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RESUMO 

 

Pseudomonas aeruginosa é considerada uma bactéria oportunista, resistente a diversas 

drogas, apresentando algumas características como: formato em bacilos Gram-negativos, 

aeróbios, não fermentadores e a OMS (Organização Mundial da Saúde) considera como 

um patógeno de grau crítico 1 em uma lista de 12 bactérias prioritárias. Possui a 

capacidade de formar biofilmes, considerados aglomerados de microrganismos, 

encontrados em monocamadas ou multicamadas, possibilitando a formação de uma 

matriz extracelular polimérica (MEP). A cafeína é uma substância presente no café e em 

outras plantas, possuindo atividade antimicrobianas contra bactérias Gram-negativas e 

Gram-positivas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da cafeína sobre 

alguns fatores de virulência em dois espécimes de P. aeruginosa, isolado TGC04 e 

linhagem ATCC 9027 (células na forma planctônicas, formação do biofilme em duas 

superfícies, e na motilidade (swimming, swarming e twitching). A cafeína a uma 

concentração de 1024 μL/mL inibiu a formação do biofilme em grau moderado (entre 

46,9% e 65%) em superfície plástica, enquanto na superfície vítrea, a inibição foi 

considerada fraca (26,8%), sem atividade para o isolado TGC04. Os ensaios de motilidade 

utilizaram uma concentração 2064 μL/mL de cafeína que mostrou inibição maior que 

1cm no swarming e no twitching, e sem atividade no swimming, comparadas ao controle. 

 

 
Palavra-chave: Pseudomonas aeruginosa, fator de virulência, bioativos botânicos. 
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ABSTRACT 

 

 

Pseudomonas aeruginosa is considered an opportunistic microbe, resistant to several 

drugs, and presenting some characteristics such as: Gram-negative, non-fermenting, 

aerobic rod, and WHO (World Health Organization) classified it as a critical pathogen 

listed among 12 priority bacteria. P. aeruginosa can form biofilms, i.e., agglomerates of 

microorganisms, found in monolayers or multilayers, enabling the formation of a 

polymeric extracellular matrix (MEP). Caffeine is a substance extracted from coffee and 

other plants and exhibits antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-positive 

bacteria. The present study aimed to evaluate the effect of caffeine on some virulence 

factors in two specimens of P. aeruginosa, isolate TGC04 and strain ATCC 9027 (cells 

in planktonic form, biofilm formation on two surfaces, and on motility (swimming, 

swarming, and twitching). Caffeine at 1024 μL/mL moderately inhibited biofilm 

formation on plastic surfaces (between 46.9% and 65%), while on the vitreous surface, 

there was a weakly inhibition (26.8 %), with no activity to isolate TGC04. Motility assays 

used caffeine at 2064 μL/mL which exhibited inhibition greater than 1 cm in swarming 

and twitching, with no activity in swimming, compared to the control test. 

 

 

Key-words: Pseudomonas aeruginosa, virulence factor, botanical bioactives. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria pertencente à família 

Pseudomonadaceae em formato de bacilo, classificada como Gram-negativa aeróbia, não 

fermentadora, considerada oportunista e resistentes a diversas drogas (MOGHADDAM 

et. al., 2014). A P. aeruginosa é considerada uma bactéria versátil metabolicamente que 

pode causar uma grande quantidade de infecções oportunistas graves em pacientes 

hospitalizados (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Segundo a OMS (Organização 

Mundial da Saúde), a bactéria é classificada como patógeno de grau crítico 1, de uma lista 

que reúne 12 bactérias prioritárias (SOMMER et al., 2019). P. aeruginosa usa sistema de 

sinalização celular dependente da densidade da população, denominado por quorum 

sensing (QS) para poder sincronizar a expressão de certos genes, adquirindo 

comportamento de grupo (WHITELEY et al. 2001). Este sistema está relacionado com a 

expressão de diferentes fatores de virulência da bactéria, tais como produção de 

piocianina (SUDHAKAR et al., 2013), motilidade (CONRAD et al., 2011) e formação 

de biofilme (WHITELEY et al., 2001). 

O biofilme é considerado um aglomerado de microrganismos, formando uma 

estrutura complexa de organização, envolvida por uma matriz extracelular polimérica 

(MEP), aderida à uma superfície orgânica ou inorgânica (HURLOW et al., 2015). Os 

microrganismos apresentam diferentes fenótipos, facilitando a sua diferenciação da forma 

planctônica em relação à fisiologia e ao metabolismo (WHITELY et al., 2001). 

Geralmente, o biofilme atinge um tamanho de 10 a 30 nm (SLEYTR, 1997). Diferentes 

substâncias estão presentes em sua composição, tais como: proteínas, polissacarídeos, 

moléculas de DNA e RNA, íons e água (JAMAL et al., 2018). Os biofilmes podem 

apresentar duas formas, monocamada ou multicamada, dependendo da superfície que está 

ocorrendo a adesão (KARATAN; WATNICK, 2009).  

O modelo da formação de biofilmes é baseado no comportamento exibido por P. 

aeruginosa. Didaticamente a formação do biofilme apresenta quatro etapas: adesão, 

colonização, maturação e dispersão do biofilme (GUPTA et al., 2016). O primeiro estágio 

é caracterizado pela aderência das células planctônicas à superfície e a concentração de 

nutrientes definirá se esta adesão é do tipo reversível ou irreversível (MOORMEIER; 

BAYLES, 2017; KHIDER et al., 2019). O segundo estágio é caracterizado pela formação 

das microcolônias por intermédio de moléculas químicas envolvendo QS, ocorrendo a 
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ativação do mecanismo genético de produção da MEP (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 

2018). O terceiro estágio é caracterizado pela formação de uma estrutura tridimensional 

relacionada ao biofilme e pela presença de polímeros, ocorrendo a maturação da estrutura, 

provocando a expressão de moléculas autoindutoras e tendo participação significativa dos 

sistemas de QS (CADAVID; ECHEVERRI, 2019). A dispersão celular do biofilme é 

caracterizada pelo retorno ao estado planctônico das células e por seu deslocamento. Isto 

ocorre em função de certos fatores, por exemplo, estresse mecânico, falta de nutrientes e 

aumento populacional (KAMARUZZAMAN et al., 2018). Contudo, a dispersão não é 

um estágio meramente passivo e os sistemas de QS também participam ativamente no 

reconhecimento do ambiente e definição do momento da dispersão ser iniciada 

(TOLKER-NIELSEN, 2014).  

Algumas substâncias podem apresentar propriedades antibiofilme, porém os 

compostos naturais mostram vantagem pela natureza biodegradável, reduzindo os 

impactos ambientais (GAUR et al., 2019). A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) é um exemplo 

desta classe. A molécula é um alcaloide purínico natural, sendo encontrado em variadas 

quantidades em Coffea spp. (HECKMAN, 2010). A cafeína apresenta atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, na forma planctônica, 

incluindo E. coli, P. fluorescens e P. aeruginosa (CHAKRABORTY et al., 2019; 

RAMANAVICIENE et al., 2003). 

Neste contexto, a hipótese do presente documento trata da verificação da atividade 

da cafeína como agente inibidor de dois importantes fatores de virulência de P. 

aeruginosa das linhagens TGC – 04 e ATCC 9027, formação de biofilme e motilidade.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Pseudomonas aeruginosa 

A bactéria P. aeruginosa é um organismo Gram-negativo que se apresenta em 

forma de bacilo bastante difundido no ambiente, podendo ser isolada de diferentes locais 

como água, solo, plantas e animais, além de possuir uma elevada capacidade de adaptação 

(SPENCER et al., 2003). É uma espécie não fermentadora, apresentando crescimento em 

temperaturas entre 5 e 42º C, possui a capacidade de oxidar glicose e de promover a 

metabolização da acetamida (PALLERONI, 2015). Além disso, produz pigmentos 

hidrossolúveis: piocianina (azul), pioverdina (verde amarelado fluorescente), piorrubina 

(vermelho) e piomelanina (marrom) (NEVES et al., 2021). 

A bactéria possui um genoma grande medindo aproximadamente 6-7 Mb. Isto 

possibilita diferentes mecanismos associados à sua persistência e versatilidade 

metabólica, bem como resistência a antibióticos (BREIDENSTEIN et al., 2011; 

SOMMER et al., 2020). Neste contexto, P. aeruginosa foi listada como um dos 12 

patógenos bacterianos prioritários pela Organização Mundial da saúde (WHO, 2017). Em 

complemento, P. aeruginosa é capaz de colonizar em biofilmes. Estas estruturas estão 

relacionadas com sua virulência e está presente em diversas doenças como endocardite, 

infecção do trato respiratório e urinário, sepse entre outras. Neste contexto, diversas 

moléculas naturais e sintéticas são exploradas com a finalidade de inibir a formação do 

biofilme produzido pela P. aeruginosa (DAVIES, 2002; CHAKRABORTY et al., 2020). 

Alguns outros fatores de virulência da bactéria são identificados pela expressão 

de elastase, ramnolipídeos, piocianina e proteases, que entre outros efeitos, podem 

bloquear a resposta imunológica ou inibir células de defesa do hospedeiro (JIMENEZ et 

al., 2012; NEVES et al., 2021). Os fatores de virulência de P. aeruginosa são mediados 

pelos sistemas QS. A bactéria apresenta três sistemas denominados: las, rhl e pqs 

(KARIMINIK; BASERI-SALEHI; KHEIRKHAH, 2017). Os sistemas QS são regulados 

pela síntese de autoindutores, moléculas de baixa massa molecular, liberadas no meio 

extracelular e percebida pelas células por meio da ligação em receptores 

transmembranares. Quanto mais autoindutores são presentes, indica maior população 

bacteriana (HAWVER; JUNG; NG, 2016). Em P. aeruginosa, estas moléculas são 

especialmente da classe das acil-homoserina lactona (AHL), para os sistemas las e rhl, 
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enquanto no sistema pqs, duas outras moléculas, 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) e 

sua precursora a molécula 2-heptil-4-quinolona (HHQ) (NEVES, 2021). 

Ressalta-se ainda que P. aeruginosa apresenta naturalmente uma resistência a 

agentes antimicrobianos, contudo esta resistência pode ser adquirida, em função da 

capacidade metabólica flexível e do genoma em codificar uma série de genes de 

resistência (MULCAHY et al., 2014; CAIXETA et al., 2019). Três mecanismos estão 

envolvidos na resistência desses patógenos aos antibióticos que são denominados de 

resistência intrínseca, adquirida e adaptativa (PANG, 2019). 

 

2.2 Biofilme 

O biofilme é considerado um conglomerado de células bacterianas possibilitando 

a adesão de umas às outras, bem como em superfícies bióticas e abióticas (GUPTA et al., 

2016; CHAKRABORTY et al., 2020). As células que aderem ao biofilme apresentam-se 

sob uma camada viscosa protetora de substância polimérica extracelular auto secretada 

ou MPE (CHAKRABORTY et al., 2020) que se apresenta de formas diferentes de pilares 

ou cogumelo (KUMAR et al. 2019). 

O MPE é composto por polissacarídeos, lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos e 

biossurfactantes, cuja função é auxiliar na aderência das células e na estruturação do 

biofilme, visto que a parede celular hidrofílica se adere melhor à superfícies hidrofílicas 

e o mesmo acontece nas superfícies hidrofóbicas para as paredes celulares hidrofóbicas 

(FLEMMING; WINGENDER, 2010; NEVES et al., 2021). 

As principais MPE sintetizados por P. aeruginosa são Pel (Exopolissacarídeo 

catiônico), Psl (Pentassacarídeos) e alginato (RYDER; BYRD; WOZNIAK, 2007). As 

MPE apresentam funções distintas no desenvolvimento do biofilme e na manutenção da 

bactéria (MANN; WOZNIAK, 2012). O alginato é a maior forma de proteção das células 

aos estresses ambientais ou químicos (TAN et al. 2018). O Psl é considerado importante 

na adesão inicial das células sésseis em superfícies bióticas ou abióticas (BYRD et al., 

2009.; NEVES et al., 2021), enquanto Pel tem a função de proteger o biofilme e aumentar 

a resistência contra agentes antimicrobianos (COLVIN et al., 2012; NEVES et al., 2021).   

Além de abrigo contra vários estressores ambientais, tais como pH, radiação 

ultravioleta, choque osmótico e desidratação, o EPS possibilita concentrar nutrientes em 
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relação ao meio, bem como pode conferir a manutenção da homeostase. Geralmente nos 

biofilmes afetados por antibióticos ou pelo sistema imunológico humano, o EPS evita a 

difusão desses compostos, funcionando como trocadores aniônicos, bem como podem 

sequestrar metais e toxinas (KUMAR, et al., 2019). 

 

2.3 Cafeína 

O café compõe uma bebida que apresenta sabor e aroma complexos devido a 

combinação de vários constituintes químicos voláteis e não voláteis, tais como: ácidos, 

aldeídos, cetonas, açúcares, proteínas, aminoácidos, ácidos graxos, compostos fenólicos 

e ação de enzimas sobre estes constituintes (SARRAZIN, 2000). Considerando a presença 

desses constituintes, a composição química do grão de café cru encontra-se vários 

compostos nitrogenados como por exemplo a cafeína, composto majoritário dos 

derivados da planta (BELITZ, 2009). 

A cafeína (Fig. 1) é uma molécula da classe das metilxantinas. Quimicamente a 

cafeína é conhecida como 1,3,7-trimetilxantina (C8H10N4O2), sendo considerada um 

alcaloide, com massa molecular de 194,19 g.mol-1 (TOLEDO et al., 2017). A cafeína 

também está presente em sementes, folhas e frutos de várias espécies de plantas 

(GEBEYEHU; BIKILA, 2015), por exemplo chá, guaraná, noz de cola, cacau 

(TURNBULL et al., 2017; AQUINO et al., 2004), e em medicamentos (GRAHAM. 

2001) entre outros. A cafeína é utilizada em uma variedade de produtos, por exemplo, 

energéticos, refrigerantes, chocolates e preparações farmacêuticas, entre outros (DE 

MARIA; GOMIDE, 2019). 

  

Figura 1 - Estrutura química da cafeína 

Fonte: PUBCHEM, (2021) 
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A cafeína é considerada uma substância cristalina, branca, pH básico, inodora 

possuindo sabor amargo característico propiciando amargor para a bebida café e quando 

se encontra isolada, passa a ser um fármaco, sendo utilizado em medicamentos e bebidas 

energéticas (BURKE, 2008; WIN et al., 2019).  

A cafeína apresenta ação contra diferentes tipos de microrganismos, mostrados 

em estudos contra a bactéria Streptococcus mutans (DOTSEY et al., 2017), Escherichia 

coli e Pseudomonas fluerescens (RAMANAVIÉNE et al., 2003), espécies de fungos 

(CHALFOUN et al., 2001), espécies de moscas varejeiras em sua forma larval e no seu 

desenvolvimento (CALDERAN, 2021; SILVÉRIO, 2008; BERNEGOSSI, 2019) e em 

insetos (NETO et al., 2012). 

A utilização da cafeína em diferentes concentrações (2 a 8 mg/mL) é ativa contra 

várias enterobactérias (ALMEIDA, 2007). Foi verificado por Carneiro et al. (2020) 

grande potencial da solução composta de cafeína e ácido acético frente Salmonella 

enteridis. A cafeína também exibe atividade inibitória para fungos, como por exemplo 

Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Fusarium semitectum e Penicillium sp., em 

relação ao seu crescimento micelial e esporulação e atua também na produção de toxinas 

(CHALFOUN et al., 2001; FUJII et al., 2004). Em testes realizados utilizando a cafeína 

em bactérias Gram-negativas como a Escherichia coli e Pseudomonas fluorescencens 

atuou como um potencial agente antimicrobiano (CHAKRABORTY et al., 2020). 

Diante dessa revisão sobre a ação da cafeína em diferentes espécies de 

microrganismos incluindo as bactérias, sendo o objeto de estudo uma Gram negativa 

apresentando capacidade de formar biofilme e de possuir motilidade, com isso foram 

pontuados alguns objetivos para o estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

       



15 

 

3  OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o potencial antibiofilme e antimotilidade da cafeína sobre as linhagens de 

Pseudomonas aeruginosa TGC – 04 e ATCC 9027. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Verificar a atividade antimicrobiana da cafeína na forma planctônica da bactéria;  

• Determinar o percentual de inibição da adesão de P. aeruginosa em diferentes 

superfícies; 

• Identificar a atividade da cafeína sobre a motilidade; 

• Determinar o efeito da cafeína sobre biofilmes pré-formados.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi realizado durante a pandemia de covid-19, ainda em curso, e 

necessitou ajustes do projeto para cumprir os requisitos do Mestrado em Biotecnologia. 

 

4.1 Local do Experimento 

O projeto foi realizado no Laboratório de Microbiologia Ambiental (LAMA) do 

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.2 Cafeína 

Foi utilizada cafeína anidra (grau de pureza 99,9%) adquirida na cidade de João 

Pessoa. Foi preparada uma solução-padrão em água destilada esterilizada cuja 

concentração final foi de 4068 µg/mL. 

 

4.3 Microrganismos 

O estudo foi conduzido com as linhagens de P. aeruginosa, sendo uma selvagem, 

TGC-04, isolada de um solo contaminado por hidrocarbonetos do petróleo (cadastro no 

SisGen nº A6D0C2F); e uma linhagem padrão de P. aeruginosa ATCC 9027. 

 

4.4 Determinação da Atividade Antimicrobiana da Cafeína 

Foram realizados os testes para determinação das Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM), em triplicata, pela técnica da 

microdiluição (HADACEK; GREGER, 2000). Todos os poços foram preenchidos com 

150 μL de caldo Müeller-Hinton, em concentração dupla. Em seguida, ao primeiro poço 

foram adicionados 150 μL da solução com a maior concentração de cafeína, prosseguindo 

aos demais poços por meio de diluições seriadas (1:2). As diluições variaram de 2064 a 

8 μg/mL. Por fim, foram adicionados 10 μL da suspensão das bactérias-teste, preparada 

em solução de NaCl 0,85%, com turbidez padronizada pelo tubo nº 2 da escala de 

MacFarland. Poços controles foram preenchidos para verificação da esterilidade do meio, 

bem como a viabilidade das bactérias estudadas.  
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As microplacas foram incubadas por 24 h à 35-37 ºC. A CIM foi definida como a 

menor concentração de cafeína que inibiu o crescimento microbiano, verificado pela 

inspeção visual de turbidez, comparado ao controle (PFFALER et al., 1995). Em seguida, 

gotas da solução de resazurina 1% foram adicionados em todos os poços para 

determinação da CBM, definida como a menor concentração de cafeína que causou a 

morte do inóculo, verificado pela manutenção da cor azul. A virada de rosa para incolor 

em até 2 h de incubação à temperatura ambiente (25 ºC) indicou presença de células 

viáveis. (CANILLAC; MOUREY, 2001). 

 

4.5 Ensaios in vitro da Formação do Biofilme 

O ensaio foi realizado em triplicata pela técnica do cristal violeta, com adaptações 

à metodologia descrita por Balasubramanian et al. (2013) e Khare e Arora (2011). 

Microssistemas foram preparados contendo caldo Müeller-Hinton, solução de cafeína 

(CIM e sub-CIM) e inóculo na razão 9:1:0,1. O inóculo foi preparado como no item 4.4. 

Aos microssistemas foram imersos cupons de vidro medindo 1 cm2. O teste também foi 

conduzido em microtubos, simulando a adesão em superfície plástica. A incubação 

ocorreu por 96 h em temperatura ambiente (aprox. 28 ±X ºC). 

Após o período de incubação, o cupom foi removido e o sobrenadante dos 

microtubos, descartado. Ambos os materiais foram vigorosamente lavados com água de 

torneira, com intuito de remover qualquer crescimento planctônico depositado, 

reservando-se posteriormente para secagem por 1 h. Em seguida, o cupom de vidro foi 

imerso em frasco contendo 5 mL de solução de cristal violeta 1%, enquanto o microtubo 

foi preenchido com 1,5 mL da mesma solução. Após 20 min, o corante foi descartado e o 

excesso removido com água de torneira. Uma vez seco, as matrizes foram tratadas em 

igual volume de etanol absoluto e após um repouso por 30 minutos, uma alíquota de 1500 

µL da solução de cristal violeta-etanol foi lida a 590 nm, utilizando o espectrofotômetro 

de marca Quimis do modelo U2M. O controle do teste em ambas as superfícies foi 

realizado sem a cafeína. 

 

4.6 Percentual de Inibição da Adesão  

O percentual de inibição foi calculado pela diferença entre as médias da 

absorbância, determinada no ensaio in vitro da formação do biofilme e do controle, 
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dividido pela absorbância do controle, multiplicando por 100 este valor. Com isso a 

adesão pode ser classificada como fraca (< 40%), moderada (40-80%) ou forte (> 80%) 

(RODRIGUES et al., 2010). O valor da leitura da absorbância a um comprimento de onda 

de 590 nm, do caldo Müeller-Hinton foi utilizado para determinar o ponto de corte, 

permitindo assim afirmar que três vezes este valor indica a capacidade das células em 

formar biofilme (PAGANO et al., 2004). 

 

4.7 Ensaios de Motilidade  

 Os ensaios de motilidade compreenderam os testes realizados em triplicata, 

denominados por swimming (movimento dirigido por flagelos em ambientes aquosos), 

swarming (movimento rápido dirigido por flagelos sobre superfícies sólidas) e twitching 

(movimento dirigido pelo pilus em superfícies sólidas), realizados conforme descrito por 

Rashid e Kornberg (2000). 

Células de cultura recente foram inoculadas no agar BHI semissólido (swimming), 

na superfície do agar BHI (swarming), e para o fundo do agar BHI (twitching). Aos meios 

foram adicionadas as soluções de cafeína na concentração igual ao CIM. 

As placas foram incubadas por 24-48h à temperatura ambiente e a motilidade foi 

avaliada, medindo o diâmetro da zona de movimentação a partir do ponto de inoculação 

(cm). O controle do teste foi realizado com meios sem adição de cafeína (ROSSI et al., 

2018). 

 Os testes que nesse trabalho foram realizados em triplicata, sendo apresentados os 

resultados como a média±desvio padrão. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 A CIM da cafeína contra ambas as linhagens da P. aeruginosa TGC–04 e ATCC 

9027 foi de 2064 μg/mL. A Figura 2 mostra as placas de 96 poços indicando a CIM para 

as duas linhagens da P. aeruginosa. 

 

Figura 2 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) da cafeína contra P. aeruginosa TGC–

04 (esquerda) e ATCC 9027 (direita). Na linha inferior da placa observa-se turbidez, 

indicando crescimento das culturas testadas no poço cuja concentração de cafeína era 

2064 μg/mL 

 

 

 

 

                   Fonte: Autor 

 

5.2 Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

A CBM da cafeína foi idêntica à CIM observada anteriormente, isto é, 2064 

μg/mL, para ambas as bactérias testadas. A Figura 3 mostra a microplaca de 96 poços 

utilizada na determinação da CIM contendo resazurina 1% empregada no teste de 

determinação da CBM. 

 

 

 

a) b) 
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Figura 3 – Concentração Bactericida Mínima (CBM) da cafeína contra P. aeruginosa 

TGC–04 (esquerda) e ATCC 9027 (direita). A cor azul indica poços com culturas não 

viáveis 

               Fonte: Autor 

 

5.3 Ensaio in vitro da Formação do Biofilme em Superfície Plástica 

Durante o período de incubação o biofilme se formou nas primeiras 24 horas, e 

nas 24 h subsequentes, a cafeína foi responsável por uma redução importante da adesão 

do isolado TGC04. Contudo, às 72 h, o conteúdo celular aderido estava aumentado, 

permanecendo assim até 96 h. Quanto à linhagem P. aeruginosa ATCC 9027, a inibição 

durou até 72 h, quando o percentual da adesão começou a aumentar, representando uma 

redução média de 65%. 

Apenas a concentração subinibitória (1024 μg/mL) da cafeína promoveu efeito 

sobre a redução da adesão de P. aeruginosa TGC04 e ATCC 9027. A adesão foi inibida 

em 46,9±0,7 e 65,0±1,0%, respectivamente, indicando que as bactérias tiveram uma 

adesão moderada. O valor do ponto de corte foi de 0,533 (densidade óptica do meio a 590 

nm = 0,177). Isto indicou que às 72 h, as bactérias testadas apresentavam novamente a 

capacidade de formar biofilme, indicando um efeito inibitório, temporário da cafeína. A 

Tabela 1 informa os valores obtidos pela leitura das amostras no espectrofotômetro 

referentes ao tempo de incubação dos microssistemas e o percentual de redução da 

formação do biofilme pelas linhagens TGC04 e ATCC 9027. 

 

 

 

 

a) b) 
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Tabela 1 – Densidade óptica (590 nm) e percentual de inibição da adesão em superfície 

plástica de P. aeruginosa exposta à 1024 μg/mL de cafeína 

Espécime Tempo de incubação (horas) %redução 

TGC04 24 48 72 96  

 2,165 --- 0,721 1,045  

 2,126 0,800 0,731 1,143  

 2,246 0,734 --- 1,281  

Média 2,179±0,061 0,767±0,047 0,726±0,007 1,156±0,119 46,9±0,7 

Controle 2,192±0,107 0,984±0,156 0,839±0,025 1,432±0,103  

ATCC 

9027 

 

 2,127 1,622 0,481 0,574  

 2,048 --- 0,581 0,363  

 2,054 0,801 0,830 1,245  

Média 2,076±0,044 1,212±0,581 0,631±0,180 0,727±0,461 65,0±1,0 

Controle 2,051±0,072 1,088±0,790 1,355±0,493 0,865±0,182  

 

 

5.4 Ensaio de Formação do Biofilme na Superfície do Vidro 

Durante o período de incubação do isolado TGC04 foi observada adesão crescente 

até às 96 h. Em complemento, houve produção de piocianina, verificada pela coloração 

azul, difundida nos frascos. Por outro lado, a linhagem P. aeruginosa ATCC 9027 

demonstrou uma redução da adesão em até 48 h, com o posterior reestabelecimento, 

porém a redução média da adesão celular foi na ordem de 26,8±0,2%, considerada fraca. 

Neste teste, o ponto de corte foi de 0,864 (densidade óptica do meio a 590 nm = 0,288), 

indicando que a linhagem P. aeruginosa ATCC 9027 foi mais sensível no teste, não 

demonstrando capacidade de adesão ao vidro a partir de 48 h de exposição à cafeína 

(Tabela 2). 
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Tabela 2 – Densidade óptica (590 nm) e percentual de inibição da adesão em superfície 

de vidro de P. aeruginosa exposta à 1024 μg/mL de cafeína 

Espécime Tempo de incubação (horas) %redução 

TGC04 24 48 72 96  

 0,829 0,747 1,725 1,970  

 0,827 0,989 1,903 1,910  

Média 0,828±0,001 0,868±0,171 1,814±0,126 1,940±0,042 --- 

Controle 1,341±0,322 1,067±0,041 1,868±0,031 1,810±0,143  

ATCC 

9027 

 

 1,019 0,773 0,829 0,897  

 1,026 0,672 0,789 0,600  

Média 1,023±0,005 0,723±0,071 0,809±0,028 0,749±0,210 26,8±0,2 

Controle 0,574±0,150 0,538±0,021 0,639±0,055 0,701±0,029  

 

5.5 Ensaios de Motilidade 

 

5.5.1 Swimming 

Os resultados obtidos nesse ensaio mostraram que a cafeína em sua concentração 

de 2064 μg/mL não inibiu o seu deslocamento de P. aeruginosa ATCC 9027, em 

comparação com o controle no meio. Por outro lado, P. aeruginosa TGC04 sofreu uma 

redução de 23,52% após 48h de exposição à cafeína (Tabela 3) 

 

Tabela 3 – Distância percorrida (cm) por Pseudomonas aeruginosa TGC–04 e ATCC 

9027 expostas à 2064 µg/mL de cafeína no teste swimming 

Testes Controle 

(TGC04)  

Teste 

(TGC04) 

Controle 

(ATCC 9027)  

Teste (ATCC  

9027) 

 1,5 2,0 2,0 4,1 

 1,7 1,0 2,5 5,6 

 1,8 1,0 1,4 5,0 

Média 1,7±0,2 1,3±0,6 2,0±0,6 4,9±0,8 

 

5.5.2 Swarming 

Os resultados obtidos nesse ensaio indicaram que P. aeruginosa TGC04 não 

sofreu inibição da sua movimentação na superfície do meio, em contrapartida a linhagem 

ATCC 9027 apresentou uma pequena inibição no seu deslocamento de 12,76%, depois 

de 48 horas de incubação (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Distância percorrida (cm) por Pseudomonas aeruginosa TGC–04 e ATCC 

9027 expostas à 2064 µg/mL de cafeína no teste swarming  

Testes Controle 

(TGC04) 

Teste 

(TGC04) 

Controle 

(ATCC 9027) 

Teste (ATCC  

9027) 

 1,6 4,0 5,2 2,5 

 1,1 5,0 3,4 4,1 

 1,2 3,0 5,6 5,8 

Média 1,3±0,3 4,0±1,0 4,7±1,2 4,1±1,7 

 

5.5.3 Twitching 

Houve redução do movimento para ambas as bactérias testadas, comparadas com 

o controle. O isolado TGC04 apresentou uma redução de 27,27%, enquanto a linhagem 

P. aeruginosa ATCC 9027 reduziu em 8% depois de 48 horas de incubação (Tabela 5).  

Tabela 5 – Distância percorrida (cm) por Pseudomonas aeruginosa TGC–04 e ATCC 

9027 expostas à 2064 µg/mL de cafeína no teste twitching 

Testes Controle 

(TGC04) 

Teste 

(TGC04) 

Controle 

(ATCC 9027)  

Teste (ATCC  

9027) 

 3,5 3,2 4,4 2,8 

 2,2 2,3 4,6 5,8 

 4,1 1,7 6,0 5,3 

Média 3,3±1,0 2,4±0,8 5,0±0,9 4,6±1,6 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Atividade Sobre Células Planctônicas e Sésseis: 

O presente estudo buscou identificar se a cafeína apresenta algum efeito inibitório 

em dois espécimes de P. aeruginosa na forma planctônica e na produção e formação do 

biofilme sob duas superfícies distintas. Além disso, o estudo avaliou o efeito da cafeína 

sobre a motilidade desses espécimes por meio de três ensaios. 

P. aeruginosa é a bactéria Gram-negativa não fermentadora mais prevalente 

frequentemente encontrada em ambientes hospitalares (OLIVEIRA; VASCONCELOS; 

CALAZANS, 2021), afetando pacientes hospitalizados, sendo associadas a vários tipos 

de infecções (FIGUEREDO et al., 2021). Em complemento, a bactéria possui a 

capacidade de ser muito versátil em relação aos nutrientes necessários para a sua 

manutenção no ambiente, como por exemplo, as fontes de carbono e nitrogênio, e com 

isso pode crescer em superfícies úmidas (HARMSEN et al, 2010). A busca por compostos 

com efeito antibiofilme pode ser a chave para as novas antibioticoterapias 

(KAUFFMANN et al., 2017) e nesse sentido, os compostos naturais, biodegradáveis, se 

destacam por serem ecologicamente corretos e sustentáveis (PEREIRA et al., 2015). 

O isolado TGC04 é originado do solo de posto de gasolina, contaminado por 

combustíveis fósseis (CAVALCANTI et al., 2019), enquanto a linhagem ATCC 9027 foi 

isolada a partir de uma infecção de ouvido em 1980 nos Estados Unidos, contudo produz 

baixos níveis de fatores de virulência, sendo bastante utilizada em padronizações de testes 

(BECERRA et al., 2016). Essas características possibilitam uma comparação do 

percentual de inibição entre duas linhagens de P. aeruginosa que possuem diferentes 

origens. 

As células planctônicas expostas à cafeína apresentaram valores de CIM muito 

elevados quando comparados com estudos anteriores. Os resultados divergiram do que a 

literatura descreve a respeito da atividade antimicrobiana da cafeína contra P. aeruginosa. 

Como por exemplo os estudos de Chakraborty, et al., (2020) e Ramanaviciene, et al., 

(2003) os valores da CIM da cafeína demonstraram ação em bactérias Gram-negativas. 

Diferentes compostos obtidos de matérias primas naturais apresentaram ação 

contra bactérias, em estudos utilizando a linhagem P. aeruginosa ATCC 9027 foi possível 

observar uma maior sensibilidade a extratos das folhas do araçazeiro e butiazeiro, 
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observando-se as concentrações mínimas inibitórias (CIM) de 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL, 

respectivamente (ZANDONÁ, 2021). Essa linhagem de P. aeruginosa também em 

estudos com xilitol e isotiazolona, indicando efeito sobre a formação do biofilme inicial 

(ZHOU et al., 2019).  Adicionalmente, a mesma linhagem foi sensível ao peptídeo aureína 

K combinado com a ciprofloxacina (SILVA, 2017). 

De uma forma geral, P. aeruginosa é uma espécie cuja sensibilidade foi observada 

para alguns compostos naturais que foram utilizados isoladamente, tanto na sua forma 

planctônica, como em sua forma séssil. Alguns desses compostos isolados foram o extrato 

de própolis (SANTOS et al., 2020), o ácido quínico (LU et al., 2021) e o isoeugenol 

(SHASTRY et al., 2022).  

O mecanismo de ação da cafeína em bactérias Gram-negativas ocorre pela 

alteração da permeabilidade da membrana, levando à lise celular (KABIR et al., 2014; 

LOU et al., 2011; DASH; GUMMADI, 2008), porém, a cafeína induz uma inibição dos 

fatores de virulência na P. aeruginosa (CHAKRABORTY et al., 2020). A resistência da 

P. aeruginosa à cafeína pode estar ligada a diferentes mecanismos, por exemplo a  

expressão de genes que não são encontrados nas formas planctônicas, bem como, 

inativação através da ação do EPS ou enzimas presentes na matriz do biofilme, redução 

da atividade metabólica, existência de bombas de efluxo, possibilidade de alteração da 

composição das proteínas integrantes da membrana citoplasmática, presença de diferentes 

padrões nesse biofilme e a presença de uma estrutura complexa caracterizando o biofilme 

(MELANDA, 2019).  

P. aeruginosa apresenta algumas características que conferem uma maior 

resistência a agentes antimicrobianos, tais como a formação de biofilmes (MORADALI 

et al., 2017; THI et al., 2020), respostas promovidas através de comunicação célula a 

célula (ROMLING, et al., 2012), fatores de virulências como: adesinas, pili, flagelos, e 

síntese de ramnolipídeos (KARIMINIK et al., 2017). A resistência pode também estar 

relacionada ao local de origem de um isolado exposto a um ambiente altamente 

caracterizado por estresses recorrentes, favorecendo troca de genes (LARSSON; FLACH, 

2022). Isto levou à escolha dos dois espécimes desse trabalho, representando um isolado 

selvagem e um clínico. 

A inibição de biofilmes de P. aeruginosa mediada por compostos naturais já foi 

observada em estudos prévios. Jadeja et al. (2020) observaram que a inibição da 
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piocianina, pigmento específico de P. aeruginosa, promovida pelo ácido gálico e pelo 

Chá-verde (Camellia sinensis) conferiram uma inibição da formação do biofilme, nas 

concentrações respectivas de 1,7 mg/mL e 1,7 mg/mL. Em complemento, a P. aeruginosa 

ATCC 9027 foi sensível quando exposta a outros bioativos naturais, tais como extratos 

das folhas do araçazeiro (Psidium cattlejanum Sabine) e butiazeiro (Butia odorata), 

exibindo CIM de 1,56 e 3,12 mg/mL respectivamente (ZANDONÁ, 2021). 

Adicionalmente, a mesma linhagem foi testada com bioativos sintéticos e também se 

mostrou sensível. Exposta ao xilitol e isotiazolona, o biofilme foi inibido porque a adesão 

foi impedida (ZHOU et al., 2019), enquanto Shastry et al. (2022) detectaram uma inibição 

de 70% do biofilme, utilizando isoeugenol 400 μM. 

 O processo de adesão dos microrganismos ocorre naturalmente em meios aquosos 

e são dependentes de algumas propriedades superficiais como tensão superficial, entalpia 

superficial por unidade de área, composição da superfície, interfaces das superfícies de 

adesão (plástico, vidro, polímeros, entre outros), e das membranas dos microrganismos. 

Algumas propriedades e características do meio podem influenciar em especial 

temperatura, pH, força iônica e a disponibilidade dos nutrientes (UBBINK, 2007). Em 

complemento, a adesão de células depende de características referentes a hidrofilicidade/ 

hidrofobicidade do material e da própria célula. Superfícies celulares hidrofílicas se 

caracterizam pela razão C:N elevada, enquanto em superfícies hidrofóbicas ocorre a razão 

C:O elevada. Depende das espécies bacterianas, das fases de desenvolvimento e das 

características do ambiente a hidrofobicidade é prevalente (DESROUSSEAUX, 2013.; 

CAMPOCCIA, 2012.; CARVALHO, 2014). Além disso, baixas concentrações de 

ramnolipídeos aumentam a hidrofobicidade da parede de P. aeruginosa, provocando uma 

liberação de lipopolissacarídeo (LPS) da superfície celular (HARMSEN, et al., 2010). 

As bactérias Gram-negativas são consideradas seres hidrofílicos devido a 

presença do LPS (lipopolissacarideos), consequentemente a ausência do LPS o torna seres 

mais hidrofóbicos (PALMER, 2007; ARAÚJO, et al., 2010). A hidrofobicidade das 

bactérias Gram-negativas é aumentada quando a quantidade de água no meio é reduzida 

devido a presença de grande concentração de lipídeos e pouco peptideoglicano em sua 

membrana externa (STREVETT, 2003). A superfície do vidro é considerada uma 

superfície mais hidrofílica do que o plástico (TEIXEIRA, et al., 2005; ARAÚJO, et al., 

2010). Quanto a esta característica da membrana da P. aeruginosa, ambos espécimes 
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empregados neste estudo foram identificados como hidrofóbicos, em estudos prévios, o 

isolado TGC04 (OLIVEIRA et al., 2021) e a linhagem ATCC 9027 (ZHONG, 2015).  

Isto pode explicar o fato de que foi observada uma adesão maior na superfície 

vítrea, nas condições dos espécimes submetidos à cafeína, do que no controle. Além do 

vidro ser uma superfície hidrofílica, sob estresse, P. aeruginosa lança de seus artifícios 

fisiológicos e metabólicos para promover a permanência (BUCIOR, 2012). Contudo, 

ressalta-se que a adesão moderada e fraca são vantagens ecológicas da espécie, aderindo-

se dessa forma a espécie garante sucesso na competição com outros microrganismos, bem 

como pode migrar com maior facilidade após desprender-se do biofilme (NORAT et al., 

2022). 

Em complemento, os pontos de cortes obtidos nos ensaios de formação do 

biofilme para as superfícies utilizadas do plástico e a vítrea foram 0,177 e 0,288 

respectivamente. De acordo com Peixoto et al. (2015), três vezes este valor indica que as 

células presentes no teste são capazes de aderir e formar biofilmes, podendo justificar 

também os resultados observados nos ensaios.  

 

6.2 Atividade Sobre a Motilidade 

A mobilidade de isolados de P. aeruginosa, originada de ambiente diferentes pode 

ocorrer de formas distintas. O estudo de Souza et al. (2019) avaliou a motilidade 

(swimming, swarming e twitching) em espécimes isolados de ambientes clínico e 

selvagem. Os autores verificaram que na motilidade do tipo swimming houve diferença 

entre os isolados, no entanto, no tipo swarming não apresentou diferença entre os isolados 

e o tipo twitching, a diferença nos resultados foi menos significativa que a vista no teste 

do swimming. 

A motilidade do tipo swimming ocorre em ambientes de ágar com uma 

concentração baixa, estando associado à quimiotaxia e também à força hidrodinâmica 

(KHAN et al., 2019). Sob certas superfícies, P. aeruginosa consolida a aderência 

utilizando movimentos envolvendo o swarming e o twitching. O tipo swarming de 

motilidade acontece em ambientes viscosos ou semissólidos requerendo a ação do flagelo, 

pili tipo IV, ramnolipídicos, bem como a densidade bacteriana específica e 

disponibilidade de nutrientes (KHAN et al., 2019). O processo de motilidade twitching 

ocorre baseado na extensão e retração dos pili T4P em meios sólidos (PETROV et al., 
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2013). O processo de swarming envolve o início da adesão e o processo de twitching 

ocorre com o biofilme maduro (KHAN et al., 2019). Baseado nisto, pode-se inferir que o 

comportamento dos dois espécimes neste estudo dependeu mais destes dois eventos, em 

detrimento ao swimming. Ressalta-se que os percentuais de redução foram calculados 

considerando os valores de 24 e de 96 h de teste, momento que o biofilme já se encontra 

maduro. 

Rossi et al. (2018), investigando a capacidade de motilidade em 74 linhagens de 

Pseudomonas spp. isoladas de laticínios, verificaram que os movimentos para frente, bem 

como os giros não foram maiores que 1 cm, relacionando este achado à temperatura 

empregada no ensaio, 30°C, bem como ao tipo de flagelo monotríquio polar e dos pili 

multitríquios polares. Em oposição ao observado por estes autores, no presente estudo, os 

movimentos flagelares dos espécimes testados foram significativamente maiores, em 

especial o isolado selvagem TGC04, mais adaptado às condições de estresse ambiental, 

comparada a isolados de alimentos os da linhagem ATCC 9027, anteriormente descrita 

como menos virulenta que demais isolados padrões. 

Segundo Shastry, et al. (2022), o isoeugenol a uma concentração de 400 μM 

promoveu uma redução da expressão da virulência reguladas pelo sistema QS, sugerindo 

que a inibição ocorreu no sistema rhl. A atividade do isoeugenol sobre a motilidade do 

tipo swarming na P. aeruginosa foi a inibição dos dendritos. Já os pili do tipo IV são 

considerados apêndices longos e finos (5 a 8 nm de diâmetro), semelhantes à pelos, e 

encontrados nas superfícies de células procariotas (Bacteria e Archaea). A sua função é 

de fixação e adesão em superfícies, provocando a agregação célula-célula, formação do 

biofilme e motilidade (LEIGHTON et al., 2015). Estudos sugerem que a P. aeruginosa 

induz seu sistema de virulência de forma dependente do gene PilY (LUO et al., 2015; 

SIRYAPORN et al., 2014), durante a fixação superficial tem a atuação do AMPc para 

controle da expressão do fator de virulência (FULCHER et al., 2010). Em complemento, 

os pili tipo IV são desnecessários na motilidade do tipo swarming, podendo interferir 

negativamente (YANG, 2017), presença dos pili tipo IV quanto a motilidade na 

modalidade twitching estão relacionadas à uma maior virulência (BURROWS, 2012). 
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CONCLUSÃO 

 

Nas condições empregadas neste estudo, a cafeína foi um composto bioativo 

importante, em termos da atividade antimicrobiana, no entanto fenótipos específicos e 

particulares de cada isolado ou linhagem, parecem influenciar na resposta ao estresse 

causado pela molécula. Futuros estudos poderão esclarecer os mecanismos pelos quais 

estes eventos podem ocorrer, baseando-se na origem da P. aeruginosa. 
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