as interagdes eletrostaticas visam favorecer a repulsa nessas condi¢des ao contrario
das interagdes hidrofobicas que tendem a favorecer a adesdo primaria. A repulsdo entre os
corpos pode ser superada através das adesinas e pili nas liga¢des especificas ou por ligagcdes do
tipo ponte de hidrogénio (Dunne, 2002; Da Silva, 2013).

Em superficies inertes, como os dispositivos biomédicos, considerando que essa
superficie serd implantada em um organismo vivo, a adesdo podera ocorrer em duas formas,
seja ela por adesdo direta ou adesdo via filme condicionante, sendo esse, um filme orgénico de
composi¢do distinta, incluindo proteinas como albumina, imunoglobulina, fibrinogénio e
fibronectina (Figura 13). Uma vez que essa superficie ¢ condicionada, sua composi¢cdo €
permanentemente alterada, todavia, a afinidade entre bactéria-superficie original ou
condicionada ¢ bastante diferente, contribuindo assim para o aumento da dificuldade no
controle da adesdo bacteriana as superficies bioticas (O’toole; Kolter, 1998; Dunne, 2002; Da

Silva, 2013).
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Figura 13 — Adesao bacteriana em dispositivos biomédicos.

Célula Planctonica

- -

.
’ -
N Y . p -
' Y 5 ' KA s
' ( : ::) . 4 &7 *
' % - . 4 1
I ' Albumina
1 L
. '
+ I
s 0

.
: [}
| Imunoglobulina |
'
: '
L

e
-

R . K tal *, Fibrinogénio ’
" AN ‘ . . ‘:

R . . . I . K

.
- - - . -
s LT * ! *<. Fibronectina -

r .

r . . . -
. . e -
- + : AT

ADESAO DIRETA ADESAO VIA FILME CONDICIONANTE

Fonte: Adaptado de Da Silva (2013), elaborado pela autora usando a plataforma de edigdo BioRender. Disponivel
em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 17 out. 2023.

Em suma, a adesdo secundaria ou irreversivel, efetiva a consolidagdo do processo
através da produ¢do da matriz polissacaridica tornando a adesdo reversivel, irreversivel. Essa
ligagdo pode ocorrer entre microrganismos da mesma ou de espécie diferente, dando forma ao
aglomerado celular firmemente ligado a superficie. Os biofilmes maduros, possuem canaletas
de dgua por onde ¢ realizado a nutri¢do e excrecao de nutrientes e metabolitos. Isto posto, sua
organiza¢do trata-se de uma estrutura organizada e funcional, envolvendo interagdo
multifacetada entre trés componentes bactéria, superficie bidtica ou abidtica e microambiente.
Deste modo, existem diversos fatores que podem influenciar no processo de adesdo bacteriana

(Figura 14 e 15) (Dunne, 2002; Gouveia, 2022; R¢, 2022).



Figura 14 — Triade da interacdo multifacetada da adesdo bacteriana.
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Figura 15 - Fatores influenciadores da adesdo bacteriana.
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3.2.4 Importancia clinica e impacto economico das infeccoes associadas a biofilmes

Segundo dados do National Insstitutes of Health (NIH) no que corresponde as
infecgdes em todo o mundo, cerca de 80% estdo associados a produgdo de biofilmes, de modo
especial as que envolvem utilizagdo de biomateriais (NHI, 2002). A presenca desses biofilmes
¢ um sério agravo para a saude publica, devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos
a agentes antimicrobianos e ao grande potencial, que estes tém de causar infecgdes em pacientes
mais suscetiveis ou portadores de implantes ou préteses (Da Silva et al., 2013).

Assim, as infec¢des causadas pela formagdo de biofilmes bacterianos (Figura 16),
trata-se de uma epidemia silenciosa, que afeta milhares de pessoas em todo o mundo,
aumentando o tempo de internagdo e consequentemente os custos de tratamento desses
pacientes. Dessa forma, a formagdo de biofilme possui um grande papel na patogénese
tornando-se um grande obstaculo para a satide humana (Costernon; Stewart; Greenberg, 1999;

Donlan, 2001).

Figura 16 — Principais infecgdes causadas e agravadas pela formagao de biofilmes bacterianos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 10 out. 2023.

A resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos chamam

aten¢do para a area de estudo, visto que, bactérias em agregados celulares podem ser de 10 a
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100 vezes mais resistentes que aquelas em estado planctonico. Todavia, acredita-se que ambos
os mecanismos de resisténcia diferem entre si, em ambiente controlado esses microrganismos
apresentam perfis distintos quando desafiados aos mesmos agentes, sendo sensivel no formato
planctonico e resistente quando na forma de biofilme (Davies, 2003).

Por conseguinte, diversos fatores tém sido apontados, para explicar a resisténcia
microbiana relacionado ao biofilme, o primeiro fator ¢ a matriz polissacaridica que pode atuar
como barreira fisica, impedindo a difusao dos agentes antimicrobianos, reduzindo o tempo de
exposicao e quantidade exposta, bem como, interagir quimicamente com esses compostos
principalmente os hidrofébicos e, também, na limitacdo do transporte desses agentes pela
matriz (Nichols et al., 1988).

A heterogeneidade populacional com variada atividade metabodlicas propiciando um
crescimento lento das células mais internas, também ¢é vista como outro fator. A atividade
metabolica consiste em quatro fases, sendo elas, alta, média, baixa atividade e células
dormentes. Assim, as células dormentes ou persistes encontram-se na camada mais interna do
biofilme, apresentando uma baixissima taxa metabodlica e limitagdo de oxigénio, fazendo com
que essa camada celular seja mais persistente e consequentemente, resistente aos agentes
antimicrobianos, tendo em vista que, a maioria dos agentes agem na fase de crescimento
bacteriano, ou seja, sintese proteica, acidos nucleicos e parede celular (Costernon; Stewart;
Greenberg, 1999; Da Silva, 2013).

Contudo, com o tratamento antimicrobiana, a erradica¢ao pode acontecer nas camadas
externas com alta, média e baixa atividade metabolica, porém, a camada interna de células
persistentes nao ¢ atingida e atua, como um gatilho para a reinfeccdo, apds finalizagao
terapéutica (Costernon; Stewart; Greenberg, 1999; Donlan, 2001; Da Silva, 2013). Conforme
sua estruturacdo organizada, a transferéncia de genes de resisténcia, ¢ facilitada pela troca de
material genético devido a proximidade das bactérias, tornando-se outro fator crucial na
resisténcia dos biofilmes. A transferéncia horizontal de genes, por intermédio de plasmideos,
pode codificar resisténcia para multiplos agentes antimicrobianos (Madsen et al., 2012; Da
Silva, 2013).

Outro importante fator contribuinte na resisténcia bacteriana, ¢ a falha de
reconhecimento dos biofilmes pelo sistema imunoldgico humano. DestAa forma, as células no
formato de biofilme tornam-se protegidas da acdo dos anticorpos, radicais livres e outros
compostos usados no combate de infec¢cdes. Embora, todos esses fatores supracitados possuam
importantes contribuigdes na baixa susceptibilidade dos biofilmes aos antimicrobianos, sabe-se

que de forma isolada, ndo conferem robustez suficiente para a ideia de que as bactérias sésseis
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sejam mais resistentes que as planctonicas, assim, afirmam-se que a resisténcia dos biofilmes
possui causas multifatoriais (Tanaka et al, 1999).

Diante disso, a formagao de biofilmes possui intrinseca associagdo as infecgdes que
envolvem o uso de dispositivos biomédicos implantaveis e, conforme mencionado, sabe-se que
aproximadamente 80% das infec¢des hospitalares estdo associadas ao uso desses dispositivos
(Wenzel, 2007). Segundo dados da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 11 milhdes
de obitos anuais entre criangas e idosos, sao ocasionados por infec¢des bacterianas severas. No
Brasil, estima-se que 240 mil mortes anuais pela mesma causa, atualmente, ¢ uma das principais
causas de morbimortalidade tardia hospitalar, superando doencas como o infarto agudo do
miocardio e cancer. A mortalidade no Brasil chega a 65% dos casos, enquanto a média mundial
estd em torno de 30 a 40% (OMS, 2022).

Ainda, em panorama nacional, de acordo com, o programa Surveillance and control
of pathogens of epidemiological importance (SCOPE), a taxa de mortalidade entre 2007 ¢ 2010,
foi de 40%, ja no ano de 2022 foi de 65%, enquanto, mundialmente a média de mortalidade
para infec¢des bacterianas ¢ de aproximadamente 30 a 40%. Mediante o aumento da expectativa
de vida humana e a estimativa da necessidade de substituicao e reparo das funcdes fisiologicas
ao longo dessa expectativa, sabe-se que maior sera o nimero de pessoas que irdo necessitar de
implantes biomédicos. Isto posto, a industria de biomateriais vem sendo uma das grandes areas
em ascensao no mundo todo, porém, vale ressaltar que, independentemente da tecnologia e
sofisticacdo empregada na produgdo desses dispositivos, todos estdo suscetiveis a colonizagao
e infeccdo bacteriana (Holzapfel et al., 2013).

Portanto, as consequéncias diretas associadas aos biofilmes, consistem na dificuldade
de tratamento, sendo necessario maior tempo de internag¢do, custo com antibioticoterapia e
medicagdes complementares, custos médicos e procedimentais. Além de danos financeiros,
essa condi¢do interfere negativamente em aspectos socioeconomicos e na qualidade de vida dos
pacientes. Atualmente, estima-se que o custo para tratamento de infec¢des associadas aos DMI
e biofilmes, custam de 5 a 7 vezes mais do que o valor inicial para inser¢do do mesmo. Logo,
esse procedimento impacta diretamente no aumento das taxas de morbimortalidade (Da Silva,

2013).

3.2.5 Microrganismos de importancia clinica formadoras de biofilmes
Os biofilmes sdo de grande importancia clinica, devido a sua relagdo com as infecgdes
cronicas, principalmente em pacientes imunossuprimidos e ou, portadores de dispositivos

biomédicos implantaveis. Todavia, essas infeccdes por muitas vezes estdo associadas a
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consorcios microbianos multiespécies, porém, também podem ocorrer de forma unitéria.
Algumas das espécies possuem papel primordial na viruléncia e na estrutura organizacional nos
biofilmes, favorecendo dessa forma, a sobrevivéncia e prote¢cdo das demais espécies
envolvidas, assim, de fato, participam ativamente da infec¢ao (Burmolle et al., 2010).

Ao contrario do que se imagina, os consdrcios microbianos ndo sdo responsaveis apenas
pelos maleficios na satide humana, também possuem papel importante e benéfico para o
organismo, sem causar danos ou sintomatologia. O microbioma humano, ou seja, o conjunto
de microrganismos que habitam as varias partes do corpo como pele, cabelo, cavidade oral, vias
adreas, trato gastrointestinal e trato urogenital de um individuo, desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento e regulagdo do sistema imunoldgico, quando saudavel, pode
auxiliar e prevenir doencas autoimunes, alergias e inflamag¢des cronicas (Alhede et al., 2020).

Apesar de, naturalmente nao causarem doencas diretamente, quando em disbiose
ocasionada por diversos fatores, tais como infec¢des virais, 0 ambiente imunossuprimido ou
defasado pode propiciar, um ambiente ideal para o desenvolvimento de patégenos oportunistas
desencadeando uma mudanga fenotipica, que provoca a dispersao de bactérias virulentas do
biofilme. Essa mudanga, contribui efetivamente para a contaminagdo de ambientes limpos do
corpo humano, como pulmao, cérebro e coragdo desenvolvendo doencas como pneumonias,
meningites e endocardites (Arias; Brito, 2021).

Assim, os principais patogenos formadores de biofilmes encontrados em infec¢des humanas
incluem géneros gram-negativos e positivos, sendo os organismos gram-positivos associados a
maioria das infecgdes do sistema locomotor, o género Staphylococcus spp. ¢ o de maior
importancia nessa condi¢do. J4 os microrganismos gram-negativos despertam maior atengao,
uma vez que sao mais resistentes aos agentes microbianos, a exemplo da P. aeruginosa,
microrganismo que pode ser destacada com um patdégeno de extrema importancia desse grupo
(Alvelino et al., 2010).

Contudo, a compreensdo da relagdo fenotipo-patogénese ainda € pouco descrita, mas
recentemente alguns estudos contribuiram de forma significativa para a tentativa de
compreensdo desse mecanismo. Contudo, sabe-se que 80% das doengas bacterianas possuem o
biofilme como estagio primario da patogénese, causando assim, diversas condi¢des clinicas, a
figura 17, demonstra alguns dos principais patdogenos oportunistas encontrados nessas

condig¢des (Ardita et al., 2014; Beitelshees et al., 2018).
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Figura 17 — Microrganismos de importancia clinica formadores de biofilme.
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em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 31 out. 2023.

3.2.6 Estratégias de combate ao biofilme

O controle e tratamento de biofilmes bacterianos envolve uma abordagem
multidisciplinar e facetada. As estratégias para seu combate, sdao divididas em dois principais
segmentos: inibicdo da formacao de biofilmes através do bloqueio da adesao celular bacteriana
a superficie e rompimento da comunicacao celular bacteriana, como também, a erradicagdo ou
tratamento de biofilmes ja formados por meio da modificacdo de superficies, ou seja,
recobrimento com compostos bioativos (Dunne, 2002).

Porém, com base na heterogeneidade da formagao do biofilme sua inconsisténcia no
estado metabolico e fendtipos impacta em alvos terapéuticos de grande dificuldade para o
desenvolvimento de tratamentos antimicrobianos. A figura 18, destaca as caracteristicas de cada
fase que representam alvos terapéuticos ou oferecem oportunidades para estratégias anti-
biofilme, que em suma maioria sao possuem resultados insatisfatorios nos tratamentos, mesmo

diante da compreensdo desses principais alvos ja estarem bem robustamente elucidados na
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literatura, elucidando a importancia do desenvolvimento de novas estratégias ou combinagdes
das ja existentes, para o combate dos biofilmes em novos mecanismos de acdo em diferentes

alvos (Beitelshees et al., 2018).

Figura 18 — Alvos terapéuticos anti-biofilme por fase de formacao.
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Disponivel em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 31 out. 2023.

No que tange, as fases de formacao do biofilme e as estratégias de controle, a prevengao
do desenvolvimento do biofime ¢ de suma importancia. Dessa forma, a inibicdo do biofilme
por meio do bloqueio da adesdo bacteriana a uma superficie, principalmente em dispositivos
biomédicos ou por intermédio do comprometimento do Quorum sensing (QS) tem sido vista
como uma estratégia promissora e tem recebido bastante atencao (Lynch; Robertson, 2008).

Apesar do uso da profilaxia bacteriana ser controversa, por seu curto efeito e podendo
contribuir para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana, principalmente em ambientes e
organismos imunossuprimidos ou defasados. Os revestimentos, imersoes e terapias de bloqueio
com agentes antimicrobianos para as superficies abioticas, tem proporcionado a diminui¢ao da
incidéncia de contaminacdes e infeccdes por microrganismos nessas superficies e em seus

portadores. Terapias combinadas ou recobrimento desses dispositivos podem propiciar agdo em
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diferentes alvos para melhora da efetividade do tratamento, a exemplo terapias com
bacteridéfagos, virus que infectam especificamente bactérias, podem tornar o patdogeno mais
suscetivel ao sistema imunoldgico e aos antimicrobianos comumente utilizados (Beitelshees et
al., 2018).

Ao considerar superficies bidticas, como 6rgdos e tecidos, a prospec¢ao de novos
farmacos por meio de estratégias biotecnoldgicas tem se demonstrado eficiente para impedir a
adesdo bacteriana. Por outro lado, visando o controle em ambas as superficies, as adesinas sao
os principais alvos de estudos, uma vez que, comprometendo a capacidade de adesdao desses
microrganismos nao haverd o desenvolvimento de biofilmes, os potenciais farmacos anti-
adesdo terdo uma vasta gama de aplicabilidades (Lazar, 2011).

O uso de compostos inibidores do sistema de comunicacao célula-célula, os quais
competem com o mesmo receptor das enzimas de Quorum Quenching, podem degradar as
moléculas de sinalizagdo impedindo a comunicagdo bacteriana. Esse impedimento da
comunicagdo bacteriana na fase de maturagao do biofilme, faz com que, ndo ocorra a finalizagao
do biofilme irreversivel, pela auséncia da produ¢do de EPS (Romero; Acuna; Otero, 2012).
Curiosamente, alguns estudos tém demonstrado microrganismos como a P. aeruginosa, ainda
possuem capacidade de formagdo de biofilme mesmo com a modulagdo do sistema QS,
demonstrando assim, a complexidade dos mecanismos envolvidos na formacao dos biofilmes
(Schaber et al., 2007).

A erradicacdo do biofilme ja formado também ¢ vista como uma estratégia de controle
importante. Basicamente essa técnica ocorre por meio da utilizagdo de farmacos
antimicrobianos e no caso dos dispositivos biomédicos, sua substituicao, todavia, os custos sao
excessivamente altos tanto ao paciente quanto aos sistemas de satde. O biofilme ndo ¢ por si
s6 um mecanismo irreversivel, os microrganismos ali presentes sdo capazes de realizarem a
dissociacdo do mesmo em casos de privagdo nutricional ou em condigdes ambientais
desfavoraveis, para isso, eles convertem seu comportamento e tornam-se células planctonicas
novamente (Macedo; Abraham, 2009; Otto, 2013).

Esse comportamento de dissociagdo pode ser visto como mecanismo importante para a
busca de estratégias de erradicagdo do biofilme, bem como, o uso de enzimas que podem
impactar em outros mecanismos, tal como na ruptura da membrana polissacaridica, tornando o
patogeno mais sensivel aumentando a eficiéncia de terapia coadjuvante. Contudo, os compostos
bioativos também tém sido vistos como potenciais ferramentas para o combate de biofilmes,
entretanto, a obtengdo “in vivo” da efetividade “in vitro” tem sido o maior desafio para as

estratégias de combate anti-biofilme (Oliveira, 2021; Murray et al., 2022).
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3.3  DISPOSITIVOS BIOMEDICOS IMPLANTAVEIS

3.3.1 Historico

A perda de um 6rgao ou de uma parte do corpo, além de gerar uma perda da fungdo
fisioldgica, pode gerar transtornos sociais e psicologicos. Mediante ao aumento da expectativa
de vida, os esforcos para os avangos na medicina e odontologia moderna tém proporcionado o
desenvolvimento de técnicas que possibilitem uma melhor qualidade de vida. O
desenvolvimento e viabilidade dessas técnicas tem ofertado aos pacientes opgdes como
substitui¢do parcial ou total de diversas fungodes fisioldgicas comprometidas por implantes
biomédicos (Silva, 2012).

Contudo, a necessidade de inovagao tecnologica para a substitui¢do de partes danificadas
ou destruidas do corpo humano, conduziram os cientistas das mais diferentes areas na
investigacdo de novas técnicas e aprimoramento das ja existentes. Todavia, os implantes
biomédicos denominados como qualquer dispositivo elaborado com a finalidade de
reestabelecer uma func¢do, dentro do organismo vivo, possuem uma longa histéria, segundo
registros, as primeiras pesquisas de desenvolvimento do mesmo, ocorreram por volta de 1950,
tornando-se viavel o conceito de dispositivo implantavel. Esses esfor¢os realizados na década
de 50, resultaram na primeira implantagdo de um marca-passo cardiaco em ser humano, no ano
de 1958, apesar de sua duracdo ter sido por apenas trés horas, constitui-se de um marco
tecnologico para a medicina (Santos, 2019).

A partir disso, ocorreram diversos e importantes desenvolvimentos tedrico-praticos a fim
de melhorar a viabilidade de implantes, contudo, o termo implante corresponde a uma ampla
variedade de dispositivos capazes de atuar na identificagdo, diagnostico, tratamento e
reabilitacdo de um processo patoldgico, podendo ser utilizados simultaneamente em mais de
uma funcdo. Atualmente, a categoria de implantes biomédicos mais conhecida pela populagao,
sdao aquelas que englobam o processo de reabilitagdo de fungdes fisioldgicas do organismo,
sendo as préteses dentarias e ortopédicas inclusas nessa categoria (Neves, 2019).

Mediante sua vasta aplicabilidade, os dispositivos médicos implantdveis ou biomateriais
encontra-se habitualmente em contato com os tecidos vivos ou fluidos corporais, resultando em
uma complexa relagdo entre substancias vivas e ndo-vivas. Isto posto, esses dispositivos
requerem a utilizacdo de materiais que apresentem caracteristicas especificas que visam
viabilizar sua aplica¢do (Figura 19), entretanto, as mais importantes sdo as caracteristicas

quimicas, fisicas, mecanicas e biologicas, que correspondem a composicdo, as ligagdes e
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estruturas atomicas do material; estado fisico, densidade e as diferentes porosidades; resisténcia
e dureza dos materiais € a0 comportamento bioldégico do material, respectivamente (Schmalz;

Galler, 2017).

Figura 19 — Aplicabilidade dos dispositivos biomédicos implantaveis.
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Fonte: Lemons et al., 1996.

Os principais biomateriais utilizados na fabricacdo desses dispositivos, podem ser
organizados em quatro categorias, sendo essas, os polimeros, metais, ceramicas € compositos
(silicone e polimetilmetacrilato). Os metais possuem grande importancia para as aplica¢des na
area da odontologia e ortopedia, sendo os mais utilizados: titdnio, os agos inoxidaveis e as ligas
metalicas. Em geral, esses materiais sdo utilizados no fabrico de diferentes dispositivos
médicos, com multiplas aplicagdes (Lemons et al., 1996).

As informagdes aqui presentes, permitem o desenvolvimento da percep¢do acerca dos
beneficios que os dispositivos biomédicos implantaveis vém proporcionando em termos
longevidade e qualidade de vida para as pessoas. Entretanto, espera-se ainda mais contribui¢des
dessa técnica, a medida do avango de novas pesquisas na medicina moderna. Contudo, a
infeccdo ¢ uma das principais limitagcdes para que seja mantido a permanéncia desses
dispositivos no organismo, apesar de ser considerada de baixo incidéncia, o aumento do nimero

de pessoas submetidas ao uso de transplantes tem aumentado a ocorréncia dessas infecgdes,
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que podem gerar consequéncias devastadoras para os pacientes implantados (Neidell et al.,
2012).

O implante, atua no organismo como um “corpo estranho” o que ocasiona a modifica¢ao
do microambiente local, dessa forma, favorece a contaminacao bacteriana, por via direta ou
hematogénica, facilitando a invasdo, e colonizagdo da superficie do biomaterial. A infec¢ao
periprotética, torna-se resistente a acdo de antimicrobianos, sendo necessario, na maioria das
vezes a remogao completa do dispositivo para a efetivacao do tratamento e “cura”. Os custos
com a infec¢do associadas aos biomateriais sao relativamente elevados e por muitas vezes,
chegam a custar trés vezes mais que o procedimento inicial, entretanto, o0 mecanismo completo

dessa interagdo ainda ndo ¢ esclarecido (Friedman, 1998; Queiroga, 2013).

3.3.2 Biomateriais

Os biomateriais representam uma parcela significativa dos produtos empregados no
campo da saude, estimando-se em cerca de 300 mil hd aproximadamente uma década. Dentro
dessa categoria, podemos mencionar dispositivos biomédicos, como biossensores, tubos para
circulacdo sanguinea e sistemas de hemodialise, além de materiais implantaveis, como suturas,
placas, substitutos 6sseos, tenddes, telas ou malhas, valvulas cardiacas, lentes, dentes,
dispositivos para liberacio de medicamentos (como filmes, implantes subdérmicos e
particulas), orgdos artificiais, incluindo coragdo, rim, figado, pancreas, pulmdes e pele, e
curativos, entre outros (Moretti; Uziel; Rozental, 2017).

O conceito de biomaterial considera-se biomateriais como dispositivos que interagem
com sistemas bioldgicos, incluindo fluidos biologicos, € que tém aplicagdes diagnosticas,
vacinais, cirargicas ou terapéuticas. Esses materiais podem ser compostos por substancias de
origem sintética ou natural, assim como por materiais naturais quimicamente modificados,
apresentando-se tanto na forma sélida quanto em gel, pasta ou mesmo liquido. Vale ressaltar
que nao necessariamente precisam ser fabricados, incluindo exemplos como valvulas cardiacas
de origem suina e retalhos de pele humana tratados para serem utilizados como implantes
(Camilo; Maset. Rollo, 2012).

A utilizacdo de biomateriais possui uma longa histdria, remontando a antiguidade, e sua
aplicacdo na resolucdo de diversos problemas relacionados a saide humana ¢ evidente desde
tempos remotos. Exemplos incluem o uso de suturas feitas de linho e ouro no Antigo Egito
(2000 a.C.), de intestino de gatos na Europa durante a Idade Média, e de dentes artificiais
confeccionados a partir de conchas pelos maias (600 a.C.), de ferro pelos franceses (200 a.C.)

e de ouro e madeira pelos romanos, chineses e astecas. No mesmo contexto, substitutos 0sseos
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feitos de madeira foram identificados no Antigo Egito e na Europa, na Idade Média,
demonstrando eficaz osseointegragao (Pires, 2015).

Inicialmente, até o século passado, a abordagem predominante no desenvolvimento e
aplicacdo de biomateriais era predominantemente empirica, baseada em tentativa e erro.
Entretanto, nos estudos recentes nessa area, tem-se observado uma transi¢cdo para abordagens
mais sistematicas. No inicio da utilizagdo mais organizada de biomateriais, por volta da década
de 1950, a busca estava voltada para materiais bioinertes, com foco no proprio material. Com
o tempo, a énfase passou para a bioatividade dos biomateriais, evoluindo posteriormente para
0 objetivo de regenerar efetivamente um tecido funcional, com uma atengdo especifica ao
aspecto biologico (Carvalho et al., 2010).

Contudo, o primeiro objetivo era obter materiais biocompativeis capazes de substituir
tecidos danificados e fornecer suporte mecanico, minimizando a resposta bioldgica do paciente.
Ao longo do tempo, a atengdo voltou-se para prolongar a vida util do implante por meio da
interagdo com a interface do tecido hospedeiro; em seguida, houve uma busca por materiais
biodegradaveis, capazes de serem incorporados ou absorvidos pelo tecido hospedeiro (apos
dissolugdo). Mais recentemente, o foco tem sido o conceito de biomimética, visando materiais
que desempenhem um papel ativo no processo de recuperagdo, agindo de maneira especifica
no tecido com estimulagdo a nivel celular. Essa evolu¢ao no desenvolvimento e utiliza¢ao de
biomateriais € ilustrada na Figura 20, que também indica que os materiais clinicamente mais
utilizados na atualidade sdo predominantemente das categorias biocompativeis, bioativos e
biodegradaveis, enquanto os mais pesquisados sdo os bioativos, biodegradaveis e biomiméticos

(Rodrigues, 2013; Pires, Bierhalz; Moraes, 2018).
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Figura 20 - Evolugdo no desenvolvimento e utilizacdo de biomateriais.
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Fonte: Adaptado de Pires; Bierhalz; Moraes.,2018. Adaptado da plataforma de edicdo BioRender. pela autora,
2023. Disponivel em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 31 out. 2023.

O processo de desenvolvimento de biomateriais inicia-se com a identificacdo da
necessidade para uma aplicacdo especifica, como tratamento de doencas, substituicao de 6rgaos
ou uso cosmético. Em seguida, ocorre o projeto e sintese dos materiais, seguido por testes
abrangentes. Os biomateriais selecionados passam por fabricagdo, esterilizagdo e embalagem,
seguidos por testes mais detalhados. Aspectos regulatorios, estudos clinicos, triagem e
acompanhamento de longo prazo sao enfocados ap0s a pré-aprovacao no mercado (Bernardo et
al., 2021).

O desenvolvimento ¢ uma abordagem multidisciplinar, envolvendo profissionais de
diversas 4reas, como quimicos, farmacéuticos, engenheiros, fisicos, bidlogos, médicos e
dentistas. As propriedades dos biomateriais variam conforme a aplicacdo, mas caracteristicas
biologicas, fisicas, mecanicas e quimicas sao comumente avaliadas. As propriedades bioldgicas
incluem biocompatibilidade, hemocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade e estimulo a
adesao celular (Da Silva et al., 2021).

As propriedades fisicas abrangem morfologia, energia superficial, encaixe anatomico,
rugosidade, porosidade, cor, transparéncia e permeabilidade. As propriedades mecanicas
envolvem tensdo de ruptura, alongamento e flexibilidade, enquanto as quimicas incluem
densidade, estabilidade, resisténcia a esterilizagdo e degradacdo. Biomateriais implantaveis sao
classificados em quatro categorias com base nas reagdes celulares: toxicos, ndo toxicos ou
inertes, ndo toxicos e bioativos, e ndo toxicos e degradaveis. Essas classificacdes dependem da

interacdo com as células circundantes e podem impactar na formagao de tecido ao redor do
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implante ou na capacidade de as células crescerem e substituirem a matriz do biomaterial
(Spezzia, 2020).

O mercado de biomateriais € significativo em termos de unidades comercializadas e
movimentagdo financeira, podendo ser dividido com base em dois critérios: o tipo de composto
(metais, ceramicas, polimeros, materiais naturais) e a aplicacdo (ortopédica, cardiovascular,
odontologica, oftalmoldgica, cirurgia plastica, engenharia tecidual, tratamento de lesoes,
desordens neurologicas, sistemas gastrointestinais e urinarios, liberacdo de drogas e cirurgia
bariatrica) (Sulzer; Borges; Silva, 2022).

O uso anual de diferentes tipos de biomateriais varia, por exemplo, com cerca de 1
bilhdo de catéteres, 150 milhoes de lentes de contato ¢ 7 milhdes de lentes intraoculares. O
mercado global de biomateriais expandiu-se notavelmente, movimentando US$ 25,6 bilhdes
em 2008 e atingindo US$ 44 bilhdes em 2012, com previsdes de alcangar US$ 88,4 bilhdes em
2017, mantendo uma taxa de crescimento anual de 22,1%. Os implantes ortopédicos so lideres
em vendas, estimando-se alcangar US$ 57,9 bilhdes em 2016. Biomateriais cardiovasculares
representam 34,5% do mercado. O mercado brasileiro atingiu US$ 690 milhdes em 2010,
aproximadamente US$ 1,7 bilhdes em 2015, impulsionados principalmente pelos setores
ortopédico e cardiovascular (Pires, Bierhalz; Moraes, 2018; Sulzer; Borges; Silva, 2022).

O crescimento do mercado ¢ atribuido ao envelhecimento da populagdo, aumento do
poder aquisitivo em paises em desenvolvimento e melhorias tecnoldgicas no tratamento de
doencgas anteriormente consideradas ndo trataveis. O envelhecimento populacional, prevendo-
se que 21,1% da populagdo terd mais de 60 anos em 2050, impulsionard a demanda por
biomateriais e terapias regenerativas. O mercado de engenharia tecidual, visando aplicagdes em
medicina regenerativa, espera avancos significativos, especialmente na area de scaffolds para
suporte ao crescimento celular (Miranda; Hartman, 2022).

Empresas globais, como Invibio Ltd., Kyocera Corporation, Bayer, e muitas outras,
desempenham papéis essenciais na produ¢do de biomateriais. O investimento futuro em
biomateriais ¢ impulsionado por iniciativas como workshops da National Science Foundation
dos EUA, que identificam desafios, oportunidades e orientagdes para pesquisas na area. A
analise detalhada das categorias de compostos quimicos, suas propriedades e aplicabilidades ¢

crucial para o desenvolvimento continuo nesse campo (Pires; Bierhalz; Moraes, 2018).

3.3.3 Implantes dentarios e ortopédicos
Os implantes dentarios e ortopédicos, que representam avangos significativos na

evolugcdo da medicina, revolucionaram a maneira como profissionais de saude abordam a
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restauragdo de funcdes e a melhoria da qualidade de vida dos pacientes. A pesquisa continua e
a inovacdo nesses campos visam aprimorar ainda mais essas tecnologias. Avangos recentes
incluem técnicas menos invasivas, procedimentos mais personalizados e materiais mais
avangados, proporcionando ndo apenas solugdes eficazes, mas também reduzindo os tempos de
recuperagdo e melhorando a qualidade de vida pds-tratamento (Bacchi; Mueller, 2020).

No campo dos implantes dentarios, a inovagao ¢ evidente, com a utiliza¢ao generalizada
de materiais biocompativeis, como o titdnio, na fabricacao de pequenos parafusos que simulam
raizes artificiais. Esses implantes, inseridos no osso maxilar ou mandibular, proporcionam uma
base solida para a fixagdo de coroas dentarias. A osseointegragdao, um processo crucial em que
0 0sso natural se funde ao implante, desempenha um papel fundamental na estabilidade e no
sucesso a longo prazo do procedimento. Além da substituicdo de dentes perdidos, os implantes
dentarios contribuem significativamente para a restauracdo da mastigacao eficaz e a reabilitacdo
estética do sorriso (Barros, 2020).

No cenario dos implantes ortopédicos, a variedade de aplicagdes € ampla, abrangendo
desde a fixa¢ao de fraturas com placas e parafusos até a substituicdo de articulagdes
comprometidas por proteses. Esses implantes desempenham um papel fundamental na corregao
de deformidades, no reparo de lesdes e no tratamento de doengas degenerativas. Materiais como
titanio, aco inoxidavel e ligas de cobalto-cromo oferecem a durabilidade e resisténcia
necessarias para suportar as demandas biomecanicas do corpo (Oliveira et al., 2023).

E crucial destacar que, além dos aspectos técnicos, a abordagem multidisciplinar
envolvendo cirurgides, dentistas, ortopedistas e outros profissionais de saude desempenha um
papel crucial no sucesso desses procedimentos. A colaboragdo entre essas especialidades resulta
em tratamentos mais abrangentes e individualizados, adaptados as necessidades especificas de
cada paciente. No entanto, ¢ importante considerar os desafios clinicos associados, como a
formacao de biofilmes e a possibilidade de infecgdes, exigindo constante vigilancia e inovagao

para otimizar a eficacia desses procedimentos (Lima, 2023).

3.3.4 Titanio

Dentre da vasta gama de biomateriais, esse topico busca dar énfase ao uso do titanio e
suas caracteristicas visando aplicagdes biomédicas. Assim, considerado um metal de grande
importancia estratégica, o titanio foi descoberto em 1791, por William Gregor, seu nome ¢
originario da palavra grega titanes, que na mitologia grega corresponde a um dos filhos de urano
(céu) e gaia (terra). O titdnio ¢ um dos dez elementos mais abundante na natureza, ocupando a

nona posi¢do, sendo encontrado na forma de combinag¢des quimicas, em sua maior parte com
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oxigénio e ferro, apesar de sua caracteristica resistente, a ocorréncia de impurezas nao-
metalicas, como hidrogénio, carbono, nitrogénio ou oxigénio, o torna quebradi¢os, mesmo
quando essas contaminagdes ocorrem em pequenas quantidades (Baltar, 2008).

O titanio ¢ comumente utilizado em diversas aplica¢des industriais, desde a fabricagao
de turbinas para avides supersonicos até proteses ortopédicas e dentarias. Sua utilizagdo para
diversos fins, deve-se as suas propriedades excepcionais, tais como: resisténcia, alto ponto de
fusdo, densidade elevada, alta resisténcia a corrosao, grande resisténcia mecanica, estabilidade
térmica e principalmente sua elevada biocompatibilidade (Peyrot, 2016). Assim, o titdnio tem
sido extremamente usado na industria biomédica em geral, sdo usados em implantes
ortodonticos, proteses corporeas, instrumentos cirirgicos e alguns dispositivos especiais
(Bilessimo, 2012).

O titdnio e suas ligas possuem vasta aplicabilidade na 4rea médica, devido a sua
equivaléncia ao osso humano em algumas propriedades mecanicas (Figura 21). Porém, existem
certas caracteristicas que precisam ser avaliadas, como alguns indicios de problemas
relacionados as suas propriedades mecanicas, como porosidade que facilita a adesdo bacteriana
e formacdo de biofilmes, como também, a composi¢do quimica de suas ligas, a exemplo o
aluminio pertencente a determinadas ligas suspeitas associadas a comorbidades como o mal de

Alzhmeir (Espinoza, 2010; Bencina et al.,2021).
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Figura 21 — Aplicagdes do titanio.
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Fonte: Adaptado de Bencina et al.,2021. Adaptado da plataforma de edicdo BioRender. pela autora, 2023.
Disponivel em: <https://www.biorender.com/>. Acesso em: 31 out. 2023.

3.3.5 Epidemiologia e impactos clinicos

Desde proteses ortopédicas até shunts ventriculares, os procedimentos médicos
contemporaneos estdo cada vez mais dependentes de dispositivos internos, muitos dos quais
permanecem no corpo por periodos prolongados. Infelizmente, as infec¢des relacionadas a
esses dispositivos continuam a ser um desafio significativo na pratica clinica (Alves, 2019).

Dos 2.6 milhdes de implantes ortopédicos inseridos anualmente nos Estados Unidos,
cerca de 112,000 (4.3%) resultam em infeccdo. A taxa anual de infeccdo para implantes
cardiovasculares ¢ ainda mais elevada, atingindo 7.4%. Considerando todos os dispositivos
internos, o numero total de infec¢des associadas a dispositivos médicos implantados se
aproxima de 1 milhao por ano (Hetrick et al., 2006).

Além disso, € preocupante observar que a administracao sist€émica de antibioticos tem
mostrado eficacia limitada contra esse tipo de infeccao. Como resultado, a remocgao do implante

e, ou amputacdo tornaram-se op¢des cada vez mais comuns. Além do impacto humano em
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termos de dor e sofrimento, essas infec¢des representam um significativo 6nus econdmico para
a sociedade, com estimativas de custos médicos diretos superando os 3 bilhdes anualmente
apenas nos Estados Unidos (Hetrick et al., 2006).

A maioria dos implantes ¢ realizada em pacientes com 65 anos ou mais, mas com o
aumento da expectativa de vida global e avangos na tecnologia médica, espera-se uma crescente
demanda por implantes médicos, resultando, consequentemente, em um aumento proporcional
das infecg¢des associadas a esses dispositivos (Hetrick et al., 2006).

Dado que as infecgdes frequentemente tém origem na flora normal da pele e membranas
mucosas do paciente, composta por bactérias Gram positivas e Gram negativas, o que pode
resultar na contaminagdo do dispositivo durante a inser¢do cirargica, um dos desafios
diagnosticos diarios € distinguir entre as estirpes clinicamente relevantes e as contaminantes
(Poelstra, 2002; Katsikogianni et al., 2004; Ziebuhr et al., 2006).

A acumulacao de bactérias na superficie de dispositivos especificos, como cateteres,
pode levar ao bloqueio mecanico e a degradagdo do material (Withener et al., 1993). Em alguns
casos, estafilococos coagulase negativos podem metabolizar componentes de cateteres plasticos
na auséncia de outros nutrientes, utilizando-os para sustentar seu crescimento na superficie do
biomaterial (Pascual, 2002).

Dada a diversidade e o nimero de implantes utilizados, juntamente com a complexidade
no tratamento de infec¢des associadas a esses dispositivos, torna-se essencial realizar estudos
abrangentes sobre 0s processos que levam a colonizagdo das superficies, bem como desenvolver

novas estratégias de prevengao.

3.3.6 Biofilme em biomateriais

Os biofilmes em biomateriais representam uma 4area de intensa investigacdo e
preocupacao na ciéncia biomédica. Um biofilme ¢ uma comunidade microbiana complexa que
se forma quando bactérias, fungos e outros microrganismos aderem a uma superficie e secretam
uma matriz extracelular polissacaridica que os protege e facilita a comunicagao intercelular.
Quando esse fendomeno ocorre em biomateriais, como proteses, stents, cateteres e implantes,
pode resultar em consequéncias significativas para a saide humana (Cometta et al., 2022).

A formacao de biofilmes em biomateriais € uma preocupacao clinica importante devido
a sua associagdo com infec¢des persistentes e de dificil tratamento. Esses biofilmes podem
abrigar patdgenos resistentes a antibioticos, dificultando a erradicagdo completa da infeccao.

Além disso, a presenga de biofilmes em biomateriais pode comprometer a eficacia desses
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dispositivos, levando a necessidade de remocdo ou substitui¢do, o que pode causar desconforto
para os pacientes e aumentar os custos do tratamento médico (Stewart; Bjjarnsholt, 2020).

A complexidade dos biofilmes em biomateriais reside na sua capacidade de se adaptar
e resistir as abordagens tradicionais de tratamento. As bactérias dentro do biofilme podem
exibir resisténcia aos antibioticos, tornando-se mais dificeis de serem combatidas. Além disso,
a matriz extracelular que compde o biofilme atua como uma barreira fisica, impedindo a
penetracdo eficaz de agentes antimicrobianos (Cieplik et al., 2022).

Os métodos de prevencao e controle de biofilmes em biomateriais tém se tornado uma
area critica de pesquisa. Estratégias inovadoras incluem o desenvolvimento de biomateriais
com propriedades antimicrobianas incorporadas, revestimentos que inibem a adesao bacteriana
e terapias que visam interromper a formac¢do do biofilme. O entendimento mais profundo da
biologia dos biofilmes e das interagdes entre os microrganismos e os biomateriais ¢ fundamental
para o desenvolvimento bem-sucedido dessas estratégias. Em suma, a presenga de biofilmes
em biomateriais representa um desafio significativo na area biomédica, exigindo abordagens
inovadoras para prevencdo, diagndstico e tratamento. A pesquisa continua nesse campo €
crucial para melhorar a eficidcia dos biomateriais e garantir a seguranca e durabilidade dos

dispositivos implantaveis na pratica clinica (Rodrigues et al., 2021; Cieplik et al., 2022).

3.4 BACTERIOFAGOS

3.4.1 Historico

A fagoterapia, uma forma de terapia bacteriana que utiliza fagos (ou bacteriofagos), ¢
uma abordagem antiga, mas que ganhou renovado interesse e pesquisa nas ultimas décadas. Os
fagos sdo virus que atacam especificamente bactérias, sendo naturalmente encontrados em
ambientes onde as bactérias proliferam, como solos e corpos d'agua (Dos Santos, 2020).

O conceito de fagoterapia remonta ao inicio do século XX, quando o microbiologista
francés Felix d'Herelle, juntamente com o médico inglés Frederick Twort, independente um do
outro, descobriu os bacteriéfagos. D'Herelle, no entanto, foi o pioneiro na exploragdo do
potencial terapéutico desses virus. A palavra "fago" significa "devorador" em grego, refletindo
a capacidade desses virus de infectar e destruir bactérias especificas. A fagoterapia rapidamente
ganhou popularidade como uma alternativa aos antibioticos, especialmente antes da descoberta

e producdao em massa desses medicamentos (Barbosa et al., 2022).
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Durante as décadas de 1920 e 1930, a fagoterapia foi amplamente utilizada em diversos
paises, principalmente na Unido Soviética e na Europa Oriental, para tratar uma variedade de
infec¢des bacterianas. No entanto, com o advento dos antibidticos, a fagoterapia foi em grande
parte esquecida em muitas partes do mundo ocidental, pois os antibidticos eram considerados
uma alternativa mais facil de administrar e mais amplamente eficaz. Recentemente, devido ao
aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos e a necessidade de encontrar novas
abordagens terapéuticas, a fagoterapia ressurgiu como uma area de intensa pesquisa (Vieira et
al., 2021).

A busca por alternativas aos antibidticos tradicionais impulsionou estudos clinicos e
experimentais para avaliar a eficicia e a seguranca da fagoterapia em diferentes contextos
médicos. Hoje, a fagoterapia representa uma abordagem promissora no tratamento de infecgdes
bacterianas resistentes aos antibioticos. A pesquisa continua a explorar o potencial terapéutico
dos fagos, considerando fatores como especificidade de hospedeiro, seguranca e
desenvolvimento de formulagdes estaveis. A fagoterapia oferece uma perspectiva intrigante
para o futuro da medicina, destacando a importancia de abordagens inovadoras e sustentaveis

no combate as infec¢des bacterianas (Rodriguez et al., 2020).

3.4.2 Caracterizacao

Os bacteriofagos, entidades ubiquas no meio ambiente, sdo encontrados em diversas
localidades, desde oceanos e solos até ambientes extremos com temperaturas extremamente
baixas ou altas, e at¢ mesmo no interior do intestino humano. Esses fagos compreendem virus
com diferentes tipos de material genético, como DNA de fita dupla (dsDNA), DNA de fita
simples (ssDNA), DNA de fita simples com RNA (ssRNA) e RNA de fita dupla (dsRNA). A
maioria dos fagos, aproximadamente 96%, possui uma estrutura de cauda, enquanto os fagos
sem cauda sdo denominados "cubicos", filamentosos ou pleomorficos, constituindo menos de
4% do total. O termo "cubico" refere-se a simetria ciibica com forma icosaédrica, podendo

alguns tipos conter lipidios em envelopes ou constituintes (Figura 22) (Ackermann, 2009).
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Figura 22- Caracterizagao dos bacteriofagos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edi¢do BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 12 nov. 2023.

Recentemente, as familias Myoviridae, Podoviridae e Siphoviridae foram abolidas
devido a avaliacdes independentes que as consideraram polifiléticas, ndo refletindo de maneira
precisa historias evolutivas compartilhadas. No entanto, reconhece-se a importancia de
identificadores morfoldgicos, como "miovirus", "podovirus" e "sifovirus", para descrever
caracteristicas distintivas sem implicacdes taxonomicas formais. Adicionalmente, a ordem
Caudovirales foi substituida pela classe Caudoviricetes, agrupando todos os virus bacterianos
e de arqueias com caudas, capsideos icosaédricos e DNA de fita dupla (Turner et al., 2023).

Em relacdo a caracterizacao dos ciclos de vida dos fagos, estes podem ser classificados
como liticos, temperados ou cronicos. Os fagos liticos, por meio da adsor¢do, se conectam a
receptores especificos na membrana celular bacteriana. Apos a adsor¢do, os fagos inserem seu
material genético no citoplasma bacteriano, iniciando a transcri¢do e tradugdo de proteinas
fagicas com a ajuda da maquinaria celular bacteriana para a replicagdo. Ao completarem a
montagem, induzem a lise celular, liberando novos virions para infectar outras células

bacterianas (Figura 23) (Hobbs; Abedon, 2016).
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Figura 23 — Ciclo de vida dos bacteridfagos.
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Fonte: Aman; Ciobanu, 2011. Adaptado da plataforma de edigdo BioRender. pela autora, 2023. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 07 nov. 2023.

Os fagos temperados seguem etapas semelhantes, mas, em vez de lisar as células
hospedeiras, integram-se ao genoma bacteriano formando um profago, que replica com o
cromossomo hospedeiro e ¢ transferido verticalmente através da divisdao celular. O ciclo
lisogénico, onde o fago se replica como um profago, proporciona imunidade contra infecgdes
pelo mesmo fago. Condigdes de estresse podem induzir a mudanga para o ciclo litico. Fagos
cronicos, por sua vez, adsorvem a célula, inserem seu material genético e geram infecgdes
produtivas, liberando virions em intervalos longos, sem interrup¢do substancial das células

hospedeiras (Aman; Ciobanu, 2011).

3.4.3 Potencial terapéutico dos bacteriéfagos

Os avangos na biologia molecular e nas técnicas de sequenciamento abriram novas
perspectivas para a aplicagao dos bacteridéfagos, incluindo a utilizagao de fagos geneticamente
modificados, a combinagdo de fagos com antibioticos e enzimas derivadas de fagos, como as
endolisinas com propriedades hidroliticas do peptidoglicano, essenciais para a viabilidade
bacteriana. Esses agentes microbianos demonstram um vasto potencial em diversas aplicagdes
biotecnoldgicas, abrangendo setores como alimentagdo, agricultura animal, medicina humana,

veterinaria e ciéncias ambientais (Chen et al., 2022).
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Em humanos, esses agentes tém sido estudados como uma alternativa para infecgoes
resistentes a antibioticos, onde os fagos podem preencher a lacuna quando os tratamentos
convencionais falham. Além disso, o uso de bacteriéfagos em animais, como gado e aves, visa
reduzir infec¢des bacterianas e melhorar a seguranca alimentar. Destaca-se, sobretudo, o papel
terapéutico dos bacteriéfagos na eliminacdo de bactérias responsaveis por infec¢des, incluindo
aquelas que formam biofilmes. Para enfrentar a selecdo de bactérias resistentes, t€ém sido
desenvolvidos cocktails de fagos, direcionados a uma espécie especifica (Milho et al., 2019).

Entretanto, cocktails contendo fagos com alvos diferentes mostraram potencial contra
infecgdes polibacterianas. Centros especializados, como o Center for Innovative Phage
Aplplications and Therapeutics (IPATH), estdo utilizando terapia fagica em pacientes com
infeccoes multirresistentes com risco de vida por meio de programas de uso compassivo
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA). Os bacteriéfagos desempenham um
papel crucial na seguranca alimentar, possibilitando a eliminagdo de bactérias patogénicas
como Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes e Escherichia coli. Em 2006, a
FDA aprovou a utilizacdo de preparagdes de bacteridfagos em alimentos prontos-a-comer com
agentes antimicrobianos contra Listeria monocytogenes, reconhecendo a eficacia desses
agentes nessa area (Figura 24) (Breyne et al., 2017; Ngassam-Tchamba et al., 2020; Titze;
Kromker, 2020).

Figura 24 — Areas de aplicagdes dos bacteriofagos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Usando a plataforma de edicdo BioRender. Disponivel em:
<https://www.biorender.com/>. Acesso em: 15 out. 2023.

Apo6s mais de cem anos desde a descoberta dos bacteriofagos e sua introdugdo na
comunidade cientifica, observa-se que ainda hd muito a ser explorado em relacdo a sua
aplicacdo como agentes terapéuticos no combate a infeccdes causadas por bactérias
multirresistentes. O alerta emitido pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) em 2015 e 2021

ressalta a necessidade de abordagens inovadoras, incluindo o uso de bacteri6fagos, diante do
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uso abusivo de antibidticos e da lacuna no desenvolvimento de novos antibidticos (AGRI,
2022).

O relatorio do Programa de Prevencdao e Controle de Infecdo e Resisténcias aos
Antimicrobianos (PPCIRA) da Direg¢dao-Geral da Saude (DGS) revela uma prevaléncia de
resisténcia bacteriana, entre 2014 e 2017, associada a diversas estirpes microbianas, incluindo
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter spp., Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. Essa resisténcia ¢
particularmente preocupante nas infegcdes hospitalares, onde estirpes multirresistentes circulam
com frequéncia, representando um risco significativo para os pacientes (EFSA, 2016; Reinhard
et al., 2023).

No entanto, apesar do seu potencial terapéutico promissor, o uso de bacteriéfagos ainda
enfrenta desafios significativos. Questdes regulatorias, a necessidade de estudos clinicos
robustos ¢ a compreensdo aprofundada das interacdes fago-hospedeiro sdo areas em
desenvolvimento continuo. Todavia, a selecdo cuidadosa de bacteridofagos especificos para

garantir seguranga e eficacia ¢ crucial (Chen et al, 2022).

3.4.4 Vantagens da fagoterapia comparativamente com a antibioticoterapia

Os mecanismos de acdo e de resisténcia da fagoterapia e antibioterapia sao bem
distintos, o que faz do uso dos bacteriéfagos uma possivel inovacao biotecnologica para o
tratamento de infec¢des multirresistentes. Apesar do espectro de acdo dos fagos ser restrito
quando comparados aos antibidticos, essa desvantagem se torna uma vantagem, dado que,
quando uma bactéria se torna resistente a um determinado fago, permanece susceptivel ao
demais que possuem espectro semelhante, ao contrdrio do que acontece na antibioterapia
(Oliveira, 2021).

Outra vantagem do uso da fagoterapia como uma ferramenta terapéutica ¢ que devido a
elevada especificidade dos bacteriofagos, ha uma reducdo do impacto na flora comensal
propiciando dessa forma, a inibi¢do de infecgdes secundarias, constantemente associadas ao
uso da antibioterapia de largo espectro. A administracdo de uma pequena dose inicial de fagos
¢ o suficiente para o sucesso terapéutico, sendo também vista como uma das inumeras
vantagens do uso da fagoterapia em funcao de, tornar possivel reduzir os custos da terapia como
também, a probabilidade de efeitos colaterais, uma vez que a lise bacteriana gera a liberagcao de
novos bacteriofagos no local da infeccdo e esses sdo aptos a infectar as demais células
susceptiveis, ao contrario dos antibidticos que necessitam de uma posologia continua (Da Silva;

Giordani; Macedo, 2013).
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Contudo, a utilizacdo dos fagos para tratamento de infec¢des associadas a produgdo de
biofilmes bacterianos, a possibilidade de sua utilizagdo como substituto do antibiotico em casos
de alergias, o fato dos bacteri6fagos serem os microrganismos mais abundantes e diversos no
ambiente, e por seu processo de producdo e otimizagdo serem mais simples, rapidos e mais
acessiveis economicamente, tem dado destaque para a utilizagdo da fagoterapia como uma
ferramenta biotecnoldgica e terapéutica substituta da antibioterapia e de grande valorizagdo na

medicina moderna (Da Silva, 2013).
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4 METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

4.1.1 FElementos de Titanio

As amostras de elementos de titanio utilizadas, foram cedidas pelo Centro de Ensino
e Pesquisas em Implantes Dentarios da Universidade Federal de Santa Catarina —
CEPID/UFSC. Um total de 100 corpos de prova circulares apresentando dimensdes de 5 mm
de didmetro e 3 mm de espessura, totalizando uma 4rea superficial de 19,64 mm?, obtidos a
partir do corte da superficie de barra de titdnio puro GR4, com certificado de qualidade n°
0277/2019 conforme ISO 13485 e ISO 9001 (Anexo A), foram utilizados como amostras.
Posteriormente, os fragmentos foram limpos e descontaminados com detergente enzimatico e
submetidos a autoclavagao conforme protocolo de esterilizagao. Todo o material foi acomodado
em placas de Petri e secos em estufa, e 1% dos fragmentos de cada material, incubado em caldo
Brain Heart Infusion (BHI), a 35 °C por 24 horas, para garantir a inocuidade dos elementos de

titanio.

4.2  MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

4.2.1 Pseudomonas aeruginosa

As cepas bacterianas de P. aeruginosa utilizadas neste trabalho, foram provenientes
de isolados clinicos de caldo de cultivo (tioglicolato) advindos de tecidos de pacientes e do
banco American Type Culture Collection (ATCC® 27853™), gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia do Hospital Universitario
Polydoro Emani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina
(LBMMS/HU/UFSC), sendo a espécie clinica identificada por oxidase e agar cetrimide
incubado a 37 °C e a 42 °C, com confirmac¢do em sistema Vitek Vitek — teste de confirmacéao e
série bioquimica.

As bactérias do estoque trabalho foram mantidas em meio solido de Agar Nutriente a
4 °C, distribuidas em tubos de ensaio inclinados. Para o cultivo bacteriano, utilizou-se o meio
Caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (Brain Heart Infusion, Kasvi), com preparo conforme

recomendacdo do fabricante. As bactérias foram inoculadas e propagadas em 25 mL de Caldo
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BHI, incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C, por 16 horas, até atingir densidade 6tica (DO)
de 0,6 2 0,9 (580nm), a fim de se obter as amostras para os ensaios.

Em relacao aos indculos, um pequeno numero de colonias cultivadas previamente em
BHI foi adicionada individualmente a 100 mL de caldo BHI e incubada a 37 °C por 6 horas,
periodo estabelecido previamente por curvas de crescimento. A cada 30 minutos, foram
avaliados 2 mL do material em crescimento e realizadas medidas de absorbancia até ser atingida
a absorbancia de 0,1, valor correspondente a 7 Log de unidades formadoras de colonia (UFC)
por mililitro da suspensao. Posteriormente, 1 mL da suspensao foi transferido para 99 mL de
caldo BHI para se obter um inéculo inicial de 5 Log de UFC.mL"!, que foi utilizado nos

experimentos descritos a seguir.

4.2.2 Bacteriéfagos

Os bacteriofagos testados foram provenientes do banco de virus do Laboratério de
Virologia Aplicada, classificados morfologicamente por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET). Tais fagos, computando 5 tipos, foram testados e apresentaram capacidade
de crescimento com perfil litico em P. aeruginosa, seguindo metodologia de dupla camada de
agar (SEJAS et al., 2003).

As cinco possiveis cole¢des multifagicas foram isoladas do caldo de -cultivo
bacterioldgico provenientes de amostras de descarte de tecido humano: osso, tendao e pele. A
nomenclatura dos bacteriofagos se deu por meio da associacdo da bactéria alvo PA (P.
aeruginosa), local de isolamento, PB (proximal bone - osso proximal em portugués), T (tendo
- tendao) e S (skin - pele) de acordo com o descrito.

Com o intuito de padronizagao dos procedimentos, realizou-se novo isolamento e
producdo de cultura estoque de cada bacteridfago utilizado, conforme as etapas descritas: em
placa de meio de cultura sélido, foi realizado a semeadura da bactéria P. aeruginosa e junto
dela a suspensdo do bacteridfago hospedeiro, incubado por 24 horas a 37° C. Apos incubagao,
o crescimento foi observado conforme as placas de lise, seguindo pela adicao do Caldo
Nutriente estéril na superficie da cultura sélida.

As culturas dos bacteriofagos viaveis e de identidade confirmadas foram obtidas por
meio do sobrenadante dos testes de fagotipagem, ambos foram titulados e criopreservados a -
80 °C, em 1000 pL em tubos tipo Eppendorf seguindo técnica convencional de criopreservagao
de bacteriofagos. Para a realizagdo dos experimentos cada aliquota foi descongelada e
reativada. Para a propagacdo dos bacteriofagos, utilizou-se as aliquotas descongeladas, sendo

transferidas para um frasco Erlenmeyer contendo 25 mL de caldo BHI e 1 mL do cultivo
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bacteriano em fase exponencial de crescimento. A mistura foi incubada em estufa
bacteriologica a 37 °C por 12 horas.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 5 minutos a 4 °C para
separacao das células bacterianas. O sobrenadante filtrado em filtros de acetato de celulose com
poros de 0,22 pum para obtencdo de particulas virais purificadas. Foram realizadas trés
passagens sucessivas a fim de obter o aumento da concentragdo de bacteridofagos. A avaliagao
do titulo viral foi determinada por intermédio da contagem de unidade formadora de placa de

lise (PFU), submetida a equagdo disposta abaixo (Quadro 1).

Quadro 1 — Equagdo para determinagdo do titulo viral.

Numero de placas contabilizadas X Reciproca da diluigao

UFP =
Volume

Fonte: A autora, 2023.

4.3 INDUCAO DE BIOFILMES IN VITRO

4.3.1 Confirmacao da capacidade produtora de biofilmes das cepas clinica e

ATCC® 27853™ de Pseudomonas aeruginosa

A fim de verificar se as cepas de P. aeruginosa do estudo eram produtoras de biofilme,
foi padronizado a técnica de formacdo de biofilme em microtitulagdo de poliestireno pelo
método de Cristal Violeta descrito por Stepanovic et al., (2007) com pequenas modificagdes.
Foram preparados 200 mL de meio BHI e um inéculo de 5 log de UFC.mL ! padronizado pela
escala de McFarland no valor de 0,5. Os pogos da placa de microtitulagdo foram preenchidos
sequencialmente com aliquotas de 180 uL de caldo BHI e 20 pL do in6culo bacteriano. Cada
microrganismo a ser testado ocupou 32 cavidades da placa, ou seja, 32 repeti¢cdes. No controle
negativo, transferiu-se somente 200 pL. de caldo BHI para oito pocos (oito repeti¢des).

A metodologia seguiu as etapas de incubagdo, fixagdo, coloragdo e leitura das
absorbancias na placa de microtitulagdo, respectivamente. A avalia¢do de formacgao de biofilme
foi realizada através da leitura da absorbancia de cada pogo utilizando-se leitor de placas, em
comprimento de onda de 620 nm. O ponto de corte correspondeu-se ao valor médio das
absorbancias do controle negativo somado a trés desvios padrao. Para interpretagdo dos dados,
foram considerados os valores médios da leitura de absorbancia de acordo com a equacao de

Stepanovic et al., 2007. As amostras foram classificadas como fortemente (absorbancia média
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superior a quatro vezes o ponto de corte) ou moderadamente (absorbancia média entre duas e
quatro vezes o ponto de corte) produtoras de biofilmes. As ndo produtoras foram aquelas com

valor de absorbancia igual ou inferior ao ponto de corte.

4.3.2 Inducio de biofilme em elementos de titanio

Para indugdo de biofilme sobre os corpos de titanio, realizou-se ensaios individuais
utilizando-se cepas de P. aeruginosa clinica e ATCC. Para tanto, 20 pL. do in6culo bacteriano
(5 Log de UFC.mL™") foi transferido para uma microplaca de 24 cavidades contendo 980 pL de
caldo BHI. Os elementos de titanio foram imersos no meio contendo a suspensio bacteriana
com o auxilio de uma pinga longa estéril e incubados a 37 °C, pelo periodo de 4 dias, conforme
adaptado do estudo de Freitas; Sand e Simonetti (2010). Uma placa contendo somente os
elementos de titanio e o meio nutriente, foi preparada e incubado sob condigdes semelhantes e
utilizada como controle negativo do experimento. A cada dois dias, os fragmentos foram
transferidos para um novo meio nutriente contendo 1 mL de BHI, sendo lavados previamente
com solugdo salina para remocao de células planctonicas. Para cada bactéria testada, o

experimento foi realizado em triplicata.

44 CONTROLE DE BIOFILME MEDIADO POR BACTERIOFAGOS

A avaliagdo e incorporagdo de bacteriofagos no controle de biofilmes em corpos de
prova de titanio foi realizado mediante aplicagdo de 1 mL da solugdo de cada um dos
bacteriéfagos isolados (10° a 10° UFP.mL"), sendo conduzido dois experimentos separados e
destrutivos:

e Experimento 1: atividade de desagregacdo e destrui¢do de biofilmes bacterianos
estabelecido;

e Experimento 2: atividade profilatica dos bacteriéfagos no combate a formacao de
biofilme.

No experimento 1 os biofilmes foram gerados sob os corpos de prova de titanio e os fagos
usados para fins de desagregacdo do biofilme. Os corpos de prova contendo bactérias e
bacteriéfagos foram incubados a 37 °C por 24 horas. J4 no experimento 2 os fagos foram
disponibilizados nos corpos de prova estéreis, ocasionando uma adig¢do simples, na qual se

deixaram os fagos adsorver overnight as superficies. Apds, adsor¢ao foi realizada a propagacao
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do biofilme em conformidade com a técnica adotada para a indugdo de biofilme na superficie
de titanio.

Os discos pos-tratamento foram incubados por 4 dias, em microplaca de 24 cavidades
contendo 1 mL de caldo BHI, a cada dois dias, os fragmentos foram transferidos para um novo
meio nutriente contendo 1 mL de BHI, visando a avaliagdo da atividade profildtica. Ambos os
experimentos foram realizados em trés concentracdes distintas sendo, baixa dose
(multiplicidade de infec¢ao - MOI 0,01), dose intermedidria (multiplicidade de infec¢ao - MOI
0,1) e alta dose (multiplicidade de infecg¢ao - MOI 1).

Contudo, a atividade de controle e profilaxia dos biofilmes foram verificadas por
contagem de células viaveis, seguido de observagdo microscopica utilizando Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV) (Rosa, 2015).

4.5 AVALIACAO DA REDUCAO DE BIOFILME

4.5.1 Contagem de células viaveis
Para efetuar a contagem de bactérias vidveis aderidas nos espécimes tratados e nao
tratados, o fragmento, apds ser retirado do meio nutriente, foi lavado brevemente em solucao
salina. Em seguida, o biofilme que permaneceu aderido foi removido da superficie metalica
com o auxilio de um “swab” e imerso em um tubo contendo 2 mL de dgua destilada estéril. O
“swab”, contendo células removidas, foi submetido a agitagcdo por “vortex” durante 2 minutos.
Na sequéncia, ap6s descarte do “swab”, o tubo contendo o fragmento foi novamente submetido
ao “vortex” por mais 1 minuto.
Posteriormente, retirou-se do tubo 10 puLL da suspensao obtida e realizado a diluigao a base
10 em microplacas de 96 cavidades contendo 90 pL de tampao fosfato-salino (PBS), até
obtencdo de dilui¢des que variam entre 10 2 e 10 "'°, de modo a se obter coldnias em niimero
seguro para contagem em placa (3 e 30 colonias). Apos a diluigdo, volumes de 10 pL. foram
inoculados por gotejamento vertical em placas de petri contendo meio BHI, ap6s a transferéncia
das diluicdes as placas foram mantidas abertas em cabine de fluxo laminar para secagem das
gotas, sucedendo da incubagao por 24 horas a 37 °C. Este procedimento também foi realizado

em triplicata. A contagem de células foi realizada de acordo com calculo descrito por Chaves

(2004).
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4.5.2 Avaliacao qualitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A avaliagdo dos espécimes de titdnio com e sem biofilmes, tratado e ndo tratados, foi
realizado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), por meio da parceria entre o
Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA/UFSC) e o Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME/UFSC). Para isso, os elementos foram encaminhados e preparados, apds a
realizacdo dos protocolos de cultivo do biofilme e tratamento com os bacteri6fagos.

O preparo das amostras para microscopia eletronica de varredura foi conforme método
preconizado por Castro (2002), com algumas modificagdes. Os fragmentos, apds serem
retirados da suspensao, foram lavados em solugdo salina estéril por 1 minutos. Posteriormente,
fixado em glutaraldeido 2,5% por um periodo minimo de 12 horas. Apds a fixacdo, os materiais
foram imersos em etanol para desidratagdo. A imersdo aconteceu em concentragdes crescentes
de etanol 30, 50, 70, 90 e 100%, intercalando-se 30 minutos a cada troca. Ao final da
desidratacdo, as amostras foram imersas em tetréxido de 6smio a 1% durante uma hora.

As amostras foram secas por secagem quimica com solucdo de hexametildissilazano
(HMDS) e submetidas a metaliza¢do em ouro, utilizando-se o equipamento Metalizador Sputter
Coater Bal-Tec SDC 050, para isso, os espécimes foram fixados sobre uma base de aluminio
com fita condutora adesiva dupla face, posicionados na maquina para metalizagao pulverizagao,
por dois minutos, promovendo a deposi¢do de uma fina camada de ouro (10 nm) sobre as
amostras. Apos a metalizacdo, os elementos foram fixados com fita carbono dupla face das
amostras no strub metalico. Ao final os fragmentos foram observados ao microscopio eletronico

de Varredura para obtencdo das imagens sob aumentos de 100x, 1000x e 10.000x.

4.5.3 Avaliacao quantitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

De posse das micrografias, para as andlises quantitativas de redugdo do biofilme nas
superficies de elementos de titanio, utilizou-se o software ImageJ© versdo 1.49, de linguagem
Java, disponivel no site htp://rsweb.nih.gov/ij. Para cada grupo experimental, utilizou-se 5
imagens digitais, totalizando 50 imagens, referente aos cinco bacteriofagos utilizados, nas trés
doses aplicadas e as duas cepas de P. aeruginosa. As imagens foram padronizadas para que
mantivessem uma escala adequada, com a inten¢@o de diminuir incertezas e aumentar a precisao
dos dados obtidos.

Determinou-se estimativas de porcentagem de area total ocupado pelo biofilme (em
preto) e o disco exposto (em branco) conforme demonstrado na figura 25. As imagens foram
processadas e salvas no formato TIFF (Etiqueta Imagem Arquivo Formato), ambiente usado no

processo de binarizagdo e analise das imagens. Os valores encontrados de percentagem foram
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utilizados para calculo da redugdo percentual, sendo: diferenca entre o valor inicial (elemento
ndo tratado) e o novo valor (elemento tratado) a — b, dividido pelo valor absoluto inicial

(elemento nao tratado) (Quadro 2).

Quadro 2 - Equacao para calculo de reducao percentual.

r (%) = ( =2) x 100.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 25 — Modelo experimental de binarizacdo das micrografias para estimativa da redugao
percentual do biofilme de Pseudomonas aeruginosa em superficie de titanio.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023, por meio do software de edigdo e analise ImageJ® versdo 1.49, de linguagem
Java. Disponivel em: < htp://rsweb.nih.gov/ij >. Acesso em: 02 nov. 2023.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise variancia de duas vias, Two-Way
ANOVA, com o objetivo de comparar a média da populacdo amostral, e assim identificar se
essas médias diferiram significativamente entre si. O nivel de significancia estatistica foi de
p<0,05. Para a comparagdao dos grupos, utilizou-se o teste de Tukey. As andlises foram
realizadas pelo software GraphPad Prism 8.0. Os resultados que ndo sustentaram o

procedimento inferencial, foram apresentados de maneira descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa FRENTE AO
PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA E FORMACAO DE BIOFILME

5.1.1 Perfil de sensibilidade antimicrobiana

As tabelas 1 e 2, apresentam o perfil de sensibilidade microbiana frente aos
antibidticos testados para as cepas ATCC® 27853™ e clinica. Observa-se que dentre os
antibioticos utilizados foram selecionadas classes antimicrobianas de interesse para bactérias
gram-negativas ¢ nao comumente utilizados para tal género. Verifica-se também,

medicamentos aplicados na satide humana e animal.
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Tabela 1 — Perfil de sensibilidade antimicrobiana da cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853™.

Nomeclatura Sigla Classe Halo (mm) CLSI
Polimixina B POL Polimixina 0 R R
Azitromicina AZI 15 Macrolideos: Subclasse: Azalideos 21,9 N/A N/A

Ampicilina AMP 10 Penicilina 0 R R
Rifampicina RIF 30 Macrociclicos: Rifamicinas 11,7 N/A N/A
Netilmicina NET 30 Aminoglicosideos 21,1 EI N/A
Ceftriaxona CRO 30 Cefalosporinas 19,2 N/A N/A
Bacitracin BA Polipeptidico 0 R R
Oxacilina OXA'1 Beta-lactdmico 0 R R
Cefoxitina CFO 30 Cefalosporinas 0 R R
Norfloxacina NOR 10 Fluoroquinolonas 243 N/A S
Sulfazotrim SUT 25 Sulfonamidas 0 R R
Enrofloxacina ENO 5 Quinolonas 17,6 N/A N/A
Gentamicina GEN 10 Aminoglicosideo 20,9 EIl S
Cefalotina CFL 30 Cefalosporinas 0 R R
Cefotaxima CTX 30 Cefalosporinas 15,9 N/A  N/A
Amoxicilina AX 10 Penicilina 0 R R
Clindamicina CU2 Lincosamidas 0 R R
Sulfato de colistina CS 109 Polimixina 17,8 N/A N/A
Fosfomicina FOS 200 Fosfonicos 31,5 N/A N/A
Cefuroxime sodium CXM Cefalosporinas 0 R R
Vancomicina VC 30 Glicopeptideos 0 R R
Acido Pipemidico PIP 20 Quinolonas 16,2 N/A N/A
Penicilina G/ Benzilpenicilina PEN 10 Penicilina 0 R R
Ceftiofur CTF 30 Cefalosporinas 18,1 N/A N/A
Nitrofurantoina NIT 300 Nitrofuranos 0 R R
Acido nalidixico NAL 30 Quinolonas 3,4 N/A N/A

Nota: Perfil de sensibilidade obtido por meio da realizagdo do teste antibiograma, apresentando os antibidticos e
os halos em mm, sendo S= sensivel, R= Resistente, N/A= Nio se aplica e EI= Evidéncia insuficiente de que o
microrganismo ou grupo seja um bom alvo para a terapia com o antimicrobiano testado, sem ponto de corte.
Ambos foram classificados com a utilizagdo dos pontos de corte via BrCAST e CLSI, porém a RDC Anvisa n°
786/2023 torna obrigatorio o uso do BrCast para classificagdo dos testes brasileiros. Fonte: Adaptado de Tell,
(2023).

Entretanto, considerando os 26 antibidticos testados, a cepa ATCC®27853™ foi
sensivel a Gentamicina e Norfloxacina (7,7%) (Tabela 1), enquanto a cepa clinica sensivel a
Gentamicina e Plimixina B (Tabela 2), havendo resisténcia aos demais 24 antibidticos testados
(92,3%) em ambas as cepas, contudo as cepas testadas tratam-se de Pseudmonas aeruginosa

multirresistentes.
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Tabela 2 — Perfil de sensibilidade antimicrobiana da cepa clinica de Pseudomonas

aeruginosa.
Nomeclatura Sigla Classe Halo (mm) BrCAST CLSI
Polimixina B POL Polimixina 18,3 S N/A
Azitromicina AZI 15 Macr‘)lfzeglsiﬁ(‘)‘:’dassez 29,7 NA  NA
Ampicilina AMP 10 Penicilina 0 R R
Rifampicina RIF 30  Macrociclicos: Rifamicinas 13,3 N/A N/A
Netilmicina NET 30 Aminoglicosideos 22,8 EI N/A
Ceftriaxona CRO 30 Cefalosporinas 18,1 N/A N/A
Bacitracin BA Polipeptidico 0 R R
Oxacilina OXA'1 Beta-lactdmico 0 R R
Cefoxitina CFO 30 Cefalosporinas 0 R R
Norfloxacina NOR 10 Fluoroquinolonas 36,5 N/A S
Sulfazotrim SUT 25 Sulfonamidas 0 R R
Enrofloxacina ENO 5 Quinolonas 22,35 N/A N/A
Gentamicina GEN 10 Aminoglicosideo 23,05 EIl S
Cefalotina CFL 30 Cefalosporinas 0 R R
Cefotaxima CTX 30 Cefalosporinas 14,6 N/A N/A
Amoxicilina AX 10 Penicilina 0 R R
Clindamicina Cu2 Lincosamidas 0 R R
Sulfato de colistina CS 109 Polimixina 19,7 N/A N/A
Fosfomicina l;(gg Fosfonicos 35,6 N/A N/A
Cefuroxime sodium CXM Cefalosporinas 0 R R
Vancomicina VC 30 Glicopeptideos 0 R R
Acido Pipemidico PIP 20 Quinolonas 17,15 N/A N/A
Blgg;‘géﬁ o PEN 10 Penicilina 0 R R
Ceftiofur CTF 30 Cefalosporinas 16,05 N/A N/A
Nitrofurantoina NIT 300 Nitrofuranos 0 R R
Acido nalidixico NAL 30 Quinolonas 0 R R

Nota: Perfil de sensibilidade obtido por meio da realizagdo do teste antibiograma, apresentando os antibidticos e
os halos em mm, sendo S= sensivel, R= Resistente, N/A= Nao se aplica e EI= Evidéncia insuficiente de que o
microrganismo ou grupo seja um bom alvo para a terapia com o antimicrobiano testado, sem ponto de corte.
Ambos foram classificados com a utilizagdo dos pontos de corte via BrCAST e CLSI, porém a RDC Anvisa n°
786/2023 torna obrigatorio o uso do BrCast para classificacdo dos testes brasileiros. Fonte: Adaptado de Tell,

(2023).

5.1.2 Formacgao de biofilme

Na Figura 26, visualiza-se a formacio de biofilme das cepas clinica e ATCC® 27853
de P. aeruginosa por meio da técnica de formacao de biofilme em microtitulagao de poliestireno
usando coloragdo Cristal Violeta. Apos ensaio, observou-se produgdo de biofilme, ambas as

cepas foram classificadas como fortemente produtoras de biofilme.
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Figura 26 — Ensaio de formacao de biofilme de cepas de Pseudomonas aeruginosa em placas
de microtitulacdo de poliestireno pelo método de Cristal violeta.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

5.2 CONTROLE DE BIOFILME MEDIADO POR BACTERIOFAGOS: TRATAMENTO

5.2.1 Contagem de células viaveis

A tabela 3, apresenta a taxa de sobrevivéncia de células vidveis apos tratamentos com
os bacteriofagos para cada infeccdo testada. Nota-se que, ambos os fagos foram capazes de
infectar e reduzir as células bacterianas viaveis, porém nao o suficiente para erradicagdo. Desse
modo, os resultados ndo seguiram um padrdo quanto a dose-dependéncia e na variacdo entre

host-hospedeiro, ndo sendo possivel inferir relacdo causa-efeito.
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Tabela 3 — Cé¢lulas viaveis recuperadas de biofilme de Pseudomonas aeruginosa pos-
tratamento com bacteriéfagos em biofilme maduro na superficie de titanio.

Pseudgmonas Bacteriéfagos Concentracio Tflea d‘e
aeruginosa (UFP/UFC) sobrevivéncia (%)

PAT4 0,01 46,70

PAT4 0,1 26,15
PAT4 1 35,06

PAPB2 0,01 28,9
PAPB2 0,1 55,42

PAPB2 1 8,62
PAPBS5 0,01 20,30

ATCC®27853™  papRs 0.1 62,31
PAPBS5 1 8,84

PAPB7 0,01 27,83

PAPB7 0,1 37,1

PAPB7 1 18,15

PAS2 0,01 61,63

PAS2 0,1 8,84

PAS2 1 26,53

PAT4 0,01 3,25

PAT4 0,1 3,20

PAT4 1 7,84

PAPB2 0,01 8,81

PAPB2 0,1 46,29

PAPB2 1 0,22

PAPBS5 0,01 69,93

CLINICA PAPB5 0,1 76,95
PAPBS5 1 81,20

PAPB7 0,01 31,63

PAPB7 0,1 34,27

PAPB7 1 53,79

PAS2 0,01 12,41

PAS2 0,1 61,53

PAS2 1 33,82

Nota: Onde, 0,01 0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infec¢ao viral (UFP/UFC). UFC= Unidade
Formadora de Colonias por mL; UFP= Unidade formado de placa por mL. As taxas foram calculadas considerando
as médias de trés experimentos independentes. Fonte: Elaborado pela autora, 2023..

As figuras abaixo (27, 28, 29, 30 e 31), denotam a avaliagcdo da reducdo de células
vidveis recuperadas do biofilme das cepas clinica e ATCC® 27853 de P. aeruginosa antes e
apés tratamento com os bacteriofagos PAPB2, PAPBS5, PAPB7, PAS2 e PAT4,

respectivamente, em diferentes concentragdes.
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Para o bacteriofago PAPB2 (Figura 27), considerando a média e o desvio padrio, ¢
possivel analisar a redu¢cdo do numero de UFC/mL em todas as concentragdes testadas
(tratamento) quando comparadas ao controle (ndo tratado) e host-hospedeiro, ademais, sem
diferenca entre variaveis (p>0,05). Contrapondo, apenas na aplicagdo da alta dose
(concentragdo MOI 1 - 1 bacteridéfago: 1 bactéria) sendo a redugdo em aproximadamente 3 log

de UFC/mL estatisticamente significativa.

Figura 27 — Células viaveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme aderido a

superficie de elementos de titdnio apds tratamento com o bacteriéfago PAPB2 em diferentes
concentracoes.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecgdo viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢do dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

A analise do bacteriofago PAPBS (Figura 28), apresentou diferenga entre tratamento e
controle na menor e maior concentracao (1 log) (p<0,05), ambos eventos observados apenas na
cepa ATCC® 27853™. A cepa clinica ndo apresentou diferenca entre as variaveis e nem redugio

de células viaveis.
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Figura 28 — Células vidveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme maduro
aderido a superficie de elementos de titdnio apds tratamento com o bacteriofago PAPBS em
diferentes concentragdes.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecg¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢do dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

Considerando a acdo do bacteriofago PAPB7 (Figura 29), nota-se redu¢do no nlimero
de células vidveis para as duas cepas testadas. Fazendo-se expressivo no controle da cepa ATCC
em todas as concentragdes € na cepa clinica apenas, nas primeiras concentracdes. Cabe
ressaltar, que o efeito observado na cepa ATCC nao se trata de dose-dependéncia, sendo

exclusivamente pela presenga do bacteriofago.
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Figura 29 — Células vidveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme maduro
aderido a superficie de elementos de titdnio apds tratamento com o bacteriofago PAPB7 em
diferentes concentragdes.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecg¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢ao dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

O bacteriofago PAS2 (Figura 30), apresentou reducao na concentragao intermediaria
(MOI 0,1) para cepa ATCC, enquanto, para a cepa clinica somente na maior concentracao

empregada (MOI 1).
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Figura 30 — Células vidveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme maduro
aderido a superficie de elementos de titdnio apds tratamento com o bacteriofago PAS2 em

diferentes concentragdes.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecg¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢do dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:

Elaborado pela autora, 2023.

Sobre a agdo do bacteriofago PAT4 (Figura 31), ndo se pode inferir auséncia de

diferen¢a na reducdo das células viaveis quando comparado aos controles, tendo em vista o

desvio padrdo. Porém, na cepa clinica foi notavel nas concentragdes minima ¢ maxima (MOI

0,01 ¢ 1).
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Figura 31 — Células vidveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme maduro
aderido a superficie de elementos de titdnio apos tratamento com o bacteriofago PAT4 em
diferentes concentragdes.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecg¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para comparagdao dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

5.2.2 Avaliagao qualitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As imagens obtidas por intermédio do MEV (Figuras 32 e 33), permitem verificar o
aspecto da superficie dos elementos de titdnio, encobertas por biofilme de P. aeruginosa cepa
clinica (controle positivo) e do disco sem a formac¢ado de biofilme (Controle negativo). Observa-
se que a superficie do disco € bastante irregular, com visualizagdo de suas rugosidades. J& nas
imagens de controle positivo, € possivel evidenciar a presenga de alta densidade de biomassa
celular, bem como inferir sua morfologia com formato “cogumelo” ndo sendo visivel diferenga

morfoldgica entre biofilme produzido pelas cepas clinica e ATCC® 27853"™, respectivamente.
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Figura 32 — Micrografia dos controles experimentais: Pseudomonas aeruginosa clinica.
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Nota: Onde, A, B ¢ C = Controle positivo, biofilme bacteriano aderidos a superficie dos corpos de prova; D, E e
F= Controle negativo, superficie dos discos de titdnio submetido as mesmas condi¢des de cultivo, porém sem
inoculo bacteriano. Ambas as micrografias foram realizadas na mesma localizagdo considerado a area central da
superficie do corpo de prova e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das
micrografias. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 33 — Micrografia dos controles experimentais: Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853™.
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Nota: Onde, A, B ¢ C = Controle positivo, biofilme bacteriano aderidos a superficie dos corpos de prova; D, E e
F= Controle negativo, superficie dos discos de titdnio submetido as mesmas condi¢des de cultivo, porém sem
inoculo bacteriano. Ambas as micrografias foram realizadas na mesma localizag@o considerado a area central da

superficie do corpo de prova e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das
micrografias. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Por meio da observagdo das micrografias apresentadas na figura 34, nota-se a reducao
do biofilme de P. aeruginosa cepa clinica na superficie dos elementos de titanio pos-tratamento
com os 5 bacteridfagos testados, quando comparados ao controle.

No que concerne os bacteriéfagos, PAT4; PAS2 e PAPB2, a dose intermediaria foi
menos eficiente na erradicacdo do biofilme quando comparada as demais concentragdes
aplicadas, enquanto que, dentro dos mencionados, o PAPB2 foi o menos eficiente na menor
dosagem. Ja o PAPBS, foi considerado o mais eficiente pois nao teve presenca de biofilme pos-
tratamento em ambas as concentragdes, assim como o PAPB7, porém, havendo resquicios de

biofilme na maior concentragao testada.
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Figura 34 — Avaliagdo da atividade de desagregacao e destrui¢do do biofilme de Pseudomonas
aeruginosa clinica em superficie de elementos de titdnio, em ordem crescente de multiplicidade

de infecgao.
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Nota: Superficie dos elementos de titdnio apo6s tratamento com bacteriéfagos. Onde, as colunas correspondem a
(A,D,G,JeM)=MOI10,01;(B,E,H, KeN)=MOI 0,1 ¢ (C, F, I, L e O) =MOI 1. Organizado por linha, sendo
(A,Be C)=PAT4; (D,EeF)=PAS2; (G,Hel)=PAPB7; (J, Ke L)=PAPB2 e (M, N e O) = PAPBS. Ambas
as micrografias foram realizadas na mesma localizagdo, considerado a area central da superficie do corpo de prova
e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das micrografias. Fonte: Elaborado

pela autora, 2023.
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Assim, considerando a cepa ATCC, no panorama geral o0 mesmo foi observado quanto
a capacidade de desagregagao (Figura 35).

Entretanto, quanto ao perfil houve diferenca, considerando a menor dose aplicada para
todos os 5 fagos, o PAPB2 ¢ PAPBS tiveram a menor eficiéncia, sendo possivel visualizar
presenca de biofilme e de grande densidade populacional bacteriana, respectivamente. A dose
intermediaria e alta foi eficiente em ambos, exceto no PAS2, mas sendo notado células
plactonicas em abundancia. Porém, quando comparadas, a dosagem intermediaria e alta do
bacteriofago PAT4, a dosagem alta foi mais eficiente. Por fim, percebeu-se que a acao dos fagos

PAS2 e PAPB7 foram as mais eficazes no controle de biofilme da cepa ATCC.
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Figura 35 — Avaliagdo da atividade de desagregacao e destrui¢do do biofilme de Pseudomonas

aeruginosa ATCC® 27853™ em superficie de elementos de titdnio, em ordem crescente de
multiplicidade de infecgao.
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Nota: Superficie dos elementos de titdnio apos tratamento com bacteriofagos. Onde, as colunas correspondem a
(A,D,G,JeM)=MOI10,01;(B,E,H,KeN)=MOI0,1 ¢ (C, F, I, L e O) = MOI 1. Organizado por linha, sendo
(A,Be C)=PAT4; (D, E e F)=PAS2; (G,HeI)=PAPB7; (J, KeL)=PAPB2 ¢ (M, N ¢ O) = PAPB5. Ambas
as micrografias foram realizadas na mesma localizag8o, considerado a area central da superficie do corpo de prova

e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das micrografias. Fonte: Elaborado
pela autora, 2023.
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5.2.3 Avaliacao quantitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A tabela 4, apresenta as taxas de reducao do biofilme de P. aeruginosa por area
superficial total (mm?) do corpo de prova composto por titanio.

Para a cepa ATCC, o fago PAT4 apresentou faixa de eficiéncia de remocdo do biofilme
entre 50,53 € 99,78%; PAS2, superior a 99%; PAPB, entre 71,60 e 99,16%; PAPBS, 87,55 ¢
99,70% e PAPB7, também superior a 99%. Considerando a cepa clinica, o PAT4 apresentou
taxa de reducao entre 0,01 ¢ 99,82%; PAS2, entre 92,61 e 99,78%; PAPB2, entre 75,31 e
99,94%; PAPBS, superior a 99% e por fim, PAPB7, superior a 90%. Denota-se, portanto,
eficiéncia na aplicacdo dos bacteriéfagos destruicdo e desagregagdo de biofilme de P.

aeruginosa.
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Tabela 4 — Reducdo percentual do biofilme de Pseudomonas aeruginosa em superficie dos

elementos de titanio por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Pseudomonas Bacteriéfago ) Area Ar?a biofilme Ar?a biofilme Taxa (~le
. ~ micrografia disco mm disco mm reducio
aeruginosa . (Concentragio) (%) (controle) (tratamento) (%)
PAT4 0,01 0,202 0,040 99,78
PAT4 0,1 44,557 8,751 50,53
PAT4 1 31,012 6,091 65,57
PAS2 0,01 0,004 0,001 100,00
PAS2 0,1 0,591 0,116 99,34
PAS2 1 0,077 0,015 99,91
PAPB2 0,01 25,579 5,024 71,60
ATCC PAPB2 0,1 0,761 17,69 0,149 99,16
PAPB2 1 3,143 0,617 96,51
PAPBS5 0,01 11,216 2,203 87,55
PAPB5 0,1 0,563 0,111 99,37
PAPB5 1 0,273 0,054 99,70
PAPB7 0,01 0,147 0,029 99,84
PAPB7 0,1 0,45 0,088 99,50
PAPB7 1 0,162 0,032 99,82
PAT4 0,01 0,196 0,038 99,77
PAT4 0,1 84,81 16,657 0,01
PAT4 1 0,188 0,037 99,78
PAS2 0,01 0,253 0,050 99,70
PAS2 0,1 6,269 1,231 92,61
PAS2 1 0,125 0,025 99,85
PAPB2 0,01 2,084 0,409 97,54
CLINICA  pPAP20,1 20,942 16,66 4,113 75,31
PAPB2 1 0,048 0,009 99,94
PAPBS5 0,01 0,209 0,041 99,75
PAPB5 0,1 0,104 0,020 99,88
PAPBS 1 0,052 0,010 99,94
PAPB7 0,01 6,859 1,347 91,91
PAPB7 0,1 0,01 0,002 99,99
PAPB7 1 0,188 0,037 99,78

Fonte: Elaborado pela autora, 2023. Software de edigdo e analise das micrografias Imagel© versdo 1.49, de

linguagem Java. Disponivel em: < htp://rsweb.nih.gov/ij >. Acesso em: 02 nov. 2023.
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5.3 CONTROLE DE BIOFILME MEDIADO POR BACTERIOFAGOS: PROFILAXIA

5.3.1 Contagem de células viaveis

A tabela 5, exibe a taxa de sobrevivéncia bacteriana apds a propagacao do biofilme
tratamento pos-tratamento profilatico para as cepas clinica e de referéncia. E evidente que
ambos o0s bacteriofagos conseguiram infectar e diminuir o nimero de células bacterianas
viaveis, atingindo taxas de erradicacdo superior a 97%. Portanto, os resultados ndo
apresentaram uma relagdo clara com a dose administrada e variacao entre o hospedeiro e o

agente infeccioso, novamente, tornando dificil estabelecer uma relagdo de causa efeito.
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Tabela 5 — Células vidveis recuperadas de biofilme de Pseudomonas aeruginosa em superficie

de titanio pos-tratamento profiladtico com bacteriofagos em diferentes concentragoes.

Pseudomonas e ~ Tax‘a 96 .
aeruginosa Bacteriofagos Concentragio sobre(:/los;encm
PAT4 0,01 0,19
PAT4 0,1 0,07
PAT4 1 0,14
PAPB2 0,01 0,15
PAPB2 0,1 0,52
PAPB2 | 0,3
PAPBS5 0,01 0,09
ATCC®27853™  papps 0.1 0,08
PAPBS5 1 0,61
PAPB7 0,01 0,15
PAPB7 0,1 0,40
PAPB7 | 0,10
PAS2 0,01 0,67
PAS2 0,1 2,51
PAS2 1 1,69
PAT4 0,01 0,05
PAT4 0,1 0,15
PAT4 1 0,04
PAPB2 0,01 2,92
PAPB2 0,1 0,41
PAPB2 1 0,01
PAPBS5 0,01 0,23
CLINICA PAPBS 0,1 0,16
PAPBS5 1 0,26
PAPB7 0,01 1,39
PAPB7 0,1 0,45
PAPB7 1 0,11
PAS2 0,01 0,07
PAS2 0,1 0,21
PAS2 1 0,34

Nota: Onde, 0,01 0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecgéo viral (UFP/UFC). UFC= Unidade
Formadora de Colonias por mL; UFP= Unidade formado de placa por mL. As taxas foram calculadas considerando
as médias de trés experimentos independentes. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As figuras a seguir, numerados de 36 a 40, representam a avaliagdo da redugdo no

numero de células viaveis recuperas dos biofilmes das cepas clinica e ATCC de P. aeruginosa,

antes e depois da aplica¢do profilatica dos bacteriofagos PAPB2, PAPBS, PAB7, PAS2 e

PPAT4, diversas concentragoes.
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A acgdo profilatica evidenciada na avaliagdo do bacteriofago PAPB2 (Figura 36)
demonstrou eficacia em ambas as varidveis, indicando que, independentemente da dose e do
hospedeiro, o tratamento profilatico revelou-se eficaz no controle das células viaveis apos a sua

aplicagdo (p<0,05).

Figura 36 — C¢lulas viaveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme antes e
depois da aplicagao profilatica do bacteriéfago PAPB2 na superficie de elementos de titanio.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infec¢ao viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para comparagao dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrao. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

No que diz respeito ao bacteriofago PAPBS (Figura 37), foi observada uma reducao
notavel de 3 log de UFC/mL de células vidveis em comparagdo com o grupo de controle sem
tratamento, independentemente das variagdes de concentracdo e do hospedeiro. A significancia

foi atribuida exclusivamente a eficacia do tratamento em si.
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Figura 37 — C¢lulas viaveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme antes e
depois da aplicagao profilatica do bacteriéfago PAPBS na superficie de elementos de titanio.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecg¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢do dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrao. Fonte:

Elaborado pela autora, 2023.

Cenario semelhante também pode ser notado ao analisarmos o bacteriéfago PAPB7

(Figura 38), o que comprova sua eficacia de maneira profilatica (p<0,05).

Figura 38 — Células vidveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme antes e
depois da aplicagdo profilatica do bacteriofago PAPB7 na superficie de elementos de titanio.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecc¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para compara¢do dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
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diferenga estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados s@o apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrdo. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

O bacteriéfago PAS2 (Figura 39) demonstrou uma eficaz agdo profilatica, resultando
em uma reducao de cerca de ~ 2 a 3 log de UFC/mL em comparagdo com o grupo de controle
sem tratamento (p<0,05). Nao se observou diferenca significativa entre as diferentes
concentragdes, indicando a auséncia de dose-dependéncia. Além disso, ele se mostrou capaz de

reduzir o numero de células viaveis em ambas as cepas, independente da concentragao.

Figura 39 — C¢lulas viaveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme antes e
depois da aplicagdo profilatica do bacteriofago PAS2 na superficie de elementos de titanio.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infecc¢ao viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para comparagdao dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padrao. Fonte:
Elaborado pela autora, 2023.

O mesmo padrdao também, pode ser identificado quando se considera o bacteriofago
PAT4 (Figura 40), o qual resultou uma redu¢do de aproximadamente 3 log de UFC/mL em
comparagdo com o grupo controle sem tratamento (p<0,05), sem apresentar diferencas

significativas em relacdo as outras variaveis.
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Figura 40 — C¢lulas viaveis de Pseudomonas aeruginosa recuperadas do biofilme antes e
depois da aplicacao profilatica do bacteriéfago PAT4 na superficie de elementos de titanio.
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Nota: Onde, A= Cepa ATCC® 27853™ ; B= Cepa clinica;. Barra branca= Nio tratado; Barra cinza= Tratado. 0,01
0.1 e 1 correspondem aos indices de multiplicidade de infec¢do viral (UFP/UFC). Os dados foram submetidos a
Two-Way ANOVA (p-valor <0,05) para comparagdao dos grupos amostrais tratado e ndo tratado. * representa
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos amostrais de acordo post-hoc Tukey com aceitagdo de 95%
(p<0,05). Os dados sdo apresentados como médias de trés experimentos independentes + desvios padréo. Fonte:
Elaborado pela autora,

5.3.2 Avaliacio qualitativa por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na figura 41, ¢é possivel observar micrografias da superficie dos corpos de provas de
titanio obtidas por meio da MEV, todavia, evidencia a atividade profilatica com 100% da
inibicao da formagdo de biofilme na area observada, sem variagdo entre as variaveis de estudo
(concentracdo e interacao-patdgeno-hospedeiro). O mesmo pode ser encontrado na figura 42,

para os testes com a cepa clinica.
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Figura 41 - Avaliacdo da atividade profilatica de bacteriofagos na formagao de biofilme de
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853™ em superficie de elementos de titAnio, em ordem
crescente de multiplicidade de infecgao.

: 3 ¢ Hm e : : % 4 :
Nota: Superficie dos elementos de titdnio apos tratamento com bacteriofagos. Onde, as colunas correspondem a
(A,D,G,JeM)=MOI10,01; (B,E,H,KeN)=MOI 0,1 ¢ (C, F, I, L e O) = MOI 1. Organizado por linha, sendo
(A,BeC)=PAT4; (D, E e F)=PAS2; (G, HeI)=PAPB7; (J, Ke L)=PAPB2 ¢ (M, N e O) = PAPBS5. Ambas
as micrografias foram realizadas na mesma localizagdo, considerado a area central da superficie do corpo de prova
e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das micrografias. Fonte: Elaborado
pela autora, 2023.
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Figura 42 - Avaliacdo da atividade profilatica de bacteridfagos na formacgdo de biofilme de
Pseudomonas aeruginosa clinica em superficie de elementos de titdnio, em ordem crescente de
multiplicidade de infecgao.
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Nota: Superficie dos elementos de titdnio apos tratamento com bacteriofagos. Onde, as colunas correspondem a
(A,D,G,JeM)=MOI10,01;(B,E,H,KeN)=MOI0,1 ¢ (C,F, I, L e O) =MOI 1. Organizado por linha, sendo
(A,Be C)=PAT4; (D, E e F)=PAS2; (G,HeI)=PAPB7; (J, KeL)=PAPB2 ¢ (M, N ¢ O) = PAPB5. Ambas
as micrografias foram realizadas na mesma localizaggo, considerado a area central da superficie do corpo de prova
e no tamanho de X1.000. Demais informagdes encontram-se na parte inferior das micrografias. Fonte: Elaborado
pela autora, 2023.
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5.3.3 Avaliacdo quantitativa da ac¢io profilatica de bacteriofagos na formacio de
biofilme de Pseudomonas aeruginosa por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEYV)

Considerando a reducao percentual do biofilme de P. aeruginosa em superficie dos
elementos de titdnio por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) pds-tratamento
profilatico por 4rea superficial (mm?), observa-se eficiéncia de 100% em todos os fagos e
concentragcdes utilizada. Por conseguinte, infere-se eficiéncia total na aplicacdo dos

bacteriofagos para a inibicdo da formagado de biofilme de P. aeruginosa.
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6 DISCUSSAO

A analise dos resultados do perfil de sensibilidade microbiana para as cepas ATCC®
27853™ ¢ clinica de P. aeruginosa revela uma alta taxa de resisténcia a uma ampla gama de
antibidticos testados, o que sugere que essas cepas sdo multirresistentes, um problema
significativo na pratica clinica atual (Santos et al., 2022).

A sensibilidade observada a Gentamicina em ambas as cepas (7,7% no caso da ATCC®
27853™ ¢ na cepa clinica) ¢ um resultado importante, ja que a Gentamicina ¢ um antibiotico
da classe dos aminoglicosideos comumente utilizado para tratar infecgdes graves por bactérias
Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa. No entanto, a baixa taxa de sensibilidade a esse
antibiotico indica que mesmo uma opg¢ao terapéutica tradicional pode ndo ser eficaz em algumas
cepas. A sensibilidade a Norfloxacina (7,7% na cepa ATCC® 27853™) ¢ a Polimixina B (na
cepa clinica) também merece destaque, pois a Norfloxacina é um quinolona e a Polimixina B ¢
um antibidtico polipeptidico, geralmente utilizados para tratar infeccdes causadas por Gram-
negativos. A sensibilidade a esses antibioticos sugere que eles podem ser opg¢des de tratamento
em casos especificos (Hussein et al., 2019).

A resisténcia a 92,3% dos antibioticos testados nas duas cepas indica a presenca de
multiplos mecanismos de resisténcia, incluindo a capacidade de inativar ou evitar a acdo de
diferentes classes de antibidticos. Isso € particularmente preocupante, uma vez que a P.
aeruginosa ¢ conhecida por sua habilidade de desenvolver resisténcia a antibidticos com
rapidez. Isso pode ser resultado da selecdo de resisténcia devido ao uso inadequado de
antibioticos, tanto em saude humana quanto em satde animal (Figueredo et al., 2021). Esses
resultados estdo em concordincia com o estudo de Jacome et al., (2023), que indicam a
crescente prevaléncia de cepas multirresistentes de P. aeruginosa. Dessa forma, a resisténcia
generalizada a antibidticos pode estar associada a presenca de genes de resisténcia adquiridos
por transferéncia horizontal de plasmideos ou integrons, bem como mutagdes genéticas
(Shilpakar et al., 2019; Figueredo, 2021; Jacome et al., 2023).

Além disso, essas cepas multirresistentes podem representar um desafio clinico
significativo, pois o tratamento de infecgdes por P. aeruginosa pode se tornar limitado a um
numero muito restrito de opg¢des terapéuticas eficazes. Isso destaca a importancia da
implementa¢do de medidas rigorosas de controle de infec¢des, do uso criterioso de antibidticos
e do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para combater eficazmente infecgdes

causadas por P. aeruginosa multirresistentes (Dandachi et al., 2019).
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O isolamento de bacteriofagos capazes de infectar e lisar as cepas ATCC® e clinicas de
P. aeruginosa foi um achado importante e relevante, com potenciais implicagdes clinicas e
terapéuticas. Assim, a capacidade dos bacteriofagos aqui referidos em infectar bactérias
multirresistentes ¢ particularmente promissora, visto que essas cepas representam um desafio
significativo para o tratamento convencional com antibioticos (Santos, 2022). A observagao de
multiplos perfis morfologicos em colegdes multifagicas de bacteridofagos ¢ interessante, uma
vez que indica a presenga de diferentes tipos de bacteriofagos com caracteristicas distintas. Isso
foi encontrado por Sillankorva, (2018) sugerindo uma diversidade genética entre os
bacteridfagos isolados, o que pode ser benéfico em termos de eficacia na lise de diferentes cepas
mais comuns envolvidas em infec¢des nosocomiais. (Sillankorva, 2018; Santos, 2022).

Contudo, a presenca de bacteriofagos que podem lisar cepas de P. aeruginosa
multirresistentes sugere um potencial terapéutico na aplicacdo de terapia com bacteridfagos.
Esses bacteriofagos podem ser usados para tratar infeccdes que ndo respondem aos antibioticos
convencionais, como visto no estudo de Sisakhpour et al., (2022). A presenca de diferentes
perfis morfoldgicos de bacteri6fagos na cole¢do multifdgica pode indicar uma ampla
diversidade genética. Isso pode ser benéfico para abranger uma variedade de cepas de P.
aeruginosa. Essa descoberta pode abrir caminho para o desenvolvimento de terapias de
precisdo, onde os bacteriofagos sdo escolhidos com base na cepa do paciente (Sisakhpour et al.,
2022).

Todavia, Santos, (2004) demonstrou que fagos isolados de matriz clinica podem facilitar
o surgimento de genes de resisténcia, discutindo a resisténcia bacteriana a bacteriofagos e os
mecanismos de controle codificados pelos genomas dos bacteridfagos. O trabalho também
aborda a evolucao dos bacteriofagos e sua relagdo com as bactérias hospedeiras. Portanto, ¢
importante monitorar a resisténcia e desenvolver estratégias para mitiga-la (Santos, 2004;
Weck, 2012).

Em concordancia com Wright et al., (2009), a descoberta de bacteriofagos eficazes
contra cepas multirresistentes de P. aeruginosa ¢ um campo de pesquisa em crescimento, € a
evidéncia de sua aplicagdo clinica bem-sucedida tem aumentado. Estudos adicionais e ensaios
clinicos sdo necessarios para estabelecer a eficdcia e a seguranca dessas terapias, mas eles
representam uma promissora adicdo ao arsenal de tratamentos contra infecgdes
multirresistentes (Wright et al., 2009).

A observacdo de que tanto a cepa clinica quanto a cepa ATCC sao classificadas como
fortemente produtoras de biofilme esta alinhada com o trabalho de Morais, (2021) que também,

demonstrou a capacidade de P. aeruginosa de formar biofilmes robustos. Essa caracteristica ¢
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uma das razdes pelas quais essa bactéria ¢ uma das principais causas de infec¢des hospitalares
cronicas (Espinoza, German, 2021). A formacao de biofilme permite que as células bacterianas
adiram a superficies e se protejam de agentes antimicrobianos e do sistema imunoldgico,
tornando as infecgdes mais persistentes e dificeis de tratar. Contudo a formacao de biofilme por
P. aeruginosa tem varias implicacdes, os biofilmes sdo conhecidos por conferir resisténcia a
antibidticos, uma vez que as camadas bacterianas protegem as células do ambiente externo
(Pires, 2018; Morais, 2021).

A formagdo de biofilme ¢ uma preocupagdo significativa em dispositivos médicos,
como cateteres, proteses e stents conforme mostra o estudo de Li et al., (2021). P. aeruginosa
¢ uma das bactérias mais frequentemente associadas a infecgdes relacionadas a dispositivos
médicos, devido a sua capacidade de formar biofilmes. Essa caracteristica também esta
relacionada a infecg¢des cronicas, como a fibrose cistica, onde a P. aeruginosa pode colonizar
as vias aéreas e formar biofilmes persistentes. Entretanto, os resultados observados, onde os
bacteriofagos foram capazes de infectar e reduzir as células bacterianas viaveis, mas nao
erradica-las completamente, sdo consistentes com muitos estudos na area de terapia com
bacteriofagos, tais como, Wright et al., 2009, Fu W et al., (2010) e Waters et al., (2017), que
demonstraram que o fagos tinham atividade antimicrobiana sobre P. aeruginosa, reduzindo o
biofilme, mas sem erradicagdo completa de células viaveis (Wright et al., 2009; Fu W et al.,
2010; Waters et al., 2017; Li et al., 2021).

A eficacia dos bacteriofagos na eliminacao total de bactérias depende de varios fatores,
incluindo a concentragdo de bacteriofagos, a especificidade do hospedeiro e a capacidade de
combater as defesas bacterianas. Dessa forma, a falta de um padrdo de resposta dose-
dependente pode estar relacionada a saturagio de receptores bacterianos nas células. A medida
que a concentragdo de bacteriofagos aumenta, a maioria dos receptores podem ja estarem
ocupados, limitando o efeito adicional dos bacteridéfagos. A variag¢do na eficicia entre diferentes
combinagdes de bacteriéfagos e hospedeiros ¢ um fenomeno comum. Isso pode ser atribuido as
diferencas na interagdo entre o bacteriofago e as c€lulas bacterianas, bem como as adaptagdes
bacterianas para evitar a infec¢ao, também pode ser atribuida ao desenvolvimento de resisténcia
bacteriana ao longo do tempo (Jorqueira; Galarce; Borie, 2015).

As bactérias podem evoluir mecanismos de defesa contra bacteriéfagos, limitando sua
eficacia. Em muitos casos, a terapia com bacteriéfagos pode ser mais eficaz quando combinada
com antibidticos ou outros tratamentos. Isso pode ajudar a superar as limitacdes dos
bacteriofagos sozinhos. Mesmo que os resultados ndo tenham levado a erradicacdo completa, a

redugdo significativa das células bacterianas pode ter implicagdes clinicas. Em algumas
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infeccdes, a reducdo da carga bacteriana pode permitir que o sistema imunoldgico do paciente
resolva o restante da infec¢do (Lerayer; Chopin, 1989; Ribeiro, 2016).

Isso também foi observado por Ferreira, (2022), os bacteriéfagos foram capazes de
reduzir, mas ndo erradicar completamente as células bacterianas, destacando a complexidade
da terapia com bacteriofagos e a necessidade de abordagens mais refinadas. Embora os
resultados ndo permitam uma relagdo causa-efeito clara, eles destacam a importancia de
considerar fatores como a especificidade do hospedeiro, a resisténcia bacteriana e a aplicagdo
de terapias combinadas na pesquisa € no desenvolvimento de tratamentos baseados em
bacteriofagos (Cunha, 2021; Ferreira, 2022).

A analise dos resultados dos graficos referentes a redugao de células viaveis no biofilme
das cepas clinica e ATCC® 27853 de P. aeruginosa apds tratamento com diferentes
bacteriofagos em diferentes concentragdes ¢ complexa. Quanto ao bacteriofago PAPB2,
observou-se uma reducdo significativa nas células vidveis na alta dose (concentragdao MOI 1),
sugerindo que o PAPB2 ¢ eficaz em altas concentragdes. A auséncia de reducao significativa
nas concentracdes mais baixas pode indicar que a eficacia desse bacteriofago requer uma
concentragcdo critica para a acgdo eficaz. Para o PAPBS, diferengas significativas entre
tratamento e controle foram observadas na menor e maior concentracdo, apenas na cepa
ATCC® 27853™ a falta de efeito na cepa clinica pode indicar diferengas na susceptibilidade
do hospedeiro para esse bacteriofago (Oliveira, 2021).

O Bacteriofago PAPB?7, foi eficaz na reducdo nas células vidveis em ambas as cepas,
com destaque para a cepa ATCC em todas as concentracdes. Contudo, a ndo observagao de
dose-dependéncia na cepa ATCC sugere que a presenca do bacteriéfago ¢ suficiente para
reduzir as células viaveis. A reducao observada na agao do PAS2, encontra-se na concentragao
intermediaria para a cepa ATCC e na maior concentragdo para a cepa clinica. Isso pode indicar
que diferentes concentracdes sao eficazes para diferentes cepas, ressaltando a especificidade da
acdo dos bacteriofagos. Ja para o PAT4, a presenga de desvio padrdao sugere resultados
inconsistentes, tornando dificil inferir uma diferenga significativa em relagao aos controles. No
entanto, na cepa clinica, houve reducdo notavel nas concentragdes minima e maxima (Vaz;
Rech; Coldebella, 2022).

Diante do exposto, ¢ possivel inferir que a variabilidade nas respostas pode estar
relacionada a especificidade dos bacteriofagos para as cepas de P. aeruginosa. Isso ¢
consistente no estudo de Garcia e Porras, (2018), que demonstram que os bacteriéfagos sdo
altamente especificos para seus hospedeiros. A falta de resposta em algumas concentragdes

pode ser devida a varios fatores, incluindo saturagdo de receptores bacterianos, resisténcia



98

bacteriana ou interagdes complexas entre o bacteridfago e o biofilme. As diferencas na resposta
entre as cepas podem ser atribuidas a variagdes na composi¢do do biofilme, presenca de
resisténcia bacteriana ou at¢ mesmo diferentes receptores bacterianos disponiveis para os
bacteriofagos. Assim, a falta de dose-dependéncia em alguns casos sugere que a eficacia dos
bacteriofagos pode depender de fatores complexos além da concentracdo, conforme também
observado no estudo de Costa, (2010) (Costa, 2010; Garcia; Porras, 2018).

A andlise das micrografias realizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
dos biofilmes de P. aeruginosa em discos de titanio pos-tratamento com bacteriofagos oferece
informagdes valiosas sobre a eficacia desses bacteriéfagos na reducdo do biofilme. Essas
observagdes podem ser correlacionadas com estudos de Ribeiro, (2021) e Novello, (2012), que
mostram a capacidade dos bacteriéfagos de direcionar e reduzir biofilmes bacterianos. Dessa
forma, a efic4cia na reduc¢do do biofilme varia entre os bacteri6fagos testados. PAPB5 e PAPB7
foram os mais eficazes, enquanto PAPB2 e PAT4 foram menos eficazes. Essa variacdo pode
estar relacionada a especificidade do bacteridéfago para as cepas especificas de P. aeruginosa e
a capacidade de combater o biofilme (Novello, 2012; Ribeiro, 2021).

A eficicia dos bacteri6fagos parece ser dose-dependente em alguns casos. Isso ¢
evidenciado pelo menor desempenho em doses intermedidrias, especialmente para PAPB2,
PAPBS5 e PAT4. A dose mais alta ¢ geralmente mais eficaz na erradicagdao do biofilme. A
observagdao de células planctonicas em algumas condi¢des pode indicar que a agdo dos
bacteriéfagos ndo € completa. As células planctonicas sdo células bacterianas livres que podem
ndo estar contidas no biofilme. Isso sugere que os bacteriofagos podem ter dificuldade em
alcancar ou eliminar essas células. Logo, diferencgas nas respostas de cepas clinica e ATCC®
27853™ também sao notaveis. Enquanto a eficacia geral pode ser semelhante, as concentragdes
e o perfil de resposta variam. Isso pode ser atribuido a diferengas nas caracteristicas das cepas
ou na composicdo dos biofilmes. A observacdo de resquicios de biofilme em algumas
condi¢gdes, mesmo apds tratamento eficaz, sugere que a agdo dos bacteridfagos pode nao
eliminar completamente todos os componentes do biofilme. Isso pode ter implicagdes para a
recorréncia de infecgdes (Rama; Fonseca; Blanck, 2018).

A andlise das taxas de reducdo do biofilme de P. aeruginosa em discos de titanio apds
o tratamento com bacteriofagos fornece informacgdes valiosas sobre a eficacia desses agentes
na destruicao e desagregacao de biofilmes. A observagao de taxas de redugao do biofilme acima
de 90% para a maioria dos bacteri6fagos ¢ consistente com De Costa, (2003) que demonstrou
a capacidade dos bacteriofagos de efetivamente reduzir biofilmes bacterianos. Dessarte, os

resultados indicam que os bacteriofagos testados sdo eficazes na destruicao e desagregacao do
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biofilme de P. aeruginosa. Todavia, essa eficacia ¢ critica, uma vez que os biofilmes
bacterianos sdo frequentemente resistentes a tratamentos convencionais (De Costa, 2003;
Grando, 2021).

As taxas de reducgdo variam entre as cepas ATCC e clinica, sugerindo que a resposta aos
bacteriofagos pode ser influenciada pelas diferencas genéticas ou fenotipicas entre as cepas.
Essa varia¢do ¢ consistente com a ideia de que a eficicia dos bacteriofagos pode ser altamente
especifica para a cepa bacteriana alvo. As taxas de redugdo também variam entre os diferentes
bacteriofagos testados. Por exemplo, o bacteriofago PAPBS5 demonstrou alta eficacia na maioria
das condig¢des, enquanto o PAPB2 teve uma faixa de eficiéncia ligeiramente menor. Essas
variagdes podem ser atribuidas as caracteristicas individuais dos bacteriéfagos, como
especificidade de hospedeiro e capacidade de penetragdo no biofilme (Veiga, 2014; Webber,
2020).

Os resultados sugerem que a terapia com bacteriofagos pode ser uma abordagem eficaz
para combater infecgdes relacionadas a biofilmes de P. aeruginosa. A alta taxa de redugdo do
biofilme ¢ promissora do ponto de vista clinico, pois a reducao do biofilme pode facilitar a agdo
de outros tratamentos, como antibidticos. Embora os resultados sejam promissores, também ¢
importante considerar os desafios na aplicacdo clinica de terapia com bacteriofagos. Questdes
como a escolha apropriada de bacteridfagos, a resisténcia bacteriana e a logistica de tratamento
precisam ser estudadas (Santos, 2020; Oliveira, 2021).

A observacdo de que os bacteriofagos foram capazes de infectar e reduzir
significativamente o numero de células bacterianas viaveis, atingindo taxas de erradicagdo
superiores a 97%, ¢ altamente promissora no contexto da terapia com bacteriéfagos. A eficacia
dos bacteridéfagos na erradicagdo das cepas clinica e de referéncia de P. aeruginosa corrobora
com o estudo de Tinoco, (2017) que demonstrara a capacidade dos bacteriofagos de reduzir
eficazmente as células bacterianas. A capacidade dos bacteriofagos de erradicar as cepas clinica
e de referéncia com eficacia semelhante ¢ uma descoberta importante. Isso sugere que os
bacteriofagos tém amplo espectro e podem ser eficazes contra diferentes variantes de P.
aeruginosa (Torres, 2016; Tinoco, 2017).

A dificuldade em estabelecer uma relacdo clara de causa e efeito entre a dose
administrada e a erradicagdo pode ser atribuida a complexidade das interagcdes bacteriéfago-
hospedeiro. Além disso, outros fatores, como a presenca de células resistentes, podem afetar os
resultados. Os resultados indicam que a terapia com bacteridfagos tem um grande potencial na
eliminagdo de infec¢des por P. aeruginosa. A alta taxa de erradicacdo € promissora,

especialmente em casos de infecgdes resistentes a antibiodticos (Ortega, 2019).
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A andlise dos graficos que representam a avaliacdo da reducdo no numero de células
vidveis em biofilmes das cepas clinica e ATCC de P. aeruginosa ap6s a aplicacao profilatica
de diferentes bacteriéfagos ¢ fundamental para entender a eficacia desses tratamentos. Portanto,
a acao profilatica dos bacteriofagos € claramente eficaz na redugao do nimero de células viaveis
no biofilme, independentemente da dose e do hospedeiro. Isso ¢ evidenciado pela figura 36,
que mostra uma redugdo significativa em todas as concentragdes apds o tratamento com o
bacteriofago PAPB2 (Paisano, 2008).

A figura 37 destaca o impacto significativo do bacteriofago PAPBS na redugdo das
células vidveis, independentemente da concentragdo e do hospedeiro. Essa eficacia pode ser
atribuida as caracteristicas especificas desse bacteriéfago, como a capacidade de penetrar no
biofilme. A figura 38 mostra que o bacteriofago PAPB7 também ¢ altamente eficaz na agdo
profilatica, indicando uma reducdo significativa das células vidveis em todas as concentragdes.
Essa eficacia pode estar relacionada a capacidade desse bacteriofago de se ligar as células
bacterianas no biofilme. Nas figuras 39 e 40, tanto o bacteriéfago PAS2 quanto o PAT4
demonstram efic4cia profildtica, mas sem uma clara relacdo de dose-dependéncia. Isso sugere
que, para esses bacteri6fagos, a dose 6tima para a agdo profilatica pode ser alcancada com uma
concentracdo relativamente baixa, evitando a necessidade de doses mais altas. Isto posto, os
resultados indicam que a acgao profilatica dos bacteridfagos pode ser uma estratégia eficaz para
prevenir infec¢des por P. aeruginosa. A reducdo significativa no nimero de células vidveis €
promissora, especialmente em contextos clinicos em que a prevencio é fundamental. E
importante continuar a pesquisa para entender melhor as interagdes bacteriéfago-biofilme e
otimizar a aplicagdo desses tratamentos (Flores et al., 2010).

Além disso, estudos clinicos sdo necessarios para avaliar a eficacia dos bacteri6fagos
em ambientes reais. Em sintese, os resultados destacam a eficacia dos bacteridofagos na reducgao
de células vidveis em biofilmes de P. aeruginosa, especialmente quando aplicados
profilaticamente, conforme observado nas taxas de 100% de inibi¢ao profilatica. A auséncia de
dose-dependéncia em alguns casos sugere que o uso de concentragdes relativamente baixas
pode ser eficaz, o que ¢ promissor do ponto de vista clinico. Esses resultados tém implicagdes
importantes para o desenvolvimento de estratégias profilaticas baseadas em bacteridfagos para
prevenir infec¢des bacterianas. A melhor agdo do bacteriofago aplicado a superficie de discos
de titdnio para tratar biofilmes de P. aeruginosa na forma profilatica (prevencdo) em
comparagdo com o tratamento de biofilmes maduros ja estabelecidos pode ser explicada por

varias teorias e fatores (Cruz; Zelli; Silva, 2022).
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Algumas teorias que podem ser relevantes incluem a ndo adesdo irreversivel, ou seja,
quando aplicado de forma profilatica, os bacteridfagos podem interferir na producdo de EPS,
uma substancia pegajosa secretada pelas bactérias para formar o biofilme. Isso pode dificultar
a adesao e a formagao do biofilme, tornando a prevengao mais eficaz do que o tratamento de
biofilmes ja estabelecidos, nos quais o EPS j4 esta presente. Quando aplicados profilaticamente,
os bacteriéfagos podem atingir as populagdes bacterianas iniciais antes que elas tenham a
chance de se multiplicar e formar um biofilme mais robusto. Isso pode ser mais eficaz do que
tentar reduzir um biofilme estabelecido, onde as bactérias ja se multiplicaram e se tornaram
mais resistentes (Dias, 2014; Garcia, 2015).

Os bacteriéfagos podem ser mais eficazes na penetragdo e destrui¢do de biofilmes em
estagios iniciais, nos quais as camadas de células bacterianas sdo menos densas e mais
acessiveis. Nos biofilmes maduros, as camadas mais profundas podem ser mais dificeis de
alcangar. Biofilmes maduros geralmente desenvolvem uma matriz extracelular densa que
protege as bactérias do ambiente externo e dos agentes antimicrobianos, incluindo
bacteriofagos. Essa matriz pode tornar o tratamento de biofilmes maduros mais desafiador, uma
vez que os bacteriofagos podem ter dificuldade em penetra-la. Quando os bacteriéfagos sdo
aplicados profilaticamente, as bactérias podem ser mais suscetiveis a infec¢do, uma vez que
ainda ndo desenvolveram mecanismos de resisténcia especificos aos bacteridfagos. Nos
biofilmes maduros, as bactérias podem ter tido mais tempo para desenvolver resisténcia (Silva,
2015; Gomes, 2016).

Nesse sentido, a aplicagdo profilatica pode permitir um melhor controle da quantidade
de bacteriofagos aplicados, reduzindo o risco de danos a superficie do titdnio. Em biofilmes
maduros, pode ser necessario um tratamento mais agressivo, o que pode resultar em danos a

superficie.

7 SUMARIO DE RESULTADOS
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As cepas ATCC® 27853™ e clinica de P. aeruginosa apresentaram uma alta taxa de
resisténcia a uma ampla gama de antibioticos testados, o que determina que essas cepas
sdo multirresistentes;

Ambas as cepas de P. aeruginosa foram classificadas como fortemente produtoras de
biofilme;

A escolha do titanio puro GRS4 para os corpos de prova neste estudo apresentou boa
representatividade de mimetizagdo de dispositivos biomédicos implantaveis;

Os cinco bacteriofagos utilizados foram capazes de infectar e reduzir as células
bacterianas viaveis, mas ndo erradica-las completamente;

A eficicia dos bacteriofagos na redugdo das células vidveis no biofilme de P.
aeruginosa ¢ altamente dependente da especificidade do bacteriofago, da cepa
bacteriana e da concentragao do tratamento;

A andlise das micrografias mostrou que os bacteriofagos sdo capazes de reduzir os
biofilmes de P. aeruginosa em discos de titdnio com taxas superiores a 90%;

Quando usados profilaticamente os bacteriofagos inibiram 100% da formagdo do
biofilme;

Os resultados destacam a eficacia dos bacteridfagos na reducao de células vidveis em

biofilmes de P. aeruginosa, especialmente quando aplicados profilaticamente.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa revelam a notavel eficacia dos bacteriéfagos na
redugdo de biofilmes de P. aeruginosa em superficie de titdnio, oferecendo uma perspectiva
promissora para sua aplicacdo em dispositivos biomédicos implantaveis. A multirresisténcia
observada nas cepas testadas, destaca a urgéncia de desenvolvimento de alternativas
terapéuticas, e os bacteriofagos emergem como agentes capazes de enfrentar esse desafio,
especialmente diante da sua capacidade de reduzir significativamente as células viaveis nos
biofilmes. A especificidade do bacteri6fago, a cepa bacteriana e a concentracao do tratamento
despontam como fatores criticos, influenciando a eficacia da reducdo. A andlise microscopica
comprova a efetividade dos bacteriéfagos, destacando reducdo superior a 90% no que
corresponde ao tratamento de biofilmes, quanto que, 100% na inibi¢do da formagdo de
biofilmes quando usados de forma profildtica. Em conjunto, estes achados proporcionam
insights cruciais para o desenvolvimento futuro de estratégias terapéuticas baseadas no uso da
fagoterapia, sinalizando avancos notdveis no combate as infeccdes associadas a biofilmes
bacterianos em implantes biomédicos e no desenvolvimento de produtos baseado na atividade

de bacteriofagos.
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9 POTENCIALIDADES E LIMITACOES

9.1

9.2

POTENCIALIDADES

O estudo demonstra o potencial dos bacteriofagos como um potencial terapéutico para
reduzir biofilmes de P. aeruginosa em elementos de titdnio. Isso ¢ relevante,
considerando a crescente preocupacdes com infecgdes relacionadas a biofilmes em
dispositivos biomédicos;

Destaca-se a eficacia da agdo profilatica dos bacteriofagos na prevencao da formagao
de biofilmes. Essa abordagem pode ser valiosa na prevencdo de infecgdes em
dispositivos médicos antes que os biofilmes se estabelecam;

O trabalho investiga a aplicagdo de bacteriofagos em elementos de titdnio, que sdo
amplamente utilizados em dispositivos médicos, como implantes e proteses. Isso amplia
a relevancia do estudo para varias areas da biomedicina;

O uso de bacteriofagos oferece uma alternativa ao tratamento de infec¢des resistentes a
antibioticos, o que ¢ uma preocupacao global crescente. Essa pesquisa contribui para a

busca de solugdes para esse desafio.

LIMITACOES

Complexidade das interagdes: O estudo reconhece a complexidade das interagdes entre
bacteridéfagos e biofilmes. Essa complexidade pode dificultar a revisdo dos resultados
em diferentes contextos clinicos;

Estabilizacdao dos bacteriéfagos: Os bacteridfagos sao virus que infectam bactérias e,
como outros organismos, podem exibir variabilidade genética. Isso significa que
diferentes amostras de um mesmo tipo de bacteriofago podem ter propriedades
ligeiramente diferentes, o que torna dificil garantir que os resultados sejam sempre 0s
mesmos.

Necessidade de pesquisa clinica: A dissertagdo fornece uma base para pesquisas futuras,
mas estudos clinicos em ambientes reais sao necessarios para avaliar plenamente a
eficacia e seguranca dessa abordagem,;

Variagdo entre host-hospedeiro: A pesquisa destaca a variagdo na eficdcia entre
diferentes cepas de P. aeruginosa e bacteriofagos. Isso ressalta a necessidade de uma

abordagem personalizada para o tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, este trabalho apresenta uma abordagem promissora para lidar com infecgdes

relacionadas a biofilmes em dispositivos biomédicos, em especial, compostos por titdnio. No

entanto, contribui-se para o avango da terapia com bacteri6fagos embora reconhega a

necessidade de pesquisa clinica adicional e consideragdo das complexas interagdes envolvidas.

Com base nos resultados aqui referidos, sobre a redugdo de biofilmes de P. aeruginosa

mediada por bacteriéfagos em elementos de titanio, para futuros estudos, sugere-se:

Estudos clinicos controlados: Realizar estudos clinicos controlados em pacientes que
receberam dispositivos médicos de titdnio com aplicacdo profilatica de bacteri6fagos.
Isso ajudaria a avaliar a eficacia e seguranca da abordagem em um ambiente clinico
real;

Avaliagao de outros biomateriais: Expandir a pesquisa para avaliar a eficacia dos
bacteriofagos em reduzir biofilmes em diferentes biomateriais usados em dispositivos
médicos. Isso permitiria adaptar a terapia a uma variedade de materiais;

Estudos de mecanismos de agdo: Investigar mais a fundo os mecanismos pelos quais os
bacteriofagos reduzem os biofilmes bacterianos. Isso poderia ajudar a otimizar a terapia
e melhorar a compreensao das interagdes bacteriofago-bactéria;

Desenvolvimento de formas de entrega: Explorar diferentes métodos de entrega de
bacteriofagos em dispositivos médicos, garantindo que eles possam ser aplicados de
maneira eficaz e segura;

Resisténcia e Coevolugdo: Estudar a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos bacteridfagos e como a coevolugdo entre os dois afeta a eficicia da
terapia. Isso € importante para evitar a evolucdo de cepas resistentes;

Investigar a combinagdo de terapia com bacteriéfagos e antibidticos para abordar
infeccdes resistentes a antibioticos. Essa combinagdo pode potencializar a eficacia da
terapia;

Seguranca e regulamentacdo: Realizar pesquisas adicionais sobre a seguranga e
aplicacdo de bacteriofagos em dispositivos médicos e abordar questdes regulatorias
relacionadas ao uso desses agentes na medicina;

Personalizagdo da terapia: Desenvolver abordagens personalizadas com base na cepa
bacteriana e no tipo de biofilme, garantindo que a terapia seja adaptada as caracteristicas

especificas da infecgao;
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e Aplicagdes em outros contextos: Explorar a aplicacao de terapias com bacteriofagos em
outros contextos além de dispositivos médicos, como na industria alimenticia e na

descontaminagdo de ambientes hospitalares.
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11 PARTICIPACOES EM EVENTOS E PUBLICACOES

O periodo de mestrado ¢ uma fase crucial na formagdo académica e profissional,

proporcionando experiéncias enriquecedoras e oportunidades de contribuir para o avango do

conhecimento cientifico. Este tdpico tem como objetivo relatar as atividades e participagdes

durante o curso de mestrado, destacando eventos, publicagdes e contribui¢des para a area da

biotecnologia e biociéncias.

Escrita de artigos cientificos de revisdo: Durante o mestrado, uma das contribuicdes
foi a escrita de artigos cientificos que abordaram as aplicacdes biotecnoldgicas de
bacteriofagos de forma geral e, aplicagdo de bacteriofagos em biofilmes bacterianos em
dispositivos médicos implantaveis;

Capitulos de livros: Participei da escrita de capitulos de livros que abordaram a
presenca de virus no ambiente sob a perspectiva da Saude Unica, bioprospecgdo de
bacteriofagos suas interacdes na resisténcia bacteriana e no controle microbiano e os
impactos dos virus na fermentagao de alimentos;

Coorientacao de trabalho de conclusao de curso: Realizei a coorientacdo de trabalho
de conclusdo de curso da graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, que se propds a estudar
bacteriofagos associados a antibioticos visando o controle in vitro de P. aeruginosa,
Participacio em eventos e congressos: Participei ativamente na organiza¢do do
primeiro curso de inverno do Programa de Pdés-graduagdo em Biotecnologia e
Biociéncias, me propiciando uma experiéncia de ensino e aprendizado. Além disso,
apresentei trabalhos no Congresso Brasileiro de Virologia (2022 € 2023) e no Congresso
Brasileiro de Microbiologia (2023), demonstrando a dissemina¢do do conhecimento
adquirido. Bem como, atuei na organizagdo e apresentacao do Laboratorio de Virologia
Aplicada na Semana de Ensino, Pesquisa, Extensdo e Inovacao (2022 e 2023);
Formacio complementar e supervisio de alunos: Durante o desenvolvimento do
mestrado, tive a oportunidade da formagao em auditoria e implementagdo da ISO 9001
no LVA. Além disso, contribui para a formacdo de alunos do curso de odontologia,

oferecendo supervisdo e auxilio em trabalhos relacionados a biofilmes multiespécie.
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