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adesdo microbiana, que pode dar-se em trés
fases (figura 26.1).

Fase 1- Transporte até a superficie

Em fluidos quiescentes (fluidos em repouso)
ou na camada viscosa do fluxo turbulento, o
transporte de microrganismos até a superficie
pode fazer-se por difusdo a custa de movi-
mentos especificos, denominados Brownianos
(deslocamento médio de 40 um/h). Quando
o transporte das células se faz num fluido em
movimento, a aproximacao dos microrganismos
a superficie pode fazer-se por convecgdo. A
velocidade do transporte convectivo é muito
maior do que a do transporte por difusao.
Finalmente, o transporte de microrganismos
até a superficie pode ocorrer por movimento
ativo dos mesmos quando possuem apéndices
extracelulares, que Ihes conferem mobilidade,
como os pili ou flagelos.

Fase 2 - Adesdo inicial

Na vizinhanga da superficie (50 nm), as cé-
lulas e a superficie podem interatuar por forcas
de curto e longo alcance, conduzindo a adesao.
Nesta fase do processo, a adesao pode ser rever-
sivel ou irreversivel. A adeséo é reversivel quando
0 microrganismo, apods estar fixo a superficie,
continua a exibir movimentos Brownianos e
pode ser removido por acao de forcas de corte,
ou pelo movimento ativo proprio da célula.
Quando a célula se fixa irreversivelmente, deixa
de poder ser removida facilmente da superficie
e ndo exibe movimentos Brownianos.

Fase 3 - Fixagdo a superficie

Apos ocorrer a adesdo inicial pode estabe-
lecer-se uma ancoragem firme entre a célula
microbiana e o suporte a partir de ligagoes fisico-
-quimicas especificas (ligagdes covalentes, idni-
cas e pontes de hidrogénio) ou através de pon-
tes estabelecidas por estruturas extracelulares
especificas produzidas pelos microrganismos.
Estas estruturas podem ser apéndices celulares
filamentosos ou polimeros extracelulares. As
ligagdes sdo normalmente mediadas por pontes
poliméricas ou por componentes extracelulares
especificos do microrganismo (adesinas) e rece-
tores complementares localizados na superficie.

FORGAS DE INTERAGAO
ENVOLVIDAS NA ADESAO

As interaces entre microrganismos e superficies
s&o efetuadas por um conjunto de fendmenos
fisico-quimicos, termodinamicos e microbiold-
gicos. Existem algumas teorias que permitem
quantificar variagdes de energia de interacdo
entre as superficies envolvidas. Contudo, ape-
nas consideram os aspetos fisico-quimicos e
termodinamicos da adesdo, omitindo o facto
de os microrganismos serem superficies vivas.
Nas seccdes seguintes apresentam-se algumas
teorias que descrevem a interacao entre super-
ficies, bem como os aspetos microbioldgicos
envolvidos na adeséo a superficies abioticas.

TEORIA DLVO
A adesao de microrganismos a superficies
pode ser definida como a energia envolvida na

N difusdo
convecgao —
Movimentos
: ) Brownianos
e » @ & < fimbrias
1. Transporte 2. Adeséo inicial 3. Fixagdo

Figura 26.1> Fases da adesdo a superficies.
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formacdo de uma ligacdo entre o suporte e a
célula. Portanto, a energia de adesdao pode ser
quantificada como o trabalho necessario para
remover a célula e repo-la no seu estado original.

Uma vez que a maioria das bactérias néo
excede os 2,0 um de comprimento, a sua den-
sidade é pouco superior a da dgua e possuem
uma carga global negativa, podem ser conside-
radas como particulas coloidais vivas e, conse-
quentemente, a adesdo pode ser interpretada
de acordo com a teoria DLVO, desenvolvida por
Derjaguin e Landau (1941) e Verwey e Overbeek
(1948) para explicar a estabilidade de coloides
liofobicos.

Segundo a teoria DLVO, a variagdo da energia
potencial total de interacdo entre dois corpos
(AG,) € resultante da a¢do combinada entre as
forcas atrativas de van der Waals (AG ) e as forgas
da dupla camada elétrica (AG,) (equagéo 1).
Uma vez que a maioria das superficies adquire
carga negativa quando em solugéo, as forcas da
dupla camada elétrica apresentam geralmente
um carater repulsivo.

AG, =AG, +AG,, (eq. 1)

FORGCAS DE VAN DER WAALS
Estaoidentificados trés tipos de forcas generica-
mente designadas por forcas de van der Waals:
(i) dispersao de London, que ocorre quando dois
atomos se aproximam e se atraem devido a di-
polos instantaneos induzidos (alteragéo relativa
da posicao do eletrdo em relacdo ao neutrao); (i)
interacdes de Debye, que se manifestam quando
uma molécula que possui um dipolo que inte-
ratua com um &tomo, criando-se uma situacao
dipolo-dipolo induzido; (ii) interacdes de Keesom,
que se manifestam quando duas moléculas se
aproximam, criando interagdes dipolo-dipolo. A
intensidade das forcas de interacao de van der
Waals é diretamente proporcional ao tamanho
dos corpos interatuantes e varia na razo inversa
da distancia a superficie.

FORCAS DA DUPLA CAMADA ELETRICA
A maior parte dos soélidos, quando imersos
numa solugdo aquosa, adquire carga superficial
por acao de diversos mecanismos. No caso
de sistemas biolégicos, a carga superficial
adquire-se por adsorcdo de ides ou por ioni-
zacdo de grupos superficiais. Este fendmeno
depende geralmente das propriedades da so-
lucdo aquosa, nomeadamente do pH, uma vez
que na superficie dos microrganismos existem
grupos acidicos (carboxilo e fosfato) e basicos
(grupos amina) que reagem com os ides OH e
H,O" presentes na solugao. Assim, em solugdes
proximas da neutralidade, as bactérias possuem
uma carga global negativa em consequéncia
de haver um maior nimero de grupos fosfato e
carboxilo. Contudo, quando o pH é demasiado
baixo, estas podem apresentar uma carga global
positiva, por causa da predominancia de grupos
amina. Nesse contexto, uma superficie de um
solido eletricamente carregado, em contacto
com uma solucdo aquosa, atrai ides de sinal
contrario (contra-ides) do meio e, simultanea-
mente, repele os ides de sinal igual (co-ides). Este
mecanismo, juntamente com o efeito oposto
dos movimentos Brownianos, da origem a uma
distribuicdo de Poisson-Boltzmann de ides atra-
vés da fase aquosa, criando uma camada difusa
denominada dupla-camada elétrica.

O potencial eletrostatico que se estabelece
devido a diferente concentragcdo de cargas no
interior da dupla camada tem a designacdo de
potencial da dupla camada elétrica e o seu valor
diminui a medida que a distancia aumenta em
relacdo a superficie. Dessa forma, a uma distancia
suficientemente grande, o potencial serd igual
ao da solucdo, mas, por convencao, é definido
como sendo nulo.

A relacdo que descreve a energia potencial
deinteracdo entre uma esfera (1) e uma placa (2)
plana (AG},

Dlesfera | placa

) para potenciais de superficie
constantes, de acordo com a sua distancia (H) é
a seguinte:
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AG 1 oera / placa
onde v, e ¥y representam os potenciais
de superficie da esfera 1 e da placa 2, respetiva-
mente, € a constante dielétrica do meio, r o raio
da esfera e k o inverso da espessura da dupla
camada, ou o parametro de Debye-Hlickel. Esta
equacao so é vélida para valores de potencial
inferiores a 25 mV, mas pode ser utilizada com
seguranga até potenciais inferiores a 50 mV. O
pardmetro de Debye-Hickel é expresso por:

P 2000 e*N I
eK ,T

em que e representa a carga do eletrao, N ,

(€q.3)

o numero de Avogadro, I aforca idnica do meio,
K ,aconstante de Boltzmann e T atemperatura
absoluta.

O potencial eletrostético a superficie dos
corpos pode ser determinado através do ponto
de carga nula segundo a equacao de Nernst:

_2303RT, C

log—
F gCZP

(€q.4)

0

AG AG
AGDL

= g’”[('//m TV )l In(1+ exp(=kH )+ (v o =¥/ r )2 ln(l - eXp(ka))]

AGVpy,

(eq.2)

em que C, representa a concentragdo molar
dos i6es nas condi¢des do ponto de carga nula
e Ca concentracdo molar dos ides da solucéo, F
a constante de Faraday, R a constante dos gases
perfeitos e T a temperatura absoluta.

Convencionou-se que as interagdes atrativas
sd0 negativas e as repulsivas positivas, portanto,
ao contrdario das interacdes de van der Waals,
que possuem um sinal negativo, as interacdes
da dupla camada elétrica sdo positivas. A soma
destas duas contribuicées resulta num perfil de
energia potencial que depende da forca idnica
do meio (figura 26.2).

Quando a forca idnica do meio é baixa
(figura 26.2A), o perfil de energia potencial de
interacdo entre dois corpos de sinal igual apre-
senta um maximo de energia (que representa
uma barreira para a aproximagao dos corpos)
e um minimo de energia, designado minimo
primdrio, que se localiza a uma distancia infe-
rior a 2 nm da superficie. A barreira de energia

AG

AG.

P
H (nm) AS}{\

AGy

AGy

H (nm) AGr_ H(nm)

AGy

Figura 26.2. Representacdo esquematica do perfil de energia potencial global (AG) de

interagdo entre dois corpos, separados por uma distancia (H), de sinal igual segundo a

teoria DLVO para forgas iénicas do meio baixas (A), intermédias (B) e elevadas (C).
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diminui quando se aumenta a forca iénica do
meio, devido a uma diminuicao da energia
potencial da dupla camada elétrica. Quando
a forca i6nica do meio apresenta valores in-
termédios (figura 26.2B), 0 maximo de energia
diminui e cria-se um minimo secundario. Nestas
condi¢cbes, o maximo de energia é geralmente
baixo e o seu valor é tanto menor quanto mais
pequena for a particula. Portanto, uma fracao de
particulas pode conter energia suficiente para
ultrapassar esta barreira de energia. Uma vez
ultrapassado o maximo de energia e atingido o
minimo primdrio, a ligagdo entre os dois corpos
interatuantes torna-se irreversivel. O minimo
secundario situa-se aproximadamente a 10 nm
da superficie e pode ser tanto mais profundo
quanto maiores forem as forcas atrativas de van
der Waals e consequentemente, quanto maior
for o tamanho das particulas. Contudo, se os
valores da forca iénica do meio forem elevados
(igura 26.20), a energia potencial de interacédo
serd sempre negativa e, assim, todas as particulas
poderado atingir o minimo primario.

Se ambas as particulas interatuantes tiverem
cargas de sinal oposto, as forcas eletrostéticas
tornam-se atrativas. Neste caso, as particulas
podem aproximar-se do minimo primario sem
qualquer dificuldade, resultando numa adesao
forte e irreversivel.

A existéncia de dois minimos de energia
permite distinguir entre adesdo reversivel e
irreversivel. Quando o minimo secundario é
atingido, a uma distancia de separacdo nao
nula, os microrganismos podem apresentar
movimentos Brownianos e serem removidos
facilmente da superficie. Neste caso, a adesao é
reversivel. Mas os microrganismos que aderem
irreversivelmente no minimo primario, j& nédo
podem ser facilmente removidos da superficie.
Quando os microrganismos interatuantes séo
bactérias, o minimo secundario localiza-se entre
5a 20 nm da superficie e ndo atinge valores
negativos muito elevados, sendo muito provavel

aocorréncia de adeséo reversivel. A teoria DLVO
considera somente as for¢as de longo alcance
(forcas de van der Waals e forcas resultantes da
interacdo da dupla camada elétrica) e, portanto,
os desvios obtidos relativamente a esta teoria
tém sido explicados pela acdo de forcas de
curto alcance.

TEORIA TERMODINAMICA
O contacto entre um microrganismo (por exem-
plo uma bactéria) e uma superficie em solucdo
aquosa s6 se pode realizar se o filme de dgua
que reveste as duas superficies for removido.
Portanto, a interface bactéria/liquido (b/l) e a
interface superficie/liquido (s/I) terdo de ser
substituidas pela interface bactéria/superficie
de adesdo (b/s). Segundo o modelo termo-
dindamico, a energia livre permutada neste
fendmeno tende a ser minimizada e, portanto,
a adesao so se poderd verificar se 0 processo
conduzir a uma diminuicdo da energia livre
global. Neste modelo, ndo séo consideradas as
interacoes eletrostaticas e as interagcdes especi-
ficas mediadas por exopolimeros ou apéndices
extracelulares.

Aenergialivre de adesao (AG,

a

i) PErMUta-
da na substituicdo das interfaces é definida pela
equacao modificada de Dupré (eq. 5).

AG oo =Vos — Vo — Y (eq.5)

Nesta equacao, y,, corresponde a tensao
interfacial bactéria/superficie, y,, corresponde
a tensdo interfacial bactéria/liquido e y, cor-
responde a tensdo interfacial superficie/liquido.

As teorias até agora apresentadas permi-
tem interpretar parcialmente os fendmenos de
adesdo. A primeira teoria apresentada, teoria
DLVO, explica a adesdo de microrganismos com
base na interacdo entre particulas coloidais e
despreza todos 0s aspetos microbioldgicos
da adeséo. Nesta teoria, as forcas de interacao
contabilizadas sado fundamentalmente forcas de
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longo alcance e, portanto, sé preveem se 0s mi-
crorganismos se aproximam a certa distancia da
superficie. Por outro lado, forcas de curto alcan-
ce, também conhecidas como forcas nao DLVO
(pontes poliméricas, interagdes estéricas, forcas
de hidratacao, forcas resultantes das interacoes
hidrofébicas), permitem justificar os desvios da
teoria DLVO. Contudo, este tipo de interacdes
(com a excecao das interacdes hidrofébicas) ndo
sao facilmente quantificaveis.

A segunda teoria apresentada — teoria
Termodinamica — permite quantificar a energia
envolvida na adesao e assim prever de forma
quantitativa a possibilidade de se estabelecer
uma interface entre a superficie de adeséo e o
microrganismo. Mas, nesta teoria, as interacoes
eletrostaticas ndo séo contabilizadas e séo muito
importantes em meios aquosos. Porisso, esta s6
pode ser aplicada se a barreira de energia que
separa as duas superficies for ultrapassada.

Em 1994, van Oss publicou uma simula de
uma extensao a teoria DLVO para explicar a in-
teracdo entre particulas, que integra os aspetos
termodinamicos da adesao com a teoria DLVO,
que se designa por teoria xDLVO.

TEORIA XDLVO

Quando duas particulas ou macromoléculas

imersas numa solucdo aquosa se aproximam,

as primeiras forcas de interacao que se estabe-

lecem entre as duas superficies designam-se por:

> Interagbes eletrodinamicas ou apolares ou
de Lifshitz-van der Waals (interacoes LW);

> Interagdes polares ou interacoes dcido-base
de Lewis (interacdes AB);

> Interagdes eletrostéticas resultantes da
sobreposicao das duplas camadas elétricas
(interacoes DL);

> Interacdes resultantes dos movimentos
Brownianos (interagcdes BR).

A energia livre total (AG™T) destas interacdes
é resultante do somatdrio das energias livres de

cada uma das forcas de interacdo, segundo a
equagao seguinte:
AG™"=AG"V+AG*® + AG™ + AG™  (eq.6)
A energia livre da interacdo de Lifshitz-van
der Waals entre um microrganismo (m) e uma
superficie solida (s), ambos imersos num meio
liquido (1), calcula-se com base nas componentes

apolares das tensoes superficiais das entidades
interatuantes, de acordo com a equagao seguinte:

MG ==27 "2y y P42y My ey Py (€4 7)

Esta energia livre varia com a distancia entre
as superficies interatuantes, sendo mais atrativa
quando as duas entidades (microrganismo e su-
perficie solida) estado préximas. A expressao que
permite calcular a variagado da energia livre de
Lifshitz-van der Waals de uma particula esférica
em fungao da distancia (H) é a seguinte:

AGHY =~ 4,7

: (eq.8)
mls 6 H 9

Em que A representa a constante de Ha-
maker, entre o microrganismo (m) e a superficie
do material (s) quando no seio de um liquido (I).
Estas interacbes dependem das interacbes que
ocorrem entre cada par de fatores de acordo
com a equacao 10.

Em meios aquosos, as forcas de interacao
polares sao devidas principalmente a interacdes
entre dadores e aceitadores de eletrdes que
representam interacées do tipo dcido-base de
Lewis, geralmente designadas AB.

Num sistema trifasico, a interacéo polar entre
um microrganismo (m) e uma superficie sélida
(s), ambos imersos num meio liquido (I), calcula-
se com base nas componentes polares das
tensdes superficiais das entidades interatuantes,
de acordo com a equagao seguinte:
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86 =7 7+ YT W 7 D~ )

As interagdes polares diminuem com a dis-
tancia (H) a superficie da particula para valores
de H aproximadamente superiores a 1 nm, de
acordo com a expressao seguinte:

A5 :(\/Z_\/ZX\/Z_\/@) (eq. 10)

Neste caso AGy,” representa a energia livre
polar de coesédo de uma substancia a distancia
H();
¢d0 9. A representa a distancia de interacao das

este valor pode ser determinado pela equa-

moléculas do liquido; para a 4gua, o valor de &
encontrado foi de 1.0 nm.

Os parametros A, dependem da tenséo
superficial de acordo com a equacéo 11.

A, =27/iLW ><127rH02 (eq. 1)

OUTRAS INTERAGOES

Com base na teoria DLVO, as forcas eletrostaticas
entre microrganismos e superficies de adeséo
sdao repulsivas, considerando que, em meijo
agquoso, a maior parte dos microrganismos apre-
senta uma superficie com carga idnica negativa,
assim como grande parte das superficies de
adesdo. Se a forca idnica do meio néo for muito
elevada, o perfil de energia potencial de intera-
¢ao é caracterizado por uma barreira de energia
(figura 26.2B) que dificulta a aproximagao das su-
perficies necessarias para se estabelecerem inte-
racoes de curto alcance (até 0,3 nm de distancia)
responsaveis pela adesao firme. Nestes casos, a
interacdo entre microrganismos e superficies s6
poderia ocorrer no minimo secundario (5 a 20
nm da superficie) e, por conseguinte, a adeséo
seria reversivel. Contudo, muitos microrganismos
aderem firmemente a superficies sélidas em
ambientes aquosos de baixa forca idnica. Nestas

(eq.9)

situacoes, a adesao pode ser explicada pelo
facto dos microrganismos poderem ser moéveis
ou mesmo apresentarem estruturas extracelu-
lares, tais como fimbrias ou pelos, capazes de
ultrapassar a barreira de energia imposta pelas
forgas eletrostaticas repulsivas.

Outro facto que favorece a adesao de micror-
ganismos é a sintese de polimeros extracelulares.
Estes, por sua vez, sdo substancias excretadas
por muitas bactérias para o meio ambiente que
podem ficar firmemente aderidas a parede da
célula, o que resulta na formagao de exopolime-
ros capsulares (CPS, do inglés Capsular Polymeric
Substances) ou de uma camada mucosa a envol-
ver a célula (glicocalice).

Os CPS e o glicocdlice sdo substancias
poliméricas constituidas por polimeros muco-
lipoproteicos e fundamentalmente por hetero-
polissacaridos.

A producao de polimeros estd associada a
adesao irreversivel das bactérias a superficies.
Este facto tem sido provado pela observacao
de material polimérico remanescente na super-
ficie de adesdo quando se procede a remocao
artificial das bactérias aderidas. Este material po-
limérico é considerado o vestigio de adesdo das
bactérias, tendo sido por isso denominado por
footprints. O caracter irreversivel das interacoes
poliméricas pode ser explicado pelo facto de a
maior parte dos exopolimeros ser constituida
por aproximadamente 10° unidades. Como 30
a 60% destas unidades podem estabelecer
ligagdes fracas com a superficie, o conjunto
total destas ligagdes fracas resulta numa forte
ligacdo do polimero a superficie, facto que
aparentemente é responsavel pela sua adsorcao
irreversivel. Da mesma maneira, quando uma
célula envolvida por exopolimeros se aproxi-
ma de uma superficie, as cadeias poliméricas
possuem energia suficiente que lhes permite
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ultrapassarem a barreira de energia e estabelecer
ligagdes fracas com a superficie, resultando no
conjunto numa interacao irreversivel entre as
duas superficies.

26.3 > Adesdo a superficies
bioticas

Além das superficies abidticas (como os disposi-
tivos médicos), sabe-se que os microrganismos
patogénicos aderem igualmente a superficies
bidticas do hospedeiro, como as células epite-
liais que revestem as mucosas e a maioria dos
tecidos, as células endoteliais que revestem as
veias, artérias e todos os vasos sanguineos, os
fibroblastos que fazem parte dos tecidos mus-
culares e as células ésseas. Muitas vezes, esta
colonizacdo das superficies biodticas é devida
ao desprendimento das células dos biofilmes,
formados nos dispositivos médicos e/ou im-
plantes, que podem colonizar outros locais mais
distantes. Por outro lado, a adeséo as superficies
bidticas (como dentes ou gengivas), pode dar
origem a colonizacao dos dispositivos externos
ao corpo, como por exemplo um implante
dentério.

Apesar das interacoes ndo-especificas (como
a hidrofobicidade e carga superficial) poderem

estar relacionadas com esta adesao, geralmente

as interacdes especificas, como as forcas de
ligacao entre os microrganismos e as células
animais ou a sua matriz celular (figura 26.3), séo
as mais importantes.

Tantos os microrganismos como as células
do hospedeiro possuem compostos, que po-
dem ser proteinas ou hidratos de carbono, e
que séo reconhecidos entre eles, promovendo
a adesdo. Nos microrganismos estas moléculas
(designadas por adesinas) séo responsaveis por
mediar a interacdo com as células animais e
podem ocorrer nos pili, flagelos ou na superficie
celular. Nas células animais estes compostos
denominam-se moléculas de adesao celular
(CAM, doinglés Cell Adhesion Molecules). As CAM
sao recetores que regulam as interagoes célula-
-célula ou célula-matriz extracelular. Geralmente
estas moléculas sdo classificadas em 4 grupos
principais: integrinas, caderinas, membros da
familia das imunoglobulinas e selectinas.

26.4 > Conclusoes

Embora muitas teorias ajudem a explicar os
mecanismos de adesdo dos microrganismos
as superficies, o processo de interagao célula/
superficie é complexo e multifatorial e, em
muitos casos, ndo é descrito somente por estas

teorias. Isso ocorre porque normalmente ha

Figura 26.3. Imagem de microscopia eletrénica de varrimento de leveduras de Candida

albicans aderidas a células epiteliais.
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adsorcdo de compostos organicos e inorgani-  como uma particula coloidal, ndo como um ser
cos as superficies antes da adesdo microbiana,  vivo capaz de produzir exopolissacarideos e
formando o chamado filme condicionante. Além  emitir apéndices celulares de forma a alterar as
disso, estas teorias consideram o microrganismo  condicdes iniciais de adeséao.

NO FINAL DA LEITURA DESTE CAPITULO, O LEITOR DEVE:

> Descrever as etapas de adesdo dos microrganimos;

> Compreender as teorias DLVO, termodindmica e xDLVO, utilizadas para descrever
as interagdes entre microrganismo e superficies abibdticas;

> ldentificar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos microrganismos

que estdo envolvidos na adesdo.
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