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RESUMO

A motilidade twitching deixa Pseudomonas aeruginosa mover por sobre superficies bidticas e abioticas,
permitindo sua rapida coloniza¢do em novas superficies. Perturbag¢fes na motilidade twitching influenciam
a adesdo. Este trabalho teve por objetivo verificar a acdo da cafeina sobre a motilidade da linhagem P.
aeruginosa TGC-04 e em seguida, avaliar a adesdo da linhagem exposta a 2064 pg/mL de cafeina,
previamente irradiada com luz de LED de alta poténcia a 700 nm por 10 minutos (1000 mW/cm?). Foram
realizados testes de maotilidade swarming, swimming e twitching por 48h a 30°C. O biofilme formado apéds
incubacdo nas mesmas condi¢des foi quantificado pelo método do cristal violeta. A taxa de adesdo foi
calculada pela diferenga da absorbancia do tratamento, em relagdo ao controle. Ndo houve perturbacéo nas
motilidades swarming e swimming, contudo, a motilidade twitching foi reduzida ~44%, refletindo na
diminuigdo entre ~60 ¢ 80% da adesdo das células, cujo grau de inibigdo foi considerado moderado, com
as células moderadamente aderidas a superficie. Em complemento, foram identificadas células tipo swarm.
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ABSTRACT

Twitching motility allows Pseudomonas aeruginosa to move over biotic and abiotic surfaces, allowing it
to rapidly colonize new surfaces. Disturbances in twitching motility influence adhesion. This work aimed
to verify the action of caffeine on the motility of P. aeruginosa TGC-04 and to assess the adherence with
exposition to caffeine at 2064 pug/mL, previously irradiated with high power LED light at 700 nm for 10
minutes (1000 mW/cm?). Swarming, swimming, and twitching motility tests were carried out for 48h at
30°C. The biofilm formed after incubation under similar conditions was quantified by the crystal violet
method. The adherence rate was calculated by the difference in the absorbance of the treatment in
comparison to the control. There was no disturbance in swarming and swimming motilities, however,
twitching motility was reduced by =44%, reflecting a decrease between =60 and 80% of cell adhesion,
whose degree of inhibition was moderate, with cells moderately adhered to the surface. In addition, the
strain was identified as swarm-cell.
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INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é uma extraordinaria bactéria que exibe uma grande
versatilidade fisioldgica e nutricional, as quais permitem sua ocorréncia nos mais diversos
ambientes (WU et al., 2018). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ela
também ¢é considerada um patogeno critico (ASOKAN et al., 2019) e por isso,
responsavel pela alta prevaléncia em infec¢Ges oportunistas sérias, com elevadas taxas de
mortandade e mortalidade (KANG et al., 2003).

O estilo de vida preferencial de P. aeruginosa é séssil, como uma organizagéo
multicelular aderida (PANDIN et al., 2017). Sua evolugdo permitiu a expressdo de
flagelos e pili para que permitem um estadgio planctonico, bem como afinidade e
colonizacao de superficies bidticas e abidticas (JURADO-MARTIN et al., 2021). Ambas
as motilidade e formacdo de biofilme sdo apontados como importantes fatores de
viruléncia em P. aeruginosa. Adicionalmente, a formagéo dos biofilmes atribui menor
sensibilidade as moléculas antimicrobianas, permitindo trocas horizontais de genes de
resisténcia (SOUSA et al., 2021).

Por conta da resisténcia a muitos antibidticos, o controle do crescimento do
biofilme é um tema atual e de extensiva pesquisa (AZIZ et al., 2022; CHAKRABORTY
et al.,, 2020; SHAO et al., 2020). Com olhos voltados a sustentabilidade, diferentes
moléculas biodegradaveis sdo mais atrativas, em termos da exploracdo com a finalidade
de controlar o desenvolvimento de patdgenos (JORDAN e GATHERGOOD, 2013). A
cafeina € uma molécula cuja atividade antimicrobiana foi demonstrada em bacilos Gram-
negativos (CARNEIRO et al., 2020; ALMEIDA et al., 2006; RAMANAVIENE et al.,
2003), motivando nosso estudo ao utiliza-la irradiada com energia luminosa de LED,
fundamentada nos principios da quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT),
estratégia que permite a producdo de espécies reativas de oxigénio que se ligam a
estruturas microbianas vitais, resultando na inativagédo ou morte da célula (AROSO et al.,
2019). Dessa forma, este estudo objetivou verificar a acdo da PACT mediada pela cafeina
sobre a motilidade e a colonizagédo da linhagem selvagem P. aeruginosa TGC04, como

parte do projeto de caracterizacdo desta linhagem.
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METODOLOGIA
Cafeina

Foi utilizada cafeina anidra (Jilin Shulan Synthetic Pharmaceutical, Co. LTD,
China — grau de pureza 99,9%), cuja solugdo-estoque foi preparada em agua destilada
esterilizada para obtencédo de concentracdo de 5000 pg/mL. A concentracdo utilizada nos
testes, 2064 pg/mL, foi baseada em um trabalho prévio de nosso grupo de pesquisa que
verificou uma Concentracdo Minima Inibitdria da cafeina nesta concentragdo
(GOUVEIA et al., 2023).

Uma aliquota de 10 mL da solucdo de cafeina foi transferida para uma placa de
Petri esterilizada e em seguida, irradiada por 10 minutos com lampada de LED de alta
frequéncia (A-60, G-light), 3W, luz RGB (A= 700 nm), distanciando 16 cm da fonte
luminosa. Observou-se que a energia irradiada sobre a cafeina foi de aproximadamente
1000 mW/cm?,

Microrganismo

O estudo foi conduzido com a linhagem de P. aeruginosa TGC-04 (cadastro no
SisGen, Brasil # A6DOC2F. Esta linhagem foi isolada de solo (CAVALCANTI et al.,
2019) e um extenso trabalho de sua caracterizagcdo vem sendo realizado por nosso grupo

de pesquisa.

Ensaios de motilidade

Trés testes foram realizados em agar BHI adicionado com cafeina irradiada. Uma
suspensdo de P. aeruginosa TGC-04 de cultivo recente foi preparada com turbidez
padronizada ao tubo n° 0,5 da escala de McFarland e em seguida, inoculada para o agar
BHI semissélido (verificacdo da motilidade swimming), na superficie do agar BHI
(verificacdo da motilidade swarming) e no fundo da placa de Petri, posteriormente sendo
transferido agar BHI (verificacdo da motilidade twitching) (ROSSI et al., 2018). As placas
foram incubadas por 48 h a 30+1 °C e apds, mediu-se o diametro da zona de deslocamento
(mm) a partir do ponto de inoculagdo. O controle do teste foi realizado com meios sem

cafeina.

Ensaios in vitro da formacéo do biofilme
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O ensaio foi realizado em triplicata pela técnica do cristal violeta (KHARE e
ARORA, 2011). Em tubos de microdilui¢do contendo 1000 pL de caldo Mueller-Hinton,
foram adicionados 100 pL da solugdo de cafeina na concentracdo-teste e 10 pL do
indculo, preparado como descrito acima. A incubacgéo ocorreu por 48 h em 30+1 °C. Apos
0 periodo, o sobrenadante foi descartado e as paredes dos tubos foram lavadas
vigorosamente com agua de torneira. Depois de secas, transferiu-se 1500 pL de cristal
violeta 1% e ap6s 20 min, o corante foi removido e os tubos novamente lavados com agua
de torneira, secados e preenchidos com 1500 pL de etanol puro. Apdés 30 minutos, a
densidade optica (OD) da solucdo cristal violeta-etanol foi determinada a 590 nm
(Quimis, U2M). O controle do teste foi realizado sem a cafeina.

O percentual de inibicdo da adesao foi calculado pela diferenca entre as médias
das OD do tratamento com cafeina e do controle, dividido pela OD do controle e
multiplicando por 100. Com isso a adesdo foi classificada como fraca (se < 40%),
moderada (entre 40 e 80%) ou forte (se > 80%) (RODRIGUES et al., 2010).

Analise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados apresentados como

a médiazerro.

RESULTADOS

Ensaios da motilidade

A Tabela 1 sumariza os resultados dos ensaios de motilidade. Observou-se que as
motilidades swimming e swarming ndo sofreram alterac6es, em detrimento da motilidade

twitching que registrou reducao significativa entre 37 e 44% ap0s exposicdo a cafeina.
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Tabela 1 — Zonas de deslocamento (mm = erro) de Pseudomonas aeruginosa TGC-04 exposta a
2064 pg/mL de cafeina

24 h 48 h
Motilidade
Controle TGC-04 Controle TGC-04
Swimming 236 +44 245+34 30,0+8,7 30,9+48
Swarming 158+24 14,1 +0,6 23,1+55 28,6 +5,7
Twitching 234+1)9 16,2+0,1 33,0+0,5 24,0+0,6

Fonte: Gouveia; Oliveira e Vasconcelos (2023)

A variacao nas diferencas percentuais sobre a acdo da cafeina na motilidade de P.
aeruginosa TGC-04 é mais bem observada nas Figuras 1 e 2. Ao comparar 0s resultados
do controle com o tratamento em cada intervalo (24 e 48h), notou-se que P. aeruginosa
TGC-04 formou uma coldnia de células tipo swarm, com alteracbes importantes na
motilidade twitching. Observou-se igualmente uma diferenca nos resultados da
motilidade swarming em 24h. Contudo, ao serem considerados os desvio e erro padrdes
do ensaio, essa aparente reducdo na motilidade se anula, realgando a observacao inicial
de que a cafeina na concentragdo testada, 2064 pug/mL, teve acdo mais sobre a motilidade
twitching.

Figura 1 — Percentual do aumento e redugdo das zonas de deslocamento da Pseudomonas

aeruginosa TGC-04 exposta a cafeina (Treat.) e no controle (Ctrl) em até 48 h

Cirl (24-48h)

444

mSwimming ®Swarming ®Twitching

Fonte: Gouveia; Oliveira e Vasconcelos (2023)
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Figura 2 — Zonas de deslocamento da Pseudomonas aeruginosa TGC-04 (48h). Na fileira de

cima, quando exposta a cafeina (Treat.) e na fileira de baixo, o controle (Ctrl). As setas azuis

destacam a motilidade twitching

Fonte: Gouveia; Oliveira e Vasconcelos (2023)

Ensaio in vitro de formagé&o do biofilme

Foi observada em 48h uma redugdo importante, em mais de 60%, da colonizagéo
de P. aeruginosa TGC-04, comparada ao controle, como € ilustrado na Figura 3 (reducéo
nas primeiras 24h =80%). Mesmo havendo um aumento entre os intervalos 24 e 48h,
nota-se uma aparente perturbacdo em termos da adesao, pela qual pode se correlacionar
com as observacdes no teste de motilidade, em especial, das modalidades swarming e
twiching.
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Figura 3 — Formac&o de biofilme de Pseudomonas aeruginosa TGC-04 exposta a 2064 pug/mL

de cafeina (treat.) em comparacao ao controle (Ctrl) (erro + 0.08)
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Fonte: Gouveia; Oliveira e Vasconcelos (2023)

Como a Figura 3 parece demonstrar que a cafeina pareceu ser mais ativa nas
primeiras 24h, na Tabela 2 estdo sumarizadas as interpretacdes do ensaio in vitro da
formagé&o do biofilme. Foi verificado que a absorbancia do meio empregado no teste foi
de 0,022+0,001, valor ao qual se aplica a premissa de que todas as medi¢des da OD trés
vezes acima do ponto de corte, isto é, 0,066, revelam uma capacidade das células em

aderir a superficie, mesmo sob influéncia de uma substancia com propriedades inibitorias.

Tabela 2 — Classificacdo do percentual de inibicdo (+erro) de Pseudomonas aeruginosa
TGC-04 exposta a 2064 ug/mL de cafeina por 48h

Parametros Resultado
Inibigéo (%) 62,1+0,1
Tipo de adesdo das células ao substrato Moderada
Grau de inibicdo do biofilme Moderado
Valor do ponto de corte 0,066+0,001
Presenca de células com capacidade de formar biofilme as 48h Sim

Fonte: Gouveia; Oliveira e Vasconcelos (2023)
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DISCUSSAO

Este trabalho faz parte de um projeto de caracterizacgdo da linhagem P. aeruginosa
TGC-04, isolada de solo contaminado por combustiveis fésseis, em 2014. Ela é dotada
de metabolismo hidrocarbonoclastico (CAVALCANTI et al., 2019) e produz uma
quantidade significativa de piocianina (ARRUDA et al., 2020), pigmento especifico da
espécie e com grande potencial biotecnolégico (GONCALVES e VASCONCELOS,
2021). No presente estudo é reportado seu comportamento, em termos da sua motilidade
e formacdo de biofilme, diante a Concentracdo Minima Inibitoria da cafeina, conhecida
num estudo prévio (GOUVEIA et al., 2023). Ressalta-se que embora a cafeina tenha
reconhecida sua atividade antimicrobiana (WOZIWODZKA et al., 2022), os resultados
foram obtidos de um isolado selvagem de uma das bactérias mais bem adaptadas aos
estresses impostos pelo meio, e sendo assim, capaz de persistir em diversos ambientes
(FRIMMERSDORF et al., 2010).

Diferentes linhagens de P. aeruginosa podem apresentar respostas distintas em
relacdo a motilidade e o meio de cultura utilizado € importante nessa resposta (OTTON
et al., 2017). De acordo com Souza et al. (2019), células tipo swim apresentam a maior
diferenciacdo entre as linhagens selvagens. Por outro lado, nas motilidades swarming e
twitching séo observadas menos variagdes. Isto vai em acordo ao observado na P.
aeruginosa TGC-04, linhagem de estudo.

A motilidade swarming, coordenada pelos flagelos e pili, permite a P. aeruginosa
mover-se em muitas superficies (CAIAZZA et al., 2007) e ocorre na auséncia de células
tipo swim e tipo twitch (MURRAY et al., 2010). Isto pode justificar os valores da
motilidade swarming terem sido os maiores na auséncia do inibidor. J4 o deslocamento
twitching é coordenado pela extensdo e retracdo do pili tipo IV, principal adesina
envolvida na fixacdo de superficies. Em complemento, ambas as motilidades swarming e
twitching estdo envolvidas no desenvolvimento, bem como medeiem a expansdo do
biofilme (NOLAN et al., 2015).

A cafeina é um bioativo natural que pode agir por diferentes mecanismos, por
exemplo, na reducdo da absorcdo de ferro (MORCK et al., 1983). Baseado nesse e mais
outros mecanismos da cafeina sobre células microbianas, tais como, lise (KABIR et al.,
2014) e inibicdo de sinalizacdo celular (NORIZAN et al., 2013), a partir de nossos
resultados podemos levantar algumas hipoteses que deverdo ser respondidas em estudos

futuros. A primeira hipotese trata da absorgdo e armazenamento de ferro. Na reducédo da
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biodisponibilidade ou auséncia de ferro, tecnicamente causada pela cafeina, P.
aeruginosa dispde de meios para controlar a disponibilidade deste importante fator de
crescimento bacteriano, como a expressdo da proteina fur (do inglés ferric uptake
regulator) (BERGES et al., 2018). Mesmo que a expressao da proteina fur esteja
reprimida, ndo ha alteracdo do crescimento planctonico, porém a proteina fur é essencial
para formac&o de col6nias em meios solidos (PASQUA et al., 2017).

Na literatura consultada ndo foi possivel identificar um estudo relacionando a
cafeina com a proteina fur, desse modo, acreditamos que a reducao da biodisponibilidade
de ferro promovida pela cafeina reduziu o teor intracelular do metal, comprometendo a
corrida das células. No entanto, ressaltamos que o caminho curto realizado pelas células
swarm de P. aeruginosa TGC-04, quando comparado a outros isolados selvagens, pode
ser explicado pela relacdo com a reducdo da motilidade twitching. Outros fatores também
podem estar envolvidos, como a concentracdo de agar e a baixa umidade empregada no
teste (OTTON et al., 2017). Isto nos leva & segunda hipotese.

A motilidade twitching variou 7 e 9 mm em 24 e 48h, respectivamente,
comparadas com o controle. Isto refletiu na formagc&o do biofilme. E sabido que quanto
maior for a reducdo da motilidade twitching, menor a capacidade de adesdo da célula.
Além disso, a alteracdo das propriedades das adesinas pode aumentar a presenca de
células tipo swarm (MURRAY et al., 2010). A observacdo de uma densidade Optica acima
do ponto de corte quando P. aeruginosa TGC-04 estava exposta a cafeina por 48h pode
sustentar a hipotese de que o aumento da motilidade swarming favoreceu a adesdo das
células, visto que o ensaio é realizado em espaco confinado e o biofilme é uma estrutura
que promove rigidez estrutural e protecdo da matriz das agressdes externas (THI et al.,
2020), neste caso, a cafeina. Adicionalmente, a colonizacao do biofilme é coordenada por
qguorum sensing e a inibicdo de homosserina lactonas, principais moléculas sinalizadoras,
pode reduzir a producdo da matriz polimérica (EPS), o que causa reducdo da capacidade
de adeséo e aumento do movimento flagelar (ROY et al., 2018).

Finalmente, a formacgdo de espécies reativas de oxigénio e/ou a cafeina podem
alterar a permeabilidade da membrana celular e com isso, dentre outros resultados, pode
ocorrer liberagdo de eATP (ATP enddgeno) no meio. Em P. aeruginosa, o eATP funciona
como sinalizador celular que responde a inibi¢do da motilidade twitching, permitindo que
o biofilme se desenvolva (NOLAN et al., 2015). Em complemento, outros componentes

ndo densidade celular dependentes como o eDNA (DNA extracelular), liberado com a
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lise das células, também € um fator de adesdo, desenvolvimento e integridade estrutural
de biofilmes em P. aeruginosa (PANLILO e RICE, 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

Nas condic¢des empregadas neste estudo, P. aeruginosa TGC-04 parece ser uma
célula tipo swarm. A cafeina promoveu os seguintes achados: reducdo da motilidade
twitching, e inalteracdo das motilidades swarming e swimming. Quando irradiada, a
cafeina atuou na reducdo da adesdo do biofilme, contudo néo eliminou a capacidade da
linhagem de desenvolver coldnia em uma superficie abidtica. Foram levantadas trés
hipoteses para esses resultados: i) reducdo do ferro intracelular, forcando as células
da sintese da matriz polimérica; e iii) a alteracdo da permeabilidade celular contribuiu
para liberacdo de eATP que regulou negativamente a motilidade twitching, refletindo
diretamente na adesdo de P. aeruginosa TGC-04. Mais estudos devem ser conduzidos
para confirmar o mecanismo dessa inibi¢do, ndo descartando o uso da PACT mediada

pela cafeina.
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