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RESUMO 

 

O resíduo do processamento da uva representa uma fonte importante de compostos renováveis, 

cuja atividade biológica permanece pouco estudada. Estes resíduos são produzidos em grandes 

quantidades, podendo causar danos ambientais. Neste sentido, a busca por compostos bioativos 

com propriedades antimicrobianas e antivirulência nesta matéria-prima é uma alternativa 

interessante. Uma série de metabolitos secundários – como os compostos fenólicos – são 

produzidos pela uva, exercendo funções protetivas contra agentes patogênicos. Eles são 

estratégias promissoras em virtude de sua diversidade estrutural e amplo espectro de 

propriedades biológicas. Em paralelo, há uma necessidade urgente por novas opções 

terapêuticas para o controle de infecções causadas por bactérias e fungos, principalmente 

infecções associadas a biofilmes, as quais são de difícil controle e tratamento. Por estas razões, 

o presente trabalho teve como objetivo principal a busca por estratégias antimicrobianas e 

antivirulência – com foco na pesquisa antibiofilme – no controle de infecções bacterianas e 

fúngicas. Numa primeira etapa, foi investigado o potencial de extratos e frações provenientes 

do resíduo da uva no controle de biofilmes bacterianos. Para este objetivo, três variedades de 

resíduos da uva foram coletadas: a uva branca Chardonnay (Vitis vinifera) e as uvas tintas 

Cabernet Franc (Vitis vinifera) e Bordô (Vitis labrusca). Extração assistida por ultrassom foi 

conduzida de forma exaustiva com diclorometano, metanol e água. Quatro modelos bacterianos 

foram utilizados: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae 

e Pseudomonas aeruginosa. A atividade antimicrobiana foi mensurada pela obtenção da 

concentração inibitória mínima (CIM) e por meio da leitura da OD620nm. Possível efeito 

sinérgico foi verificado através de combinações entre os extratos e antimicrobianos 

convencionais. A atividade antibiofilme dos extratos a 5 mg/mL foi avaliada através da 

metodologia do cristal violeta. Os extratos apresentaram valor de CIM entre 1,25 mg/mL e 5 

mg/mL contra os microrganismos testados e observou-se efeito sinérgico entre o extrato aquoso 

da uva Cabernet Franc e o antimicrobiano oxacilina, e extrato aquoso da uva Chardonnay e 

vancomicina contra os modelos Gram-positivos. O resíduo da uva Chardonnay extraído com 

diclorometano apresentou os melhores resultados para todas bactérias testadas, inibindo a 

formação do biofilme sem inibir o crescimento bacteriano. Este extrato foi submetido à 
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cromatografia em coluna de fase normal. Duas frações apresentaram atividade antibiofilme, 

prevenindo a adesão de S. aureus e S. epidermidis à superfície de poliestireno em 80% a 0,62 

mg/mL e inibindo o biofilme de K. pneumoniae em 25% a 0,31 mg/mL. As frações e extratos 

foram analisados por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (UHPLC-ESI-

MS/MS) e indicaram a presença de ácidos graxos, polifenois, alcaloides e aminoácidos. Além 

disso, a toxicidade dos extratos foi avaliada em modelo invertebrado de Caenorhabditis elegans, 

demonstrando que os mesmos não afetaram a sobrevivência, tamanho e progenia do nematoide. 

Numa segunda etapa, os polifenóis ácido elágico (AE) e ácido cafeico fenetil éster (CAPE) 

foram avaliados quanto às suas atividades antifúngicas contra Candida spp. Para este propósito, 

os compostos puros foram adquiridos comercialmente e tiveram a atividade antifúngica contra 

C. albicans SC5314 e um painel de 10 isolados de Candida auris multirresistentes avaliada por 

microdiluição em caldo e por ensaio do time-kill. AE e CAPE apresentaram valores de CIM ≤ 

0,5 μg/mL e entre 1 a 64 μg/mL, respectivamente. AE apresentou efeito fungistático e CAPE 

fungicida para ambas as espécies de Candida. O mecanismo de ação dos compostos foi 

investigado pelo ensaio de proteção do sorbitol e pelo ensaio de ligação ao ergosterol, indicando 

provável ação sobre a parede celular fúngica. CAPE foi capaz de inibir a produção de 

fosfolipases, biofilmes e filamentação, além de inibir a adesão de C. albicans ou C. auris a 

células epiteliais do pulmão. AE e CAPE não foram tóxicos a hemácias em todas concentrações 

testadas (até 64 μg/mL), nem ao modelo in vivo de Galleria mellonella (até 128 mg/kg). Quando 

G. mellonella foi pré-tratada com AE ou CAPE (32 mg/kg) antes da infecção por C. albicans 

ou C. auris, a taxa de sobrevivência da larva foi significativamente prolongada, com uma taxa 

de sobrevivência de 44% para ambos os compostos. Além disso, AE, a 4 μg/mL, prolongou em 

40% a sobrevivência do nematoide C. elegans infectado com C. albicans. Em conjunto, estes 

resultados demonstram o potencial antibacteriano e antifúngico de metabólitos secundários de 

fonte natural, dentre eles, extratos e frações provenientes do resíduo da uva, e compostos da 

classe dos polifenóis. Em conclusão, compostos de origem natural representam uma fonte 

promissora de moléculas antimicrobianas e antivirulência. O desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos a partir destas fontes enseja amenizar a problemática da resistência 

antimicrobiana e da escassez de opções terapêuticas para o controle de infecções. 
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ABSTRACT 

 

Grape residue represents an important source of renewable compounds, whose biological 

activity remains little studied. These residues are produced in large quantities and can cause 

environmental damage. In this way, the search for bioactive compounds with antimicrobial 

properties in this raw material is an interesting alternative. A series of secondary metabolites – 

such as phenolic compounds – are produced by grapes, exerting protective functions against 

pathogens. They are promising strategies due to their structural diversity and broad spectrum of 

biological properties. In parallel, there is an urgent need for new therapeutic options for the 

control of infections caused by bacteria and fungi, especially biofilm-associated infections, 

which are difficult to control and treat. For these reasons, the aim of this study was to investigate 

antimicrobial and antivirulence strategies – focusing on antibiofim activity – to control bacterial 

and fungal infections. In a first step, the potential of extracts and fractions from grape residue 

to control bacterial biofilms was investigated. For this purpose, three varieties of grape residues 

were collected: the white grape Chardonnay (Vitis vinifera) and the red grapes Cabernet Franc 

(Vitis vinifera) and Bordô (Vitis labrusca). Ultrasound-assisted extraction was conducted 

serially with dichloromethane, methanol and water. Four bacterial models were used: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas 

aeruginosa. Antimicrobial activity was measured by obtaining the minimum inhibitory 

concentration (MIC) and by reading the OD620nm. A possible synergistic effect was verified 

through combinations between extracts and conventional antimicrobials. The antibiofilm activiy 

of the extracts at 5 mg/mL was evaluated using the crystal violet methodology. The extracts 

presented MIC values ranging from 1.25 mg/mL to 5 mg/mL against the tested microorganisms 

and a synergistic effect was observed between the aqueous extract of Cabernet Franc grape and 

the antimicrobial oxacillin, and between aqueous extract of Chardonnay grape and vancomycin 

against Gram-positive models. The Chardonnay grape residue extracted with dichloromethane 

showed the best results for all tested bacteria, inhibiting biofilm formation without inhibiting 

bacterial growth. This extract was subjected to normal phase column chromatography. Two 

fractions showed antibiofilm activity, preventing adhesion of S. aureus and S. epidermidis to 

the polystyrene surface by 80% to 0.62 mg/mL, and inhibiting biofilm of K. pneumoniae by 
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25% at 0.31 mg/mL. Fractions and extracts were analyzed by liquid chromatography coupled to 

mass spectrometry (UHPLC-ESI-MS/MS) and indicated the presence of fatty acids, 

polyphenols, alkaloids and amino acids. Furthermore, the toxicity of the extracts was evaluated 

in an invertebrate model of Caenorhabditis elegans, demonstrating that they did not affect 

nematode survival, body size and brood size. In the second step, the polyphenols ellagic acid 

(EA) and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) were evaluated for their antifungal activities 

against Candida spp. For this purpose, pure compounds were purchased and had their antifungal 

activity against C. albicans SC5314 and a panel of 10 multi-resistant Candida auris isolates 

evaluated by broth microdilution and time-kill assay. EA and CAPE had MIC values ≤ 0.5 

μg/mL and from 1 to 64 μg/mL, respectively. EA showed fungistatic and CAPE fungicidal effect 

for both Candida species. The mechanism of action of the compounds was investigated by the 

sorbitol protection assay and by the ergosterol binding assay, indicating a probable action on the 

fungal cell wall. CAPE was able to inhibit the production of fungal phospholipases, biofilm and 

filamentation, in addition to inhibiting the adhesion of C. albicans or C. auris to lung epithelial 

cells. EA and CAPE were not toxic to red blood cells at all concentrations tested (up to 64 

μg/mL), nor to the in vivo model of Galleria mellonella (up to 128 mg/kg). When G. mellonella 

was pretreated with EA or CAPE (32 mg/kg) prior to C. albicans or C. auris infection, the larval 

survival rate was significantly prolonged, with a 44% survival rate for both the compounds. 

Furthermore, EA, at 4 μg/mL, prolonged the survival of the nematode C. elegans infected with 

C. albicans by 40%. Taken together, these results demonstrate the antibacterial and antifungal 

potential of secondary metabolites from natural sources, including extracts and fractions from 

grape residues, and polyphenolic compounds. In conclusion, compounds of natural origin 

represent a promising source of antimicrobial and antivirulence molecules. The development of 

novel antimicrobial agents from these sources aims to alleviate the problem of antimicrobial 

resistance and the scarcity of therapeutic options for infection control. 

 

Keywords: grape residue; ellagic acid; caffeic acid phenethyl ester; antimicrobial activity; 

antibiofilm activity; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; K. pneumoniae; 

Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans; Candida auris. 

 



 20 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Antimicrobianos e resistência antimicrobiana 

 

A resistência aos antimicrobianos é um dos maiores desafios do século XXI. Esta crise 

tem-se acentuado desde 2017, com o caso de uma paciente que veio à óbito por uma infecção, 

cujo agente patogênico apresentava resistência a 26 antimicrobianos aprovados nos Estados 

Unidos (CHEN et al., 2017). Anualmente, morrem em média 700.000 indivíduos no mundo em 

decorrência de infecções causadas por microrganismos resistentes. Este cenário pode se agravar 

a 10 milhões de mortes anuais, mundialmente, em 2050, de acordo com estimativa da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2019). 

O impacto econômico também poderá se acentuar, considerando que se gasta anualmente mais 

de 20 bilhões de dólares para combater microrganismos resistentes somente nos Estados Unidos 

(STRATHDEE; DAVIES; MARCELIN, 2020). 

A era moderna dos antimicrobianos iniciou-se com a descoberta da penicilina por 

Alexandre Fleming, em 1928 (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013). 

Desde então, os antimicrobianos transformaram a Medicina e salvaram milhões de vidas. Entre 

1935 e 2003, quatorze novas classes de antimicrobianos foram introduzidas, sendo que o período 

compreendido entre 1940 a 1960 foi conhecido como a “Era de Ouro dos Antimicrobianos”, em 

decorrência da grande quantidade de antimicrobianos lançados (SHRESTHA; ZAHRA; JR 

CANNADY, 2021; SILVA et al., 2016). Entretanto, nas últimas décadas, observou-se um hiato 

na descoberta de novos antimicrobianos. Além disso, quase todos novos antimicrobianos 

lançados são variações das classes de fármacos descobertos em décadas anteriores. Há um 

número pequeno de novos compostos em fase experimental clínica que podem dar um fim à 

essa lacuna, todavia, em muitos casos, o sucesso de seu desenvolvimento é incerto (SILVER, 

2011). De fato, cerca de 60% das moléculas que entram na fase 3 de estudos clínicos são 

aprovadas. Atualmente, apenas 43 novos antimicrobianos estão em desenvolvimento em ensaios 

clínicos, sendo que 25% destes apresentam novo mecanismo de ação. Nenhum destes 

antimicrobianos é potencialmente ativo contra as maiores ameaças críticas definidas pela OMS 

(PEW CHARITABLE TRUSTS, 2021). As prováveis razões que levam a este vácuo no 
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lançamento de novos antimicrobianos incluem custos de produção, tempo de desenvolvimento 

e lucros inferiores a outros fármacos utilizados para tratamento de doenças crônicas 

(SHRESTHA; ZAHRA; JR CANNADY, 2021). 

Em contrapartida à escassez de novos agentes antimicrobianos, o surgimento da 

resistência se tornou um problema substancial, limitando a efetividade daqueles em corrente uso 

(SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013). A resistência ocorre quando um 

microrganismo neutraliza um antimicrobiano, resultando em ineficiência do fármaco e infecções 

persistentes, com um aumento subsequente nos riscos de transmissão e mortalidade (HAY et 

al., 2018). A resistência apresentada pelo microrganismo pode ser intrínseca ou adquirida. A 

resistência intrínseca ocorre quando o microrganismo apresenta mecanismos de resistência 

inerentes, já a adquirida ocorre através de mutações nos próprios genes ou pela transmissão 

horizontal de genes via outros microrganismos, sejam eles comensais, patógenos humanos ou 

não-humanos. O repertório de possíveis mecanismos que conferem resistência ao patógeno 

inclui modificação química e quebra estrutural do agente antibacteriano, efluxo do mesmo, 

proteção ou mudanças específicas do alvo e diminuição da permeabiliadade da membrana 

celular (SILVER, 2011). Os principais motivos que levam ao aumento da resistência são, além 

da falta de novos antimicrobianos com diferentes mecanismos de ação, uso desenfreado dos 

mesmos, falta de controle regulatório em alguns países, exposição recorrente a desinfetantes, 

uso inapropriado por humanos e animais, como, por exemplo, administração de antimicrobianos 

em caso de infecção viral e uso de promotores de crescimento na pecuária (HAY et al., 2018; 

PERAMAN et al., 2021). 

A demanda por novos agentes antimicrobianos cresceu devido ao aumento da 

resistência, uma vez que se observa resistência a praticamente todos antimicrobianos que foram 

desenvolvidos. Muitos antimicrobianos que eram altamente eficientes no passado, se tornaram 

obsoletos nos últimos anos. Por isto, após décadas do primeiro tratamento com antimicrobiano, 

infecções bacterianas e fúngicas novamente representam uma ameaça de difícil controle 

(SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013; VENTOLA, 2015). Para 

compreensão da magnitude desta problemática, em 2013, a agência norte-americana Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC) declarou que a sociedade vive numa “era pós-

antibiótica” (CDC, 2013a) e, em 2014, a OMS alertou que a crise da resistência antibiótica está 
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se tornando perigosa (WHO, 2014). A Figura 1 ilustra, numa linha do tempo, os paralelos entre 

a descoberta de novos antimicrobianos e o advento da resistência aos mesmos. 

Figura 1. Linha do tempo do desenvolvimento da resistência ao longo dos anos (adaptado de 

ÁLVAREZ-MARTÍNEZ; BARRAJÓN-CATALÁN; MICOL, 2020). 

 

O impacto das infecções associadas a patógenos resistentes se dá não somente no 

ambiente hospitalar, com quadros severos e persistentes, além dos altos índices de mortalidade 

e morbidade, mas também na comunidade de forma geral, setores agrícolas, ambientais e 

socioeconômicos (KHARE et al., 2021; MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014). 

Considerando este panorama do aumento da resistência atrelado à diminuição do 

desenvolvimento de novos antimicrobianos ao longo dos anos (Figura 2), faz-se iminente a 
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busca e desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, que sejam seguros e efetivos 

(COOPER; SHLAES, 2011). 

Figura 2. Número de antimicrobianos aprovados e evolução da resistência aos antimicrobianos 

ao longo das décadas. Conforme as bactérias se tornam mais resistentes aos antimicrobianos, a 

pesquisa de novas opções terapêuticas diminui e um número menor de novos antimicrobianos é 

aprovado. *Proporção de isolados clínicos que são resistentes aos antimicrobianos. MRSA, 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina. VRE, Enterococcus resistente à vancomicina. 

FQRP, Pseudomonas aeruginosa resistente às fluoroquinolonas (adaptado de COOPER; 

SHLAES, 2011). 

 

1.2. Estratégias antivirulência 

 

Na busca de novos agentes terapêuticos, uma série de estratégias têm sido exploradas, 

sejam elas compostos de origem natural ou moléculas quimicamente sintetizadas. Novas 

terapias incluem compostos antivirulência, peptídeos antimicrobianos e reposicionamento de 

fármacos (PACIOS et al., 2020). Dentre estas alternativas, o interesse por estratégias 

antivirulência tem crescido nos últimos anos. Os fatores de virulência são estruturas, produtos 

ou estratégias dos microrganismos que promovem doença através do dano direto ou indireto ao 

hospedeiro, ou ainda pela evasão do sistema imune. Dentre eles, pode-se citar toxinas, 
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substâncias adesinas, invasinas, pigmentos, surfactantes, cápsula, flagelo, sideróforos, fatores 

regulatórios como o quorum sensing, e biofilmes (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; RASKO; 

SPERANDIO, 2010; WILSON, 2002). A Figura 3 demonstra alguns dos fatores de virulência 

microbianos que podem ser alvos de agentes antivirulência. 

 

Figura 3. Fatores de virulência microbianos alvos de agentes antivirulência (adaptado de 

SILVA et al., 2016).  

 

A terapia antivirulência tem como objetivo interferir nestes determinantes de virulência 

sem afetar o crescimento bacteriano ou fúngico. Isto significa que os compostos antivirulência 

focam na inibição ou neutralização dos fatores de virulência ao invés de vias centrais do 

crescimento ou viabilidade microbianos, tornando a infecção menos severa e, portanto, de maior 

controle pelo sistema imune do hospedeiro (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; PACIOS et al., 

2020; SILVA et al., 2016). Ainda, alterações na expressão de fatores de virulência, atrelada à 

manutenção das células em estado planctônico, pode tornar os microrganismos mais sensíveis 
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aos antimicrobianos. Além disso, esta terapia pode ser empregada potencialmente em 

combinação com agentes antimicrobianos, de modo a estabelecer um efeito sinérgico 

(HADJIFRANGISKOU; BRANNON, 2016; RASKO; SPERANDIO, 2010). 

Compostos antivirulência apresentam uma série de vantagens frente aos antimicrobianos 

convencionais, uma vez que os fatores de virulência não são essenciais para a sobrevivência 

microbiana. Dentre elas, pode-se destacar: (i) redução da pressão seletiva e, portanto, 

contornando ou adiando o desenvolvimento da resistência; (ii) pequeno ou nenhum impacto 

sobre a microbiota do hospedeiro; (iii) capacidade de inativar o alvo rapidamente; (iv) aumento 

do repertório de alvos farmacológicos; (v) descoberta de diferentes e novos mecanismos de ação; 

(vi) possibilidade de uso em combinação com antimicrobianos ou contribuição da eficácia 

destes; (vii) alguns tipos de compostos antivirulência – inibidores do quorum sensing – são 

capazes de inibir a produção de múltiplos fatores de virulência (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 

2017; M CAMPOS; ANTUNES; FERREIRA, 2020; RASKO; SPERANDIO, 2010; SILVA et 

al., 2016; TOTSIKA, 2016).  

Não obstante, a terapia antivirulência pode apresentar algumas limitações, incluindo: (i) 

necessidade de combinação para atingir múltiplos alvos ou fatores de virulência variáveis entre 

diferentes cepas; (ii) requerimento de rápida identificação do agente patogênico; (iii) atraso 

terapêutico no caso de alvos regulatórios ou biossintéticos; (iv) persistência do microrganismo 

após término do tratamento; (v) efeito terapêutico inferior a antimicrobianos; (vi) ineficácia em 

todas formas de doença pelo mesmo patógeno; (vii) espectro de ação restrito ou espécie-

específico (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; RASKO; SPERANDIO, 2010; TOTSIKA, 

2016). 

Embora a maioria dos compostos antivirulência estudados esteja em estágio pré-clínico, 

alguns já foram aprovados para uso ou entraram em ensaios clínicos. Os compostos aprovados 

são atualmente limitados a bloqueadores de exotoxinas, enquanto que aqueles em ensaios 

clínicos são direcionados a adesinas ou ao quorum sensing (DICKEY; CHEUNG; OTTO, 

2017). A Tabela 1 exemplifica alguns dos agentes antivirulência já aprovados para uso ou que 

se encontram em estágio de desenvolvimento. 

Tabela 1. Lista de alguns agentes antivirulência que foram aprovados ou estão em estágio de 

desenvolvimento (adaptado de DICKEY; CHEUNG; OTTO, 2017; WHO, 2021). 
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Nome do composto Alvo molecular Microrganismo 
Estágio de 

desenvolvimento 

MEDI4893 α-toxina 
Staphylococcus 

aureus 
Ensaios clínicos de fase II 

AR-301 α-toxina 
Staphylococcus 

aureus 
Ensaios clínicos de fase II 

6e SrtA 
Staphylococcus 

aureus 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

Savirina AgrA 
Staphylococcus 

aureus 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

GSK3882347 FimH Escherichia coli Ensaios clínicos (fase 1) 

MEDI3902 Psl and PcrV 
Pseudomonas 

aeruginosa 

Ensaios clínicos de fases I e 

II 

RS2-1G9 

 
3-Oxo-C12-AHL 

Pseudomonas 

aeruginosa 
Ensaios pré-clínicos 

E22 RhlR 
Pseudomonas 

aeruginosa 
Ensaios pré-clínicos 

mBTL RhlR 
Pseudomonas 

aeruginosa 

Ensaios pré-clínicos, 

eficácia em C. elegans 

itc-12 e itc13 LasR 
Pseudomonas 

aeruginosa 
Ensaios pré-clínicos 

C30 LasR 
Pseudomonas 

aeruginosa 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

OligoG (CF-5/20) 

Rompe as redes 

poliméricas de 

mucina 

Pseudomonas 

aeruginosa 
Ensaios clínicos (fase 2b) 

Ftortiazinon 

(fluorothyazinona) 

+ cefepime 

 

Sistema de 

secreção tipo III 

Pseudomonas 

aeruginosa 
Ensaios clínicos (fase 2) 
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KP3 MrkA 
Klebsiella 

pneumoniae 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

Virstatina 

Desconhecido, mas 

diminui a formação 

de pili 

Acinetobacter 

baumannii 
Ensaios pré-clínicos 

ZBzl-YAA5911 FsrC 
Enterococcus 

faecalis 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

SMITB14 Lipoarabinomanana 
Mycobacterium 

tuberculosis 

Ensaios pré-clínicos, 

incluindo modelos animais 

BabyBIG 
BoNT sorotipos A 

e B 

Clostridium 

botulinum 
Aprovado para uso 

BAT 
BoNT sorotipos A-

G 

Clostridium 

botulinum 
Aprovado para uso 

Raxibacumab 
Antígeno da toxina 

do antrax 

Bacillus 

anthracis 
Aprovado para uso 

Obiltoxaximab 
Antígeno da toxina 

do antrax 

Bacillus 

anthracis 
Aprovado para uso 

Bezlotoxumab TcdB 
Clostridium 

difficile 
Aprovado para uso 

 

Dada a incipiência e apesar dos desafios da terapia antivirulência, acredita-se que seja 

uma questão de tempo até que fármacos antivirulência estejam amplamente disponíveis para 

uso clínico. A expansão desta estratégia constitui um passo importante no combate ao arsenal 

de virulência microbiano, representando um papel promissor para controle de microrganismos 

resistentes (TOTSIKA, 2016). Dentre os alvos da terapia antivirulência, estratégias antibiofilme 

tem ganhado considerável atenção nos últimos anos (MISHRA et al., 2020a). 

 

1.3. Biofilmes microbianos 
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Por muito tempo acreditou-se que os microrganismos se encontravam dispersos pelo 

ambiente como células livres; todavia, já é amplamente aceito que a maioria deles vive 

primariamente na forma de biofilmes (GIAOURIS et al., 2015). Estima-se que cerca de 40 a 

80% dos microrganismos na Terra residam em biofilmes (FLEMMING; WUERTZ, 2019). A 

formação de biofilme confere aos microrganismos uma capacidade de sobrevivência aumentada 

em diversos ambientes, principalmente quando comparada aos seus homólogos de vida livre ou 

planctônicos. Embora os primeiros relatos acerca deste modo de vida datam do século XVII, 

por meio das descobertas de Antonie Van Leeuwenhoek sobre animálculos que se desenvolviam 

sobre superfícies (JAIN et al., 2007), apenas em 1978 Costerton e colaboradores sugeriram o 

conceito de biofilme, que foi aprimorado, ao longo dos anos, com a descrição de seus aspectos 

peculiares (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; DONLAN, 2002). 

Biofilme é conceitualmente definido como uma comunidade complexa e estruturada de 

microrganismos que se encontram aderidos entre si e podem estar aderidos à uma superfície 

biótica ou abiótica (COSTERTON, 1995). Estas células estão embebidas em uma matriz 

polimérica extracelular, composta majoritariamente de polissacarídeos, lipídios, proteínas e 

ácidos nucléicos (DNA extracelular). A matriz é uma espécie de estrutura física do biofilme, 

que, além de manter as células unidas, permite sua adesão a substratos e superfícies. Esta 

estrutura tridimensional também propicia um ambiente de troca de material genético entre os 

microrganismos. Nesta comunidade microbiana há a formação de agregados ou multicamadas 

de células, onde ocorre o contato intercelular, seja ele físico ou social. A espessura de um 

biofilme pode variar desde poucas camadas de células até múltiplas camadas envolvidas pelo 

meio polimérico aniônico viscoso altamente hidratado. Neste meio, os microrganismos 

apresentam diferentes níveis metabólicos e de expressão gênica ao longo de suas camadas, e 

estabelecem uma série de processos de comunicação celular, denominado quorum sensing  

(ARCHER et al., 2011; DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2016; KOO et al., 2017; 

SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). A Figura 4 ilustra o processo de desenvolvimento de um 

biofilme. 
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Figura 4. Imagens de microscopia eletrônica de varredura demonstrando o processo de 

desenvolvimento de um biofilme de Pseudomonas aeruginosa. As imagens A, B e C 

representam os tempos de incubação de 6, 24 e 48 horas, respectivamente, a 37ºC, com 

magnificação de 22.000X (retirado de TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013). 

 

Os biofilmes proporcionam um ambiente de proteção aos microrganismos contra 

privação nutricional, valores anormais de pH, osmolaridade, temperatura, radiação, 

desidratação, pressão, predadores, forças mecânicas, antimicrobianos e sistema imune do 

hospedeiro (FUX et al., 2005; YIN et al., 2019). Adicionalmente, a habilidade dos 

microrganismos em formar essas comunidades microbianas fornece uma vantagem 

evolucionária que permite a maturação, aumento da taxa de sobrevivência e o estabelecimento 

de relações simbióticas por meio do microambiente do biofilme (GIAOURIS et al., 2015; 

LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; OTTO, 2013).      

Biofilmes são um dos modos de vida mais distribuídos e bem sucedidos da vida na Terra, 

uma vez que eles conduzem uma série de processos biogeoquímicos (FLEMMING et al., 2016; 

PAERL; PINCKNEY, 1996) De fato, estima-se que biofilmes estejam presentes na Terra há 3,2 

bilhões de anos (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004), ocupando os mais 

diversos nichos ambientais, desde rochas, rios de água doce, águas profundas e fontes termais 

(SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). A aplicação biotecnológica dos biofilmes inclui filtração 

da água potável, degradação de resíduos sólidos e águas residuais, e produção de químicos 

industriais, tais como, ácido acético, etanol e butanol (QURESHI, 2009). Todavia, os biofilmes 

também podem ser responsáveis por contaminação e deterioração da qualidade da água, 

corrosão de equipamentos, além de servir como um reservatório de patógenos. Os biofilmes 

podem estar aderidos a uma série de substratos e materiais, sejam eles abióticos (incluindo 
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metais, vidro, plástico e dispositivos médicos, tais como válvulas, cateteres, marca-passos, e 

lentes de contato) ou bióticos (tecidos humano, animal e vegetal) (FLEMMING et al., 2016; 

SRINIVASAN et al., 2021).    

Os biofilmes são sistemas complexos que possuem alta densidade de células e podem 

compreender apenas uma espécie microbiana ou múltiplas espécies (FLEMMING et al., 2016). 

Biofilmes multi-espécie podem compreender até mesmo microrganismos de diferentes níveis 

taxonômicos (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000). O termo biofilme polimicrobiano 

refere-se à combinação de microrganismos no biofilme, independentemente da filogenia. 

Bactérias e fungos são capazes de produzir biofilmes. Embora haja uma grande quantidade de 

organismos capazes de formar biofilmes, diferentes espécies compartilham processos e 

mecanismos em comum no desenvolvimento de um biofilme (GUZMÁN-SOTO et al., 2021). 

 

1.3.1. Formação do biofilme     

 

A formação do biofilme é um processo dinâmico e envolve fundamentalmente as 

seguintes etapas: adesão inicial reversível, adesão irreversível com início do desenvolvimento 

da arquitetura do biofilme, maturação e dispersão, como demonstra a Figura 5 (DUFOUR; 

LEUNG; LÉVESQUE, 2010). 
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Figura 5. Etapas da formação do biofilme. Inicialmente, células planctônicas se aderem 

reversivelmente a superfícies. Após adesão irreversível e formação de microcolônias, há o 

desenvolvimento do biofilme maduro bem estruturado pela matriz polimérica extracelular. O 

sistema de comunicação celular quorum sensing estabelece a manutenção e crescimento do 

biofilme, bem como frente a determinadas condições ambientais, sua dispersão e retorno ao 

modo de vida planctônico (adaptado de HORTENSE MARTIN, 2015). 

 

A primeira etapa de adesão inicial reversível das células microbianas à superfície biótica 

ou abiótica geralmente ocorre na presença de um filme condicionante tipicamente composto de 

moléculas orgânicas. O que leva o microrganismo a se mover em direção a uma superfície é o 

efeito de forças físicas e gravitacionais, além da percepção de mudanças nas propriedades físico-

químicas ambientais (KIMKES; HEINEMANN, 2020). Esta adesão entre a superfície celular e 

o substrato é mediada por interações eletrostáticas, hidrofóbicas e van der Waals, que são 

instáveis e frequentemente causam retorno das células à fase líquida planctônica. Além disso, a 

presença de apêndices microbianos, como fímbrias, pili e flagelos, promove maior aderência via 

quimiotaxia ou motilidade (DUFOUR; LEUNG; LÉVESQUE, 2010; RUMBAUGH; SAUER, 
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2020). A presença destas adesinas auxilia na adesão à superfície; no caso de superfícies bióticas, 

elas se ligam a componentes do hospedeiro, como colágeno, fibrinogênio, fibronectina e 

receptores (GUZMÁN-SOTO et al., 2021). De forma geral, a adesão ocorre principalmente em 

superfícies rugosas, hidrofóbicas e cobertas por filmes condicionantes. Um aumento na 

velocidade do fluxo de líquido circundante e a concentração de nutrientes no local também 

podem interferir na adesão microbiana. A Tabela 2 exemplifica diferentes fatores que afetam a 

formação de biofilmes. 

 

Tabela 2. Fatores relacionados à adesão celular microbiana, formação e desenvolvimento de 

biofilmes (adaptado de SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 2010). 

 

 

Quando as células interrompem a expressão de genes relacionados à locomoção e 

iniciam a produção da matriz, há a transição para a etapa de adesão irreversível. As ligações 

químicas estabelecidas são muito fortes e torna bastante complexa a remoção de um biofilme. 

As células sem multiplicam e foram micro-colônias ou agregados celulares, formando as 

primeiras camadas que cobrem a superfície (GUZMÁN-SOTO et al., 2021; PALMER; FLINT; 

BROOKS, 2007). Conforme as micro-colônias vão sendo formadas, há acumulação de células 
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em multicamadas, causando um aumento na espessura do biofilme e transição de uma estrutura 

bidimensional para tridimensional (SU et al., 2012). 

Um biofilme maduro é caracterizado pela presença de macro-colônias envoltas por 

canais de água que auxiliam na distribuição de nutrientes e moléculas sinalizadoras. Estas 

macro-colônias se formam quando múltiplas camadas de células se empilham, aumentando a 

espessura e dando origem à estrutura tridimensional do biofilme (DUFOUR; LEUNG; 

LÉVESQUE, 2010). Esta estrutura é altamente heterogênea; dependendo da composição 

química e espécie microbiana, o biofilme pode adquirir diferentes arquiteturas. De forma geral, 

a maioria dos biofilmes é constituída por aproximadamente 50-90% de matriz polimérica, sendo 

o restante composto por células microbianas (GUZMÁN-SOTO et al., 2021). 

Como as células microbianas ocupam diferentes regiões em um biofilme maduro – seja 

desde mais próximo da superfície até em porções mais internas do biofilme –, observa-se a 

presença de diferentes gradientes e microambientes. Estes gradientes se referem a diferentes 

níveis de taxa de crescimento, concentração de oxigênio, pH e atividade metabólica. Por 

exemplo, microrganismos em porções mais internas do biofilme possuem reduzida atividade 

metabólica em decorrência da menor quantidade de nutrientes e oxigênio disponíveis, o que 

proporciona maior resistência a antimicrobianos convencionais que têm como alvo processos 

celulares microbianos como replicação do DNA ou tradução (DUFOUR; LEUNG; 

LÉVESQUE, 2010; GUZMÁN-SOTO et al., 2021; WILLIAMSON et al., 2012). 

Além da diversidade metabólica, heterogeneidade genética também é encontrada em 

biofilmes, com a presença de subpopulações microbianas apresentando diferentes fenótipos. 

Dentre os fenótipos encontrados, células persisters representam uma grande problemática no 

controle de biofilmes. Persisters se encontram na fase estacionária do ciclo de vida, de 

crescimento lento ou dormentes, sem crescimento ou divisão, e com alta tolerância antibiótica. 

Além disso, estas populações são capazes de retomar o crescimento quando o agente estressor 

é removido. Esta característica proporciona não apenas a resistência a antimicrobianos e 

cronicidade da infecção, mas também facilita a dispersão e colonização (FISHER; GOLLAN; 

HELAINE, 2017; LEWIS, 2001, 2007). 

Em um biofilme maduro, as comunidades microbianas estabelecem uma série de 

interações sociais, tais como: comunicação química (HOTTERBEEKX et al., 2017), cooperação 
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(LUO et al., 2021) e competição (FILKINS et al., 2015). As interações podem ser antagônicas, 

quando envolvem inibição do crescimento e competição por nutrientes, ou sinérgicas, quando 

espécies microbianas exercem benefícios sobre as outras (ELIAS; BANIN, 2012). Dentre estas 

interações, a comunicação célula-a-célula, também denominada de quorum sensing, estabelece 

e coordena diversos parâmetros relacionados ao biofilme, incluindo virulência, motilidade, 

produção de substâncias antibióticas, morfogênese, patogênese, conjugação, interações sociais, 

e a própria manutenção ou desagregação de um biofilme. Esta comunicação pode ocorrer entre 

microrganismos da mesma espécie e/ou interespécies. O quorum sensing é a modulação da 

expressão de genes em resposta a flutuações na densidade celular da população microbiana. Os 

microrganismos produzem e liberam moléculas sinalizadoras denominadas autoindutores em 

resposta a um aumento na densidade celular. Quando se atinge um limiar na concentração do 

autoindutor, há uma alteração na expressão gênica e, em consequência, regulação de uma série 

de atividades fisiológicas  (DUFOUR; LEUNG; LÉVESQUE, 2010; GUZMÁN-SOTO et al., 

2021; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; MILLER; BASSLER, 2001).    

Sob determinadas condições após um biofilme se tornar maduro, ocorre o 

desprendimento de células ou aglomerados de células do biofilme. Isto pode ocorrer como 

consequência de estresse mecânico ou pelo impacto do sistema imune do hospedeiro. Quando 

há alterações fisiológicas decorrentes do sensoriamento de moléculas sinalizadoras, em resposta 

a variações nos níveis de óxido nítrico, tensão de oxigênio, temperatura, e disponibilidade de 

nutrientes, ocorre a dispersão do biofilme. Neste caso, há a produção de enzimas que degradam 

componentes da matriz polimérica, rompimento de interações não-covalentes por surfactantes 

microbianos e morte celular, que causam cavidades no biofilme. Em adição, microrganismos 

móveis fazem uso desta capacidade para escapar do biofilme, através do aumento da expressão 

de genes relacionados com a síntese flagelar e locomoção. Além disso, genes de síntese de 

fímbrias e adesinas têm sua expressão diminuída. Por meio da dispersão, os microrganismos 

podem contaminar outras superfícies e repetir o ciclo de formação do biofilme (DUFOUR; 

LEUNG; LÉVESQUE, 2010; GUZMÁN-SOTO et al., 2021; RUMBAUGH; SAUER, 2020). É 

importante salientar que células dispersas apresentam, de forma geral, um fenótipo mais 

virulento e resistente do que o de células planctônicas; todavia, ainda em nível inferior aos seus 
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homólogos sésseis. Isto significa que as modificações que ocorrem no biofilme são parcialmente 

mantidas nas células microbianas que se rompem do mesmo (CHUA et al., 2014). 

 

1.3.2. Resistência do biofilme aos antimicrobianos  

 

A adesão microbiana e consequente formação de biofilme confere um papel relevante 

na patogênese e acarreta um grande impacto na saúde humana e nos setores econômicos, 

afetando desde o ambiente hospitalar, até indústrias de alimentos, naval, do petróleo, na 

agricultura e no tratamento de água e efluentes (DE CARVALHO, 2018; GALIÉ et al., 2018). 

Estima-se que cerca de 80% das infecções microbianas crônicas estejam relacionadas a 

biofilmes (SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). As células microbianas sésseis são, de forma 

geral, 10 a 1000 vezes mais resistentes aos antimicrobianos do que seus homólogos de vida 

livre, dificultando o tratamento de infecções associadas a biofilmes (MAH; O’TOOLE, 2001; 

SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). 

De forma geral, os mecanismos de resistência têm a função de inibir um antimicrobiano 

de atingir um alvo. Em contrapartida, os mecanismos de tolerância atuam “desligando” o alvo 

(LEWIS, 2008). Os biofilmes microbianos são altamente recalcitrantes à terapia antimicrobiana 

devido a múltiplos mecanismos de resistência e tolerância. Estes mecanismos podem ser de 

origem intrínseca – decorrente da própria organização estrutural e funcional do biofilme – ou 

adquirida – através da transferência de fatores de resistência (OLIVARES et al., 2020). Há, pelo 

menos, três mecanismos intrínsecos que levam à suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos 

pelas células em um biofilme: (i) matriz exercendo barreira física; (ii) diferentes taxas de 

crescimento celular; (iii) ambiente circundante ao biofilme (DONLAN, 2001b). 

Primeiramente, a substância polimérica age como uma barreira física impedindo a 

entrada do agente antimicrobiano. A matriz retarda a difusão das moléculas antimicrobianas por 

meio de reações químicas ou limita sua taxa de transporte, principalmente na região periférica 

do biofilme. Interessantemente, a matriz polimérica é capaz de acumular moléculas 

antimicrobianas de até 25% de sua massa. A substância polimérica pode impedir a entrada não 

apenas de fármacos, mas também de componentes do próprio sistema imune do hospedeiro, que 

podem ter dificuldade em reconhecer e penetrar em um biofilme (DONLAN, 2001b; MAH; 
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O’TOOLE, 2001; SINGH et al., 2017; WATTERS et al., 2016). A matriz é capaz de proteger 

as células do biofilme contra moléculas grandes, como, por exemplo, lisozima. O 

exopolissacarídio negativamente carregado da matriz é bastante eficaz em restringir a 

permeação de antimicrobianos positivamente carregados, tal como aminoglicosídeos (LEWIS, 

2001). 

Em segundo lugar, muitas células sésseis possuem taxas de crescimento reduzidas, sendo 

dormentes ou persisters, escapando da ação de antimicrobianos que têm como alvo fases ativas 

do crescimento microbiano, tais como, síntese proteica, de ácidos nucleicos ou da parede celular. 

É importante enfatizar que praticamente todos antimicrobianos são mais efetivos em cessar o 

crescimento de células em fase ativa de metabolismo. Quando expostas a um agente 

antimicrobiano, persisters acabam, muitas vezes, sobrevivendo e podem até serem preservadas 

na presença de um antimicrobiano que inibe seu crescimento. Paradoxalmente, o antimicrobiano 

pode ajudar as células persisters a recalcitrarem. Em suma, nas situações em que o 

antimicrobiano consegue penetrar em um biofilme e erradicar a maior parte da população, 

geralmente resta uma pequena proporção de persisters sobreviventes. Se a concentração do 

agente antimicrobiano temporariamente diminui, ou os sintomas desaparecem devido à 

erradicação das células planctônicas e a terapia é descontinuada, as células persisters irão 

reconstruir o biofilme. Esta dinâmica explica a natureza recorrente de infecções associadas a 

biofilmes e a necessidade de uso prolongado de antibioticoterapia. Além disso, as células do 

biofilme são fisiologicamente distintas das células planctônicas e expressam fatores de proteção 

específicos, tais como bombas de efluxo, o que contribui para a resistência aumentada a 

antimicrobianos (DAVIES, 2003; LEWIS, 2001, 2007, 2008). 

Em terceiro lugar, o ambiente em torno do biofilme pode propiciar condições que 

protegem os microrganismos. Por exemplo, em ambientes com menor quantidade de nutrientes, 

oxigênio, ou sob estresse oxidativo, respostas fisiológicas dos microrganismos por meio da 

indução ou repressão de genes fazem com que haja menor captação de antimicrobianos, 

tornando as células do biofilme mais resistentes ao antimicrobiano. Isto leva à formação de 

diferentes gradientes ao longo das camadas do biofilme e causa heterogeneidade fisiológica nas 

células em diferentes áreas geográficas do biofilme (DONLAN, 2001b). 
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Com relação à resistência adquirida, a presença de DNA extracelular participa no 

processo de resistência a antimicrobianos, uma vez que permite a transferência horizontal de 

genes de resistência. O DNA extracelular provém da autólise celular, que causa o 

extravasamento do conteúdo citoplasmático e, por consequência, do material genético 

microbiano, que pode conter genes de resistência. A transferência horizontal de genes também 

pode ocorrer através da transferência de plasmídeos via conjugação. Plasmídeos são DNA 

circulares extracromossômicos que codificam resistência a inúmeros agentes antimicrobianos. 

Este processo é mais eficiente em biofilmes do que em culturas planctônicas, em decorrência da 

natureza séssil e proximidade espacial das células em um biofilme. Classicamente, a 

recalcitrância de um biofilme era atribuída a fatores fenotípicos e não a mudanças genéticas 

permanentes. Todavia, há evidências de que as células sésseis acumulam mutações em taxas 

superiores às planctônicas, e estas mutações podem contribuir ao aumento da resistência 

antibiótica. Em adição, células sésseis estão mais inclinadas a mutações espontâneas devido ao 

aumento do estresse oxidativo endógeno do microambiente do biofilme, que contribui, por sua 

vez, no dano ao DNA (DONLAN, 2001; DONLAN; COSTERTON, 2002; HALL; MAH, 2017; 

SINGH et al., 2017). A Figura 6 apresenta os principais mecanismos propostos para explicar a 

resistência aumentada aos antimicrobianos por células sésseis. 
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Figura 6. Mecanismos de resistência do biofilme aos antimicrobianos (adaptado de 

ABDALLAH et al., 2014). 

 

1.3.3. Impacto do biofilme nas indústrias e no ambiente hospitalar 

 

A persistência de microrganismos patogênicos em biofilmes, principalmente associados 

ao âmbito hospitalar e indústrias de alimentos, representa um grande risco de saúde pública. Nas 

indústrias de alimentos, estes microrganismos podem servir como um reservatório de 

contaminação, que pode ocorrer em qualquer etapa do processamento via manipuladores de 

alimentos, equipamentos contaminados e superfícies de preparação dos alimentos 

(ABDALLAH et al., 2014). A presença de biofilmes na indústria de alimentos tem sido 

associada à resistência a desinfetantes, redução de vida de prateleira dos alimentos e possível 

veiculação de microrganismos deteriorantes e patogênicos (COUGHLAN et al., 2016). 

Adicionalmente, a ocorrência de biofilmes reduz a transferência de calor e a eficiência 

operacional em equipamentos que exijam temperaturas controladas. Em sistemas de distribuição 

de água, por exemplo, pode haver formação de biofilme mesmo na presença de elevados índices 

de cloro. Além disso, os biofilmes podem resultar em aumento do consumo de energia, bloqueio 
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mecânico e aceleração da corrosão de superfícies metálicas (RODE et al., 2007; SHI; ZHU, 

2009; SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 2010). 

No ambiente hospitalar, microrganismos associados a biofilmes são veiculados por meio 

das mãos dos profissionais da saúde, superfícies e dispositivos contaminados, incluindo agulhas, 

instrumentos cirúrgicos, cateteres e endoscópios (WEBER; ANDERSON; RUTALA, 2013). 

Basicamente, as infecções associadas a biofilme podem estar relacionadas a biofilmes aderidos 

a dispositivos médicos ou diretamente no tecido do hospedeiro (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 

2014; SHARMA; MISBA; KHAN, 2019). Biofilmes presentes em próteses, válvulas, cateteres, 

implantes, lentes de contato, dispositivos intrauterinos e dentais podem acarretar infecções 

urinárias, de corrente sanguínea, do trato respiratório, entre outras (DONLAN, 2001a). As 

infecções relacionadas ao tecido do hospedeiro são geralmente crônicas, incluindo fibrose 

cística, osteomielite, otite, infecções decorrentes de ferimentos, infecções recorrentes do trato 

urinário, endocardite e periodontite (BURMØLLE et al., 2010). A Figura 7 demonstra os 

principais tipos de infecções relacionadas a dispositivos médicos e infecções crônicas associadas 

a biofilmes. 
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Figura 7. Infecções relacionadas a dispositivos médicos e infecções crônicas associadas ao 

tecido do hospedeiro (adaptado de LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014). 

 

Dentre os patógenos formadores de biofilme mais comumente encontrados em infecções 

humanas, cabe destacar: as bactérias Gram-positivas Staphyloccocus aureus e Staphylococcus 

epidermidis, as bactérias Gram-negativas Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, e 

o fungo leveduriforme Candida spp. (SCHULZE et al., 2021). 

 

1.4. Microrganismos de importância clínica 

1.4.1. Staphylococcus aureus 

 

Dentre os microrganismos reconhecidamente formadores de biofilme de relevância 

clínica, Staphylococcus aureus é um dos principais representantes, exercendo protagonismo na 

persistência de muitas infecções crônicas. S. aureus é um estafilococo Gram-positivo ubíquo, 
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imóvel, catalase- e coagulase-positivo, anaeróbio facultativo, não esporulado (LEE et al., 2018). 

É encontrado na microbiota comensal humana, principalmente na mucosa nasal, em 20 a 25% 

da população. Estudos demonstram que colonização por esta bactéria pode estar relacionada a 

um risco maior de infecção (ARCHER et al., 2011; KLUYTMANS; VAN BELKUM; 

VERBRUGH, 1997; LISTER; HORSWILL, 2014). 

A disseminação de S. aureus é comum e responsável por muitas das infecções adquiridas 

no ambiente hospitalar, podendo ser transferido para um indivíduo suscetível através do contato 

direto ou por meio de fômites. Embora esse microrganismo seja suscetível à alta temperatura e 

a soluções desinfetantes e antissépticas, são capazes de sobreviver em superfícies secas por 

longos períodos, fato este que contribui para a permanência e disseminação em hospitais e na 

comunidade (CHAIBENJAWONG; FOSTER, 2011; LOWY, 1998). Para dar início a um 

processo infeccioso, a cepa causadora da infecção pode ser oriunda do próprio indivíduo ou 

transferida a partir de outras pessoas ou objetos, principalmente quando ocorre quebra das 

barreiras de proteção naturais do indivíduo e/ou diminuição da imunidade do mesmo 

(GORDON; LOWY, 2008; LOWY, 1998). 

S. aureus causa doença a partir da produção de toxinas ou da invasão direta e destruição 

tecidual, sendo capaz de induzir a formação de abscesso no local de inoculação e também se 

disseminar pela corrente sanguínea. Isto se deve aos seus inúmeros fatores de virulência, que 

podem estar ancorados à superfície celular bacteriana ou serem secretados para o meio 

extracelular. Dentre os principais fatores de virulência produzidos por este patógeno, destaca-

se a produção de cápsula por algumas cepas, adesinas, hemolisinas e formação de biofilme. 

Algumas proteínas secretadas por S. aureus são capazes de se ligar aos anticorpos do hospedeiro 

e impedir a fagocitose, escapando da resposta imune (BECKER, 2018).  

Dentre as principais manifestações clinicas, as infecções de pele são as mais frequentes, 

podendo a infecção ser na epiderme (por exemplo, impetigo), derme (como foliculite, furúnculo 

e carbúnculo) e tecido subcutâneo (como celulite, fasceíte necrotizante) (BECKER, 2018). Este 

microrganismo também está associado a um amplo espectro de doenças sistêmicas relevantes, 

tais como, abscessos, síndrome do choque tóxico e bacteremia, que são geralmente causados 

pelas células planctônicas por meio da secreção de enzimas. Em contrapartida, infecções 

crônicas são associadas com a formação de biofilmes aderidos a implantes médicos e tecidos do 
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hospedeiro, podendo causar endocardite, osteomielite e infecções persistentes de feridas 

(LISTER; HORSWILL, 2014). S. aureus é o agente bacteriano mais comum isolado de 

infecções de corrente sanguínea, mundialmente (CAROLUS; VAN DYCK; VAN DIJCK, 2019; 

TIAN; ZHANG; SUN, 2019). A Figura 8 demonstra S. aureus na corrente sanguínea. 

Figura 8. S. aureus no plasma humano na presença de proteína de ligação ao fibrinogênio 

extracelular e visualizado por microscopia eletrônica de varredura (retirado de UMC Utrecht, < 

https://www.evasionutrecht.nl/portfolio/aureus-with-efb/>, acesso em 5 de setembro de 2021). 

 

Além do arsenal bem documentado de fatores de virulência, S. aureus pode apresentar 

resistência a múltiplos antimicrobianos. Desde o advento da penicilina, por volta dos anos 1940, 

não levou muito tempo para que os primeiros isolados resistentes fossem detectados, 

inicialmente em hospitais e subsequentemente, na comunidade. Para contornar o problema, foi 

lançada, na década de 60, uma penicilina semi-sintética: a meticilina. Entretanto, ainda na 

mesma década, surgiram as primeiras cepas resistentes à meticilina, denominadas de MRSA (da 

sigla em inglês: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) (LOWY, 2003; PANTOSTI; 



 43 

VENDITTI, 2009). Desde então, MRSA é um dos mais bem-sucedidos patógenos modernos. 

Com o avanço da disseminação de cepas MRSA mundialmente, o tratamento de escolha para 

infecções causadas por este microrganismo ficou praticamente restrito aos glicopeptídeos 

vancomicina e teicoplanina (HIRAMATSU, 2001; SHARIATI et al., 2020). Esta classe de 

antimicrobianos é eficaz contra a maioria das bactérias Gram-positivas, todavia pode apresentar 

efeitos nefrotóxicos e ototóxicos consideráveis (SCHILLING; NEUNER; REHM, 2011). 

Em 1997, o primeiro caso de S. aureus com resistência intermediária à vancomicina foi 

reportado no Japão (HIRAMATSU, 1997). Em 2002, o primeiro caso de resistência plena foi 

detectado nos Estados Unidos (GOLDRICK, 2002). No Brasil, o primeiro caso de resistência 

plena à vancomicina foi relatado em 2014, a partir de um isolado MRSA sensível à vancomicina 

obtido de um paciente com infecção de corrente sanguínea. Após o paciente receber tratamento 

com antimicrobiano, o isolado tornou-se resistente (ROSSI et al., 2014). Há poucas opções 

terapêuticas sugeridas para esses isolados, tais como linezolida, daptomicina e tigeciclina. Como 

a prevalência deste microrganismo tem crescido, o monitoramento do tratamento, da resposta 

terapêutica e a adoção de medidas de controle apropriadas são altamente recomendadas e 

essenciais para prevenir sua disseminação. Devido ao aumento da tolerância antibiótica e 

persistência de S. aureus em biofilmes, infecções por este patógeno desafiam o tratamento com 

antimicrobianos (SHARIATI et al., 2020). Em virtude da resistência a múltiplos 

antimicrobianos, a OMS categorizou isolados de S. aureus resistentes à meticilina, e com 

resistência intermediária ou plena à vancomicina como de prioridade alta na busca de novas 

opções terapêuticas (WHO, 2017). 

 

1.4.2. Staphylococcus epidermidis 

 

Além de S. aureus, outras espécies incluídas no gênero Staphylococcus também se 

destacam por seu papel relevante no ambiente hospitalar e na capacidade de formação de 

biofilmes, dentre eles, a espécie Staphylococcus epidermidis. Basicamente, S. epidermidis pode 

ser distinguido de S. aureus por ser coagulase-negativo. S. epidermidis é um membro 

permanente da microbiota humana normal, sendo comumente encontrado na pele e em mucosas. 

Por meio da adesão aos tecidos do hospedeiro via adesinas, esse microrganismo é capaz de 
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estabelecer relações comensais com o ser humano, incluindo a proteção contra patógenos 

(OTTO, 2009; SABATÉ BRESCÓ et al., 2017). 

O mecanismo que leva S. epidermidis a deixar de ser um microrganismo comensal e se 

tornar um patógeno ainda é pouco compreendido. Aproximadamente 80% do seu genoma 

bacteriano é composto de genes centrais, enquanto os 20% restantes são variáveis, indicando 

que S. epidermidis possui um repertório genético potencialmente ilimitado. Por esta razão, esta 

bactéria é capaz de se adaptar a diferentes nichos (BROWN; HORSWILL, 2020). Outra teoria 

sugere que linhagens patogênicas de S. epidermidis contêm um cluster (agrupamento de genes) 

que é capaz de produzir moléculas de parede celular que também são encontradas em S. aureus. 

Isto acarreta no aumento da sobrevivência de S. epidermidis na corrente sanguínea e eleva a taxa 

de morte de camundongos com sintomas de sepse. Além disso, há facilitação da troca de 

material genético entre S. epidermidis e S. aureus, sugerindo uma rota para disseminação de 

genes de virulência (DU et al., 2021). 

Devido à capacidade de formar biofilme em dispositivos médicos, S. epidermidis tem 

emergido como um relevante patógeno oportunista em pacientes que fazem uso destes 

aparelhos. Estima-se que S. epidermidis seja responsável por aproximadamente 20% de todas 

infecções ortopédicas relacionadas a dispositivos médicos, aumentando esta taxa para até 50% 

no caso de infecções tardias (SABATÉ BRESCÓ et al., 2017). Staphylococcus epidermidis é 

um dos principais agentes etiológicos de infecções associadas a dispositivos médicos, tais como 

cateter intravenoso central e periférico. Além disso, este patógeno pode estar envolvido em 

infecções protéticas, de enxerto vascular, e de dispositivos cardíacos (OTTO, 2009). A Figura 

9 mostra em detalhes S. epidermidis. 

 

 

 

 

 

 

 



 45 

Figura 9. (a) Coloração de Gram de S. epidermidis, visualizado por microscopia de campo claro, 

magnificação de 1000x; (b) Microscopia eletrônica de varredura de S. epidermidis; (c) Biofilme 

de S. epidermidis em um substrato de titânio (retirado de Microbe Notes, < 

https://microbenotes.com/staphylococcus-epidermidis/>, acesso em 5 de setembro de 2021). 

 

Os fatores de virulência mais significantes deste microrganismo incluem aqueles 

relacionados à formação de biofilme, dentre eles, diversas proteínas relacionadas com as etapas 

de (i) adesão inicial: adesinas AtlE e Aae,  ácidos teicóicos, ligantes à fibronectina Embp e SdrG, 

ligante ao colágeno SdrF, ligante à elastina Ebp; (ii) agregação intercelular: Bap, Aap, Embp, 

ácidos teicóicos, e PIA (da sigla em inglês: Polysaccharide Intercelular Adhesion), que é um 

componente da matriz polimérica com função de adesina e protege contra a fagocitose; (iii) 

toxinas: modulinas solúveis em fenol, que são capazes de lisar eritrócitos e hemácias, além de 

ativar a resposta inflamatória do hospedeiro; entre outros. Algumas destas proteínas de S. 

epidermidis são denominadas de MSCRAMM (da sigla em inglês: Microbial Surface 

Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), e possuem função crucial na persistência 

em superfícies do hospedeiro durante colonização e infecção. Estas moléculas exercem função 

adesiva, permitindo a ligação a componentes do hospedeiro, tais como, fibrinogênio, 

fibronectina e colágeno (OTTO, 2012, 2014). 

Concernente à resistência antibiótica das células planctônicas, a resistência à meticilina 

é amplamente encontrada em isolados hospitalares, variando entre 75 a 90% dos isolados 

(DIEKEMA et al., 2001). Também se observa, ainda que em menor extensão, resistência a 

aminoglicosídeos e macrolídeos. Altos níveis de resistência à vancomicina e aos novos 

antimicrobianos (linezolida, daptomicina e tigeciclina) são raros ou ainda não foram reportados. 

Não obstante, a maior preocupação com relação a S. epidermidis é a tolerância aos 

antimicrobianos nos biofilmes; além de ser reconhecido como um dos principais 

microrganismos relacionados a esta forma de vida séssil (OTTO, 2012; ROGERS; FEY; RUPP, 

2009).  

     

1.4.3. Klebsiella pneumoniae 

 



 46 

A bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae pertence à ordem Enterobacteriales, 

que inclui também Salmonella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus spp., dentre 

outros. Esta família compreende bacilos não-esporulados, anaeróbios facultativos, 

fermentadores da glicose. K. pneumoniae é uma bactéria imóvel, encapsulada e extremamente 

resiliente. Membros desta família são amplamente distribuídos no ambiente, podendo viver na 

superfície de mucosas, orofaringe e no trato gastrointestinal de humanos e animais, no solo, em 

plantas e água (MORALES-LÓPEZ et al., 2019; PACZOSA; MECSAS, 2016; WANG et al., 

2020). 

Uma vez que K. pneumoniae consegue penetrar em outros tecidos ou na corrente 

sanguínea, causa infecções severas e de difícil controle. Dentre as principais doenças 

relacionadas a este patógeno, destaca-se pneumonia, bacteremia, meningite, abscessos, 

infecções do trato urinário, dentre outras. Este microrganismo é especialmente problemático em 

neonatos, idosos e pacientes imunocomprometidos (BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019; 

PACZOSA; MECSAS, 2016; WANG et al., 2020). A taxa de mortalidade em indivíduos com 

infecções de corrente sanguínea por K. pneumoniae é bastante alta, atingindo em torno de 50% 

dos casos (DURDU et al., 2016). Os principais fatores de virulência reconhecidos em K. 

pneumoniae incluem cápsula, fímbrias, lipopolissacarídeo, sideróforos e capacidade de 

formação de biofilme (PACZOSA; MECSAS, 2016). K. pneumoniae é frequentemente 

associada a infecções urinárias associadas ao uso de cateter. A capacidade de se aderir a 

superfícies é mediada pela cápsula e por fímbrias do tipo 1 e 3. Além disso, mecanismos 

regulatórios do quorum sensing também participam deste processo (DONELLI; VUOTTO, 

2014). A Figura 10 demonstra o biofilme de K. pneumoniae. 
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Figura 10. Microscopia eletrônica de varredura de biofilme de K. pneumoniae após 48 horas de 

desenvolvimento. Magnificação de 20000 vezes (retirado de BALESTRINO et al., 2008).   

 

Este patógeno é especialmente preocupante por sua capacidade de adquirir traços 

genéticos que os tornam hipervirulento (hvKp) e/ou resistente aos antimicrobianos (PACZOSA; 

MECSAS, 2016). Diferentemente de cepas de K. pneumoniae clássicas (cKp), que causam 

infecções predominantemente em pacientes imunocomprometidos no ambiente hospitalar, a 

maioria das infecções causada por linhagens hipervirulentas são adquiridas na comunidade, 

incluindo indivíduos saudáveis de qualquer idade. Além disso, este patótipo é geralmente capaz 

de causar infecções em múltiplos sítios corporais e/ou em locais incomuns, que são 

frequentemente acompanhadas de sepse e disseminação metastática. O principal sintoma 

relacionado à hvKp é abscesso hepático na ausência de doença do trato biliar (RUSSO; MARR, 

2019; WYRES; LAM; HOLT, 2020). 

Os genes de virulência de hvKp estão presentes em plasmídeos e em elementos genéticos 

móveis cromossomais. Alguns biomarcardores diferenciam hvKp de cKp, dentre eles a 
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produção de sideróforos. Ferro é um recurso limitado que é requerido por K. pneumoniae e deve 

ser adquirido do ambiente. Este metal é sequestrado pelo hospedeiro durante o processo 

infeccioso como parte da resposta imune não-específica. Para obter este metal, K. pneumoniae 

secreta sideróforos, que são moléculas que possuem mais afinidade ao ferro do que as proteínas 

quelantes de ferro do hospedeiro. Sideróforos são capazes não somente de captar o ferro destas 

proteínas, mas também de captar ferro do ambiente. O patógeno é capaz de produzir diversos 

sideróforos, o que facilita a colonização de diferentes tecidos e evita a neutralização desses pelo 

hospedeiro. Além da produção de sideróforos, hvKp pode demonstrar hipermucoviscosidade, 

em decorrência da produção de cápsula aumentada (CHOBY; HOWARD‐ANDERSON; 

WEISS, 2020; RUSSO; MARR, 2019). 

K. pneumoniae é intrinsecamente resistente às penicilinas, e membros da população 

frequentemente carreiam resistência adquirida a múltiplos antimicrobianos. (WYRES; LAM; 

HOLT, 2020). Dois maiores tipos de resistência antibiótica são comumente observados em K. 

pneumoniae. Um mecanismo envolve a expressão de β-lactamases de espectro estendido 

(ESBL, da sigla em inglês: Extended-Spectrum β-Lactamases), que confere à bactéria 

resistência às cefalosporinas e monobactâmicos. O outro mecanismo de resistência é a expressão 

de carbapenemases por K. pneumoniae, que torna a bactéria resistente a quase todos β-

lactâmicos disponíveis, incluindo os carbapenêmicos. Estas cepas de K. pneumoniae são 

reconhecidas como patógenos de prioridade crítica na busca de novos antimicrobianos (WHO, 

2017). 

 

1.4.4. Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo ubíquo, móvel via um ou mais 

flagelos polares. É um microrganismo aeróbio não-fermentador, que deriva sua energia via 

oxidação ao invés da fermentação de carboidratos. Além disso, é capaz de crescer 

anaerobicamente, usando nitrato como aceptor de elétrons. Esta bactéria é caracterizada pela 

produção de pigmentos: piocianina (que confere coloração verde-azulada), piorubina (cor 

castanho-avermelhada) e pioverdina (cor amarelo-esverdeada). Mais de 90% dos isolados 

produzem piocianina, cuja produção aumenta conforme a taxa de crescimento do 
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microrganismo diminui. Pseudomonas aeruginosa caracteriza-se por sua grande capacidade de 

adaptação, tendo em vista que consegue resistir a altas concentrações de sal, antissépticos e a 

muitos antimicrobianos. De fato, este microrganismo pode ser encontrado em vegetação, águas 

residuais, potável, e marinha, solo, e em ambientes úmidos de forma geral. Por ser amplamente 

distribuída, P. aeruginosa pode também ser encontrada na pele e no trato gastrointestinal de 

indivíduos, como integrante comensal (BARON, 1996; SPAGNOLO; SARTINI; CRISTINA, 

2021). 

Este patógeno oportunista causa ampla gama de infecções severas, particularmente em 

indivíduos imunocomprometidos. Estas infecções geralmente são caracterizadas por intensa 

resposta de neutrófilos, resultando em danos pronunciados nos tecidos do hospedeiro. As 

infecções variam de endocardite, septicemia, meningite, infecções crônicas do pulmão, e 

endoftalmite. É de particular importância em pacientes com fibrose cística, queimaduras severas 

e com neutropenia – muitas vezes decorrente de quadros de câncer, pós-cirúrgico, e como 

consequência de infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV). As infecções agudas 

geralmente são resultado de trauma direto, como dano ao epitélio devido à intubação, enquanto 

infecções crônicas decorrem, de forma geral, da resposta imune ineficaz do hospedeiro 

(GELLATLY; HANCOCK, 2013; MICHALSKA; WOLF, 2015; THI; WIBOWO; REHM, 

2020). 

P. aeruginosa é um dos microrganismos mais típicos em biofilmes (SPAGNOLO; 

SARTINI; CRISTINA, 2021). Os principais fatores de virulência que contribuem para infecção 

por P. aeruginosa incluem uma série de fatores de aderência – dentre eles pili e flagelo –, 

exotoxinas, elastases, ramnolipídios e polissacarídeos. As elastases são proteases que interagem 

com o sistema imune do hospedeiro e causam invasão tecidual; sendo que  P. aeruginosa produz 

as elastases LasA e LasB. Os ramnolipídios são biossurfactantes que têm um papel crucial na 

neutralização dos neutrófilos. Também, estão envolvidos na formação e manutenção das 

microcolônias no biofilme de P. aeruginosa (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2019; HU et al., 

2021; LI et al., 2019; PAMP; TOLKER-NIELSEN, 2007; THI; WIBOWO; REHM, 2020). 

Dentre os polissacarídeos, destacam-se alginato, Pel e Psl, que estão envolvidos na adesão a 

superfícies, formação e estabilização da arquitetura do biofilme. Alginato é predominantemente 

produzido em biofilmes de P. aeruginosa mucoides, exercendo função de proteção contra a 
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fagocitose e opsonização, além de impedir a difusão de antimicrobianos no interior de biofilmes 

(THI; WIBOWO; REHM, 2020). Além disso, a produção de piocianina confere a esta bactéria 

a capacidade de romper a cadeia transportadora de elétrons, respiração celular e metabolismo 

de energia do hospedeiro (HU et al., 2021). A Figura 11 mostra um biofilme de P. aeruginosa. 

Figura 11. (a) Biofilme de P. aeruginosa na superfície de uma pedra, escala 10 µm. (b) Detalhe 

do biofilme mostrando a bactéria no seu formato bacilar e a matriz polimérica conectando as 

células bacterianas, escala 1 µm (retirado de WHITELEY et al., 2001). 

 

P. aeruginosa apresenta resistência a diversos antimicrobianos, dentre eles 

aminoglicosídeos, quinolonas e β-lactâmicos. Esta bactéria conta um arsenal de mecanismos, 

sejam eles de resistência intrínseca ou adquirida, que lhes permite conferir resistência a 

antimicrobianos, tais como, baixa permeabilidade da membrana externa, expressão de bombas 

de efluxo, produção de enzimas que degradam antimicrobianos, transferência horizontal de 

genes de resistência, além da própria formação de biofilme que serve como uma barreira física 

(PANG et al., 2019). Além dos microrganismos resistentes já mencionados – S. aureus 

(prioridade alta) e K. pneumoniae (prioridade crítica) –, P. aeruginosa é considerada uma das 

mais preocupantes bactérias e é, portanto, listada como patógeno de prioridade crítica para 
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pesquisa e desenvolvimento de novas opções terapêuticas, que são urgentemente requeridas 

(WHO, 2017).  

 

1.4.5. Candida spp. 

 

Entre os mais de 8,7 milhões de seres eucariotos identificados no planeta, os fungos 

compreendem aproximadamente 611.000 espécies, totalizando cerca de 7% de todas espécies 

eucarióticas. Entretanto, apenas 600 espécies de fungo são capazes de causar infecções em 

humanos (MORA et al., 2011). O gênero Candida inclui em torno de 150 espécies, sendo que 

aproximadamente 20 são reconhecidas como patógenos, enquanto a maioria é comensal de 

humanos (RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018a). A maioria das infecções é causada por 

Candida albicans, entretanto, infecções por outras espécies têm se tornado mais frequentes. 

Dentre as principais espécies de Candida não-albicans, destacam-se Candida glabrata, Candida 

tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, e a emergente Candida auris (KULLBERG; 

ARENDRUP, 2015; MCCARTY; PAPPAS, 2016; PAPPAS et al., 2018).  

Candida spp. é um fungo leveduriforme unicelular que coloniza diversos sítios 

anatômicos do ser humano, incluindo pele, cavidade oral, trato gastrointestinal, e região genital. 

C. albicans pode ser encontrada como integrante da microbiota normal em aproximadamente 

50% dos indivíduos saudáveis (ODDS, 1987). Este fungo pode se tornar oportunista e causar 

infecções de origem endógena ou exógena. Infecção de origem endógena decorre da 

contaminação pelo próprio microrganismo comensal, enquanto infecção de origem exógena é 

transmitida através de outros indivíduos, do ambiente hospitalar, ou de superfícies 

contaminadas. Alterações na microbiota do hospedeiro (como no uso de antimicrobianos), 

modificações na resposta imune do hospedeiro (no caso de terapia imunossupressora, infecção 

por outro microrganismo) ou variações no ambiente local (mudanças de pH, de conteúdo 

nutricional, quebra da barreira cutânea) contribuem para infecções por Candida spp. (MBA; 

NWEZE, 2020; NOBILE; JOHNSON, 2015).  

Infecções por Candida spp. são especialmente problemáticas em pacientes 

imunossuprimidos, como no caso de pacientes com AIDS, e em indivíduos que fazem uso de 

dispositivos médicos (NOBILE; JOHNSON, 2015). As infecções podem ser classificadas em 
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superficiais e sistêmicas. A primeira causa quadros leves de prognóstico geralmente favorável, 

enquanto que a segunda é caracterizada por condições severas, tais como candidemia (presença 

do fungo na corrente sanguínea), meningite, endocardite, e podendo tornar-se candidíase 

invasiva. Candidíase invasiva refere-se à presença de Candida spp. na corrente sanguínea, 

causando infecções profundas, como abscessos intra-abdominais, peritonite e osteomielite, com 

ou sem candidemia presente. Nestes casos, a taxa de mortalidade associada pode exceder 70%. 

Candida spp. é o quarto maior agente etiológico de infecções de corrente sanguínea no mundo, 

que também incluem S. aureus, Staphylococcus coagulase-negativos, e Enterococcus spp. 

(MBA; NWEZE, 2020; PAPPAS et al., 2018). De fato, Candida spp. é responsável por cerca 

de 17% de todas infecções em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) do mundo (VINCENT, 

2009). Além disso, aproximadamente 50% dos episódios de candidemia ocorrem em UTI, 

refletindo a complexidade desta doença associada à infecção (PAPPAS et al., 2018). 

C. albicans é uma levedura dimórfica, ou seja, que apresenta pelo menos duas formas 

morfológicas (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016). Na forma leveduriforme, que é encontrada 

na maioria das condições in vitro, as células são redondas ou ovais, unicelulares, e podem estar 

associadas à colonização assintomática do hospedeiro ou se disseminar. Pseudo-hifas são 

células alongadas, elípticas, multicelulares, com constrições nos sítios septais, ou seja, após o 

brotamento, as leveduras não se separam. Hifas são células multicelulares tubulares que se 

formam de uma célula leveduriforme não-germinada, sem constrição entre a célula mãe e o 

filamento. O processo de transição morfológica de células leveduriformes em hifas se denomina 

filamentação (CHEN et al., 2020). A Figura 12 ilustra as morfologias de C. albicans: hifa 

verdadeira, pseudo-hifa e levedura. 
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Figura 12. Ilustração e microscopia das morfologias de C. albicans: hifa verdadeira, pseudo-

hifa e levedura (retirado de Biomedicina padrão, 

<https://www.biomedicinapadrao.com.br/2016/06/como-diferenciar-uma-hifa-de-uma-

pseudo.html>, acesso em 12 de julho de 2021). 

 

As hifas participam do processo de patogênese deste fungo, causando dano ao tecido do 

hospedeiro através da invasão de células epiteliais e também fazem parte do processo de 

formação do biofilme (CHEN et al., 2020). As hifas de C. albicans secretam candidalisina, que, 

além de causar dano ao tecido epitelial, regula a capacidade imunoestimulatória das mesmas 

(CIUREA et al., 2020). Além de C. albicans, outras espécies de Candida também são capazes 

de formar hifas verdadeiras, como Candida dubliniensis e C. tropicalis (PATHIRANA et al., 

2019; RICHARDSON; HO; NAGLIK, 2018). Embora acreditava-se que C. auris fosse uma 

espécie incapaz de formar hifas, recentemente foi detectado a presença de filamentos (YUE et 

al., 2018). Geralmente, a produção de hifas se dá sob determinadas condições ambientais, tais 

como, presença de soro, exposição a altos níveis de dióxido de carbono, de N-acetilglicosamina, 

e determinadas temperaturas (a 37ºC para algumas espécies). Em adição, este fenótipo pode ser 
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estimulado na presença da matriz polimérica do biofilme ou no ambiente celular do hospedeiro 

(CHEN et al., 2020; YUE et al., 2018). 

 Candida spp. secretam uma série de enzimas hidrolíticas extracelulares, dentre elas, 

hemolisinas, proteinases e fosfolipases (MBA; NWEZE, 2020). As hemolisinas secretadas 

causam a lise dos eritrócitos do hospedeiro, liberando o ferro necessário para o metabolismo do 

fungo (FURLANETO et al., 2018). Proteinases são enzimas que degradam proteínas. Existem 

quatro categorias de proteinases: serina, aspartil, cisteína e metaloproteinase. Candida spp. 

secreta aspartil proteinase, que atua na penetração do tecido do hospedeiro via degradação de 

substratos fisiológicos, dentre eles, albumina, imunoglobulinas, e proteínas da pele. Também, 

as proteinases participam de reações de inibição da fagocitose e de respostas inflamatórias 

(HUBE; NAGLIK, 2001; MBA; NWEZE, 2020). As fosfolipases catalisam a quebra de 

fosfolipídios em ácidos graxos e outras substancias lipofílicas. Com a quebra deste componente 

da membrana, ocorre lise celular (MBA; NWEZE, 2020). 

Além do processo de filamentação e da secreção de enzimas, a patogênese de Candida 

spp. acontece por meio da produção de adesinas e invasinas, flexibilidade metabólica, adaptação 

às condições do ambiente e formação de biofilme. De fato, a maioria das doenças causadas por 

este patógeno está relacionada com a formação de biofilme. Cateteres urinário e central venoso, 

marca-passos, válvulas cardíacas e lentes de contato são materiais passíveis de adesão por 

Candida spp. Uma vez aderida, a levedura apresenta potencial de se disseminar via corrente 

sanguínea para outros tecidos do hospedeiro e causar infecções sistêmicas invasivas (NOBILE; 

JOHNSON, 2015). Depende da espécie de Candida, diferentes componentes podem fazer parte 

do biofilme. No caso de C. albicans, o biofilme contém numerosas hifas envoltas ao longo da 

matriz polimérica (CIUREA et al., 2020). Embora não seja completamente elucidado, a 

regulação do biofilme de Candida spp. envolve uma série de mecanismos. A produção de 

farnesol por C. albicans, um produto metabólico da síntese de mevalonato, foi a primeira 

molécula do quorum sensing descoberta em eucariotos. Esta molécula inibe a filamentação e 

formação de biofilme fúngicos. Em contrapartida, a molécula tirosol estimula a transição de 

levedura a hifa e, por conseguinte, a formação de biofilme (KRUPPA, 2009; NICKERSON; 

ATKIN; HORNBY, 2006; RAMAGE et al., 2002). 
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Biofilmes de Candida spp. dificultam o tratamento com antifúngicos. Além disso, a 

proximidade evolucionária entre humanos e fungos limita o numero de alvos que podem ser 

explorados para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos, se comparado com bactérias 

(PIERCE et al., 2013). Atualmente, existem três classes majoritárias de antifúngicos 

disponíveis: azóis, equinocandinas e polienos. Os azóis, como fluconazol, cetoconazol e 

miconazol, são agentes fungistáticos, isto é, inibem o crescimento dos fungos, sem matá-los. 

Estes antifúngicos atuam bloqueando a biossíntese do ergosterol na membrana plasmática, tendo 

como alvo a enzima lanosterol 14 alfa-demetilase, codificada pelo gene erg11, resultando na 

inibição da conversão do lanosterol em ergosterol. Os lipopeptídeos equinocandinas, que 

incluem caspofungin, micafungina e anidulafungina, atuam em nível de parede celular fúngica, 

apresentando ação fungicida dependendo da concentração e do fungo. Estes antifúngicos agem 

como inibidores não-competitivos da beta-1,3-glucana sintase, que é requerida para a síntese 

das beta-glucanas. Defeitos na síntese de componentes da parede celular afetam a integridade 

das células fúngicas, resultando em estresse celular. Polienos, como anfotericina B e nistatina, 

ligam-se diretamente ao ergosterol das membranas fúngicas, causando a formação de poros na 

membrana, resultando em perda do balanço iônico e morte celular. Embora esta classe tenha 

propriedade fungicida, ou seja, causa morte fúngica, os polienos possuem diversos efeitos 

colaterais que limitam seu uso, como nefrotoxicidade e hepatoxicidade (PIERCE et al., 2013; 

PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016). 

Desde o advento dos polienos em 1950, estes agentes foram considerados padrão-ouro 

na terapia antifúngica por muitas décadas. Devido à toxicidade destes compostos, foram 

substituídos pelos azóis em 1980, classe com maior aplicação para controle de infecções 

fúngicas e com maior segurança de uso. Entretanto, a emergência de isolados de Candida spp. 

resistentes à esta classe restringiu seu uso. A introdução das equinocandinas tornou-se uma 

alternativa, tendo em vista que foi a primeira classe de antifúngicos com ação em um alvo 

específico dos fungos – a parede celular -, que não é encontrado em células mamíferas. Embora 

as equinocandinas também sejam seguras para uso, resistência a estes agentes tem sido 

observada. A resistência aos antifúngicos é observada em diversas espécies de Candida. Dentre 

elas, C. auris se destaca como um organismo multirresistente, restringindo as opções atualmente 
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disponíveis (JEFFERY-SMITH et al., 2017; PIERCE et al., 2013; PRASAD; SHAH; RAWAL, 

2016; VEDIYAPPAN; ROSSIGNOL; D’ENFERT, 2010).     

 

1.4.5.1. Candida auris 

 

Candida auris foi descrita pela primeira vez em 2009, em um hospital de Tóquio, no 

Japão, a partir do canal auditivo externo de uma paciente de 70 anos. Análises indicaram uma 

espécie do gênero Candida, com estreita relação com Candida haemulonii e Candida 

pseudohaemulonni, que foi denominada de C. auris (SATOH et al., 2009). Os primeiros casos 

de candidemia por esta espécie foram descritos na Coréia do Sul, em 2011 (KIM et al., 2009). 

Desde então, o número de infecções invasivas por este patógeno tem aumentado. A emergência 

de C. auris modificou a epidemiologia de candidemia em muitos países, até mesmo 

ultrapassando C. albicans no número de casos em alguns hospitais da África do Sul (VAN 

SCHALKWYK et al., 2019). 

Interessantemente, a emergência desta patógeno se deu em três continentes de forma 

simultânea e independente, uma vez que os isolados eram geneticamente não-relatados. Pelo 

menos quatro clados foram identificados: clado I (sul da Ásia), clado II (leste asiático), clado 

III (africano) e clado IV (América do Sul) (LOCKHART et al., 2017). Embora a emergência de 

C. auris concomitantemente por todo o planeta não seja completamente compreendida, teorias 

sugerem que fatores evolutivos, antropogênicos e até mesmo uma possível origem cósmica 

possa contribuir para estes eventos (JACKSON et al., 2019; SHARMA; CHAKRABARTI, 

2020; STEELE et al., 2020). Além das investigações acerca da origem histórica deste patógeno, 

questionamentos são evidenciados acerca de seu destino. Possíveis relações entre aquecimento 

global e a emergência de C. auris têm sido alvo de estudos, uma vez que esta levedura é capaz 

de crescer bem em temperaturas próximas de 40ºC, que são geralmente elevadas para outras 

espécies fúngicas (HOFER, 2019). 

C. auris destaca-se como um fungo emergente que representa uma séria ameaça à saúde 

pública. Importantemente, a disseminação deste patógeno tem alarmado a comunidade 

científica, uma vez que C. auris pode apresentar resistência a múltiplos antifúngicos, limitando 

as opções terapêuticas e dificultando o tratamento dos pacientes. Uma série de fatores justificam 
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esta problemática e tornam este microrganismo único e desafiador. Primeiramente, a alta taxa 

de transmissibilidade e potencial de disseminação tem causado uma série de surtos em 

numerosos hospitais no mundo inteiro (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016; 

VALLABHANENI et al., 2017a). Em segundo lugar, infecções por C. auris causam um grande 

espectro de manifestações clínicas associadas a taxas de mortalidade altas, de até 70% 

(BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016; CORTEGIANI et al., 2018). Terceiro, este 

microrganismo é capaz de sobreviver e proliferar por semanas em superfícies secas ou úmidas 

(KEAN et al., 2020; SPIVAK; HANSON, 2017). Em quarto lugar, a dificuldade da correta 

identificação deste fungo em laboratórios clínicos constitui um desafio. C. auris pode ser 

identificado erroneamente como C. haemulonii ou C. parapsilosis em laboratórios que não 

realizam identificação por técnicas de biologia molecular ou métodos automatizados. Ensaios 

convencionais de microbiologia básica não são capazes de identificar C. auris, o que 

compromete o diagnóstico, principalmente em países em desenvolvimento (PASQUALOTTO; 

SUKIENNIK; MEIS, 2019; SPIVAK; HANSON, 2017). Em quinto lugar, infecções por C. 

auris são associadas por altos índices de falha terapêutica e resistência a múltiplos antifúngicos. 

De fato, é frequente a suscetibilidade reduzida de C. auris a azóis e equinocandinas (LEE et al., 

2011; ROSSATO; COLOMBO, 2018). Em sexto lugar, o sucesso deste patógeno resulta de seus 

diversos atributos e fatores de virulência, dentre eles resistência a estresses ambientais e agentes 

antifúngicos, capacidade de formação de biofilmes e aderência a superfícies, fenótipos 

agregativos e não-agregativos, e produção de enzimas extracelulares como proteinases, 

fosfolipases e hemolisinas (BORMAN; SZEKELY; JOHNSON, 2016; KEAN et al., 2020; 

LARKIN et al., 2017; MAYER; WILSON; HUBE, 2013). 

Em 2016, foram reportados nos Estados Unidos os primeiros sete casos de C. auris 

(VALLABHANENI et al., 2017). Na América Latina, o primeiro caso foi reportado na 

Venezuela, entre 2012 e 2013. Isolados de C. auris foram detectados na corrente sanguínea de 

18 pacientes admitidos em um centro médico (CALVO et al., 2016). No Brasil, em dezembro 

de 2020, o primeiro caso de C. auris foi relatado na cidade de Salvador, na Bahia. Dois pacientes 

– uma mulher de 74 anos e um homem de 59 anos – apresentavam colonização por C. auris e 

estavam em UTI com diagnóstico de síndrome respiratória aguda severa em decorrência de 

infecção pelo vírus do SARS-CoV-2, agente etiológico do coronavírus (COVID-19). Ambos os 
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pacientes possuíam comorbidades e fizeram uso de antibioticoterapia. O individuo do sexo 

masculino recebeu tratamento empírico com anidulafungina e teve alta hospitalar após 49 dias 

de internação, enquanto com a paciente do sexo feminino veio a óbito após mais de dois meses 

de internação (DE ALMEIDA et al., 2021). Com a pandemia do COVID-19, inúmeros hospitais 

tiveram sua capacidade colapsada em decorrência do grande número de internações, 

principalmente em UTI. Simultaneamente, surtos de infeção por C. auris ocorreram em virtude 

da transmissão nosocomial através de fômites e via contato de profissionais da saúde. Na Índia, 

entre abril e julho de 2020, 15 pacientes com COVID-19 apresentaram candidemia, sendo que 

C. auris foi o agente etiológico em dois terços dos casos. Nestes casos, 60% vieram a óbito. 

Todos os isolados eram resistentes ao fluconazol e 40% à anfotericina B. Além disso, 30% (n = 

3) dos isolados de C. auris eram resistentes a três classes de antifúngicos (CHOWDHARY et 

al., 2020).  

Considerando que o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos é restringido 

pelo limitado número de alvos seletivos em fungos, há uma necessidade urgente por novos 

candidatos antifúngicos, incluindo aqueles que têm como alvo fatores de virulência. Em adição, 

poucos estudos envolvem a compreensão dos fatores de virulência e da patogênese de infecções 

por C. auris, em virtude de sua identificação e investigação ainda muito incipientes, mas que 

demandam mais pesquisas em decorrência da grande emergência e relevância no meio cientifico 

e na comunidade médica (AHMAD; MOLEPO; PATEL, 2016; DUBEY; SINGLA, 2019; 

FISHER et al., 2018; GAUWERKY; BORELLI; KORTING, 2009; SRIVASTAVA; SINGLA; 

DUBEY, 2018). 

 

1.5.Desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e antivirulência 

 

A investigação de novos agentes antimicrobianos e antivirulência, sejam eles de origem 

natural ou sintética, requer uma série de ensaios para avaliação de sua eficácia e toxicidade in 

vitro e, posteriormente, em modelos animais, para então serem conduzidos ensaios clínicos em 

humanos, até sua disponibilização para uso. As primeiras etapas de estudo nas quais ocorrem os 

ensaios in vitro e em modelos animais é denominada etapa pré-clínica. Esta fase é caracterizada 

pela seleção dos experimentos que definirão o sucesso na inibição do crescimento microbiano 
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ou de fatores de virulência mesmo na ausência de morte, no caso de estratégias antivirulência. 

Neste sentido, faz-se necessária a escolha de modelos animais que possam adequadamente 

avaliar o desempenho de novos agentes biológicos (THEURETZBACHER et al., 2020). 

O uso de modelos mamíferos é comumente adotado para estudos de infecção, devido à 

similaridade com humanos no que concerne ao metabolismo, temperatura corporal e resposta 

imune. Não obstante, estes modelos são onerosos e laboriosos. Além disso, grandes 

preocupações éticas e regras cada vez mais estritas tornam prolongado o tempo de autorização 

para estes tipos de estudos. Desta forma, a seleção de modelos alternativos é fundamental para 

pesquisas microbiológicas. O primeiro modelo invertebrado a ser proposto foi o nematoide 

Caenorhabditis elegans, seguido pela mosca-das-frutas Drosophila melonogaster e, mais 

recentemente, a larva da traça da cera Galleria mellonella (CUTULI et al., 2019). 

C. elegans é um nematoide de vida livre, transparente, de 1 mm de comprimento e 50 

µm de largura, hermafrodita (em sua maioria) com capacidade de autofecundação e de gerar 

progenia de 300 larvas geneticamente idênticas. O verme vive em torno de 2 a 3 semanas quando 

alimentado de Escherichia coli auxotrófica OP50. Quando alimentado de microrganismo 

patogênico, ocorrem evidentes mudanças em seu fenótipo, incluindo acumulação do patógeno 

no intestino, formação de biofilme na cutícula e/ou intestino, inchaço da cauda e longevidade 

diminuída para 1,5 a 7 dias (EWBANK; ZUGASTI, 2011; KALETTA; HENGARTNER, 2006). 

Inúmeros patógenos humanos também causam doença e morte em C. elegans, incluindo S. 

aureus, P. aeruginosa e Candida spp. (BREGER et al., 2007; EWBANK; ZUGASTI, 2011; 

KIM et al., 2017). Além disso, muitos fatores de virulência microbianos requeridos para 

infecção em C. elegans correlacionam com aqueles envolvidos na patogênese em mamíferos. 

Quando exposto a patógenos, C. elegans é capaz de ativar mecanismos protetivos de resposta 

imune inata, envolvendo vias de sinalização específicas e causando a produção e liberação de 

moléculas de defesa. Estas vias são altamente conservadas e semelhantes às encontradas em 

humanos, incluindo a via da proteína quinase p38, e a via de sinalização da insulina (KIM, 

2002). Interessantemente, C. elegans pode ser recuperado de uma infecção não apenas pela 

inibição do crescimento microbiano, mas também pela inibição de fatores de virulência ou 

aprimoramento de seu sistema imune. Devido a estas características, C. elegans se apresenta 

como um excelente modelo para identificação não apenas de antimicrobianos convencionais, 
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mas também de agentes antivirulência ou imunomodulatórios, enquanto permite avaliar 

simultaneamente a eficácia dos mesmos e sua toxicidade (KIM et al., 2017; LEUNG et al., 

2008). A Figura 17 mostra os estágios de desenvolvimento de C. elegans. 

Figura 17. Estágios de desenvolvimento do nematoide C. elegans, desde eclosão do ovo até 

adulto hermafrodita (adaptado de Developmental Neurobiology Laboratory, < 
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http://www.sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Celegans.html>, acesso em 10 de 

setembro de 2021). 

 

Além do nematoide C. elegans, outro modelo inverterbrado tem sido cada vez mais 

utilizado no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, a larva G. mellonella 

(JUNQUEIRA; MYLONAKIS; BORGHI, 2021). A traça da cera é um inseto lepidóptero que 

naturalmente infesta colmeias. G. mellonella se desenvolve através de quatro estágios distintos: 

ovo, larva, pupa e adulto. As larvas são opacas, amareladas a brancas, com 3 cm de comprimento 

e massa variando entre 300 a 500 mg. Quando sofrem metamorfose, se tornam traças 

acinzentadas. Embora a temperatura ideal de desenvolvimento seja entra 29 a 33ºC, as larvas 

podem sobreviver a temperatura fisiológica de mamíferos (37ºC). De fato, vários fatores de 

virulência microbianos que são dependentes da temperatura podem ser estudados neste modelo 

animal. Além disso, G. mellonella possui células de defesa semelhantes às encontradas em 

humanos, com capacidade de fagocitose, chamados hemócitos (CUTULI et al., 2019; 

DESBOIS; COOTE, 2012). Outra vantagem deste modelo é a possibilidade de injetar 

concentrações conhecidas do patógeno e/ou do agente antimicrobiano diretamente na hemocele. 

Para os estudos experimentais se utiliza o último estágio larval, que se desenvolve a partir do 

ovo após 5 semanas. Após a infecção com o microrganismo através de injeção na última “pro-

leg”, a virulência microbiana pode ser verificada em até 5 dias através da observação da 

sobrevivência da larva ao longo dos dias por meio da resposta ao toque e pela melanização. 

Quando ocorre a melanização completa, ou seja, a larva se torna totalmente enegrecida, indica 

a morte da mesma (FUCHS et al., 2010; TSAI; LOH; PROFT, 2016). A Figura 18 mostra 

injeção em larva de G. mellonella e seu processo de melanização. 
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Figura 18. Injeção na última pro-leg de larva de G. mellonella e seu processo de melanização 

ao longo do tempo. Quanto mais melanizada a larva, mais escura ela estará. Larvas com processo 

completo de melanização estão mortas e servem como indicativo em ensaios de toxicidade e 

eficácia de compostos (retirado de FUCHS et al., 2010; TSAI; LOH; PROFT, 2016). 

 

 Assim como nos estudos envolvendo C. elegans em que uma série de microrganismos 

patogênicos também já foram inoculados, em G. mellonella são capazes de causar doença e 

morte, tais como, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae e Candida spp. Por estas razões, G. 

mellonella é um modelo bastante eficaz para estudos de novos agentes antimicrobianos e sua 

toxicidade (CUTULI et al., 2019; LI et al., 2013).     

 

1.6. Compostos naturais como estratégias antimicrobianas e antivirulência 

 

A história da descoberta de antimicrobianos ao longo das eras experimentou sucessivos 

períodos de transição. Os períodos envolveram desde a era de ouro da antibioticoterapia, por 

volta das décadas de 50 até meados da década de 70, através da descoberta de numerosos 

antibióticos (de origem natural), que transitou para a era da medicina química, através do 

lançamento de antimicrobianos de origem sintética, agentes de amplo espectro e da triagem de 

um grande número de compostos por métodos automatizados, até a fase atual, baseada no foco 

em alvos específicos, mas que tem apresentado baixa taxa de sucesso. Prenuncia-se, para as 

próximas décadas, a era da descoberta de compostos não-convencionais, por meio do uso de 

abordagens múltiplas, da escolha de novas estratégias de controle microbiano, e do uso de alvos 

em modelos in vivo (BROWN; WRIGHT, 2016). 

Produtos de origem natural são, ainda, a principal fonte de compostos antimicrobianos. 

Estima-se que existam entre 250.000 e 500.000 de espécies de plantas no planeta Terra 

(BORRIS, 1996). Cerca de 20.000 espécies de plantas apresentam potencial de uso na medicina 

e no consumo humano e animal. Contudo, apenas uma pequena proporção (menos de 10%) do 

total de moléculas bioativas na natureza tem sido explorada como objeto de estudo 

farmacológico (ATANASOV et al., 2015; CHEESMAN et al., 2017). Por esta razão, diferentes 

estratégias podem ser empregadas para impulsionar esta classe de moléculas e favorecer a 
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emergência de uma segunda era de ouro da antibioticoterapia (DÍAZ-NUÑEZ; GARCÍA-

CONTRERAS; CASTILLO-JUÁREZ, 2021). 

Buscar propriedades curativas em plantas é uma prática adotada desde antigamente. 

Hipócrates já havia estudado mais de 400 plantas medicinais, datado do final do século V a.C. 

De fato, plantas têm sido utilizadas como recurso terapêutico por praticamente toda população 

mundial (COWAN, 1999; JI; LI; ZHANG, 2009). O interesse em produtos naturais pela 

comunidade cientifica tem aumentado exponencialmente (KHAMENEH et al., 2019). No banco 

de dados PubMed, quando se pesquisa o tópico “antimicrobial activity AND medicinal plants”, 

encontra-se menos de 50 artigos publicados por ano entre os períodos de 1949 e 1990, 1269 

artigos no período compreendido entre 1991 e 2000, 2111 artigos no período de 2001 a 2010, e 

4436 artigos entre 2011 e 2020 (pesquisa realizada em 15 de agosto de 2021). Entre 2005 e 

2010, um total de 19 fármacos baseados em produtos naturais foram aprovados para 

comercialização, sendo 7 classificados como produtos naturais, 10 como produtos naturais semi-

sintéticos e 2 como derivados de produtos naturais. Destes 19 fármacos, um tem ação antifúngica 

(anidulafungina) e cinco antibacteriana (doripenem, tigeciclina, retapamulina, telavancina e 

aztreonam monobactâmico) (MISHRA; TIWARI, 2011). 

Cerca de 25 a 50% dos fármacos atuais são derivados de plantas, entretanto, poucos são 

utilizados com função antimicrobiana, uma vez que, com frequência, os estudos se destinam à 

pesquisa de novos antimicrobianos em fontes bacterianas ou fúngicas. Não obstante, o interesse 

por este tipo de atividade a partir de plantas tem provocado uma inclinação na comunidade 

científica para esta área (COWAN, 1999). Extratos e compostos provenientes de plantas têm 

sido investigados como agentes naturais antimicrobianos e de controle de fatores de virulência 

– incluindo biofilmes (BRIDIER et al., 2015). As plantas produzem uma série de metabólitos 

secundários ou fitoquímicos, que atuam como uma linha de defesa protegendo contra estresses 

bióticos e abióticos, tais como radiação ultravioleta, herbívoros, microrganismos e insetos no 

ambiente. Além disso, muitos produtos naturais são entidades químicas dotadas de 

características únicas, incluindo estruturas complexas que não podem ser facilmente obtidas por 

vias sintéticas, e que podem culminar em mecanismos de ação totalmente diferentes, em 

comparação aos antimicrobianos convencionais (SILVA et al., 2016). A Tabela 3 exemplifica 

algumas plantas que apresentam atividade antimicrobiana previamente descrita na literatura. 
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Eucalipto 
Eucalyptus 

globulus 
Tanino Bactérias, fungos 

Ginseng 
Panax 

notoginseng 
Saponina 

E. coli, Sporothrix schenckii, Staphylococcus, 

Trichophyton 

Lúpulo 
Humulus 

lupulus 

Lupulona, 

humulona 
Geral 

Maçã Malus sylvestris Floretina Geral 

Manjericão 
Ocimum 

basilicum 

Óleos 

essenciais 
Bactérias 

Óleo de oliva Olea europaea Hexanal Geral 

Papoula 
Papaver 

somniferum 
Ópio Geral 

Pimenta preta Piper nigrum Piperina 
Fungos, Lactobacillus, Micrococcus, Escherichia 

coli, Enterococcus faecalis 

Segurelha-das-

montanhas 

Satureja 

montana 
Carvacrol Geral 

Tomilho Thymus vulgaris 
Ácido cafeico, 

timol, taninos 
Vírus, bactérias, fungos 

Valeriana 
Valeriana 

officinalis 

Óleos 

essenciais 
Geral 

 

De forma geral, existem sete classes de compostos naturais que podem ser explorados 

quanto às atividades antimicrobianas e antivirulência: compostos fenólicos, óleos essenciais, 

terpenos, lectinas, alcaloides, polipeptídeos e poliacetilenos (YONG; DYKES; CHOO, 2019). 

No grupo dos compostos fenólicos, existem subclasses que incluem ácidos fenólicos, quinonas, 

flavonoides, flavonas, flavonóis, taninos e cumarinas (MISHRA et al., 2020; TRENTIN et al., 

2011). Diversos solventes podem ser utilizados para extração destes compostos naturais, 

incluindo diclorometano, acetona, éter, clorofórmio, etanol, metanol e água. Via de regra, nos 

extratos obtidos a partir do diclorometano, pode-se encontrar terpenos; em extratos metanólicos, 

antocianinas, terpenos, saponinas, taninos, flavonas; em extratos etanólicos, taninos, 
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poliacetilenos, flavonóis, terpenoides, esteróis, alcaloides; em extratos aquosos, antocianinas, 

taninos, saponinas, terpenoides, polipeptídeos, lectinas (COWAN, 1999). Na Tabela 4 há alguns 

exemplos de classes de compostos provenientes de plantas que apresentam atividade 

antimicrobiana. 

 

Tabela 4. Principais classes de compostos oriundos de plantas com atividade antimicrobiana 

(adaptado de Khameneh et al., 2019). 

Classe Composto 
Mecanismo de 

ação 
Microrganismo Resultados 

Alcalóides 

Piperina 
Inibidor de bombas 

de efluxo 
S. aureus e MRSA Em modelo in vitro 

Reserpina 
Inibidor de bombas 

de efluxo 

Staphylococcus 

sp., Streptococcus 

sp. and Micrococcus sp. 

Redução da 

concentração 

inibitória mínima de 

antimicrobianos 

Berberina 

Inibidor da divisão 

celular, inibidor da 

síntese de DNA e 

proteínas 

Escherichia coli 

Candida albicans 
Em modelo in vitro 

Organossulfurados 

Alicina 

Inibidor da enzima 

sulfidril dependente, 

inibidor da síntese 

de DNA e proteínas 

S. epidermidis, 

P. aeruginosa, 

Streptococcus agalactiae 

- 

Ajoene 
Inibidor da enzima 

sulfidril dependente 

Campylobacter jejuni, 

Streproproteus, 

Staphylococcus and 

E. coli 

- 

Polifenóis 

Resveratrol 
Inibidor de bombas 

de efluxo 

Mycobacterium 

smegmatis, 

Campylobacter jejuni 

Redução da 

concentração 

inibitória de 

antimicrobianos 

contra isolados 

resistentes 

Luteolina 
Inibidor de bombas 

de efluxo 
Mycobacterium spp. 

Redução da 

concentração 
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inibitória de 

antimicrobianos 

contra isolados 

resistentes 

Kaempferol 

Inibidor de bombas 

de efluxo 
MRSA, C. albicans 

Redução da 

concentração 

inibitória de 

antimicrobianos 

contra isolados 

resistentes 

Quercetina 
Inibidor de bombas 

de efluxo 

 

S. aureus 

 

- 

Ácido p-

cumárico 

Dano à membrana 

citoplasmática 

Oenococcus 

oeni and Lactobacillus 

hilgardii 

- 

Apigenina 

Enzima d-alanina:d-

alanina ligase 

 

Helicobacter pylori, E. 

coli 
- 

Curcumina Enzima sortase A 

 

S. aureus 

 
- 

Terpenos 

Farnesol Membrana 

citoplasmática 

S. aureus 

 
- 

Timol 

Inibidor de bombas 

de efluxo, 

membrana 

citoplasmática 

C. glabrata, C. albicans, 

C. krusei 

Sinergismo com 

fluconazol 

Carvacrol 

Inibidor de bombas 

de efluxo, 

membrana 

citoplasmática 

E. coli, Enterobacter 

aerogenes, S. aureus, P. 

aeruginosa 

- 

Eugenol Membrana 

citoplasmática 

H. pylori, MRSA, P. 

aeruginosa 

 

 

Atua em biofilmes 

 

1.7. Uva 

 

O cultivo de uvas (Vitis sp.) é uma das mais tradicionais atividades agrícolas no mundo, 

com mais de 70 milhões de toneladas produzidas por ano, a nível mundial, ocupando uma área 

de 7,5 milhões de hectares (GONÇALVES; LORENZO; TRINDADE, 2021). Seu fruto, a uva, 

pode ser consumido in natura ou processado, principalmente na forma de vinhos e sucos. Cerca 
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de 75% da produção mundial de uva é destinada para a indústria vinícola, que é responsável 

pelo processamento da fruta e geração de seus resíduos. A Europa detém a maior produção 

mundial (43,1%), seguido da Ásia (28,4%), Américas (20%), África (5,8%) e Oceania (2,7%) 

(SILVA et al., 2021). De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization of the United 

Nations), os maiores produtores mundiais de uva são Itália, França, China, Estados Unidos e 

Espanha, sendo que o Brasil representa o décimo-terceiro maior produtor. Em 2018, foram 

produzidas quase 1,5 milhões de toneladas de uvas no Brasil, sendo que metade da produção é 

destinada para consumo in natura e o restante é processado em vinho (42% em vinhos de mesa 

e 7% em vinhos finos), sucos (49%) e em outros derivados (2%). O Rio Grande do Sul, maior 

estado produtor, detém cerca de 90% da produção nacional (BARCIA et al., 2015a, 2015b; 

BERES et al., 2017; MAPA, 2015; MARTINS, 2016; MATTOS et al., 2017). 

A videira se apresenta como arbusto sarmentoso e trepador, sendo classificada na família 

Vitaceae gênero Vitis. Aproximadamente 10.000 variedades de uvas existem no mundo, sendo 

cerca de 5000 pertencentes à espécie Vitis vinifera, 2000 Vitis labrusca, além das híbridas. A 

espécie Vitis vinifera, de origem europeia, é geralmente utilizada para a produção de vinhos 

finos. Já as espécies Vitis labrusca e Vitis bourquina, denominadas tipos americanos, são 

usualmente empregadas para consumo in natura ou como base para vinhos de mesa. O fruto da 

uva apresenta-se na forma de bagas de formato esférico, alongado, oval, globoso, entre outros. 

Sua tonalidade varia de esverdeada, amarelada, rosada, vermelho, roxo e preto-azulada. As 

bagas apresentam-se dispostas em cachos sustentados por estrutura herbácea ligno-celulósica 

denominada engaco ou haste, e podem conter até quatro sementes. A baga é constituída do 

epicarpo e sementes. O pericarpo pode ser subdividido em epicarpo e endocarpo, o primeiro 

vulgarmente denominado casca representa de 5 a 12% do peso da baga, enquanto que o 

endocarpo ou polpa 64-90%. As sementes constituem mais de 10% do peso das bagas. A Figura 

13 mostra as estruturas do cacho da uva e suas partes (CRUZ, 2013). 
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Figura 13. Classificação botânica e estrutura do cacho da uva e suas partes (retirado de CRUZ, 

2013). 

 

 Ao longo do processo de vinificação, uma série de etapas ocorrem, variando conforme 

o tipo de uva e tipo de produto a ser elaborado. De forma geral, a primeira etapa envolve a 

remoção das folhas e engaço. A fruta é então esmagada para liberação do sumo através da 

maceração. A maceração facilita a extração de nutrientes e aromas por meio do contato do sumo 

com a casca, polpa e sementes da uva por um tempo determinado. No caso de uvas brancas, a 

maceração pode ou não ocorrer e, caso ocorra, é mantida por mínimo tempo. No caso de uvas 

tintas, a maceração é prolongada e acontece simultaneamente à fermentação alcoólica. A 

fermentação alcoólica tem como objetivo converter os açúcares da uva, principalmente a 

glicose, (substrato, doador de elétrons) em álcool etílico (produto, aceptor de elétrons) e gás 

carbônico. Após o processo fermentativo, sucedem-se etapas de trasfegas, estabilização e 

filtração do vinho para remoção de materiais dissolvidos, correção de aromas e para aumentar a 

clarificação e estabilidade do produto final. Ao longo do processamento, há a geração de 

resíduos em diferentes etapas (JACKSON, 2008). A Figura 14 demonstra as etapas de 

elaboração de sucos e vinhos. 
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Figura 14. Diagrama simplificado das etapas de elaboração de sucos e vinhos e seus respectivos 

resíduos gerados ao longo do processo (retirado de CRUZ, 2013). 
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1.7.1. Resíduos da uva 

 

Após a extração da polpa da uva, o bagaço e engaços remanescentes são geralmente 

direcionados à compostagem ou descartados em áreas abertas, podendo causar problemas 

ambientais (TEIXEIRA et al., 2014). A produção de vinho implica na geração de enormes 

quantidades de subprodutos, que consistem basicamente em resíduos orgânicos, águas residuais, 

e resíduos inorgânicos. Os danos envolvidos incluem poluição da água, degradação do solo, 

danos à vegetação, uso de energia, emissão de gases de efeito estufa e odores. Além disso, os 

resíduos resistem à degradação biológica devido ao baixo pH e alto conteúdo de substâncias 

antibacterianas e fitotóxicas (SILVA et al., 2021). 

A cada ano, a produção mundial de sucos e vinhos gera em torno de 10 milhões de 

toneladas de resíduos. Na produção de 100 litros de vinho obtém-se aproximadamente 30 

quilogramas de resíduos, correspondendo de 20 a 30% da massa original da uva. Destes 30 

quilogramas, 18 quilogramas são de bagaço e o restante de engaço. O bagaço pode ser composto, 

dependendo do tipo de processamento, de sementes e cascas. Na produção brasileira, 40% das 

uvas processadas tornam-se resíduos, gerando quase 60 milhões de quilogramas de bagaço. 

Estes resíduos contêm compostos como polifenóis, ácidos graxos, ácidos cinâmico e benzoico 

e outros compostos que não foram totalmente extraídos durante o processo de fabricação do 

vinho e que são de interesse para as indústrias farmacêutica, alimentícia e cosmética 

(GONÇALVES; LORENZO; TRINDADE, 2021; MARTINS, 2016). 

Os resíduos agroindustriais representam, de forma geral, uma fonte importante de 

recursos renováveis do planeta, embora não haja um procedimento unificado de descarte 

considerado ideal (SHIRAHIGUE; CECCATO-ANTONINI, 2020). A crescente demanda por 

modos de produção sustentáveis, por ambos os consumidores e agências reguladoras, requer a 

implementação de processos mais eficientes, atrelado ao reaproveitamento e reciclagem de seus 

subprodutos (SILVA et al., 2021). Além da deterioração do meio ambiente, o acúmulo deste 

tipo de biomassa em grandes quantidades resulta na perda de um material valioso. Estes resíduos 

possuem elevada quantidade de compostos fenólicos bioativos devido à ineficiente extração 

durante seu processamento. Por isto, são considerados fontes potenciais de propriedades 



 72 

antioxidantes interessantes para indústrias farmacêutica e de alimentos, com possíveis 

aplicações tecnológicas como compostos antimicrobianos, antioxidantes, anti-inflamatórios, 

antitumorais, e aditivos alimentares. Apesar do seu valor significativo, usualmente esses 

resíduos são comumente subexplorados, e o seu valor potencial como produto natural é 

frequentemente perdido (KUSCH et al., 2015; MARTINS, 2016; SHIRAHIGUE; CECCATO-

ANTONINI, 2020). 

 

1.7.1.1. Composição do resíduo da uva 

 

A composição química da uva é influenciada pelas condições ambientais (tipo de solo, 

clima), fatores vitícolas (tempo de colheita, variedade de uva, fertilização, maturação), e 

técnicas de processamento. As uvas possuem altos níveis de compostos fenólicos, que 

pertencem a uma classe de moléculas com grande diversidade estrutural, caracterizada pela 

presença de um anel aromático, tendo um ou mais grupos hidroxil diretamente ligado ao anel. 

Os compostos fenólicos representam 70% dos compostos bioativos encontrados em frutas.  São 

metabólitos secundários que não necessariamente participam de vias de crescimento e 

reprodução da planta, portanto, sua natureza e concentração variam significativamente. 

Entretanto, também podem desempenhar funções hormonais, como inibidores de reações 

enzimáticas e reguladores de crescimento (SILVA et al., 2021). 

Estes compostos, que são fenóis simples ou polifenóis, podem ser classificados em 

flavonoides e não-flavonoides. Os flavonoides consistem em dois anéis fenólicos, ligados por 

um centro pirano (contendo oxigênio), descrito como C6-C3-C6. Variações nesta estrutura 

resultam em classes como antocianidinas ou antocianinas, flavonóis, 3-flavanois, flavonas, 

chalconas. Geralmente são encontrados na casca de uvas tintas e proporcionam a cor típica deste 

tipo de uva. Embora a composição de uvas brancas não difira tanto de uvas tintas, apresentam 

concentrações menores de polifenóis, particularmente antocianinas (devido menor pigmentação 

da casca). Os compostos não-flavonoides (C6-C2-C6) consistem em ácidos fenólicos (derivados 

dos ácidos hidroxicinâmicos e hidroxibenzoicos), estilbenos, cumarinas e lignanas (BARCIA et 

al., 2015a; SILVA et al., 2021). A Figura 15 mostra as estruturas das principais classes de 

compostos fenólicos. 
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Figura 15. Estruturas das principais classes de compostos fenólicos (retirado de SILVA et al., 

2021). 

 

A casca da uva tinta corresponde a 52-56% da matéria seca da uva, enquanto que a casca 

da uva branca corresponde a 17-28%. Os polifenóis se localizam na camada interna da casca, 

que contém grandes quantidades de flavanóis, antocianinas, flavonóis, estilbenos, e ácidos 

fenólicos. Pode ser encontrado ácido elágico, miricetina, quercetina e resveratrol. As 

antocianinas mais abundantes são malvidina-3-O-glicosídeo e peonidina-3-O-glicosídeo. A 
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casca também contém polissacarídeos (20% celulose e 12% hemicelulose), pectinas (20%), 

proantocianidinas insolúveis (15%) e proteínas (5-12%) (SILVA et al., 2021; 

SLOBODNÍKOVÁ et al., 2016). 

As sementes representam cerca de 5% da massa da uva e de 38 a 52% da matéria seca 

do resíduo da uva. Estima-se que 3 milhões de toneladas de sementes de uva são geradas pela 

indústria vitícola anualmente. As cascas possuem alto teor de fibras (40%), proteínas (11%), 

lipídios (16%) e polifenóis como taninos (7%), carboidratos e minerais. A semente é rica ácido 

linoleico, resveratrol, epicatequina, catequina, ácido gálico, ácido cafeico, ácido siríngico, ácido 

4-hidroxibenzóico e ácido protocatecuico (SILVA et al., 2021).  

O engaço representa 14% da massa dos resíduos sólidos do processo de vinificação. 

Caracteriza-se pela presença de materiais lignocelulósicos, como lignina (17-26%), celulose 

(20-30%) e hemicelulose (3-20%). Os taninos que ali se encontram são condensados com 

lignina. Também pode estar presente no engaço polissacarídeos, como glicose, xilose, manose 

e galactose. O engaço é composto por cerca de 6% de compostos fenólicos, como 3-flavanóis, 

ácidos hidroxibenzoicos, flavonóis (como quecertina) e estilbenos. Os taninos representam 

aproximadamente 80% dos polifenóis do engaço (SILVA et al., 2021). 

A figura 16 exemplifica os principais compostos encontrados nas diferentes partes do 

resíduo da uva. 
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Figura 16. Principais compostos encontrados nas diferentes partes do resíduo da uva (adaptado 

de SILVA et al., 2021). 

   

Paralelo às reconhecidas propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antitumorais, 

antienvelhecimento, os resíduos de processamento da uva têm atividades antimicrobiana, 

antivirulência e antibiofilme relatadas (KARYGIANNI et al., 2016). No que concerne à ação 
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antimicrobiana, estes compostos atuam inibindo a síntese de ácidos nucleicos, bloqueiam o 

metabolismo energético e causam danos à parede celular e à membrana citoplasmática, 

diminuindo a fluidez de membranas de microrganismos patogênicos. Também, interferem no 

equilíbrio iônico, diminuem o gradiente de prótons requerido para a fosforilação oxidativa, 

atuam na regulação da expressão gênica, e podem atenuar a virulência microbiana (SILVA et 

al., 2021). Sua atividade antibiofilme também já foi comprovada, uma série de estudos reporta 

acerca da sua eficiência sobre a inibição ou dispersão de biofilmes, embora nem sempre os 

mecanismos sejam elucidados (LEE et al., 2013; SLOBODNÍKOVÁ et al., 2016). Além disso, 

relatos na literatura citam a eficiência de resíduos do processamento da uva sobre a inibição de 

biofilmes orais multi-espécie (KARYGIANNI et al., 2016). Neste sentido, resíduos do 

processamento da uva representam uma fonte promissora de compostos com atividades 

antimicrobiana e antivirulência potenciais, que podem ser mais investigados a fim de 

proporcionar novas alternativas no controle de infecções por microrganismos resistentes. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo principal a busca por potenciais moléculas 

antimicrobianas e anti-virulência para controle de patógenos de relevância clínica. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Artigo I 

 Investigar, em resíduos do processamento da uva, extratos com atividades 

antimicrobiana e antibiofilme contra os modelos bacterianos Staphylococcus aureus 

ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Klebsiella pneumoniae ATCC 

70603 e Pseudomonas aeruginosa PA14; 

 Realizar o fracionamento bioguiado do extrato bioativo com atividade antibiofilme mais 

promissora; 

 Analisar a composição química dos extratos e frações por metabolômica; 

 Investigar a toxicidade dos extratos em modelo invertebrado de Caenorhabditis elegans. 

 

Artigo II 

 Investigar compostos fenólicos com atividade antifúngica contra Candida spp., 

incluindo um painel de isolados multirresistentes de Candida auris; 

 Elucidar potencias mecanismos de ação envolvidos na atividade antifúngica; 

 Avaliar o potencial antivirulência destes compostos sobre a capacidade de produção de 

enzimas, filamentação e formação de biofilmes fúngicos; 

 Investigar o efeito destes compostos em células humanas infectadas com Candida spp.; 

 Verificar a toxicidade destes compostos em eritrócitos; 

 Estudar o efeito protetivo destes compostos contra infecção por Candida spp. em modelo 

invertebrado de Galleria mellonella; 
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 Analisar o efeito protetivo destes compostos contra infecção por Candida albicans em 

modelo invertebrado de C. elegans. 

 

Artigo III 

 Elencar os principais efeitos de coinfecções causadas por Candida spp. em pacientes 

infectados pelo vírus SARS-CoV-2, causador da doença COVID-19; 

 Estabelecer uma relação dos principais fatores relacionados a estas coinfeccoes fúngicas. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Artigo I 

 

Grape residues as a source of antimicrobial and antibiofilm compounds 

 

Manuscrito a ser submetido no periódico Industrial Crops and Products. 

Endereço eletrônico do periódico: https://www.elsevier.com/journals/industrial-crops-

and-products/0926-6690/guide-for-authors  

Fator de impacto: 5.645 (2020). 

 

Omitido – em processo de submissão à revista. 
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3.2. Artigo II 

 

Antifungal activity of the phenolic compounds ellagic acid and caffeic acid phenethyl 

ester (CAPE) against drug-resistant Candida auris. 

 

Manuscrito publicado no periódico Journal of Fungi. 

Endereço eletrônico do periódico: https://www.mdpi.com/journal/jof/instructions 

Fator de impacto: 5.816. 
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