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RESUMO 
 
 
O estudo dos compostos com atividade antivirulência para o controle da 
patogenicidade bacteriana estão em destaque na literatura atual. Dentre estes 
compostos, as nanopartículas de prata são cada vez mais pesquisadas para o 
controle da disseminação das infecções por P. aeruginosa. O objetivo deste estudo 
foi avaliar o efeito das nanopartículas de prata biogênicas (bio-AgNP) nos fatores de 
virulência e Sistema Quorum Sensing (QS) em Pseudomonas aeruginosa. As bio-
AgNPs foram sintetizadas pelo método de redução da prata iônica pelo fungo 
Fusarium oxysporum e os ensaios foram realizados com isolados clínicos e 
ambientais de P. aeruginosa e com as cepas de referência PAO1 e PA14. A 
identificação dos isolados foi realizada por métodos bioquímicos e moleculares e 
foram determinadas as concentrações inibitórias mínimas (CIM) e bactericidas 
mínimas (CBM). Os ensaios para avaliar a produção de fatores de virulência 
(motilidade, ramnolipídeos, protease alcalina, elastase e piocianina) e capacidade de 
formação de biofilmes foram realizados. O ensaio de RT-qPCR foi realizado para 
determinar o efeito da bio-AgNP nos genes reguladores de QS (lasI, lasR, rhlI, rhlR, 
pqsA e mvfR). As CIM variaram de 15,62-62,50 µM, e a CBM foi de 125 µM para 
PAO1 e PA14. Os resultados mostraram que as concentrações subinibitórias (1/2 
CIM) de bio-AgNP (7,81 a 31,25 µM) aumentaram significativamente (p < 0,050) as 
motilidades swarming, swimming e twitching, em 40,0%, 40,0% e 46,7% nos 
isolados clínicos e ambientais, respectivamente. Observou-se que a bio-AgNP 
aumentou significativamente (p < 0,050) a capacidade de formação de biofilmes em 
um isolado de paciente com fibrose cística. O tratamento com as concentrações 
subinibitórias de bio-AgNPs em PAO1 não afetou a produção de protease e biofilme. 
Entretanto, houve redução significativa (p < 0,05) na motilidade e na produção de 
ramnolipídeos e elastase. Na cepa PA14 houve estímulo na motilidade swarming e 
twitching, além da produção de elastase, piocianina e formação de biofilme. Os 
tratamentos com bio-AgNPs também aumentaram a expressão (p < 0,05) dos genes 
controladores do sistema QS em P. aeruginosa PAO1 e PA14. Conclui-se que o 
tratamento com concentrações subinibitórias de bio-AgNPs favoreceu o aumento 
fenotípico na maioria dos fatores de virulência testados. As cepas PAO1 e PA14 
apresentaram diferentes respostas ao tratamento com as bio-AgNPs. A exposição 
bacteriana as baixas concentrações de bio-AgNPs pode promover o aumento na 
expressão dos genes reguladores do Sistema QS em P. aeruginosa. Por isso, a 
aplicação das bio-AgNP na terapia antibiofilme e antivirulência precisa ser avaliada 
com cautela, para que os compostos sejam utilizados na concentração adequada, o 
sistema QS seja definitivamente interrompido e os fatores de virulência sejam 
controlados. 
 
Palavras-chave: antibiofilme; antivirulência; nanopartículas metálicas; 
nanotecnologia; percepção de quorum.  
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virulence and quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa.  2021. 120 p. 
Thesis (Doctorate degree in Microbiology) – Universidade Estadual de Londrina, 
Londrina, 2021. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The study of compounds with antivirulence activity to control bacterial pathogenicity 
are highlighted in the current literature. Among these compounds, silver 
nanoparticles are increasingly being researched to control the spread of P. 
aeruginosa infections. This study aimed to assess the effects of biogenic silver 
nanoparticles (bio-AgNPs) on virulence factors and quorum sensing (QS) in 
Pseudomonas aeruginosa. Bio-AgNPs were synthesized by Fusarium oxysporum 
through reduction of ionic silver. Clinical and environmental isolates, as well as 
reference strains (PAO1 and PA14), were tested. Isolates were identified by 
biochemical and molecular methods. Minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC), production of virulence factors (motility, 
rhamnolipids, alkaline protease, elastase, and pyocyanin), and biofilm formation were 
assessed. RT-qPCR was performed to determine the effect of bio-AgNPs on PAO1 
and PA14 QS regulatory genes (lasI, lasR, rhlI, rhlR, pqsA, and mvfR). MICs ranged 
from 15.62 to 62.50 µM, and the MBC for PAO1 and PA14 was 125 µM. 
Subinhibitory concentrations (1/2 MIC) of bio-AgNPs (7.81–31.25 µM) significantly 
increased (p < 0.05) swarming, swimming, and twitching motilities in clinical and 
environmental isolates, by 40.0, 40.0, and 46.7%, respectively. Bio-AgNPs 
significantly enhanced (p < 0.05) biofilm formation in an isolate from a patient with 
cystic fibrosis. Treatment of PAO1 with bio-AgNPs did not affect protease or biofilm 
production. However, there was a significant reduction (p < 0.05) in motility and 
rhamnolipid and elastase production. In PA14, bio-AgNPs enhanced swarming and 
twitching motilities as well as elastase, pyocyanin, and biofilm production. Bio-AgNP 
treatments increased the expression (p < 0.05) of QS regulatory genes in PAO1 and 
PA14. It was concluded that treatment with subinhibitory concentrations of bio-
AgNPs increased the phenotypic expression of most of the tested virulence factors. 
PAO1 and PA14 showed different responses to bio-AgNP treatment. The results 
suggest that bacterial exposure to low concentrations of bio-AgNPs may enhance 
expression of QS regulatory genes in P. aeruginosa. Therefore, the application of 
bio-AgNP in antibiofilm and antivirulence therapy needs to be evaluated with caution, 
so that the compounds are used in the appropriate concentration, the QS system is 
definitively interrupted and the virulence factors are controlled. 
 
Keywords: anti-biofilm; anti-virulence; metallic nanoparticles; nanotechnology; 
quorum sensing. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria de grande importância clínica e 

ambiental. Encontra-se amplamente distribuído no meio ambiente, e pode facilmente 

infectar um hospedeiro suscetível e causar uma infecção. Uma das maiores 

preocupações é que com o decorrer dos anos, houve o aumento da sua resistência 

aos antimicrobianos disponíveis e utilizados para os tratamentos terapêuticos.  

Segundo a Organização Mundial da Saúde, a bactéria P. aeruginosa 

encontra-se entre os principais microrganismos que necessitam de pesquisas para o 

desenvolvimento de novos fármacos para o controle da disseminação da 

multirresistência. 

Além da multirresistência aos antimicrobianos, esta bactéria é também 

conhecida por apresentar inúmeros fatores de virulência que são responsáveis por 

infecções graves em pacientes hospitalizados com queimaduras e/ou portadores de 

fibrose cística. Estes fatores de virulência são controlados pelo Sistema Quorum 

Sensing (QS), conhecido como o processo de comunicação celular que regula todo 

o processo de expressão dos genes de virulência.   

Diante disso, buscam-se novas alternativas para o controle da disseminação 

de P. aeruginosa multirresistentes. Um dos mecanismos de controle recentemente 

estudados é a terapia antivirulência que visa desarmar os microrganismos, sem 

afetar o seu crescimento, através da inibição do sistema QS e bloqueio da sua 

virulência.  

Diversos compostos nanometálicos são descritos na literatura que 

possivelmente desempenham esta atividade anti-QS. Dentre estes compostos, 

destacam-se as nanopartículas de prata, amplamente conhecidas pela sua 

capacidade antimicrobiana contra diversos microrganismos e muito utilizadas na 

área Biomédica como carreadores de várias moléculas terapêuticas, aplicação em 

instrumentos cirúrgicos e incorporados em curativos.  

No Centro de Laboratório Regional Instituto Adolfo Lutz de Presidente 

Prudente (CLR-IAL-PP-V), nós trabalhamos com P. aeruginosa isolados de 

pacientes com e sem fibrose cística e isolados ambientais (águas de abastecimento 

público). Diante da colaboração científica entre o IAL e a Universidade Estadual 

Londrina, no qual o Laboratório de Bacteriologia Básica e Aplicada/ Núcleo Integrado 

de Pesquisa 3 (NIP3) trabalha há anos com nanopartículas metálicas, vimos a 
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possibilidade de testar o efeito das nanopartículas de prata sobre o sistema QS, 

formação de biofilmes e fatores de virulência desta bactéria, visando obter novos 

conhecimentos sobre as aplicações de AgNPs e potencial atividade anti-QS. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
Avaliar o efeito das nanopartículas de prata biogênicas (bio-AgNP) nos fatores 

de virulência e Sistema Quorum Sensing em Pseudomonas aeruginosa. 

 
2.2 Objetivos específicos 

 Sintetizar biologicamente e caracterizar as nanopartículas de prata; 

 Determinar a concentração inibitória mínima de bio-AgNP em P. aeruginosa 

obtidos de isolados clínicos, ambientais e cepas de referência PAO1 e PA14; 

 Determinar a concentração bactericida mínima de bio-AgNP em cepas de 

referência PAO1 e PA14; 

 Verificar o efeito de concentrações sub-CIM de bio-AgNP sobre os fatores de 

virulência (motilidades, produção de ramnolipídeos, atividades de protease 

alcalina e elastase B, e produção piocianina); 

 Avaliar a formação de biofilmes após tratamento com concentrações sub-CIM 

de bio-AgNP; 

 Analisar a interferência de bio-AgNP na expressão gênica do Sistema 

Quorum Sensing em concentrações sub-CIM e sua atuação como inibidores 

do Sistema.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

3.1.1 Taxonomia, características fenotípicas e genotípicas 
 

O gênero Pseudomonas foi descrito pela primeira vez por Migula em 1894 e 

após muitos estudos, foi descrito P. aeruginosa como a espécie representativa do 

gênero (PALLERONI, 2010). P. aeruginosa pertence à família Pseudomonadaceae, 

é uma bactéria Gram-negativa, móvel, aeróbica, não fermentadora de glicose e não 

formadora de esporos (FIGUEREDO et al., 2021; PANG et al., 2019). O nome 

Pseudomonas é derivado de duas palavras gregas: Pseudo que significa “falso" e 

monas que significa “unidade única”; aeruginosa “azul esverdeado” é do latim 

aerūgō que significa “cobre enferrujado” (DIGGLE; WHITELEY, 2020).  

É considerado um microrganismo não fastidioso que não requer condições 

especiais de cultivo. Por isso, cresce bem na maioria dos meios não seletivos (ágar 

Mueller-Hinton, ágar Nutriente, ágar Luria-Bertani, ágar Sangue, etc). Além disso, 

alguns meios de cultura podem ser utilizados especificamente para o crescimento 

seletivo de Pseudomonas (ágar Cetrimide, meio King-A e meio King-B) (BEHZADI; 

BARÁTH; GAJDÁCS, 2021).  

Entre as características fenotípicas de P. aeruginosa, destacam-se o odor 

característico (descrito como semelhante a suco de uva), não fermentadores de 

lactose em ágar MacConkey, formação de β-hemólise em ágar sangue e a secreção 

de pigmentos como a pioverdina (amarelo-verde à fluorescente), piocianina (azul 

esverdeado), piorrubina (castanho-avermelhado) e piomelanina (marrom-preto) 

(BEHZADI; BARÁTH; GAJDÁCS, 2021; PRABHURAJESHWAR, 2019). 

 Devido a sua versatilidade metabólica, é capaz de crescer em ambientes 

aquáticos, no solo e causar infecções em plantas e animais, sendo também 

responsável por várias doenças humanas, especialmente em pacientes 

imunocomprometidos ou com queimaduras, sendo um dos principais agentes de 

infecções relacionadas à assistência à saúde (AZAM; KHAN, 2019; CILLÓNIZ; 

DOMINEDÒ; TORRES, 2019). 
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Quanto as suas características genotípicas, esta bactéria possui um genoma 

relativamente extenso (5,5–7,0 Mpb) quando comparado a outras bactérias como 

Bacillus subtilis (4,2 Mpb), Escherichia coli (4,6 Mpb) e Mycobacterium tuberculosis 

(4,4 Mpb). Este genoma codifica enzimas reguladoras importantes para o seu 

metabolismo, transporte e efluxo de compostos orgânicos (PANG et al., 2019; 

FRESCHI et al., 2019).  

Em 2000, após a publicação do sequenciamento do genoma de P. aeruginosa 

PAO1 por Stover et al. (2000) houve maior compreensão sobre a patogenicidade e 

grande contribuição para o conhecimento da sua fisiologia. Este isolado foi obtido de 

uma ferida de um paciente australiano na década de 1950. O genoma de PAO1 

consiste em um cromossomo circular de 6,3 Mpb.   

O sequenciamento do genoma de P. aeruginosa PA14, isolado de paciente 

com queimadura, foi publicado em 2006 e consiste de 6,5 Mpb, revelando um alto 

grau de conservação dos genes em comparação ao PAO1. Observou-se que 

aproximadamente 91,7 % do genoma PA14 estão presentes na cepa PAO1, e que 

95,8 % do genoma PAO1 estão presentes na PA14 (LEE et al., 2006; MIKKELSEN; 

MCMULLAN; FILLOUX, 2011).  Entretanto, o genoma de PA14 contém duas ilhas de 

patogenicidade (PAPI-1 e PAPI-2) que estão ausentes em PAO1, e estas possuem 

vários genes adicionais implicados na virulência bacteriana (HE et al., 2004). 

Atualmente, estas duas cepas são as mais utilizadas em estudos 

laboratoriais, entretanto, a cepa é a principal referência para estudos genéticos e 

funcionais em P. aeruginosa (KLOCKGETHER et al., 2011). 

 

3.1.2 Fatores de virulência e patogenicidade  

 

A patogenicidade de P. aeruginosa está atribuída a diversos fatores de 

virulência que podem ser partes da estrutura celular do microrganismo ou que 

podem ser sintetizados e excretados ao meio ambiente (BEHZADI; BARÁTH; 

GAJDÁCS, 2021). O mecanismo de virulência a ser desenvolvido depende do meio 

ambiente ou condição de estresse que o microrganismo se encontra (LEE; ZHANG, 

2015).   

Dentre os que fazem parte da estrutura bacteriana, podemos citar: 

lipopolissacarídeos (LPS), flagelos, pili tipo IV e lectinas que são partes integrantes 

da parede celular de P. aeruginosa (ROCHA et al., 2019; SALEH; ABBAS; 
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ASKOURA, 2019). Estas estruturas geralmente são utilizadas na fase de 

colonização, persistência e no estabelecimento de infecções in vivo (STRATEVA; 

MITOV, 2011). 

A infecção por P. aeruginosa geralmente se inicia após a quebra das 

primeiras barreiras de defesas que são: a pele (a partir de traumas, queimaduras 

graves ou dispositivos internos), interrupção do equilíbrio da microbiota por uso de 

antibióticos de amplo espectro, ou alteração dos mecanismos de defesa imunológica 

(por exemplo, tratamentos quimioterápicos, síndrome da imunodeficiência adquirida, 

diabetes mellitus, pacientes portadores de fibrose cística) (VAN DELDEN; 

IGLEWSKI, 1998).  

O LPS é um componente predominante da membrana externa de P. 

aeruginosa no qual consiste em um domínio hidrofóbico conhecido como lipídeo A 

(ou endotoxina), um oligossacarídeo central não repetitivo e um polissacarídeo distal 

(ou antígeno O) (LAM et al., 2011).  O LPS desempenha um papel importante na 

ativação das imunidades inata e adaptativa (ou adquirida); e, eventualmente, causa 

respostas de inflamação que contribuem para a maior morbidade e mortalidade nos 

indivíduos acometidos (HEINE; RIETSCHEL; ULMER, 2001).  

Os flagelos e o pili tipo IV são responsáveis pela motilidade de P. aeruginosa, 

sendo reconhecida como uma vantagem, pois permite o deslocamento de um 

ambiente para outro sem dificuldade (BEHZADI; BARÁTH; GAJDÁCS, 2021), além 

de contribuir para a adesão na fase de colonização (KEARNS, 2010; STRATEVA; 

MITOV, 2011). Este microrganismo é capaz de realizar três tipos de motilidade: 

swarming, swimming e twitching. 

A motilidade swarming é caracterizada pela formação de padrões dendríticos 

na superfície do meio semissolidificado (0,5 a 0,7% de ágar) e a sua formação é 

dependente de densidade celular e fontes de carbono e nitrogênio no meio (OTTON 

et al., 2017).  

Na motilidade swimming ocorre o envolvimento de rotação de um único 

flagelo polar em superfícies líquidas com baixa viscosidade (0,3% de ágar) (HA; 

KUCHMA; O’TOOLE, 2014; NEWMAN; FLOYD; FOTHERGILL, 2017).  

Twitching é uma forma de movimento bacteriano como resultado de 

movimentos repetidos de extensão e retração do pili tipo IV sobre superfícies sólidas 

(1,0 % de ágar) ou com moderada viscosidade (BURROWS, 2012; OTTON et al., 
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2017). Este tipo de motilidade pode ocorrer em superfícies orgânicas e inorgânicas, 

incluindo células epiteliais, plásticos, vidros e metais (WOLSKA; KOT, 2013).  

A motilidade twitching é mediada apenas por pili tipo IV, enquanto a 

motilidade swarming normalmente envolve pili tipo IV, flagelos e uma classe de 

surfactantes conhecido como ramnolipídeos (KOHLER et al., 2000). Já a  motilidade 

swimming utiliza o flagelo para realização do movimento (HA; KUCHMA; O’TOOLE, 

2014). Na Figura 1 estão representadas as imagens dos tipos de motilidades em P. 

aeruginosa.  

 

 
Figura 1 – Imagens dos tipos de motilidade realizados por Pseudomonas aeruginosa PAO1 em 
ágar swarming, ágar swimming e twitching, respectivamente. (A) Motilidade swarming. (B) 
Motilidade swimming. (C) Motilidade twitching. 
Fonte: próprio autor (2021). 

 

As lectinas são proteínas que se ligam a carboidratos localizados na 

superfície da célula hospedeira. P. aeruginosa sintetiza duas lectinas solúveis 

denominados LecA e LecB. Ambas as proteínas estão presentes na membrana 

externa desses microrganismos e possuem função de adesinas (STRATEVA; 

MITOV, 2011). Algumas pesquisas demonstram a relação das lectinas com outros 

fatores de virulência, no qual podem também contribuir para a formação de biofilmes 

e atividade da protease (DIGGLE et al., 2006; SONAWANE; JYOT; RAMPHAL, 

2006).  

Entretanto, a maioria dos fatores de virulência associados a P. aeruginosa 

são sintetizados e secretados. Estes fatores atuam nas fases de invasão e infecção. 

A invasão normalmente depende da síntese de enzimas extracelulares e toxinas que 

quebram a barreira física e promove proteção contra a fagocitose por células de 

defesas. Dentre eles, podemos citar os pigmentos (piocianina e pioverdina), 

ramnolipídeos, elastases, proteases, exoenzimas, entre outros, que normalmente 

são regulados pelo sistema quorum sensing (STRATEVA; MITOV, 2011; ROCHA et 
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al., 2019; SALEH; ABBAS; ASKOURA, 2019). Os principais fatores de virulência de 

P. aeruginosa e seus efeitos no hospedeiro estão listados na tabela 1. 

 
Tabela 1 - Exemplos de fatores de virulência e seus efeitos no hospedeiro. 

Função na 
patogenicidade 

Fatores de 
virulência 

Efeitos no hospedeiro durante a 
infecção 

 
Referência 

 Flagelos e pili 
tipo IV 

Responsável pela motilidade e pode 
atuar como adesinas ao epitélio celular. 

Strateva; Mitov 
(2011) 

Adesão Lectinas  Proteínas de membrana externa que 
atuam na aderência das células. 

Behzadi; Baráth; 
Gajdács (2021) 

 Alginatos  Compõem a matriz extracelular de 
biofiolmes junto com os outros 
polissacarídeos Pel e Psl  

Brindhadevi et al. 
(2020) 

 Piocianina Formação de espécies reativas ao 
oxigênio, causando danos celulares. 

Hall et al. (2016) 

 Pioverdina Causa danos nas mitocôndrias do 
hospedeiro e contribui para a formação 
de biofilmes. 

Kang et al. (2018) 

 Ramnolipídeos Importante para a fase final da produção 
do biofilme e tolerância a células do 
sistema imune. 

Peréz-Peréz et al. 
(2017) 

Invasão Elastase B Destruição do tecido pulmonar, aumento 
da permeabilidade paracelular e ruptura 
da barreira epitelial. 

Nomura et al. 
(2014) 

 Exotoxina A Morte celular. Michalska; Wolf 
(2015) 

 Exotoxina S Inibe a função das células imunes inatas 
e neutrófilos. 

Behzad; Baráth; 
Gajdács (2021) 

 Exotoxina U Morte celular e na indução de choque 
séptico. 

Behzad; Baráth; 
Gajdács (2021) 

Defesa contra o 
sistema imune 

Protease 
alcalina 

Degradação do sistema de 
complemento e citocinas. 

Laarman et al. 
(2012) 

   
Fonte: Próprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no período de 2018 a 2021. 

 

P. aeruginosa possui cinco tipos de Sistema de Secreção I, II, III, V e VI 

(Figura 2), nas quais os tipos I (T1SS), II (T2SS) e III (T3SS) estão envolvidos na 

virulência deste patógeno (BEHZAD; BARÁTH; GAJDÁCS, 2021). Devido a estes 

sistemas de secreção, P. aeruginosa é capaz de produzir e liberar uma variedade de 

exoproteínas compostas por toxinas e enzimas hidrolíticas, sendo considerado um 

microrganismo modelo para o estudo de secreção de proteínas (BLEVES et al., 

2010).  A partir deste mecanismo, a bactéria patogênica é capaz de transportar os 

fatores de virulência através de canais presentes na membrana e com isso, infectar 

seus hospedeiros com maior eficiência. Além disso, estes sistemas também são 

utilizados para colonização e sobrevivência em hospedeiros eucarióticos, causando 
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assim infecções agudas ou crônicas, e permitindo o escape do sistema imunológico 

(FILLOUX, 2011). 

Basicamente, o sistema T1SS é responsável em transportar enzimas como as 

proteases alcalinas, enquanto que T2SS elastases e fosfolipases. Já o T3SS é 

responsável pelo transporte de exotoxinas (Exo S, T, U e Y) (BLEVES et al., 2010).  

O T3SS em P. aeruginosa é considerado o maior sistema de secreção vinculado a  

virulência uma vez que contribui para a citotoxicidade e infecções agudas no seu 

hospedeiro (HAUSER, 2009). 

 
Figura 2 - Representação esquemática dos diferentes sistemas de secreção encontrados na 
cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1. Cinco das seis vias de secreção encontradas em bactérias 
Gram-negativas estão presentes em P. aeruginosa. As proteínas, enzimas ou toxinas secretadas 
precisam atravessar o ambiente hidrofóbico das membranas através destes Sistemas de Secreção. 
Fonte: adaptado de Bleves et al. (2010). 
 
 
3.1.3 Formação de biofilmes  
 

 Um dos mecanismos de virulência mais importantes na patogenicidade de  P. 

aeruginosa é a formação de biofilmes. Este mecanismo é uma vantagem em muitas 

situações durante a infecção bacteriana, pois aumenta a sua capacidade de 

aderência em diversas superfícies, além de resistência aos antimicrobianos e 

sobrevivência a condições ambientais adversas (NEWMAN; FLOYD; FOTHERGIL, 

2017; BEHZAD; BARÁTH; GAJDÁCS, 2021).  
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P. aeruginosa é considerada uma bactéria formadora de biofilme bem 

conhecida, o que a torna um excelente modelo para estudar o biofilme bacteriano 

(GHAFOOR; HAY; REHM, 2011; THI; WIBOWO; REHM, 2020). Além disso, o 

biofilme permite a sua colonização e infecção em pacientes imunocomprometidos, 

por exemplo, os que estão com câncer, pós-cirurgia, queimaduras graves ou 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) e portadores de fibrose 

cística (THI; WIBOWO REHM, 2020; ROSSI et al., 2021). Adicionalmente, favorece 

a sua permanência em uma variedade de superfícies, incluindo materiais médicos 

(cateteres venosos centrais, cateteres urinários, lentes de contato, etc.) (LEE; 

YOON, 2017), tubulações de águas de abastecimento público (WINGENDER; 

FLEMMING, 2011; MULAMATTATHIL; BEZUIDENHOUT; MBEWE, 2014) e 

equipamentos na indústria de alimentos (MELIANI; BENSOLTANE, 2015; 

CARRASCOSA et al., 2021). 

Os biofilmes são comunidades de microrganismos sustentados por 

substâncias extracelulares constituídos de exopolissacarídeos (psl, pel e alginato), 

proteínas, DNA extracelular (eDNA), piocianina, ramnolipídeos, água, entre outros, 

no qual juntos formam a matriz do biofilme (NEWMAN; FLOYD; FOTHERGIL, 2017; 

DAS et al., 2020). Os exopolissacarídeos estão envolvidos com a fixação bacteriana 

na superfície, formação e estabilidade da arquitetura do biofilme (THI; WIBOWO; 

REHM, 2020). O eDNA desempenha um papel importante na formação de biofilme, 

pois ajuda na motilidade twitching das bactérias e no fornecimento de nutrientes às 

células bacterianas durante as situações de desnutrição (BRINDHADEVI et al., 

2020). Os ramnolipídeos, uma classe de glicolipídeos e que são caracterizados 

como surfactantes atuam na formação da estrutura madura do biofilme, permitindo a 

manutenção de canais de fluxo de água e nutrientes (DAS et al., 2020).  Enquanto 

que a piocianina, promove a ligação de eDNA a células de P. aeruginosa, 

influenciando a interação físico-química entre as células e permitindo a agregação 

(DAS et al., 2013). 

Há alguns anos, imaginava-se que adesão inicial do biofilme bacteriano 

estava relacionada somente com ligações químicas simples, tais como as forças de 

Van der Waals. No entanto, o desenvolvimento do estágio inicial do biofilme é 

composto de eventos muito mais complexos no qual uma variedade de estruturas 

bacterianas tais como adesinas, pili tipo IV e lipopolissacarídeo (LPS) estão 

envolvidos neste processo (LEE; YOON, 2017). 
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O desenvolvimento de biofilme bacteriano pode ser agrupado em cinco 

principais etapas, conforme a ilustração na Figura 3. A formação do biofilme inicia-se 

com uma adesão reversível mediado por exopolissacarídeos, movimento flagelar e 

pili tipo IV. Posteriormente, ocorre uma interação intercelular, regulado pelo sistema 

quorum sensing que favorece o crescimento séssil, seguido da formação inicial da 

maturação e formação do biofilme maduro e sua dispersão ao meio ambiente, no 

qual permite com que o ciclo inicie novamente (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Há 

também na literatura autores que consideram apenas quatro fases para a formação 

do biofilme, no qual consideram as etapas 3 e 4 um único estágio (SAXENA et al., 

2019).  

 

 
Figura 3 - Esquema do ciclo de vida da formação de biofilmes bacterianos. Etapa 1: as células 
bacterianas aderem a uma superfície de forma reversível. Etapa 2: fase de crescimento séssil. Etapa 
3: é alcançada a primeira fase de maturação, na qual há desenvolvimento inicial da arquitetura do 
biofilme, denominado de microlônias. Etapa 4: segunda fase de maturação dos biofilmes com 
formação de estruturas tridimensionais em forma de cogumelo.  Etapa 5: Estágio da dispersão no 
qual células móveis (azul) se dispersam das microcolônias. 
Fonte: adaptado de Thi; Wibowo; Rehm (2020). 
 

A formação de biofilmes em P. aeruginosa é dependente de moléculas de 

sinalização para coordenar suas atividades em grupo, através do sistema Quorum 

Sensing (QS). Estes comportamentos inter e intraespécies são essenciais para a 

adaptação e sobrevivência de comunidades bacterianas. O sistema QS envolve a 

síntese e liberação das moléculas sinalizadoras que resultam na expressão de 

conjuntos específicos de genes que promovem a regulação de diversos fatores de 

virulência (BRINDHADEVI et al., 2020; THI; WIBOWO; REHM, 2020). 

Além do sistema QS, as bactérias podem utilizar outras moléculas 

sinalizadoras para direcionar os eventos fisiológicos em resposta aos estímulos 
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ambientais controlando a motilidade, como por exemplo, o c-di-GMP (bis-(3´-5´)-

guanosina-monofosfato dimérico cíclico ou diguanilato cíclico). Quando as 

concentrações de c-di-GMP estão baixas significa que as células estão se movendo 

pelo efeito do flagelo e do pili tipo IV, enquanto que quando as concentrações de c-

di-GMP aumentam, ocorre à adesão e a persistência de comunidades bacterianas 

para a formação de biofilmes (VALENTINI; FILLOUX, 2016).  

 

3.2 Sistema Quorum Sensing 

 

O quorum sensing (QS) é um mecanismo de comunicação celular que ocorre  

através de moléculas sinalizadoras extracelulares (autoindutores), e sua 

concentração é dependente da densidade microbiana (Figura 4). O QS é capaz de 

estimular a associação de enzimas responsáveis pela sinalização molecular com 

seus receptores e desta forma induzir a expressão de genes responsáveis por 

diversos mecanismos fisiológicos; tais como esporulação, formação de biofilmes, 

conjugação, bioluminescência, produção de antibióticos e fatores de virulência como 

proteases, toxinas, adesinas, etc. (CASTILLO-JUÁREZ et al., 2015; GOSWAMI, 

2017; WU; LUO, 2021).  
 

 
Figura 4 - Esquema resumido do Sistema Quorum Sensing. (a) Em densidades celulares baixas, 
os sinais QS (autoindutores) são produzidos pelas bactérias a nível basal. À medida que a densidade 
celular aumenta, também aumenta a concentração de autoindutores. (b) Em uma densidade celular 
alta, os autoindutores aumentam e induzem a expressão de diversos eventos celulares.  
Fonte: adaptado de Azimi et al. (2020). 
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Os dois autoindutores de QS mais estudados são a N-acil homoserina lactona 

(AHL ou AI-1) produzidos por bactérias Gram-negativas e os peptídeos produzidos 

por bactérias Gram-positivas (KALIA, 2013).  

As N-acil homoserina lactonas, também conhecidas como AI-1 são 

constituídos por anéis de homoserina lactona (AHL) e ácidos graxos na cadeia 

lateral (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016). Embora a sinalização AHL tenha 

sido tradicionalmente considerada uma comunicação intraespecífica, estudos 

sugerem que as AHLs também podem ser usadas para detectar potenciais 

competidores do ambiente (ABISADO et al., 2018). 

Os peptídeos autoindutores são sintetizados no ribossomo de bactérias 

Gram-positivas e apresentam modificações pós-traducionais até a sua estabilidade e 

funcionalidade (TURAN et al., 2017; KIM; YEON, 2018). Em geral, as moléculas de 

AHL produzidas pelas bactérias Gram-negativas difundem-se passivamente dentro e 

fora das células, enquanto os peptídeos sintetizados por bactérias Gram-positivas 

devem ser transportados ativamente (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016). 

O autoindutor-2 (AI-2) é uma terceira classe de moléculas de sinalização e 

pode ser encontrada em muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O AI-2 

é muito utilizado para a comunicação interespécies, por isso é considerado como um 

sinal de comunicação universal (TURAN et al., 2017). 

O autoindutor PQS, também conhecido como quinolona (2-heptil-3-hidroxi-4-

quinolona), identificado em P. aeruginosa, é produzido por proteínas codificadas 

pelos genes pqsABCDH e, juntamente com outros autoindutores AHLs, controlam a 

formação de biofilmes e a produção de fatores de virulência como elastase, 

piocianina e lectina (HODGKINSON et al., 2016; PAPENFORT; BASSLER, 2016). A 

Figura 5 apresenta os autoindutores citados e suas respectivas estruturas químicas. 
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Figura 5 - Estrutura química das moléculas de sinalização do Sistema Quorum Sensing. (A) N-
acil homoserina-lactona produzido por Vibrio fischeri. (B) oligopeptídeos autoindutores em 
Staphylococcus aureus, (C) autoindutor-2 presente em Escherichia coli e Staphylococcus aureus, (D) 
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (de Pseudomonas aeruginosa).  
Fonte: próprio autor (2021). 
 
 

Os primeiros conceitos sobre um possível mecanismo de comunicação celular 

bacteriana foram publicadas em meados de 1960 e 1970 em Streptococcus 

pneumoniae (TOMASZ, 1965) e no controle da atividade luminescentes em 

bactérias (NEALSON, PLATT, HASTINGS, 1970).  

Na década de 80, algumas pesquisas importantes foram publicadas e 

identificaram genes responsáveis pela luminescência produzida pela bactéria Vibrio 

fischeri (ENGEBRECHT, SILVERMAN, 1984) e o autoindutor N-3-oxohexanoil-L-

homoserina lactona-3OC6-AHL (EBERHARD et al.,1981). Apesar dos estudos 

iniciais, a terminologia “quorum sensing”, foi usada pela primeira vez em um artigo 

de revisão de Fuqua; Winans; Greenberg (1994).  

Conforme a Figura 6, a bioluminescência na bactéria Vibrio fischeri é mediada 

pelo operon luxICDABEG, cuja expressão é regulada principalmente pelos produtos 

dos genes luxI e luxR. O gene luxI, localizado ajusante ao gene luxC, no operon, 

codifica uma acil-homoserina lactona sintase; enquanto o gene luxR, localizado 

adjacente ao operon, codifica um regulador transcricional. Conforme a densidade da 

população microbiana aumenta, a concentração de autoindutores (AHL) aumenta 

gradualmente. Quando a concentração atinge um nível de limiar (correspondendo ao 

QS), o autoindutor penetra na célula e liga-se à proteína LuxR, ativando a molécula 

que induz a transcrição do operon luxICDABEG, resultando no aumento da 
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produção de luz e produção de autoindutores (SCHAUDER; BASSLER, 2001; 

PAPENFORT; BASSLER, 2016; KIM; YEON, 2018). 

 
Figura 6 - Quorum sensing em Vibrio fischeri. Os genes estruturais (luxICDABEG) e dois 
reguladores (luxR and luxI). A proteína LuxI produz autoindutores 3OC6-HSL (AHL, bolas vermelhas) 
que interagem com o regulator transcricional. Isto causa a expressão do operon luxICDABEG e 
ocorre a produção de luz.  
Fonte: Próprio autor (2021). 

 

A bactéria V. fischeri coloniza os órgãos de Euprymna scolopes, também 

conhecido como lula havaiana, nos quais se multiplica e ao atingir a densidade 

populacional induz a expressão de genes que codificam a luminescência. A enzima 

luciferase é responsável pela produção de luz e a capacidade de produzir sinais 

luminosos que auxilia o hospedeiro a encontrar alimento, acasalar-se ou proteger-se 

de predadores. Em troca, as bactérias obtêm um ambiente rico em nutrientes para 

viver em animais marinhos (SCHAUDER; BASSLER, 2001; GOSWAMI, 2017). 

 Além do sistema QS em bactérias, este tipo de comunicação também já foi 

descrito em vírus (HARGREAVES; KROPINSKI; CLOKIE, 2014), protozoários 

(ROJAS; MATTHEWS, 2019), fungos e leveduras (ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 

2012; PADDER; PRASAD; SHAH, 2018). Estes exemplos fornecem evidências de 

que as respostas dependentes da densidade populacional possuem um papel 

importante na vida em comunidade em diferentes grupos de seres vivos (ABISADO 

et al., 2018).  

 

3.2.1 Quorum sensing em bactérias Gram-negativas 
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O sistema QS pode ser expresso em diferentes bactérias. Dentre os Gram-

negativos, foram descritos em Acinetobacter baumannii (DOU et al., 2017), 

Escherichia coli (ROSSI et al., 2017), Pseudomonas aeruginosa (LEE et al., 2013; 

GARCÍA-CONTRERAS, 2016; BRINDHADEVI et al., 2020; CORNELIS, 2020), 

Salmonella spp. (SIVASANKAR et al., 2020), Vibrio fischeri (CASTILLO-JUÁREZ et 

al., 2015), entre outros. Este sistema pode regular diferentes fenótipos, conforme 

descritos na Tabela 2. 

 
Tabela 2 - Sistema Quorum sensing e os fenótipos relacionados em bactérias Gram-
negativas. 

 

Microrganismo 

 

Sistema QS 

 

Fenótipos que são regulados 

 

Referência 

A.baumannii Lux Motilidade e formação de biofilme. Dou et al. (2017) 
 

E. coli SdiA, LuxS,  
epinefrina/ 

norepinefrina 

Motilidade e formação de biofilme. Zohar; Kolodkin-Gal 
(2015)Rossi et al. 
(2017) 

P.aeruginosa Las, Rhl, PQS Produção de Piocianina, pioverdina, 
ramnolipídeos. 
Atividade de motilidade, elastase, 
protease alcalina. 
Formação de biofilme 

Lee et al. (2013), 
Cornelis (2020) 

Salmonella spp. SidA, Lsr, 
epinefrina/ 

norepinefrina 

Motilidade e adesão. Haque et al. (2019), 
Sivasankar et al. 
(2020) 

 

V. fischeri LuxI, Ain, LuxS Expressão de bioluminescência, 
colonização no hospedeiro e motilidade. 

Castillo-Juárez et al. 
(2015) 

Fonte: Próprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no período de 2018 a 2021. 

 

Muitas bactérias produzem e detectam vários autoindutores e o sistema QS 

de bactérias Gram-negativas produz moléculas sinalizadoras pela proteína sintase 

homóloga ao LuxI. Essas proteínas produzem um autoindutor específico para cada 

espécie de bactéria (KIM; YEON, 2018). As AHLs são a classe mais comum de 

autoindutores neste grupo de bactérias, e as variações de autoindutores são de 

acordo com o comprimento da cadeia de carbonos (PAPENFORT; BASSLER, 2016; 

TURAN et al. 2017). 

 Nos últimos anos, diversos estudos mostraram a complexidade do sistema 

QS nos diferentes microrganismos (BRINDHADEVI et al., 2020; HAQUE et al., 2020; 

WU; LUO, 2021). Por isso, evidenciam-se cada vez mais novos conhecimentos 

sobre essa comunicação complexa entre os microrganismos. O grande interesse 
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neste assunto se deve ao fato de que o QS controla comportamentos que são 

cruciais para o desenvolvimento e sucesso dessas comunidades em diversos 

ambientes, como o intestino humano e infecções em humanos (WHITELEY; 

DIGGLE; GREENBERG, 2017). 

 

3.2.2 Quorum Sensing em P. aeruginosa 

 

P. aeruginosa possui três sistemas QS conhecidos: Os sistemas LasI/LasR, 

RhlI/RhlR e PQS. Os dois primeiros são mediados pelos autoindutores N-acil 

homoserina lactonas (AHL) e o terceiro mediado por quinolonas (sinal PQS) (LEE et 

al., 2013).  Nos sistemas LasR-I e RhlR-I a síntese de autoindutores AHL é 

catalisada por uma enzima lactona sintase (LuxI). Nestes sistemas ocorre a 

produção de duas moléculas de AHL, 3-oxo-C12-AHL e C4-AHL (BOUYAHYA et al., 

2017). 

Em 1993, foi reportada pela primeira vez que a patogenicidade de P. 

aeruginosa era dependente do Sistema QS LasI/LasR (PASSADOR et al., 1993). 

Este sistema Las regula genes responsáveis pela produção de inúmeras enzimas 

como a exotoxina A, elastase, protease e a protease alcalina (LAILA; SANTOS, 

2016). 
O segundo Sistema QS, RhlI/RhlR foi descoberto por Brint e Ohman (1995) e 

regulam genes responsáveis pela produção de protease, piocianina, elastase (LEE; 

ZHANG, 2015) e especialmente ramnolipídeos, que atua nos últimos estágios do 

desenvolvimento de biofilmes e auxilia na manutenção das macrocolônias (LAILA; 

SANTOS, 2016). O mecanismo molecular geral do QS em P. aeruginosa é regulado 

pelos sistemas las e rhl (BRINDHADEVI et al., 2020). 

 O terceiro sistema QS foi descrito por Pesci et al. (1999). P. aeruginosa utiliza 

a molécula 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) sintetizada pela proteína 

PqsABCDE que se liga ao receptor PqsR, resultando no complexo PqsR – PQS. 

Este complexo promove a transcrição dos genes associados à produção de 

fenazina, formação de lectinas, exoenzimas, ramnolipídeos e biofilmes (KIM; YEON, 

2018). Este sistema influencia na produção de DNA extracelular (eDNA), um 

componente presente na matriz do biofilme (PÉREZ-PÉREZ et al., 2017). A 

piocianina é um dos fatores de virulência de maior importância que é regulada por 
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este sistema. Este pigmento é responsável pela coloração azul-esverdeada das 

colônias de P. aeruginosa, e a produção de espécies reativas de oxigênio, seu 

principal mecanismo de citotoxicidade (HALL et al., 2016).  

  Os sistemas QS são regulados entre si de maneira hierárquica, conforme 

Figura 7. O sistema Las ativa os sistemas Rhl e Pqs, enquanto Rhl pode suprimir 

Pqs e Pqs pode ativar Rhl (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016). 

 

 
Figura 7 – Representação esquemática dos Sistemas Quorum Sensing em P. aeruginosa  (las, 
rhl e pqs) e sua respectiva regulação. O sistema LasI / LasR regula todos os outros dois sistemas, 
enquanto que o sistema o RhlI / RhlR e o sistema PqsABCDE / PqsR regulam um ao outro. 
Fonte: Próprio autor (2021). 
 

 Lee et al. (2013), revisado por Lee e Zhang (2015) identificaram uma nova 

molécula sinalizadora 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeído, denominado IQS e 

sugeriram como o quarto Sistema QS em P. aeruginosa. Entretanto, há 

controvérsias na literatura quanto a existência desta quarta molécula sinalizadora. 

De acordo com Cornelis (2020), a afirmação de que o operon ambABCDE é 

responsável pela biossíntese de IQS está equivocada. O autor menciona que operon 

ambABCDE codifica proteínas envolvidas na produção do ácido L‐2‐amino‐4metoxi‐
trans‐3‐butenoico (AMB) e, portanto, não poderia ser responsável pela produção de 
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IQS. Desta forma, atualmente são reconhecidos três sistemas QS em P. aeruginosa 

que regulam diversos fatores de virulência, conforme apresentado na Tabela 3.  

 
Tabela 3 - Sistema Quorum sensing de P. aeruginosa e os fatores de virulência 
relacionados. 

 

Sistema QS 

 

Fatores de virulência 

 

Referências 

Las Protease alcalina, elastase, formação de biofilmes, 
lipase, motilidade, catalase, exotoxinas. 

 

 
 

Lee; Zhang (2015); 
Banu; Mary (2016); 
Kim; Yeon (2018) 

Rhl Ramnolipídeos, protease alcalina, formação de 
biofilmes, piocianina, elastase, lectinas, motilidade 
(swarming e twitching). 

PQS Piocianina, formação de biofilmes, ramnolipídeos, 
lectinas e elastase. 

Fonte: Próprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no período de 2019 a 2021. 

 

A comunicação química entre bactérias através do Sistema QS é uma 

característica essencial que permite com que as bactérias vivam em comunidade e 

definam seus comportamentos coletivos (PAPENFORT; BASSLER, 2016). A sua 

descoberta e possibilidade de regulação na formação de biofilmes, expressão de 

fatores de virulência bacteriana, produção de antibióticos e pigmentos, entre outros, 

tem atraído a atenção de muitos pesquisadores. Por isso, o Sistema QS tornou-se 

um assunto em destaque, pois afeta diretamente microrganismos relacionados com 

a saúde humana, a agricultura e o meio ambiente como um todo.   

 

3.3 Inibidores de Quorum Sensing 

 

Em 2017, a OMS publicou uma lista de prioridade global de bactérias que 

necessitam urgentemente do desenvolvimento de novos antimicrobianos. 

Apresentou um catálogo com 12 bactérias, divididas em três grupos de prioridade 

(crítica, alta e média). As espécies com maior prioridade são: Acinetobacter 

baumannii resistentes aos carbapenêmicos, Pseudomonas aeruginosa resistentes 

aos carbapenêmicos, e enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos e 

produtoras de betalactamases de espectro ampliado (WILLYARD, 2017). 

Com o aumento da incidência de infecções agudas e persistentes em todo o 

mundo destaca-se a necessidade de desenvolver estratégias terapêuticas como 
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uma alternativa aos antimicrobianos tradicionais, provavelmente para controlar e 

erradicar os microrganismos patogênicos (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Por isso, o 

desenvolvimento de novas terapias para o controle de doenças causadas por 

microrganismos resistentes aos antimicrobianos é um dos principais desafios. 

Os fatores de virulência são controlados pelo Sistema QS, por isso, impedir a 

sua produção constitui uma importante estratégia para o controle de doenças 

bacterianas, ou seja, uma terapia antivirulência. Esta terapia visa "desarmar" os 

agentes patogênicos, impedindo-os de atacar seu hospedeiro (DEFOIRDT, 2018). 

Por isso, a interferência do sinal do sistema QS tem sido considerada uma boa 

alternativa, tecnicamente conhecida como "Quorum Quenching" ou inibidores de 

quorum sensing (CASTILLO-JUÁREZ et al., 2015; GARCÍA-CONTRERAS, 2016; 

GOSWAMI, 2017). O sistema QS como alvo é considerado vantajoso em relação às 

estratégias terapêuticas convencionais, porque apenas o mecanismo de 

comunicação entre as bactérias é interrompido sem matar as células individuais 

(REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016). 

A interferência no sistema QS pode ser alcançada pela atenuação dos 

sistemas de comunicação QS pela inativação das proteínas receptoras, degradação 

dos sinais autoindutores ou inibição da síntese de moléculas sinalizadoras de QS e 

utilização de compostos sintéticos análogos a moléculas sinalizadoras (KALIA, 2013; 

GARCÍA-CONTRERAS, 2016; HAQUE et al., 2020). Espera-se que os inibidores de 

QS possam erradicar as infecções microbianas em combinação com o sistema 

imunológico do hospedeiro (DEFOIRDT; BRACKMAN; COENYE, 2013). 

A inativação das proteínas receptoras é uma das estratégias efetivas para 

reduzir a virulência e infecção bacteriana. Paczkowski et al. (2017) demonstraram 

que flavonoides podem se ligar a receptores QS e reduzir significativamente a 

expressão do gene de virulência em P. aeruginosa.  

A degradação enzimática dos sinais autoindutores pode interromper a 

"comunicação" entre as bactérias (JIANG et al., 2019). Alguns exemplos de enzimas 

são lactonase, acilase, oxidorredutases, todas derivadas de diferentes bactérias 

(PARK et al., 2006;  BIJTENHOORN et al., 2011; MAISURIA; NERURKAR, 2015). 

A utilização de compostos sintéticos análogos às moléculas sinalizadoras foi 

apresentada no estudo de Yang et al. (2012). Naquele trabalho foi demonstrado uma 

estrutura (C2) análoga aos autoindutores (AHLs) capaz de reduzir a produção de 

fatores de virulência como a protease, elastase, ramnolipídeos e motilidade 
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swarming, através do bloqueio das proteínas receptoras em P. aeruginosa.  Esta 

estrutura também foi capaz de inibir a expressão de genes reguladores do QS:  

lasR, lasI, rhlR e rhlI.  

Espera-se que a inibição de QS exerça menos pressão de seleção para o 

desenvolvimento de resistência entre bactérias patogênicas, uma vez que o alvo são 

os fatores de virulência sem inibir o crescimento dos microrganismos (QAIS; KHAN 

AHMAD, 2018). Entretanto, embora o risco de desenvolvimento de resistência seja 

menor do que com a terapia antimicrobiana, é improvável que a resistência não se 

desenvolva ao longo do tempo.  

Diversos compostos, dentre eles naturais ou síntéticos têm sido estudados 

contra os fatores de virulência em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas como 

P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Escherichia coli, 

Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (KALIA et 

al., 2015; LUÍS et al., 2016; SINGH et al., 2015; SHARIF et al. 2018). 

Estudos mostram que novas estratégias tem sido desenvolvidas com intuito 

de inibir a formação de biofilmes e outros fatores de virulência regulados pelo QS. 

Até o momento foram apresentados diferentes pesquisas com o uso de compostos 

naturais (BOUYAHYA et al., 2017; ASIF, 2020) e nanopartículas metálicas (GARCÍA-

LARA et al., 2015; SINGH et al., 2015; KHAN et al., 2019; OUYANG et al., 2020), 

que apresentaram resultados promissores contra a virulência e formação de 

biofilmes em P. aeruginosa. 

 

3.4 Nanotecnologia e áreas de aplicação 

 

A nanotecnologia consiste na aplicação de técnicas ou processos em que um 

dos seus componentes possua dimensões na escala nanométrica (1-100 nm), 

propiciando a manipulação de qualquer material reduzido a essa escala, surgindo 

novos materiais com propriedades físicas e químicas exclusivas (LAZZARETTI; 

HUPFFER, 2019; QAIS; KHAN; AHMAD, 2018). 

As nanopartículas podem ser sintetizadas através de métodos físicos, 

químicos ou biológicos. As rotas de síntese física e química possuem alto consumo 

de energia e às vezes podem envolver substâncias químicas tóxicas. As sínteses 

biológicas são consideradas rentáveis, limpas, atóxicas e ecologicamente corretas. 
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A síntese biológica normalmente ocorre por meio do uso de bactérias, fungos, 

plantas, cianobactérias ou actinomicetos (RAI, 2013).  

As nanopartículas tem despertado grande interesse como agentes 

terapêuticos potenciais e inovadores. Além disso, possuem reconhecida aplicação 

em diversas áreas, como alimentos, agricultura, ambiental e medicina. 

Com as mudanças no estilo de vida do mundo moderno houve o aumento de 

consumo de alimentos prontos para consumo e/ou minimamente processados. 

Entretanto, esses alimentos estão suscetíveis à contaminação por bactérias 

deteriorantes e patogênicas. Adicionalmente, os consumidores exigem alimentos 

frescos e microbiologicamente seguros. Neste cenário, as nanopartículas com 

atividades antimicrobianas têm um efeito promissor na prevenção de deterioração e 

aumento da vida de prateleira dos alimentos (JAISWAL; SHANKAR; RHIM, 2019). 

A aplicação da nanotecnologia na indústria alimentar pode ser realizada em 

embalagens de alimentos, como aditivos e preservantes. O reconhecimento desta 

nova tecnologia possui grande avanço no processamento e armazenamento de 

alimentos, garantindo a segurança alimentar. Entretanto, houve também uma grande 

preocupação quanto aos riscos potenciais do uso de metais em nanoescala (HE; 

DENG; HWANG, 2018). 

Na agricultura, as nanopartículas podem ser utilizadas para o aumento da 

produção mundial de alimentos, melhoria na qualidade do solo e estímulo no 

crescimento de plantas (KASI VISWANATHAN; THOMAS; AMARANATH, 2018). 

Entretanto, o efeito das NPs no crescimento e desenvolvimento das plantas depende 

da concentração, composição, tamanho e propriedades físico-químicas (YADAV et 

al., 2020).  

Os avanços na ciência e nanotecnologia também permitiram uma melhoria na 

área ambiental, especialmente nos problemas que envolvem a qualidade da água 

fornecida para a população. As técnicas convencionais de desinfecção da água, 

como tratamento químico, purificam água através dos componentes à base de 

ozônio ou cloro, entretanto podem gerar subprodutos. Desta forma, diversas NPs 

(prata, quitosana, dióxido de titânio e óxido de zinco) estão sendo pesquisadas como 

agentes antimicrobianos para melhorar este processo de desinfecção (GADKARI et 

al., 2018).  

Além do uso em sistemas de tratamentos de águas, as NPs podem entrar no 

meio ambiente geralmente através de três situações: (i) liberação durante a 
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produção de matéria-prima; (ii) liberação durante o uso; e (iii) liberação após o 

descarte de produtos contendo NP (manuseio de resíduos) (BUNDSCHUH et al., 

2018).  

A nanomedicina surgiu como uma ferramenta para ampliar os avanços das 

aplicações de nanomateriais na medicina tradicional. Podem ser utilizados em 

biossensores, dispositivos cirúrgicos, sistema de distribuição de medicamentos (drug 

delivery), aplicações em imagens e na quimioterapia (CANCINO; MARANGONI; 

ZUCOLOTTO, 2014; McNAMARA; TOFAIL, 2017). Em 2020, devido à pandemia 

pelo novo coronavírus, vários estudos foram desenvolvidos com a utilização de 

biossensores com o vírus SARS-CoV-2, no qual pesquisadores de todo o mundo 

buscam novas técnicas para o diagnóstico do COVID-19 (CHAUHAN et al., 2020; 

TALEBIAN et al., 2020; GAO et al., 2021; SRIVASTAVA et al., 2021).  

Outra área de grande interesse na nanotecnologia é a Microbiologia com 

estudos envolvendo nanopartículas com atividade antimicrobiana contra bactérias, 

fungos, protozoários e vírus, incluindo microrganismos multirresistentes (ADEYEMI 

et al., 2018; SCANDORIEIRO et al., 2016). A multirresistência bacteriana é 

atualmente considerada uma das principais ameaças à saúde pública global, 

segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) e estima-se que, a menos que 

sejam tomadas medidas, o número de mortes em todo o mundo poderia aumentar 

para 10 milhões a cada ano até 2050 (O’NEILL, 2014; 2016).  

A resistência antimicrobiana pode ocorrer de maneiras diferentes, tais como: 

(i) alteração de permeabilidade da superfície bacteriana, (ii) sistema de efluxo 

(expulsão do medicamento para fora da célula), (iii) inativação do antimicrobiano por 

enzimas bacterianas e (iv) alteração do alvo bacteriano do medicamento (LIMA; DEL 

FIOL; BALCÃO, 2019). Resumidamente na Figura 8, apresentamos os principais 

mecanismos de multirresistência em P. aeruginosa. 
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Figura 8 - Mecanismos propostos para resistência aos antimicrobianos em P. aeruginosa. Esta 
bactéria pode apresentar resistência adaptativa, intrínseca e adquirida.  
Fonte: adaptado de Pachori; Gothalwal; Gandhi (2019). 

 

A presença desses mecanismos de resistência está cada vez mais frequente 

em muitos microrganismos, devido à pressão seletiva do uso dos antimicrobianos, 

resultando na seleção natural de microrganismos resistentes (TELLO; AUSTIN; 

TELFER, 2012).  

Por isso, as nanopartículas em aplicações biomédicas podem representar um 

grande aliado no desenvolvimento de sistemas eficientes de diagnóstico e 

tratamento, permitindo o avanço nos estudos que envolvem o controle de 

microrganismos multirresistentes. Entretanto, o uso racional e a aplicação planejada 

da nanotecnologia é um fator importante para o controle da multirresistência 

bacteriana.  

Diversas nanopartículas metálicas já foram descritas em pesquisas 

científicas, como por exemplo, as de prata (AgNP), ouro (AuNP); e óxidos de metal 

como de zinco (ZnO), cobre (CuO), etc. Dentre estas, as AgNPs estão entre as mais 

estudadas e possuem um grande potencial antimicrobiano (NATAN; BANIN, 2017; 

LEI; KARIM, 2020).  

 

 

3.4.1 Nanopartículas de prata (AgNP) 

 
A prata e os compostos de prata têm sido amplamente utilizados ao longo da 

história para diferentes aplicações, desde utensílios, jóias e moedas até com 
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finalidades medicamentosas (RUSSELL; HUGO, 1994; CHEN; SCHLUESENER, 

2008). E desde a antiguidade possui seu reconhecimento por seus efeitos 

antimicrobianos potentes (RUSSELL; HUGO, 1994; JAIN  et al., 2009).  

Para a produção das nanopartículas (NP), duas rotas são as mais utilizadas: 

a síntese química (tradicionalmente empregada) e a síntese biogênica ou biológica, 

considerada mais vantajosa devido a sua rapidez, simplicidade e sustentabilidade, 

além de evitar o uso de solventes orgânicos e reagentes tóxicos. Nas duas sínteses, 

as rotas são baseadas na redução de íons prata (Ag+) a Ag0, formando as 

nanopartículas de prata (AgNP) (DURÁN et al., 2019; LEE; JUN, 2019).  

As AgNPs podem apresentar diversas formas, como esférica, plana, 

triangular, tetraédrica, prismática, cúbica, octaédrica e irregulares (CHERNOUSOVA; 

EPPLE, 2013).   

O mecanismo de ação das NP de prata nas bactérias ainda não foi totalmente 

esclarecido, mas envolve quatro principais mecanismos (Figura 9): (1) adesão das 

nanopartículas à superfície bacteriana, (2) desestabilização de parede e membrana 

celulares, com alteração de sua permeabilidade, (3) indução de estresse oxidativo 

pela geração de espécies reativas de oxigênio e (4) genotoxicidade (LEE; JUN, 

2019).  

 

 
Figura 9 - Mecanismos antibacterianos de nanopartículas de prata. (1) AgNPs aderem à 
superfície de uma célula, danificando sua membrana e alterando a atividade de transporte. (2) AgNPs 
e íons Ag penetram dentro da célula e interagem com organelas celulares e biomoléculas, que podem 
afetar função celular. (3)  AgNPs e íons Ag geram espécies reativas de oxigênio levando a um dano 
celular. (4) AgNPs e íons Ag induzem a genotoxicidade, através de danos no DNA.  
Fonte: adaptado de Lee; Jun (2019) e De Lacerda Coriolano et al. (2021). 
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As AgNPs são um dos nanomateriais mais estudados atualmente. São 

amplamente utilizadas devido às suas características como estabilidade química, 

maleabilidade, flexibilidade, elevada condutividade elétrica e térmica, atividade 

catalítica, relativo baixo custo de produção, e principalmente potente ação 

antimicrobiana (DURÁN et al., 2019).  

Devido a essas propriedades únicas as AgNPs tem atraído bastante interesse 

na indústria têxtil (vestuários) e indústria alimentar (recipientes para alimentos, 

superfícies de frigorífico e tábuas de cortar), bem como em aplicações médicas 

(curativos para feridas e queimaduras, cateteres, instrumentos cirúrgicos, próteses 

ósseas e antimicrobianos) (McNAMARA; TOFAIL, 2017; YUSUF; 2019). Nestas 

áreas a prata é uma das nanopartículas mais utilizadas e aplicadas devido à sua 

atividade antimicrobiana (DANKOVICH; GRAY, 2011; GEHRKE; GEISER; 

SOMBORN-SCHULZ, 2015; MOUSTAFA, 2017; HE; DENG; HWANG, 2018; WHO, 

2018). 

A propriedade antimicrobiana das AgNPs tem sido bem documentada na 

literatura. Estudos realizados com AgNPs biogênicas apresentaram resultados 

satisfatórios contra bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli produtoras de 

β-lactamases de espectro estendido (ESBL) e produtoras de carbapenemases tipo 

KPC, S. aureus, S. Typhimurium (SCANDORIEIRO et al., 2016).  Outros estudos 

também comprovaram a eficiêcia antimicrobiana contra P. aeruginosa ATCC 27853, 

Salmonella enterica ATCC 14028 (ROLIM et al., 2018) e Listeria monocytogenes 

MTCC 657 (SINHA; MANJHI, 2020). 

Além da atividade antimicrobiana, as AgNPs têm se destacado em estudos 

que buscam métodos alternativos de controle da disseminação de bactérias 

multirresistentes através das terapias antivirulências.  

 

3.4.2 Nanopartículas de prata como inibidores do Sistema Quorum Sensing  

 

Por muitos anos, as propriedades antimicrobianas dos nanomateriais foram 

estudadas. Embora a literatura sobre o potencial Quorum Quenching (QQ) ou 

inibidores QS das NPs seja escassa, estudos recentes estão avaliando a 

capacidade das nanopartículas metálicas em inibir comunicação celular ou quorum 
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sensing em diversos microrganismos, especialmente em P. aeruginosa (QAIS; 

KHAN; AHMAD, 2018; SHAH et al., 2019; AHMED et al., 2020; LAHIRI et al., 2021). 

As AgNPs podem potencialmente bloquear a biossíntese das moléculas 

sinalizadoras (autoindutores) pela inibição da proteína sintase LasI/RhlI. Além disso, 

as AgNPs podem inativar as proteínas reguladoras LasR / RhlR que bloqueia a 

expressão de genes de virulência controlados pelo QS (ALI et al., 2017). 

Singh et al. (2015) ao testarem AgNPs sintetizados a partir de Rhizopus 

arrhizus verificaram a redução da formação de biofilmes, expressão de fatores de 

virulência (protease, elastase, piocianina, ramnolipídeos e alginato), e produção de 

autoindutores em P. aeruginosa. Houve redução de 2-76% na produção de 

moléculas de sinalização após o tratamento de células com várias concentrações de 

AgNPs (0–25 μg / mL). Na análise da expressão gênica foi possível observar que a 

expressão dos genes lasI, rhlI, lasR e rhlR foram regulados negativamente por 71, 

63, 51 e 36%, respectivamente na concentração de 25 μg/mL AgNP. Shah et al. 

(2019) também evidenciaram a inibição da produção de piocianina, elastase e 

formação de biofilme que são regulados pelo QS após tratamento com AgNPs. 

Este mecanismo visa inibir a virulência bacteriana, sem impedir o seu 

crescimento é uma estratégia eficaz para conrolar os patógenos (HAYAT et al., 

2019). É esperado que o uso de inibidores de QS exerça menos pressão seletiva no 

desenvolvimento de multirresistência. Mühling et al. (2009) verificaram que as 

bactérias que viviam naturalmente em sedimentos estuarinos, quando expostos as 

diferentes concentrações de AgNPs (50 e 2000 µg/L), não desenvolveram 

resistência aos antimicrobianos.  

Entretanto, não podemos descartar que a resistência possa occorrer com o 

passar dos anos. Por isso, além da resistência às NPs, outra grande preocupação, é 

a utilização de concentrações subinibitórias de nanopartículas, uma vez que não é 

conhecido ao certo a resposta bacteriana a estes nanometais. Como exemplo da 

variedade das respostas às concentrações de nanopartículas, há pesquisas que 

apresentam resultados com aumento da produção de autoindutores após exposição 

de AgNPs. Li et al. (2018) ao testarem AgNP em concentrações subinibitórias (100 

µg/L) em P. aeruginosa PAO1, evidenciaram o aumento significativo da produção de 

autoindutores, produção da protease, formação de biofilmes e no nível de expressão 

do gene lasR.  
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Por isso, o efeito das AgNPs sobre o QS está em fase de pesquisa preliminar 

e mais estudos devem ser realizados para entender o mecanismo exato da inibição 

ou possível indução do QS por estes compostos contra os microrganismos 

patogênicos.   
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

Os resultados e discussão, juntamente com a metodologia necessária para o 

desenvolvimento desta tese de doutorado foram apresentados na forma de três 

artigos. 

 Artigo de revisão 1 – “Quorum Sensing system: target to control the 
spread of bacterial infections” (doi: 10.1016/j.micpath.2020.104068) publicado em 

13 de fevereiro de 2020 na revista Microbial Pathogenesis. 
 Artigo 2 – “Subinhibitory concentrations of biogenic silver nanoparticles 

affect motility and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa” publicado em 

01 de abril de 2021 na revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 

seção “Molecular Bacterial Pathogenesis” (doi:10.3389/fcimb.2021.656984). 

Artigo 3 - “Efeito das nanopartículas de prata biogênicas no Sistema 
Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa PAO1 e PA14” no qual será 

submetido posteriormente.  
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5.1 Artigo 1 

ARTIGO DE REVISÃO: Quorum sensing system: target to control the spread of 
bacterial infections 
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5.2 Artigo 2 

ARTIGO ORIGINAL: Subinhibitory concentrations of biogenic silver nanoparticles 
affect motility and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa 
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RESUMO 
 
O aumento dos microrganismos multirresistentes representa uma crise global que 
exige o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos ou novas estratégias 
no combate à infecção bacteriana. O controle da virulência e patogenicidade de 
Pseudomonas aeruginosa através de compostos com atividade antivirulência são 
considerados alvos promissores. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das 
nanopartículas de prata biogênicas (bio-AgNPs) no crescimento, formação de 
biofilmes, produção de fatores de virulência e expressão dos genes relacionados ao 
sistemas de Quorum Sensing (QS) de P. aeruginosa. As bio-AgNPs foram 
sintetizadas pelo método de redução da prata iônica pelo fungo Fusarium oxysporum 
e os ensaios foram realizados com cepas de P. aeruginosa PAO1 e PA14. 
Inicialmente, as concentrações inibitórias mínimas (CIM) e bactericidas mínimas 
(CBM) foram determinadas. Os ensaios para formação de biofilmes e produção de 
fatores de virulência (motilidade, ramnolipídeos, protease alcalina, elastase e 
piocianina) foram realizados para avaliação da atividade antivirulência. O ensaio de 
RT-qPCR foi realizado para determinar o efeito da bio-AgNP nos genes reguladores 
de QS: lasI, lasR, rhlI, rhlR, pqsA e mvfR. Os valores de CIM=62,50 uM e CBM=125 
uM foram identificadas para ambas as cepas. Em seguida, as concentrações sub-
CIM de 31,25; 15,62 e 7,81 µM (1/4, 1/8 e 1/16 CIM) foram utilizadas para os 
ensaios fenotípicos e genotípicos. Os resultados experimentais mostraram que o 
tratamento com as sub-CIM de bio-AgNPs em P. aeruginosa PAO1 não afetaram a 
produção de protease e biofilme. Entretanto, houve redução significativa (p < 0,05) 
na motilidade, produção de ramnolipídeos e elastase. Na cepa PA14 houve estímulo 
na motilidade swarming e twitching, além da produção de elastase, piocianina e 
formação de biofilmes. O tratamento com bio-AgNPs também aumentou a expressão 
(p < 0,05) dos genes controladores do sistema QS em P. aeruginosa PAO1 e PA14. 
Estes resultados sugerem que a exposição bacteriana as baixas concentrações de 
bio-AgNPs pode promover o aumento na expressão dos genes reguladores do 
Sistema QS em P. aeruginosa, e consequentemente induzir a produção de fatores 
de virulência como a formação de biofilmes, elastase e piocianina. Por isso, o uso de 
bio-AgNP como composto para terapia antivirulência deve ser avaliado com 
precaução, para que a virulência bacteriana seja controlada de maneira eficaz. 
 
Palavras-chave: antivirulência, P. aeruginosa, regulação gênica, quorum-
quenching. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, móvel, aeróbica e 

não formadora de esporos.  Devido ao seu metabolismo versátil, é capaz de crescer 

em ambientes aquáticos, no solo e causar infecções em plantas e animais, podendo 

grar várias doenças humanas, especialmente em pacientes imunocomprometidos 

(Azam e Khan, 2019; Cillóniz et al., 2019). 

A dificuldade no tratamento das infecções por P. aeruginosa foi reconhecida 

pela Organização Mundial da Saúde, que inseriu esta bactéria em uma lista de 

microrganismos prioritários para a busca de novos fármacos capazes de combater 

as infecções com isolados resistentes à carbapenens (Tacconelli et al., 2018), uma 

vez que este é considerado uma grande ameaça à saúde pública.  

Por isso, os estudos sobre compostos com atividade antivirulência, que visam 

o controle da patogenicidade sem exercer uma ação bacteriostática ou bactericida 

são propostos como uma nova alternativa (Fleitas Martínez et al., 2019; Piewngam 

et al., 2020). A interferência no sistema Quorum Sensing (QS) pode ser alcançada 

pela atenuação dos sistemas de comunicação QS, pela interrupção das proteínas 

receptoras, degradação dos sinais autoindutores, inibição da síntese de moléculas 

sinalizadoras de QS ou utilização de compostos sintéticos análogos a moléculas 

sinalizadoras (Kalia, 2013; García-Contreras, 2016). Neste sentido, o sistema QS é o 

centro regulatório dos fatores de virulência mais estudados como alvo da terapia 

antivirulência (Defoirdt, 2018; Piewngam et al., 2020).  

O QS é um mecanismo de comunicação celular entre as bactérias que ocorre 

a partir da secreção de moléculas sinalizadoras extracelulares (autoindutores), e sua 

concentração é dependente da densidade microbiana. Em geral, este sistema 

consiste em uma enzima que catalisa a síntese dos sinais químicos, e um receptor 

que liga ao sinal e induz a expressão de genes responsáveis por diversos 

mecanismos fisiológicos; tais como a densidade celular e a produção de inúmeros 

fatores de virulência (Castillo-Juárez et al., 2015; Goswami, 2017). A comunicação 

química através do Sistema QS é uma característica central da vida bacteriana 

permite que as bactérias permaneçam em comunidade e definam seus 

comportamentos coletivos (Papenfort e Bassler, 2016). 
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O QS em P. aeruginosa é composto por três sistemas organizados 

hierarquicamente: las, rhl e pqs (Lee et al., 2013; Lee e Zhang, 2015; Cornelis, 

2020). Por causa da importância na patogenicidade bacteriana, muitas investigações 

foram feitas sobre a interferência no QS, e alguns agentes potenciais com atividade 

sobre este sistema são estudados com frequência, dentre eles as nanopartículas 

metálicas (Khan et al., 2019; Saleh et al., 2019; Ahmed et al., 2020). 

Neste sentido, os estudos que envolvem o Sistema QS e sua regulação em P. 

aeruginosa são de grande importância para melhor compreensão da resposta 

bacteriana à exposição às nanopartículas metálicas. E por isso, para que esta 

abordagem seja bem sucedida, os mecanismos responsáveis pela patogenicidade 

bacteriana precisam ser detalhadamente compreendidos. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das nanopartículas de prata 

biogênicas no crescimento, nos fatores de virulência, formação de biofilmes e no 

Sistema QS de P. aeruginosa. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Bactérias e condições de cultura  

 
As cepas de referência P. aeruginosa PAO1 e UCBPP-PA14 (PA14) utilizadas 

neste estudo foram gentilmente cedidas pela Dra. Regina Lúcia Baldini da 

Universidade de São Paulo (USP) e Dra. Laurence G. Rahme (Universidade de 

Harvard). As culturas de estoque foram mantidas a -80 °C em caldo Luria-Bertani 

(LB, Neogen, EUA) contendo 20 % (v / v) de glicerol (Synth, BR). 

 
2.2 Nanopartículas de prata (bio-AgNP) 
 

As nanopartículas de prata biogênicas (bio-AgNPs) foram sintetizadas 

conforme método previamente estabelecido por Durán et al. (2005, 2006) (Patent, 

2006, PI 0605681-4A2; http://www.inpi.gov.br), com modificações. As bio-AgNP 

foram obtidas após a redução do nitrato de prata por enzimas de Fusarium 

oxysporum, cepa 551, da coleção de culturas do Laboratório de Genética Molecular 

da ESALQ-USP (Piracicaba, São Paulo, Brasil). A cepa de F. oxysporum foi 
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cultivada em meio contendo extrato de levedura a 0,5 % (m /v) (Neogen, EUA), 

extrato de malte a 2 % (m /v) (Neogen, EUA), ágar a 2 % (m /v) (Difco, EUA) e água 

destilada, a 28 °C durante 7 dias. A biomassa fúngica (0,1 g/mL) foi adicionada à 

água destilada esterilizada, e incubada a 28 °C por 72 h sob agitação (150 rpm). Foi 

adicionado ao filtrado nitrato de prata (AgNO3, Sigma-Aldrich, EUA) a 0,01 M, e o 

sistema foi incubado por 15 dias a 28ºC na ausência de luz. A lavagem de bio-AgNP 

foi realizada com água purificada, seguida de centrifugação (27.000 g, 4 °C, 30 min) 

e incubação em banho ultrassônico (30 min), ambas as etapas foram repetidas três 

vezes. A quantificação de Ag foi realizada em Espectrômetro Dispersivo de 

Fluorescência de Raios-X EDX-7000. O diâmetro e o potencial zeta das 

nanopartículas foram determinados por espectroscopia de correlação de fótons 

usando ZetaSizer NanoZS (Malvern).  

 

 

2.3 Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) da bio-
AgNP 

 
A CIM das bio-AgNPs para P. aeruginosa PAO1 e PA14 foi determinada pela 

técnica de microdiluição em placas de 96 poços, conforme proposto pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). As nanopartículas foram diluídas em 

caldo Mueller-Hinton (MHB, Difco, EUA) variando as concentrações de 1000 a 7,81 

µM. Após a incubação a 37 °C por 24 h, a CIM foi definida como a menor 

concentração da bio-AgNP capaz de impedir o crescimento microbiano visível. Os 

controles positivos (com crescimento de P. aeruginosa na ausência de bio-AgNP) e 

negativos (apenas bio-AgNPs e MHB) foram realizados. A CBM foi determinada pelo 

subcultivo de 10 µL da diluição correspondente a CIM em ágar Mueller-Hinton (MHA, 

Difco). A CBM foi definida como a menor concentração que elimina ≥ 99,9 % das 

bactérias após 24 h (NCCLS, 1999). Todos os ensaios foram realizados em triplicata 

e pelo menos três eventos.  

 

2.4 Análise da curva de crescimento 
 

O efeito das bio-AgNPs sobre a cinética de crescimento de PAO1 e PA14 

foram determinados de acordo com o método de plaqueamento conforme descrito 
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por Jorgensen (1993). O crescimento bacteriano foi realizado em caldo Luria Bertani 

(LB, Neogen, EUA) com bio-AgNPs nas concentrações de 1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 

CIM, no qual foram comparadas com a curva de crescimento controle (sem 

tratamento) a 37 ºC por 48 h. As análises dos resultados foram realizadas em 6 

tempos de tratamento (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 32 h e 48 h). 

 

2.5 Fatores de virulência  
 
2.5.1 Ensaio de formação de biofilmes 

 
A capacidade de formação de biofilmes foi analisada em placas de 96 poços 

de poliestireno pelo método de Cristal Violeta descrito por Ramos-Vivas et al. (2019), 

com modificações. Os isolados bacterianos foram cultivados em ágar LB (Neogen, 

EUA) a 37 °C por 24 h. Em cada poço da placa foram adicionados 180 μL de caldo 

LB (Neogen, EUA) e 20 μL P. aeruginosa (densidade celular de 1,5 x 106 UFC/mL). 

Após a incubação a 37 °C por 24 h, o conteúdo da placa foi descartado e os poços 

foram lavados três vezes com solução tampão fosfato (PBS, pH 7,2), fixados com 

250 µL de metanol absoluto PA (Merck, DE) por 10 min e corados com solução 

aquosa de cristal violeta 1,0 % (Merck, DE) por 15 min. Posteriormente, o corante foi 

descartado e os poços foram lavados por três vezes com água purificada ultrapura. 

O corante ligado às células aderidas foi removido pela adição de 250 µL de ácido 

acético glacial (Merck, DE) a 33 % (v/v) por poço. Os ensaios foram testados na 

presença (1/2 CIM, ¼ CIM, 1/8 CIM) ou ausência de bio-AgNP. A leitura foi realizada 

em Espectrofotometro (Multiskan™ FC, Thermo Scientific™, EUA) a 620 nm 

(Ramos-Vivas et al., 2019). Os ensaios foram realizados 4 vezes para cada isolado 

e determinado a média ± desvio padrão. 

 
2.5.2 Ensaio de motilidade swarming 

 

Os isolados de P. aeruginosa foram crescidos em caldo LB (Neogen, EUA) a 

30 °C por 24h. Em seguida, uma suspensão de 10 µL (1,5 x 108 UFC/mL) de P. 

aeruginosa foi inoculada no centro da placa de Ágar Swarming contendo glicose 1,0 

% (Synth, BR), peptona 0,5 % (Acumedia, EUA), extrato de levedura 0,2 % (Bacto, 

Difco, EUA) e ágar 0,5 % (Acumedia, EUA), previamente mantidos em temperatura 
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ambiente, na presença de bio-AgNP (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM) ou ausência. As 

placas foram incubadas a 30°C sem inverter por 24 h (Norizan et al., 2013).  

 

2.5.3 Ensaio de motilidade swimming 

 

Os isolados de bacterianos foram semeados em ágar LB (Neogen, EUA) e 

incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, uma colônia de cada isolado foi inoculada 

na superfície do Ágar Swimming contendo triptona 1,0 % (Acumedia, EUA), cloreto 

de sódio 0,5 % (Synth, BR) e ágar 0,3 % (Acumedia, EUA), previamente mantidos 

em temperatura ambiente, na presença de bio-AgNP (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM) 

ou ausência. As placas foram incubadas a 30 °C sem inverter por 24 h (Inoue et al., 

2008).  

 

2.5.4 Ensaio de motilidade twitching 

 

Os isolados de P. aeruginosa foram semeados em ágar LB (Neogen, EUA) e 

incubados a 37 °C por 24 h. Em seguida, uma colônia de cada isolado foi perfurada 

até o fundo da placa de Ágar Twitching contendo triptona 1,0 % (Acumedia, EUA), 

extrato de levedura 0,5 % (Bacto, Difco, EUA), cloreto de sódio 1,0 % (Synth, BR) e 

ágar 1,0 % (Acumedia, EUA) na presença de bio-AgNP (1/2 CIM, ¼ CIM e 1/8 CIM) 

ou ausência. As placas foram invertidas e incubadas a 37 °C por 24 h. 

Posteriormente, o ágar foi cuidadosamente removido e a zona de motilidade foi 

medida em milímetros (mm) após coloração com solução aquosa de cristal violeta a 

2 % (Laborclin, BR) por 2 h (Otton et al., 2017). Para controle negativo, cada isolado 

foi inoculado em ágar triptona de soja (TSA, Difco, EUA) sob as mesmas condições.  

 
2.5.5 Ramnolipídeos  

 
A cultura de P. aeruginosa foi cultivada na presença (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 

CIM) ou na ausência de bio-AgNP em caldo LB (Neogen, EUA) a 37 °C por 24 h. Em 

seguida, 10 μL do inóculo foram depositados no centro do Ágar Brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB) modificado contendo fosfato de potássio monobásico 0,09 

% (Synth, BR), fosfato de sódio bibásico 0,11 % (Synth, BR), nitrato de sódio 0,25 % 

(Synth, BR), cloreto de cálcio 0,01 % (Synth, BR), sulfato de magnésio 0,04 % 
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(Synth, BR), brometo de cetiltrimetilamonio 0,2 % (Sigma-Aldrich, DE), azul de 

metileno 0,005 % (Synth, BR), glicose 0,5% (Synth, BR) e ágar 2,0% (Acumedia, 

EUA) a 37°C por 48 h (Siegmund e Wagner, 1991). A produção de ramnolipídeos foi 

determinada pelo tamanho do halo de precipitação azul formado ao redor das 

colônias. 

 

2.5.6 Protease alcalina 
 

As culturas de P. aeruginosa foram cultivadas em caldo LB (Neogen, EUA) a 

37 °C por 24 h na presença (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 CIM) ou na ausência de bio-

AgNPs. Resumidamente, 10 µL de sobrenadante de células de P. aeruginosa PAO1 

e PA14 tratados e não tratados foram adicionados à placa de Ágar leite contendo 

leite em pó 1,0 % (Acumedia, EUA), peptona 0,1 % (Acumedia, EUA), NaCl 0,5 % 

(Synth, BR), ágar 2,0 % (Acumedia, EUA), pH 10,0 e incubados a 37 ºC por 24 h. A 

produção de protease alcalina foi confirmada pela formação de uma zona clara ao 

redor das colônias e os diâmetros dos halos foram medidos e comparados com o 

controle (Aybey e Demirkan, 2016). 

 
2.5.7 Elastase B (LasB) 

 
O método elastina em vermelho congo (ECR) foi utilizado para investigar a 

atividade de LasB (Banerjee et al., 2017). A cultura de P. aeruginosa foi cultivada em 

caldo LB (Neogen, EUA) a 37 °C por 24 h na presença (1/2 CIM, ¼ CIM, 1/8 CIM) ou 

na ausência de bio-AgNP. Após a centrifugação (8000 rpm/10 min), 500 μL de 

sobrenadante foram adicionados a 500 μL de tampão ECR (Tris-HCl 100 mM, pH 

7,5) contendo 10 mg de elastina vermelho congo (Sigma-Aldrich, DE). A mistura foi 

incubada a 37 °C por 6 h sob agitação de 120 rpm. Após a centrifugação (8000 

rpm/10 min), a absorbância das amostras foi medida a 495 nm no espectrofotômetro 

da Thermo ScientificTM MultiskanTM GO. 

 
2.5.8 Piocianina  

 
O meio líquido descrito por El-Mowafy et al. (2017) foi utilizado para avaliar a 

produção de piocianina, que consiste em Peptona 2,0 % (Neogen, EUA), Cloreto de 
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Magnésio 0,14 % (Synth, BR), Sulfato de Magnésio 1,0 % (Synth, BR). Um mililitro 

de uma cultura de P. aeruginosa (0,5 de McFarland) crescida em caldo LB (Neogen, 

EUA) foi inoculado em 30 mL de meio contendo contendo  (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 

CIM) ou não bio-AgNP e as células foram incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida, 

as culturas foram centrifugadas e 7,5 mL do sobrenadante foram transferidos para 

um tubo contendo 4,5 mL de clorofórmio (Merck, DE). Esta mistura foi 

vigorosamente homogeneizada em vortex por 20 s. A fase orgânica foi recolhida (3 

mL) e acidificada com 1,5 mL de ácido clorídrico a 0,2 M, homogeneizada por 20 s e 

centrifugada a 4600 rpm  por 10 min. Este procedimento produziu uma solução de 

coloração rosa e a absorbância foi medida a 520 nm em espectrofotômetro 

SPECORD S600 UV/VIS (Analytica Jena, DE), e a concentração de piocianina foi 

expressa em μg/mL multiplicando a DO 520 por 17.072 x 1,5. 

 

 
2.6 Extração de RNA e reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-

qPCR) 
 

Para verificar os níveis de expressão dos genes relacionados ao QS, o RNA 

total foi extraído usando o reagente TRIzol (Invitrogen, EUA) e o RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN, DE) das células P. aeruginosa PAO1 e PA14 crescidas em ausência 

(referência) e presença de bio-AgNP (1/2 CIM). A contaminação do DNA da amostra 

foi eliminada pelo kit RQ1-DNAse (Promega, EUA). A qualidade do RNA extraído foi 

verificada medindo a absorbância A260/A280 e avaliada por eletroforese em gel de 

agarose. As sequências dos genes foram obtidas no GenBank e os iniciadores 

foram desenhados e avaliados nos programas Primer Blast e Software BioEdit 

Sequence Alignment Editor. As sequências dos iniciadores estão listadas Tabela 1. 

O RT-qPCR foi realizado usando o kit QuantiNova SYBR Green RT-PCR (QIAGEN, 

DE) em volume final de 20 μL, incluindo 10 μL de Master Mix de RT-PCR SYBR 

Green, 0,2 μL de RT-mix, 1 μL (20 μM) de cada iniciador, 5 μL de RNA bacteriano 

(50 ng/uL) e 2,8 μL de água livre de RNase. A reação foi realizada no Rotor-Gene Q 

2plex (QIAGEN, DE) e envolveu as etapas de transcrição reversa (RT) por 10 min a 

50 °C; desnaturação inicial por 2 min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 5 s, 

hibridação e extensão a 60 °C por 10 s. O gene normalizador proC foi selecionado 

como controle interno e usado para normalizar a expressão dos genes-alvo. 
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2.7 Análise estatística 
 
 

Para as análises estatísticas foi o utilizado o software R Studio (1.2.5001) e 

para as representações gráficas o GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software Inc., 

EUA). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo. As análises de variância 

foram comparadas pela ANOVA seguida do teste de Tukey. Para qRT-PCR, testes 

de randomização usando o software REST 2009 V2.0.13 foram usados para indicar 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. 

 
 
3 RESULTADOS 

 
 

3.1 Características das bio-AgNPs 
 

As bio-AgNPs apresentaram uma banda de absorção plasmônica na região 

do espectro visível em torno de 440 nm, formato esférico e tamanho médio de 73,04 

nm. Além disso, a carga superficial (potencial zeta) das nanopartículas foi de -18,77 

mV. 

 

3.2 CIM, CBM e efeitos da bio-AgNP no crescimento de P. aeruginosa 
 

Antes de analisar o efeito das nanopartículas nos fatores de virulência e 

sistema QS, a CIM e CBM foram avaliadas em diferentes concentrações (1000 a 

7,81 µM) de bio-AgNP. As CIM e CBM de bio-AgNP para P. aeruginosa PAO1 e 

PA14 foram 62,5 µM e 125 µM, respectivamente. Em seguida, as concentrações 

subinibitórias de 31,25; 15,62 e 7,81 µM (1/2, 1/4 e 1/8 CIM) foram testadas para 

avaliar se os tratamentos teriam qualquer efeito sobre o crescimento de PAO1 e 

PA14.  

Conforme Figura 1A e 1B, os resultados revelaram que na presença de cada 

concentração subinibitória (sub-CIM) de bio-AgNPs, o crescimento de P. aeruginosa 

PAO1 e PA14 não foi afetado após 24 e 48 h (p > 0,05). 

 

 
3.3 Efeito da bio-AgNP nos fatores de virulência de P. aeruginosa 
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Os efeitos das concentrações subinibitórias de bio-AgNP (7,81 µM, 15,62 µM 

e 31,25 µM) foram testados em fatores de virulência controlados pelo QS, incluindo 

formação de biofilmes, motilidades, ramnolipídeos, protease alcalina, elastase b e 

piocianina.  

 
3.3.1 Formação de biofilmes 

 
O método por cristal violeta revelou que não houve alteração significativa  na 

formação de biofilmes em P. aeruginosa em PAO1 após os tratamentos (Tabela 2). 

No entanto, a formação de biofilmes na cepa PA14 foi significativamente maior (p < 

0,05) após os três tratamentos com bio-AgNP, com taxas de aumento de 41,22 a 

127,86 %.  

 

3.3.2 Efeito nas motilidades swarming, swimming e twitching 
 

No presente estudo, o efeito das sub-CIM de bio-AgNPs nos tipos de 

motilidades de P. aeruginosa (swarming, swimming e twtiching) foram estudados e 

interpretados utilizando medidas de diâmetro (mm) da zona de motilidade. Conforme 

a Figura 2A1, a bio-AgNP mostrou um efeito de inibição na motilidade swarming da 

cepa PAO1. Após o tratamento com 31,25 µM, a média do diâmetro da zona de 

motilidade foi de 45,67 mm com taxa de inibição de 22,45 % em comparação com a 

zona de motilidade de 58,89 mm da cepa controle (sem tratamento). Na cepa PA14, 

as bio-AgNP induziram um efeito de aumento significativo (p < 0,05) da zona de 

motilidade swarming (Figura 2A2). Após os três tratamentos, houve aumento de 

motilidade swarming de 13,89 mm (sem tratamento) para valores médios de 45,00 a 

45,89 mm, com aumento de até 230,40 %.  

Da mesma maneira, outro tipo de motilidade conhecido swimming foi 

analisado. De acordo com a Figura 2B1, houve efeito inibitório significativo (p < 0,05) 

após os três tratamentos realizados na cepa PAO1. O controle apresentou 

resultados médios de motilidade de 41,00 mm, enquanto que após o tratamento, a 

zona de motilidade swimming variou de 29,33 a 32,78 mm, com redução de 20,05 a 

28,46 %. Na cepa PA14 não houve diferença após os tratamentos para motilidade 

swimming (Figura 2B2).  
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Na motilidade twitching, também houve efeito inibitório significativo (p < 0,05) 

na cepa PAO1 após os tratamentos com 7,81 e 15,62 µM, com redução de 22,58 % 

e 12,90 %, respectivamente (Figura 2C1). Já na cepa PA14, houve aumento 

significativo de 34,15% e 39,84% (p < 0,05) na zona de motilidade twitching após o 

tratamento com 15,62 e 31,25 µM de bio-AgNP, respectivamente (Figura 2C2).  

 

3.3.3 Ramnolipídeos  
 

Após os diferentes tratamentos com as bio-AgNPs, verificou-se uma redução 

significativa (p < 0,05) na produção de ramnolipídeos em ágar CTAB na cepa PAO1 

nos três tratamentos (Figura 3A1). Entretanto, não houve alteração na capacidade 

de formação dos ramnolipídeos nos tratamentos na cepa PA14 (Figura 3A2).  

 
3.3.4 Protease alcalina  

 
 

A produção de protease alcalina não alterou significativamente após o 

tratamento nas cepas testadas (Figura 3B1 e 3B2). Para a cepa PAO1 e PA14 os 

valores médios de halo de protease foram de 19,67 e 19,78 mm, respectivamente. 

Após o tratamento com bio-AgNP em PAO1, os halos médios foram entre 18,33 e 

18,89 mm. Para a cepa PA14, os halos médios após os tratamentos foram de 19,67 

a 20,22 mm.  

 
3.3.5 Elastase b 

 
Como apresentado na Figura 3C, a atividade da elastase foi monitorada após 

os tratamentos com as bio-AgNPs. Na cepa PAO1 houve redução significativa de 

33,79 %, 30,27 % e 39,01 % (p < 0,05) nas concentrações 7,81; 15,62 e 31,25 µM 

respectivamente (Figura 3C1). Em contrapartida, após os três tratamentos com bio-

AgNP na cepa PA14, houve aumento significativo 99,18 %, 93,76 % e 214,74 % (p < 

0,05) na produção de elastase nas três concentrações de bio-AgNP, 

respectivamente (Figura 3C2). 

 

3.3.6 Piocianina  
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A produção de piocianina de P. aeruginosa na presença de diferentes 

concentrações de bio-AgNPs foi determinada espectrofotometricamente a 520 nm. 

Em ambos os isolados testados (PAO1 e PA14) houve aumento na produção de 

piocianina em todos os tratamentos (p < 0,05). Na ausência de tratamento com bio-

AgNP, as cepas PAO1 e PA14 apresentaram produção de piocianina de 13,51 

µg/mL e 14,74 µg/mL, respectivamente. Após o tratamento com 31,25 µM, a cepa 

PAO1 apresentou a maior produção de piocianina com 16,16 µg/mL, um aumento de 

19,70 %. Na cepa PA14 a maior produção foi na concentração 31,25 µM com 16,39 

µg/mL de piocianina, um aumento de 11,21 % (Figura 3D). 
 

3.4 Análise da expressão gênica 
 

A expressão relativa dos seis genes reguladores do sistema QS (lasI, lasR, 

rhlI, rhlR, pqsA e mvfR) foi avaliada na ausência e presença de 31,25 µM de bio-

AgNP em P. aeruginosa PAO1 e PA14 após 24 h, conforme Figura 4.  

Os resultados mostraram que estes genes em P. aeruginosa PAO1 tratados 

com a bio-AgNP foram mais expressos que o controle (p < 0,05). A regulação 

positiva para PAO1 foi observada com aumento na expressão dos genes: lasI 2,0; 

lasR 1,1; rhlI 2,1; rhlR 1,4; pqsA 2,1 e mvfR 2,1 vezes. 

Na cepa PA14 os genes que apresentaram aumento significativo (p < 0,05) na 

expressão gênica após o tratamento com a bio-AgNP foram: lasI 3,3; lasR 1,4; rhlR 

1,7; pqsA 3,3 e mvfR 3,5 vezes. Apenas o gene rhlI apresentou regulação negativa, 

com redução significativa de 0,6 vezes (p < 0,05).  

 
 
4 DISCUSSÃO  

 
 
Em razão dos estudos relacionados com o controle das bactérias 

multirresistentes e que visam terapia antivirulência, realizamos esta pesquisa com as 

nanopartículas de prata biogênicas como alternativa para o controle bacteriano. A 

nanotecnologia e o desenvolvimento de nanopartículas que tem o sistema QS e/ou 

fatores de virulência como alvo estão em evidência na literatura em microrganismos 

como a P. aeruginosa (Li et al., 2018; Ahmed et al., 2020; Shah et al., 2019; Khan et 

al., 2019; Ouyang et al., 2020).  
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Verificou-se que houve diferenças significativas nos resultados fenotípicos 

entre as cepas de referência testadas. Para PAO1, as motilidades swarming, 

swimming, twitching, produção ramnolipídeos e elastase foram significativamente 

reduzidos na presença de bio-AgNP em níveis sub-CIM. Entretanto, para a cepa 

PA14, houve aumento significativo após o tratamento com as bio-AgNPs nos 

ensaios motilidades swarming e twitching, produção de elastase, piocianina e 

formação de biofilmes.  

Estas cepas de referência possuem características genotípicas diferentes. P. 

aeruginosa PAO1 é uma cepa moderadamente virulenta e pertence a um grupo 

clonal relativamente raro (ST 549). Por outro lado, a cepa PA14 é altamente virulenta 

e representa o grupo clonal mais comum (ST 253) em todo o mundo. Além disso, a 

PA14 possui duas ilhas de patogenicidade (PAPI-1 e PAPI-2) que são ausentes em 

PAO1 (Harrison et al., 2010; Mikkelsen et al., 2011; Sawa et al., 2020). As cepas 

também diferem no tamanho do genoma (6,3 Mpb para PAO1 e 6,5 Mpb para PA14) 

e têm regiões genômicas únicas (54 regiões para PAO1 e 58 regiões para PA14) 

(Lee et al., 2006). Isso poderia explicar as diferentes respostas entre as duas cepas 

de referência após o tratamento com bio-AgNPs. 

No ensaio para avaliar a formação de biofilmes sem tratamento com bio-

AgNPs, verificou-se que a cepa PAO1 apresentou maior capacidade de formação de 

biofilmes quando comparado com a cepa PA14. A capacidade reduzida da cepa 

PA14 na formação de biofilmes pode ser devido a mutação no gene ladS na PA14 

que tem um impacto deletério no biofilme (Mikkelsen et al., 2011). 

Após o tratamento com bio-AgNPs, surpreendentemente, a cepa PA14 

apresentou aumento significativo da formação de biofilmes. O mecanismo de 

formação de biofilmes é diferente nas cepas de referência PAO1 e PA14, pois cada 

cepa utiliza um EPS como componente estrutural predominante no biofilme. 

Enquanto a cepa PAO1 utiliza o sistema Wsp para produção do psl e PA14 utiliza o 

sistema Pil-Chp para produção do EPS pel (Colvin et al., 2011; Lee et al., 2020). A 

formação de biofilmes é dependente de diversos fatores como a síntese de 

exopolissacarídeos (EPS) denominados psl e pel; além dos alginatos, DNA 

extracelular (eDNA) e adesinas (flagelos e pili tipo IV) que associados contribuem 

para a maturação, resistência aos antibióticos e persistência do biofilme 

(Skariyachan et al., 2018). Os EPS são responsáveis pela adesão bacteriana na 

superfície, formação e estabilidade da arquitetura do biofilme (Thi et al., 2020). O 
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eDNA auxilia na motilidade twitching das bactérias e no fornecimento de nutrientes 

às células bacterianas (Brindhadevi et al., 2020).  

É importante destacar que há uma ligação indireta entre a formação de 

biofilmes e sistema QS, através do controle das motilidades swarming e twitching, 

bem como a produção de ramnolipídeos (Rasamiravaka et al., 2015) e piocianina 

(Das et al., 2015). P. aeruginosa exibe três tipos de motilidade swarming, swimming 

e twitching que permitem a colonização de superfícies e exploração de novos 

ambientes (Newman et al., 2017). Na formação de biofilmes, a fixação inicial às 

superfícies ocorre por meio do flagelo polar e pela produção de adesão proteica no 

pili tipo IV, que fixa as bactérias na superfície e permite que as células se espalhem 

pela área circundante (Rossi et al., 2018).  

No presente estudo, o aumento significativo nas motilidades swarming, 

twitching, e na produção piocianina após o tratamento com as bio-AgNPs na cepa 

PA14, favoreceu o aumento da formação do biofilme. Segundo Persat et al. (2015), 

os fatores de virulência podem ser ativados por elementos estruturais sensoriais (por 

exemplo, pili tipo IV), uma vez que a  bactéria  P. aeruginosa utiliza estas estruturas 

para reconhecimento da superfície e ativação de um sistema quimiossensorial Chp 

que regula o cAMP (segundo mensageiro) e induz a transcrição de genes de 

virulência. Por isso, o aumento expressivo na motilidade swarming e twitching que 

são mediados por pili tipo IV em PA14, pode ter favorecido o aumento dos demais 

fatores de virulência.  

Ouyang et al. (2020) realizaram estudos com baixas concentrações de 

nanopartículas de zinco (0,5–30 mg/L) e observaram aumento na formação do 

biofilme em P. putida KT2440. Neste estudo, foi também observado o aumento da 

massa de proteínas e açúcares na massa do biofilme após o tratamento.   

Garuglieri et al. (2016) verificam que as concentrações subinibitórias de 

AgNPs (0,01 µg/mL) podem causar aumento na motilidade swimming em 

Escherichia coli após tratamento. Saeki et al. (2021) também observaram o aumento 

das motilidades swarming, swmming e twitching após o tratamento as bio-AgNPs em 

isolados P. aerguinosa obtidos de fontes clínicas e ambientais. Nestes casos, as bio-

AgNPs possivelmente estimulou uma resposta contra o estresse gerado, conforme 

descrito por Villa et al. (2012).  

A cepa PAO1 apresentou redução significativa da produção de elastase B 

após os tratamentos com bio-AgNPs, enquanto que a cepa PA14 apresentou 
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aumento significativo (p < 0,05). A elastase B, também conhecida como pseudolisina 

está associada a inflamação vascular nas infecções por P. aeruginosa (Galdino et 

al., 2017). Em concordância o presente estudo no qual a cepa PA14 apresentou 

aumento na formação de biofilmes após o tratamento com bio-AgNPs, Yu et al. 

(2014) demonstraram que a elastase B é crucial para a formação de biofilmes. 

Aqueles autores observaram que o mutante ΔlasB diminuiu a formação de biofilmes 

através da regulação negativa da síntese de ramnolipídeos em P. aeruginosa. 

Para o ensaio de protease alcalina não houve diferenças na sua produção 

nas cepas PAO1 e PA14 quando tratados com bio-AgNPs. A protease alcalina 

causa danos graves ao tecido do hospedeiro por distorção estruturas do 

citoesqueleto e capacidade de degradar fibronectina e laminina, componentes 

importantes do endotélio (Galdino et al., 2017). Tanto a protease alcalina quanto a 

elastase B são capazes de inibir a função dos neutrófilos, interferindo na 

quimiotaxia. Com isso, promovem uma vantagem às bactérias em escapar dos 

fagócitos do sistema de defesa do hospedeiro (Hoge et al., 2010).  

A expressão gênica dos genes lasI, rhlI e pqsA são necessários para a 

síntese de moléculas sinalizadoras do QS em P. aeruginosa e seus reguladores 

transcricionais lasR, rhlR e mvfR foram selecionados e analisados. Apesar da 

maioria dos fatores de virulência nos ensaios fenotípicos de PAO1 serem reduzidos 

após o tratamento com as bio-AgNPs, em ambas as cepas (PAO1 e PA14) os genes 

regulado,res aumentaram sua expressão gênica. Os genes na cepa PAO1 tratados 

com a bio-AgNP foram mais expressos (regulação positiva) que o controle (p < 

0,05). Na cepa PA14 apenas o gene rhlI apresentou regulação negativa. Os demais 

também foram mais expressos (p < 0,05) que o controle.  

O sistema las é o regulador mestre do sistema QS que induz a expressão de 

ambas as vias Rhl e Pqs em P. aeruginosa (Rathinam et al., 2017). As proteínas lasI 

and rhlI sintases são responsáveis pela produção de autoindutores 3-oxo-C12-AHL e 

C4-AHL, respectivamente. Quando a quantidade dessas moléculas atinge um limiar, 

a molécula 3-oxo-C12-AHL se liga com o receptor lasR e induz a expressão de 

fatores de virulência como elastase, exotoxina e proteases e também ativa o sistema 

rhlI / R. Enquanto que, o autoindutor C4-AHL se liga com rhlR e controla a 

expressão de genes que codificam produção de elastase, piocianina, ramnolipideos 

e motilidade. O terceiro autoindutor PQS, quando se liga ao receptor mvfR é capaz 

de regular a expressão de piocianina e ativa o sistema rhlI (Lee e Zhang, 2015). Por 
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isso, o aumento acima de 2,0 vezes na expressão dos genes pqsA e mvfR em cepas 

PAO1 e PA14 permitiram a maior produção piocianina após o tratamento com a bio-

AgNP e a redução de 0,6 vezes na expressão de rhlI em PA14 não refletiu na 

diminuição nos ensaios fenotípicos de virulência. 

Liao et al. (2019) demonstraram que o principal mecanismo de ação das 

AgNPs em isolados de P. aeruginosa multirresistentes envolve o desequilíbrio dos 

processos de oxidação e da dificuldade em eliminar as espécies reativas ao 

oxigênio. Cugini et al. (2010) propuseram que os compostos como o farnesol que 

promovem a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), aumentaram a 

expressão do sistema PQS ativando o rhlR em P. aeruginosa.  

A diminuição na produção da motilidade, ramnolipídeos e elastase em PAO1 

poderia ser explicada resposta do gene lasR que apresentou o aumento na sua 

expressão de 1,1 vezes após o tratamento com bio-AgNPs. Devido a interconexão 

de todos os sistemas QS, e principalmente por LasR controlar a ativação da cascata 

que liga os demais sistemas (Chuang et al., 2019), sugere que a resposta do gene 

lasR ao tratamento com bio-AgNP não foi o suficiente para causar uma resposta de 

aumento fenotípico destes fatores de virulência. Diferentemente, da cepa PA14, no 

qual o aumento na expressão do gene lasR de 1,4 vezes promoveu resposta de 

aumento fenotípicos na motilidade e elastase.  

Os resultados encontrados foram semelhantes a pesquisas anteriores que 

investigaram o impacto das nanopartículas de prata no Sistema QS de P. 

aeruginosa. Yang e Alvarez (2015), observaram que as concentrações subinibitórias 

de AgNPs (21,6 e 108 μg/L) poderiam induzir o sistema QS (genes lasI, lasR, rhll e 

rhlR) de PAO1 e aumentar a formação de biofilmes. Li et al. (2018) estudaram 

diversos nanometais (prata, ferro, óxido de zinco, grafeno, etc.) e comprovaram que 

as AgNPs (100 μg/L) foram capazes de aumentar a síntese de autoindutores 3-oxo-

C12-AHL, produção de protease, formação de biofilmes e expressão do gene lasR 

em PAO1.  Ouyang et al. (2020) ao avaliar o efeito de baixas concentrações de 

nanopartículas de zinco, verificaram o aumento na expressão dos genes reguladores 

do sistema QS em P. putida. 

Entretanto, Soto-Aceves et al. (2019) apresentaram um estudo linhagens 

mutantes de P. aeruginosa ΔlasR, ΔrhlR e ΔlasR–ΔrhlR no qual a inibição de lasR 

ou rhlR não é uma abordagem direta para bloquear a virulência de P. aeruginosa 

PAO1, devido à grande complexidade do Sistema QS. Por isso, a inibição da 
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produção dos fatores de virulência não está restrita ao controle da regulação de 

apenas um dos Sistemas do QS. Segundo os autores, além dos três sistemas que 

são interconectados, outros fatores (sinais químicos e outros reguladores) precisam 

ser estudados e melhor compreendidos.  

Outras pesquisas mostram estudos com nanopartículas de prata no qual 

houve uma redução na produção de fatores de virulência e QS. Singh et al. (2015) 

avaliaram AgNPs sintetizados a partir de Rhizopus arrhizus no qual inibiu a 

expressão dos genes reguladores do QS (lasI, lasR, rhlI, rhlR, fabH2) em P. 

aeruginosa PAO1. Enquanto que Liu et al. (2019) testaram as AgNP e combinadas 

com N-óxido de 4-Nitropiridina para a inibição da formação de biofilmes e sistema 

QS (lasI, lasR, rhlI, rhlR, pqsA e pqsR). A diferença entre os trabalhos é que Sigh et 

al. (2015) sintetizaram as bio-AgNPs a partir do fungo Rhizopus arrhizus BRS-07 e o 

tamanho das bio-AgNPs foi de aproximadademte 28 nm. Na presente pesquisa, a 

Bio-AgNP foi sintetizada a partir do F. oxysporum e o tamanho das bio-AgNPs foi de 

73 nm. Na pesquisa de Liu et al. (2019), os autores utilizaram uma combinação das 

nanopartículas com outro composto (N-óxido de 4-Nitropiridina). Na presente 

pesquisa, utilizamos somente as bio-AgNPs.  

Como a inibição do QS tem sido apresentada como uma nova estratégia de 

terapia antivirulência (Defoirdt et al., 2018; Piewngam et al., 2020), a compreensão 

dos mecanismos que envolvem a patogenicidade em P. aeruginosa é de extrema 

importância, para que os compostos com atividade antivirulência sejam aplicados de 

maneira eficiente.  

De acordo com Mohanty et al. (2016), os efeitos das nanopartículas metálicas 

no sistema QS são altamente dependentes de espécies bacterianas. Por isso, 

considerando a variabilidade das respostas bacterianas aos diferentes compostos 

metálicos, essa abordagem precisa ser bem estudada e comprovada cientificamente 

com estudos moleculares complementares incluindo as cepas de referência e 

isolados obtidos de diferentes fontes (ambiental e clínica).  

 

5 CONCLUSÃO  
 
Este trabalho sugere que a exposição bacteriana as baixas concentrações de 

bio-AgNP pode promover a regulação positiva dos genes reguladores do sistema QS 

de P. aeruginosa. Isso implica que a presença ou liberações acidentais de baixas 
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concentrações de AgNPs pode causar desequilíbrios ecológicos, no qual podem 

promover o aumento da virulência em P. aeruginosa.  

Desta forma, o novo conceito de terapia antivirulência que são apresentados 

com frequência precisa ser cuidadosamente estudado. Visto que a compreensão da 

virulência bacteriana e seus mecanismos de patogenicidade dependem de uma 

série de fatores extracelulares e associados às células, sendo estes fatores 

essenciais para o desenvolvimento de potenciais alvos para este tipo de terapia.   
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Tabela 1 - Lista de genes e seus respectivos iniciadores utilizados no ensaio de RT-qPCR. 

Gene 
alvo 

Tipo de 
iniciador 

Sequência Tamanho do 
Amplicon (bp) 

proC 
 

F 5'- GAG CAA CTG ATC GTC TCC ATC -3' 100 
R 5'- GGG TGT TGG GCA TGC AG -3' 

lasI F 5'- GTA GGC GTG GAG AAG ATG ATG -3’ 122 
R 5'- ATC TGG GTC TTG GCA TTG AG -3' 

lasR F 5'- CTG TGG ATG CTC AAG GAC TAC -3' 111 
R 5'- CCA CTG CAA CAC TTC CTT CT -3' 

rhlI 
 

F 5'- GTC GGT CTG GGA GCT TTC -3' 100 
R 5'- CAG GTA CCA GGC GCA TT -3' 

rhlR 
 

F 5'- CTG TGG TGG GAC GGT TTG -3' 139 
R 5'- GGG TGA AGG GAA TCG TGT G -3' 

pqsA 
 

F 5'- GCT GTA TTC GAT TCC CAA GAT G -3' 100 
R 5'- CCA GGT ATC GTC GAG CAG -3' 

mvfR 
 

F 5'- GCT TCG CCT GAT CCC TTA C -3' 104 
R 5'- GCA GCA CCC GGA GAT TG -3' 

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases. 
 

 

Tabela 2 - Formação do biofilme em P. aeruginosa após o tratamento com diferentes concentrações 
subinibitórias de nanopartículas de prata. 

 
Cepa  

 
Composto 

 
Concentração 

Formação de 
biofilme1 

Taxa de 
redução (%)2 

Taxa de 
aumento (%)2 

PAO1 Controle 0 µM 0,260 ± 0,040 - - 
PAO1 bio-AgNP 7,81 µM 0,257 ± 0,021 1,31 % - 
PAO1 bio-AgNP 15,62 µM 0,256 ± 0,051 1,73 % - 
PAO1 bio-AgNP 31,25 µM 0,238 ± 0,068 8,74 % - 
PA14 Controle 0 µM 0,052 ± 0,007c - - 
PA14 bio-AgNP 7,81 µM 0,118 ± 0,015a - 127,86 % 
PA14 bio-AgNP 15,62 µM 0,085 ± 0,020b - 64,09 % 
PA14 bio-AgNP 31,25 µM 0,073 ± 0,013b - 41,22 % 

1Valores expressos em densidade óptica (DO) 620 nm (média ± desvio padrão). 
2Taxa de inibição ou aumento = (DO grupo controle – DO grupo experimental)/DO grupo controle. 
a-cTeste de Tukey com diferença significativa p < 0,05. 
Bio-AgNP: nanopartículas de prata biogênicas. 
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Figura 1 - Curva de crescimento de P. aeruginosa PAO1 (A) e PA14 (B) em concentrações 
subinibitórias de bio-AgNP. As bactérias em concentrações a 5 x 105 UFC/mL foram expostas a três 
tratamentos diferentes com bio-AgNP (31,25 µM; 15,62 µM e 7,81 µM). O controle indica crescimento 
bacteriano sem tratamento com as nanopartículas. Os valores de UFC/mL são a média ± desvio 
padrão. 
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Figura 2 - Efeito das nanopartículas de prata biogênicas na motilidade swarming, swimming e 
twitching em P. aeruginosa PAO1 e PA14. (A1) Motilidade swarming em PAO1. (A2) Motilidade 
swarming em PA14. (B1) Motilidade swimming em PAO1. (B2) Motilidade swimming em PA14. (C1) 
Motilidade twitching em PAO1. (C2) Motilidade twitching em PA14. Cada símbolo representa o valor 
de um tratamento, e a média para cada 3 repetições está indicado pela barra preta. As imagens 
abaixo do gráfico são fotos representativas das cepas PAO1 e PA14 e tratamentos correspondentes. 
Os valores (médios) que foram significativamente diferentes comparados com o controle (p < 0,05 
pelo ANOVA-Tukey) foram apresentados por um asterisco (*).  
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Figura 3 - Efeito das nanopartículas de prata biogênicas nos fatores de virulência de P. aeruginosa 
PAO1 e PA14. (A1) Produção de ramnolipídeos na cepa PAO1, (A2) Produção de ramnolipídeos na 
cepa PA14, (B1) Produção de protease alcalina em PAO1, (B2) Produção de protease alcalina em 
PA14, (C1) Produção de elastase em PAO1, (C2) Produção de elastase em PA14, (D1) Produção de 
piocianina em PAO1 e (D2) Produção de piocianina em PA14. Os resultados foram expressos como ± 
desvio padrão (n = 3). a-cTeste de Tukey com diferença significativa p < 0,05. 
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Figura 4 –  Expressão relativa dos genes reguladores do Sistema Quorum Sensing após tratamento 
com nanopartículas de prata biogênica. As quantidades relativas médias dos genes testados foram 
normalizados para a quantidade relativa média do gene de referência proC. * representa p < 0,05. 
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6.CONCLUSÃO 
 

 O efeito das concentrações subinibitórias de nanopartículas de prata 

biogênicas (bio-AgNP) foram analisados em isolados de P. aeruginosa obtidos de 

pacientes clínicos portadores ou não de fibrose cística, isolados obtidos de águas de 

abastecimento e duas cepas de referência PAO1 e PA14. O estudo com esta 

diversidade de isolados permitiu concluir que o tratamento com essas concentrações 

subinibitórias favorece o aumento fenotípico na maioria dos fatores de virulência 

analisados, especialmente nas motilidades, produção de piocianina e formação de 

biofilmes. 

As cepas de referência PAO1 e PA14 apresentam diferentes respostas 

(fenotípicas e genotípicas) aos tratamentos com as bio-AgNP, porém em ambas as 

cepas houve o aumento na expressão dos genes reguladores do sistema Quorum 

Sensing (QS). Este aumento na expressão dos genes reguladores do QS em P. 

aeruginosa causa preocupação, visto que as baixas concentrações de 

nanopartículas de prata podem ser encontradas no meio ambiente e pode 

possivelmente favorecer a produção de fatores de virulência que são regulados por 

este sistema.  

Por isso, o uso das bio-AgNP como um possível composto para terapia 

antibiofilme e antivirulência em P. aeruginosa precisa ser avaliado com cautela e 

baseado em estudos complementares, para que os compostos sejam utilizados de 

maneira que o sistema QS seja definitivamente interrompido e os fatores de 

virulência sejam controlados.  
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APÊNDICE A – ARTIGO ORIGINAL: análise comparativa dos fatores de virulência 
dos isolados clínicos e ambientais de Pseudomonas aeuginosa  
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APÊNDICE B – ARTIGO ORIGINAL: Pesquisa fenotípica dos fatores de virulência 
em Pseudomonas aeruginosa isolados de água de abastecimento público 
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