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RESUMO

Biofilmes bacterianos sdo formados quando bactérias em um ambiente aquoso se
aderem a uma superficie, bidtica ou abidtica, formando uma comunidade embebida em uma
matriz exopolissacaridica. Diferentemente do que ocorre com as células planctonicas, esse
estilo de vida proporciona aos micro-organismos em biofilmes vantagens de sobrevivéncia,
conferindo-lhes uma maior resisténcia a antibioticos, a desinfetantes e ao sistema imune do
hospedeiro. 1sso resulta em uma maior persisténcia dessas bactérias e, consequentemente, no
desenvolvimento de infeccBes. E estimado que 80 % das infecges humanas estejam associadas
a biofilmes bacterianos, como, por exemplo, infec¢des relacionadas a dispositivos médicos.
Considerando-se 0s prejuizos sociais e financeiros gerados por tais infeccdes, e a baixa
disponibilidade de farmacos para inibir ou dispersar biofilmes bacterianos ja formados, a busca
por compostos capazes de inibir a formacdo ou erradicar biofilmes patogénicos se faz
necessaria. Organismos marinhos sdo conhecidos pela produgdo de compostos biologicamente
ativos com diversas aplicacdes. Nesse contexto, esse estudo tem como objetivo a exploracédo
do potencial biotecnolégico marinho por meio da prospeccdo de compostos oriundos do
metabolismo secundario de bactérias que apresentem atividade contra biofilme de dois micro-
organismos de importancia médica, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis. O
rastreamento de atividade antibiofilme foi realizado com 23 bactérias previamente isoladas de
esponjas do ambiente marinho da costa do Estado de Alagoas, Brasil. A metodologia
empregada consistiu no cultivo dessas bactérias para a obtencdo de filtrados brutos; para a
analise de atividade antibiofilme desses filtrados, foram realizados ensaios de quantificacdo de
crescimento bacteriano, de antiformacéo e de erradicacdo de biofilme das duas bactérias acima
descritas. Dos 23 filtrados originados do cultivo dos isolados marinhos, dois demonstraram
atividade contra biofilme de P. aeruginosa, com destaque para atividade de antiformacdo de
biofilme. Esses resultados se mostram importantes uma vez que essa bactéria € uma forte

formadora de biofilme e esta envolvida em diversos processos patologicos.

Palavras-chave: Biofilme, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa



ABSTRACT

Bacterial biofilms are formed when bacteria adhere to a surface (biotic or abiotic) in an
aqueous environment, forming a community embedded in an exopolysaccharide matrix. Unlike
planktonic cells, this lifestyle provides survival advantages to microorganisms in biofilms,
giving them greater resistance to antibiotics, disinfectants, and to the host immune system. This
results in a greater persistence of these bacteria and so in the development of chronic infections.
It is estimated that 80 % of human infections are associated with bacterial biofilms, such as
infections related to medical devices. Considering the social and financial losses generated by
such infections and the low availability of drugs to inhibit or disperse already formed bacterial
biofilms, the search for compounds capable of inhibiting the formation or eradicate pathogenic
biofilms is necessary. Marine organisms are known as producers of biologically active
compounds with diverse applications. In this context, the main goal of this study is the
exploration of the marine biotechnological potential by prospecting for compounds derived
from the secondary metabolism of bacteria that present activity against biofilms of two
microorganisms of medical importance, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
epidermidis. The screening of antibiofilm activity was performed with 23 bacteria that were
previously isolated from sponges from the marine environment of Alagoas state coast, Brazil.
The method consisted in the cultivation of these bacteria to produce crude filtrates; quantitative
analysis of bacterial growth, antibiofilm formation and biofilm eradication of the two bacteria
above described were performed with the two crude filtrates. Two out of the 23 filtrates
originated from the cultivation of the marine isolates exhibited antibiofilm activity against P.
aeruginosa biofilm, mostly anti-biofilm formation activity. These are promising results since

this bacterium is a strong biofilm former and is involved in several pathological processes.

Keywords: Biofilm, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa.



LISTA DE ABREVIATURAS

PNM
EPS
Qs
Qsl
Al
Al-1
Al-1
AHL
AIP
eDNA
FC
UFC
TSB
DO

produto natural marinho
substancia extracelular polimérica
quorum sensing

inibidores do sistema QS
autoindutor

autoindutor-1

autoindutor-2

N-acil homoserina lactona
peptideo autoindutor

DNA extracelular

fibrose cistica

unidade formadora de col6nia
caldo soja tripticaseina

densidade oOptica



LISTA DE FIGURAS

Figura I: Estagios do desenvolvimento dos DIofilmes ... 10
Figura II: A heterogeneidade populacional com variada atividade metabdlica

em uma microcolonia de DIOTIIME ... 11
Figura I11: Distribuicdo de metabdlitos oriundos de bactérias marinhas

POI GrUPO tAXONOIMICO. ... ettt ettt sttt e bbbt b ettt e b e bt e bbbt ne e 19
Figura 1: Ensaios de atividade antibiotica e de antiformacéo de biofilme de

] =T 0] 0}V (ool 0Tl U =T o o [=T 41 o £SO 25
Figura 2: Ensaios de atividade de erradicacdo de biofilme de

StaphyloCOCCUS EPIABIMITIS. ...c.viuieieieieitc ettt 26
Figura 3: Ensaios de atividade antibiotica e de antiformag&o de biofilme de

PSEUAOMONAS AEIUGINOSA. ......eveeveeuieiteeiteeeeeieesteete s e staeste et e s teesteeseesseesteessesreesteensesreesseennennes 27

Figura 4: Ensaios de atividade de erradicacdo de biofilme de

PSEUAOMONAS AEIUGINOSA .....vevveieeieitieiteeieetee e ete s e staete et esteete e e e sbeeste e e e abeenreensesneesseennennes 27



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt 9
1.2 BIOFILMES MICROBIANOS ......ooovvvieieciseesesesiessessssies s ssessssss s snssssasssesssnnes 9
1.3 BIOFILME DE Staphylococcus epidermidis ..o 12
1.4 BIOFILME DE PSeudomonas @BrUGINOSA .........ccuereeruereesueerueseeseessesessesssessessesssenseens 13
1.5 ESTRATEGIAS ANTIBIOFILME .....coooviieveeeeeseeceeeesseeeeesees e 15
1.5 0 AMBIENTE MARINHO ....oooovvimvieieeeieeesieeeeeieseesseesssseessees s ssseessesnsessnsenees 16
2JUSTIFICATIVA oottt 20
BOBUIETIVOS ..ottt ssn s 21
3.L OBIETIVO GERAL ..ot 21
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 21
A METODOLOGIA ... ves ettt 22
4.1 1ISOLADOS BACTERIANOS MARINHOS ......co.ovviveeeireeeseeesesessensess s 22
4.2 PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS ........cooeviieereierereeee e, 22
4.3 CONDICOES DE CULTURA DAS CEPAS BACTERIANAS .......oooovveveereeseeeeeon, 22
4.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME E ANTIBIOTICA ......cooovvvvveeveeerines 23

4.4.1 ENSAIOS DE ATIVIDADE DE ANTIFORMAGAO

DE BIOFILME E ANTIBIOTICA ...t 23

4.4.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE DE ERRADICACAO

DE BIOFILME ..ot esees s en st s s 24
4.5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 24
BRESULTADOS .....ovooeeeeeeeeieeseseesees s ssa s ssss s assesssnssan s ssn s s 25

5.1 RASTREAMENTO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME CONTRA BIOFILME DE
StaphyloCOCCUS EPIABIMITIS ...eiiivieiiie ettt sra e ae et e anne e 25

5.2 RASTREAMENTO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME CONTRA BIOFILME DE

PSeUdOMONAS GEIUGINOSA ....cvviiiieiireeiee sttt ste s e et e e e e sbe e s e e sbe e s e e beessaeesbeeasbeenreeennee e 26
B DISCUSSAO ...t 28
7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS ....oooiiiiiteeeeeee st 33

B8 BIBLIOGRAFIA ..ottt n e 35



1 INTRODUCAO

1.1 Biofilmes microbianos

Biofilme microbiano pode ser definido como um estilo de vida onde as células se
encontram aderidas a uma superficie, bidtica ou abidtica, e embebidas em uma matriz
exopolissacaridica que é por elas proprias produzida (Donlan & Costerton, 2002; Hgiby et al.,
2010). Essa matriz € composta por substancias conhecidas como substancias poliméricas
extracelulares (EPS), como polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios. A producéo
de EPS favorece interagdes entre as células, mediando a adesdo dessas as superficies, e
proporcionando estabilidade mecénica e coesividade ao biofilme, (Flemming & Wingender,
2010). Parte majoritaria, cerca de 90 %, da massa seca dos biofilmes corresponde a matriz
exopolissacaridica (Flemming et al., 2010; Blackledge et al., 2013).

O desenvolvimento do biofilme comeca pelo processo de adesdo das células a
superficie que consiste num processo dindmico e bifasico, dividido em adesdo reversivel e
adesdo irreversivel. A primeira se baseia na interagdo dos micro-organismos com a superficie
a ser colonizada por meio de interacGes fisico-quimicas como forcas de Van der Waals,
LigacGes de Hidrogénio e de cargas, portanto, essa fase é dependente das propriedades fisico-
quimicas da superficie (Francolini & Donelli, 2010). O processo de adesao é acionado por meio
da expressao de genes que controlam a producéo de componentes bacterianos necessarios para
a adesdo e formacdao de biofilme. (Donlan & conserton 2002). Em seguida, a etapa de adesao
irreversivel é caracterizada pela elevada producdo de EPS (O'Toole, 2000). A terceira etapa
consiste em algumas areas do biofilme sendo dissolvida, na qual bactérias de vida livre sdo
liberadas para a colonizacdo de novos sitios e assim, novos biofilmes podem ser formados
(Hgiby et al., 2010). Quando as fontes de nutrientes estdo mais escassas, bactérias se
desprendem da estrutura biofilme e se tornam plancténicas, o que sugere que a deplegdo de
nutrientes € um gatilho para a procura de um ambiente mais propicio para colonizacdo
(Jefferson, 2004). Os estagios de desenvolvimento dos biofilmes estdo representados na Figura
.

O processo de formacao de biofilme esté intrinsecamente ligado ao processo de quorum

sensing (QS) (Blackledge et al., 2013). Quorum sensing € um sistema que permite que as células


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%B8iby%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20149602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%B8iby%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20149602

10

bacterianas monitorarem a densidade populacional por meio da concentragdo de pequenas
moléculas sinalizadoras. A partir da percepc¢do dessas moléculas, as bactérias coordenam sua a
expressao génica, que varia de acordo com as necessidades ambientais (Federle & Bassler,
2003). O QS modula a expressdo de genes relacionados com a producdo de enzimas, fatores de
viruléncia e de metabolitos, permitindo que 0s micro-organismos sésseis respondam a
mudancas ambientais de maneira mais especifica (Jolivet-Gougeon & Bonnaure-Mallet;
Francolini & Donelli, 2010). As moléculas sinalizadoras sdo moléculas difusiveis chamadas de
autoindutoras (Al). A Al mais conhecida é o autoindutora-1 (Al-1), que consiste numa N-acil
homoserina lactona (AHL). AS AHLSs estdo presentes apenas em bactérias gram-negativas. Ja
nas bactérias gram-positivas, as moléculas QS sdo pequenos peptideos derivados do
processamento pds-traducional de proteinas, conhecidos como peptideos autoindutores (AIPs)
(Macedo & Abraham, 2009). A molécula autoindutora-2 (Al-2) é produzida e detectada por um
namero diverso de bactérias, o que significa que bactérias tém uma maneira de identificar a
densidade celular de outras espécies na comunidade microbiana. (Federle & Bassler, 2003). A
comunicacdo celular é essencial para iniciar a formacao e manter o biofilme. Quando uma certa
concentracdo de Al € atingida, as células bacterianas se aderem a superficie, formando o

biofilme e produzindo fatores de viruléncia (Macedo & Abraham, 2009).

. '~ Liberaga
i Biofilme maduro s edr:¢a0
Células : Agregados ou il

planctonicas | _microcolénias e

; ' : T we
A Inicio do OS
- X : | v
L : =

Adesio reversivel Adesao irreversivel

Figura I: Estagios do desenvolvimento dos biofilmes. Adeséo reversivel
com a formacéo de microcolénias, a adesao irreversivel com a producéo de
EPS e formacé&o de estruturas com formato tipico de cogumelos e por fim a
ruptura dos biofilmes. Trentin et al., 2013.

As células em biofilme tambem apresentam diferencas fenotipicas em relacdo a
transcricdo génica e a taxa de crescimento quando comparadas as células de vida livre (Donlan

& Costerton, 2002). Em biofilmes, mais de 20 % dos genes estdo diferencialmente expressos,
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inclusive genes de protecdo contra fatores de estresses ambientais (Estrela et al., 2009).
Diferentemente do que ocorre com as células plancténicas, esse estilo de vida oferece aos
micro-organismos em biofilmes vantagens de sobrevivéncia, conferindo-lhes uma maior
resisténcia a antibioticos, a desinfetantes e ao sistema imune do hospedeiro. Isso resulta em
uma maior persisténcia dessas bactérias e, consequentemente, no desenvolvimento de infec¢oes
cronicas (Heiby et al., 2010). Devido a uma combinacdo de fatores, os biofilmes apresentam
tolerancia a agentes antimicrobianos de 10 a 1000 vezes maior quando comparado a de células
de vida livre (Jefferson, 2004; Pletzer, 2016). Primeiramente, ha uma dificuldade de penetracédo
e difusdo do agente antimicrobiano devido a barreira fisica imposta pela existéncia da EPS
(Donlan & conserton 2002). Além disso, no biofilme, ha a formagdo das chamadas células
dormentes, ou persisters (Figura I11). Tendo em vista que essas células se encontram na base
do biofilme, onde ha uma baixa disponibilidade de oxigénio e consequentemente uma taxa de
crescimento alterada devido ao metabolismo reduzido, elas possuem elevada resisténcia a
agentes antimicrobianos, ja que esses normalmente agem no crescimento bacteriano. (Jolivet-
Gougeon & Bonnaure-Mallet, 2014). Outro fato que corrobora para explicar a facilidade das
bactérias em biofilmes se tornarem resistentes a farmacos é que a frequéncia de mutacao entre
esses micro-organismos € mais elevada quando comparada a frequéncia de mutacdo de micro-
organismos de vida livre, devido a maior transmisséo horizontal de genes por meio da troca de

plasmidios (Jefferson, 2004).

Alta atividade

Atividade intermediaria

Baixa atividade

Wi

/ Dormentes — “Persisters”

Figura Il: A heterogeneidade populacional com variada atividade
metabolica em uma microcol6nia de biofilme. No interior, a presenca
de células em estado de laténcia metabdlica; no topo do biofilme, as
células que apresentam alta atividade metabdlica. Trentin et al., 2013.

Biofilmes podem ser multiespécie ou serem formados por uma Unica espécie. Biofilmes

de espécie unica predominam numa variedade de condi¢Oes infecciosas e na superficie de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%B8iby%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20149602
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dispositivos médicos. Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa sdo exemplos de
bactérias formadoras de biofilme que estdo relacionadas a infec¢Ges humanas (O'Toole, 2000).
E estimado que 80 % das infeccbes humanas estejam associadas a biofilmes bacterianos
(Department of Health and Human Services, 2007). Dentre essas infeccdes, estdo as
relacionadas a dispositivos medicos, como cateteres intravasculares e urinérios e implantes, e a
condicBes como a Fibrose Cistica (Francolini & Donelli, 2010; Donlan & Costerton, 2002). De
acordo com o Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC), estima-se que
anualmente 4.100.00 de pacientes adquirem infec¢Bes hospitalares e que o nimero de mortes
relacionadas diretamente a essas infecdes seja de pelo menos 37.000 pessoas (ECDC, 2008).
As infeccdes relacionadas a biofilmes podem persistir por um longo periodo, prolongando a
estadia dos pacientes em hospitais. Se a infec¢do for relaciona a algum dispositivo médico, pode
ser necessario a remocdo ou a troca desse; portanto, biofilmes patogénicos ndo sdo apenas
prejudiciais a saude, mas também causam um consideravel aumento de custos sanitarios (Wu
et al., 2015).

1.2 Biofilme de Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus é um género de bactérias gram-positivas. A bactéria S. epidermidis
pertence ao grupo de Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS), sendo caracterizada como
uma bactéria comensal, encontrada normalmente na pele e mucosas humanas, e como um
patdgeno oportunista (Mack et al., 2006; Otto, 2008; Becker et al., 2014). Devido a sua
habilidade de formar biofilme, ela facilmente coloniza o ambiente hospitalar, sendo considerada
como uma das maiores causas de infec¢bes hospitalares (Gutiérrez et al., 2012; Riool et al.,
2014). Além disso, h& indicios de que quando essa bactéria é exposta a concentraces
subinibitdrias de antibioticos, fato recorrente na clinica, a formacdo de biofilme é induzida
(Doroshenko, 2014). A formagéo de biofilme de S. epidermidis também esta relacionada a
maioria das infecc¢Oes persistentes em implantes ortopédicos (Gallo et al., 2014).

No processo de adesdo, a interacdo entre as células bacterianas e a superficie é mediada
por diversos fatores, incluindo proteinas de superficie, proteinas extracelulares, adesinas, e
autolisina, proteina localizada na superficie celular. Na fase acumulativa de formacdo de

biofilme, o operon ica tem as adesinas como produto génico, sendo sua expressdo regulada por
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fatores ambientais (O’tolle et al., 2000; Otto, 2012). A adesina intracelular polissacaridica
(PIA) ou poli-N-acetil glicosamina (PNAG) é o componente mais abundante da matriz EPS
(Doroshenko et al., 2014). Staphylococcus epidermidis também pode estabelecer a formacéo de
biofilme por meio de um mecanismo PIA-independente, que consiste no uso da proteina de
ligacdo da matriz extracelular (Embp) e na liberagcdo de DNA extracelular (éDNA). A produgéo
do eDNA em S. epidermidis € controlada principalmente pela autolisina AtIE (Otto, 2014;
Doroshenko et al., 2014). Além disso, S. epidermidis contém proteinas chamadas de
MSCRAMMs (moléculas adesivas da matriz reconhecedoras de componentes da superficie
microbiana) que sdo importantes para a adesao das células bacterianas a superficies abidticas,
como cateteres, e a superficies bidticas, como fibrogénio ou fibronectina humanos (Otto, 2008).

O processo de dispersdo de biofilme de S. epidermidis ainda ndo esta bem elucidado,
sabe-se que o0 QS esta envolvido no controle, por meio do sistema agr (Otto, 2009). O Sistema
agr é capaz de reconhecer a concentracdo de um peptideo regulatério especifico, e, quando esse
sistema é ativado, a sintese de proteinas associadas a parede celular e de proteinas da matriz é
inibida, enquanto a sintese de toxinas € induzida, portanto, a expressdo do locus agr implica na

inibicdo da formacdo de biofilme (Mack et al., 2006).

1.3 Biofilme de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa que é considerada um patdégeno
oportunista. Essa bactéria é capaz de causar tanto infeccdes agudas quanto crénicas, P.
aeruginosa possui alta resisténcia a antibidticos e forte habilidade de formar biofilmes (Mai-
Prochnow et al., 2015) sendo, juntamente com S. epidermidis, uma das principais causas de
infeccOes hospitalares (Taylor, 2014; Allen et al., 2014). Pseudomonas aeruginosa €
notoriamente conhecida por causar infecgdes cronicas nos pulmoes de pessoas acometidas com
fibrose cistica (FC) (Rybtke et al, 2015).

Fibrose cistica € uma condicdo genética autossdmica recessiva que tem como algumas
das consequéncias fenotipicas, a hiperinsuflacdo pulmonar e a reducéo da eficiéncia da funcao
mucociliar. Como resultado, a coloniza¢do bacteriana é favorecida, com destaque para

colonizagdo de P. aeruginosa e a consequente formacéo de biofilme. FC é a condicdo genética
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mais letal em caucasianos (Tolker-Nielsen, 2014). Mesmo com tratamento agressivo com
antibiodticos, a P. aeruginosa prevalece nos pulmdes dos pacientes devido a habilidade de
formar biofilmes, gerando infeccbes persistentes que podem levar os acometidos a obito.
(Taylor, 2014 Tolker-Nielsen, 2014; Rybtke et al., 2015). De acordo com a Cystic Fibrosis
Foundation (Estados Unidos), cerca de 80 % dos pacientes com mais de 18 anos de idade séo
reinfectados por P. aeruginosa.

O principal mecanismo de aderéncia de P. aeruginosa consiste na acao do pili do tipo
IV e de fimbrias. Ambos sdo componentes bacterianos que fazem parte da matriz, exercendo
papel na adesdo das células bacterianas, tanto para adeséo inicial por meio das interacdes célula-
superficie quanto para a formacdo de microcol6nias (Taylor 2014; Rasamiravaka et al., 2015;
Tolker-Nielsen, 2014). A P. aeruginosa produz ao menos trés polissacarideos que sdo
importantes para a estabilidade da estrutura do biofilme e conferem diferentes propriedades
fisiol6gicas a matriz. S&o eles, alginato, Pel e Psl. Os polissacarideos Pel e Psl funcionam como
um esqueleto para a formacao do biofilme e estdo envolvidos nos estagios iniciais da formacéo,
ja o alginato, contribui para a estabilidade estrutural, para a protecédo e para a retencdo de dgua
e nutrientes (Rasamiravaka et al., 2015; Cutruzzola & Frankenberg-Dinkel 2016).

Dentre os sistemas envolvidos na formacao de biofilme de P. aeruginosa estdo o sistema
QS e o sistema de dois componentes GacS/GacA e RetS/LadsS, além da producdo e regulacdo
de moléculas mensageiras secundarias (Rasamiravaka et al., 2015). O sistema de dois
componentes esta relacionado com a regulacdo da producdo de componentes da matriz, o
GacA/Gacs ¢é o sistema mais estudado e uma de suas funcdes € regular a expressao de Pel e Psl
(Rybtke et al., 2015). Pseudomonas aeruginosa exibe trés sistemas interconectados de QS
(Tolker-Nielsen, 2014). Os dois principais sistemas de QS em P. aeruginosa séo o las e rhl.
Esses sistemas estdo envolvidos com a producdo e a percep¢do de moléculas autoindutoras, as
AHLs. Portanto, a ativacdo desses sistemas € importante para a formacdo do biofilme
microbiano. Um terceiro sistema de QS, o PQS, é baseado no sinal de quinolona de
pseudomonas (PQS), esses sinais interagem de forma complexa com AHLs. A ativacdo do
sistema PQS esta ligada & liberacdo de eDNA durante o desenvolvimento do biofilme
(Rasamiravaka et al., 2015). A mudanca do estilo de vida livre para o séssil é controlando por
niveis intracelulares do mensageiro secundario c-di-GMP. Os niveis de c-di-GMP podem

mediar tanto a dispersdo quanto a formacdo de biofilme; niveis elevados desse mensageiro
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promove a formacdo, e baixos niveis levam a dispersdo (Cutruzzola & Frankenberg-Dinkel
2016).

1.4 Estratégias antibiofilme

Uma vez que 0s micro-organismos organizados em biofilmes apresentam menor
susceptibilidade a agentes antimicrobianos, essas infec¢fes tornam-se dificeis de se tratar com
a antibioticoterapia atualmente disponivel (O'Toole et al., 2010). Portanto, a persisténcia de
biofilmes patogénicos possui, além de implicacdes clinicas, implicacdes sociais e financeiras,
havendo a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias de combate a essas infecces.
De maneira geral, as estratégias de tratamento antibiofilme devem focar nas trés principais
etapas de formacdo desses, portanto, na inibicdo da adesdo bacteriana na superficie a ser
colonizada, na interferéncia de moléculas sinalizadoras que modulam o desenvolvimento do
biofilme e na erradicacao do biofilme ja formado (Francolini & Donelli, 2010).

Visando a antiformacéo de biofilme, o desenvolvimento de superficies anti-infectivas,
principalmente em dispositivos médicos e implantes, se mostra como uma alternativa. Essas
superficies consistem em superficies recobertas com moléculas ativas (Estrela et al., 2009). Ou,
por exemplo, o recobrimento da superficie com polimeros hidrofébicos, para evitar a
colonizagdo de micro-organismos ou o crescimento de organismos ja aderidos (Francolini &
Donelli, 2010). Outra maneira de controlar a adesdo bacteriana seria por meio da utilizagéo de
pilicidas, que causariam a inibicdo da formacéo do pili, estrutura responsavel pela adesdo das
células bacterianas que é encontrada tanto em bactérias gram-positivas quanto em bactérias
gram-negativas (Macedo & Abraham, 2009).

A identificacdo de compostos naturais ou desenvolvimento de compostos sintéticos que
interfiram no processo de comunicacdo celular intra e interespécie é uma alternativa promissora
para combater biofilmes (Federle & Bassler, 2003). Ao se combinar moléculas que atuam por
meio da interferéncia do sistema QS, como compostos inibidores do sistema QS (QSI), com
agentes antimicrobianos, haveria, possivelmente, uma maior eficiéncia nos tratamentos e,
consequentemente, uma reducdo de custos totais (Jolivet-Gougeon & Bonnaure-Mallet, 2014).

Peptideos antibiofilme tém se mostrado como uma abordagem para tratar infecgdes



16

relacionadas a biofilmes, pois além de possuirem um amplo espectro de atividade, eles mostram
ter efeitos sinérgicos com alguns antibidticos. O mecanismo de acdo desses se baseia na
interferéncia da acdo de moléculas mensageiras secundarias, moléculas que controlam vias de
sinalizacdo tanto em bactérias gram-positivas quanto em bactérias gram-negativas (Pletzer,
2016).

Jé& para o processo de erradicacdo de biofilme, se busca destruir a integridade da matriz,
a barreira protetiva dos biofilmes, tipicamente por degradacéo enzimatica de seus componentes.
A erradicacdo acarretaria num desprendimento das bactérias do biofilme, levando ao processo
de disperséo. Desse modo, a estrutura tridimensional do biofilme seria danificada e as células
microbianas ficariam expostas a antibioticos (Blackledge et al., 2013).

Por fim, compostos que inibam a viruléncia e que ndo afetem o crescimento microbiano
sd0 0s mais atrativos, essa estratégia visa evitar uma pressdo seletiva para o desenvolvimento
de mutagdes relacionadas a resisténcia de antibiéticos (Macedo & Abraham, 2009; Papa et al.,
2013). Sugere-se que 0 para um tratamento eficiente contra biofilmes uma abordagem
multidisciplinar seja aplicada, como a administracdo combinada de agentes antimicrobianos e
de QSI, além de agentes que inibiam a adesdo celular bacteriana ou estimulem a dispersao de
biofilme (Macedo & Abraham, 2009; Wu et al., 2015).

1.5 O ambiente marinho

Os oceanos possuem uma enorme biodiversidade, eles abrangem 24 dos 26 filos da vida,
com cerca de 300 mil espécies descritas. E estimado que esse nlimero seja apenas uma pequena
fracdo do nimero total de espécies que ainda ndo foram descobertas (Pomponi, 1999; National
Research Council, 2002). Os micro-organismos marinhos compde a maior fracdo da
diversidade dos oceanos, correspondendo a mais de 90 % da biomassa marinha (Hill et al.,
2010). Como parte de um processo de adaptacédo para a sobrevivéncia, 0s espacos internos de
animais e plantas, além das superficies, servem como um ambiente de colonizacdo para 0s
micro-organismos. Dentre 0s micro-organismos marinhos mais encontrados, estdo as bactérias
e os fungos (Fenincal, 2002), sendo ambos considerados como uma extensa reserva de
diversidade genética e funcional devido a producdo de compostos bioativos. (Dionisi et al.,
2012).
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Tendo em vista que ainda hd muitas espécies a serem descobertas, uma vez que menos
de 1 % do total de espécies microbianas marinhas podem ser cultivadas em condi¢des de
laboratdrio, cerca de 99 % dos micro-organismos do oceano ainda ndo foram estudados (Li et
al., 2006). Do baixo namero de organismos marinhos, principalmente de micro-organismos,
que foram explorados visando aplicacbes comerciais, j& foram produzidos mais de 12 mil
compostos quimicos (Faulkner, 2001). Muitos desses compostos possuem estruturas que ndo
tinham sido reconhecidas por quimicos como tendo potencial farmacologico (Jordan & Wilson,
2002). Esses compostos demonstram um amplo espectro de aplicacdes, desde aplicacfes
ambientais a biomédicas. Como, por exemplo, utilizacdo desses como farmacos, suplementos
nutricionais, cosméticos, agroquimicos, sondas moleculares e enzimas (Pomponi, 1999;
Schweder et al., 2005).

No contexto biomédico, a biotecnologia marinha se mostra uma alternativa muito
interessante por meio da bioprospeccdo, termo definido como a coleta de pequenas amostras de
material biol6gico visando o rastreamento de compostos biologicamente ativos com potencial
de exploracdo econdmica ou atributos como informacdo genética (Radjasa, 2013). Ha uma
constante necessidade de descoberta de novos compostos bioativos que possuam diversas
atividades. Dentre elas, anticancer, anti-HIV, anti-inflamatdria, antiparasitica, antimicrobiana e
antibiofilme, ja que atualmente ndo ha farmacos disponiveis que possuam determinadas
propriedades, e que ha a ocorréncia de doencgas causadas por micro-organismos resistentes a
maultiplos farmacos (Amarendra et al., 2013). As caracteristicas ambientais do ecossistema
marinho, como alta concentracdo salina, alta pressdo, baixa disponibilidade de nutrientes e
temperatura e pH extremos, além de esse ser um ambiente extremamente competitivo, fazem
dele um ambiente propicio para a bioprospeccdo (Himaya & Kim, 2013). Dessa forma, 0s
micro-organismos que nele habitam desenvolveram vias metabdlicas Unicas para a adaptacdo
nesse ambiente, sendo considerados como potenciais fontes de metabodlitos secundarios
bioativos (Kennedy et al., 2011; Pramanik et al., 2013). Além disso, o fato de que micro-
organismos sdo 0s organismos mais abundantes nos oceanos, dado que eles podem alcancar
densidades de mais de 10 mil células por cm3 de agua, corrobora com a exploracao e descoberta
de farmacos (Fenical, 2002).

De modo geral, os produtos naturais marinhos (PNMs) (Sims et al., 1971) isolados séo
na sua maioria metabdlitos secundarios, compostos que englobam uma serie de moléculas que

sdo geradas em certas condi¢cBes do crescimento microbiano. Essas moléculas ndo sao
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diretamente necessarias para o crescimento e desenvolvimento do micro-organismo produtor,
contudo, estdo envolvidas com a defesa e a sobrevivéncia desse organismo, e com fenbmenos
de comunicacdo interespécie (Banaigs et al, 2014). Esses metabolitos podem exercer
importantes papéis na nossa sociedade devido a potencial a atividade farmacologica (Demain,
1998, Gandelman et al., 2014). Um namero consideravel de moléculas isoladas de diferentes
organismos marinhos (bactérias, fungos, algas, invertebrados e vertebrados) estdo sob fase de
estudo ou de testes clinicos, e, inclusive, no mercado como farmacos (Bourguet-Kondracki &
Kornprobst, 2005). Na década de 50, as primeiras moléculas sintéticas de origem marinha
entraram no mercado, 0 agente antiviral ara-A e o agente antitumoral ara-C (Pomponi 1999;
Schweder et al., 2005; Bourguet-Kondracki & Kornprobst, 2005). Como exemplo mais atual,
estd o agente antitumoral Yondelis, no qual o composto ativo descoberto, trabectedina, foi
isolado de um animal invertebrado. Porém, estudos posteriores indicam que esse composto €
provavelmente produzido por um micro-organismo simbionte desse animal. (Egan et al., 2008;
Rath et al., 2011).

Esponjas marinhas sdo organismos sésseis que apresentam uma variedade de micro-
organismos a elas associados, estima-se que de 40 a 60 % da biomassa desse organismo
corresponda a comunidades microbianas (Hill et al., 2010). As esponjas sdo animais
invertebrados que se alimentam por meio de filtracdo e, ao bombearem grandes volumes de
agua para seu interior, por meio do sistema aquifero, elas captam também bactérias da agua ao
redor, e, consequentemente, essas bactérias podem passar a fazer parte da microbiota desse
organismo. As esponjas estdo constantemente expostas a situagdes potencialmente nocivas,
desse modo, 0s micro-organismos a elas associados exercem um papel de defesa quimica contra
a predacao por meio da producdo de metabolitos e toxinas (Li et al., 2006; Sipkema et al., 2005;
Amarendra et al., 2013). Portando, € sugerido que esse processo seja uma caracteristica da
biologia das esponjas e que elas evoluiram juntamente com o0s simbiontes microbianos
(Kennedy et al., 2007). Essa relacdo prove vantagens para ambos, visto que 0s micro-
organismos satisfazem suas necessidades energeticas (Hill et al., 2010).

Grande parte dos compostos marinhos que foram rastreados e elucidados com sucesso
s80, na sua maioria, originados de micro-organismos, com destaque para compostos de origem
bacteriana (Schweder et al., 2005). Inclusive, os PNMs isolados de invertebrados marinhos,
como esponjas, sdo frequentemente produzidos pelos micro-organismos a elas associados,

principalmente, por bactérias (Gulder & Moore, 2009; Radjasa, 2013).
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Bactérias marinhas produtoras de metabdlitos com atividade antimicrobiana pertencem
a diferentes grupos taxondmicos, a distribuicdo desses estd representada na Figura I.
Actinobactérias sdo consideradas como o grupo produtor de metabdlitos secundarios mais
relevante do ponto de vista da industria farmacéutica (Manivasagan et al., 2015). Por fim, fica
evidenciado o grande potencial biotecnolégico do ambiente marinho e dos micro-organismos

que nele habitam.

Nao identificado

Bacteroidetes
s

Cyanobacteria Streptomyces

Chromobacterium _ Bacillus
Myxobacteria
Ruegeria
Agrobacterium
Rhodobacter
Actinomyces

Alphaproteobacteria [ Pseudo-
alteromonas
Pseudomonas Micromonospora
Microbacterium

Alteromonas Vibrio Salinispora

Gammaproteobacteria
P Actinobacteria

Figura I11: Distribuicdo de metabdlitos oriundos de bactérias marinhas por
grupo taxonémico. Bactérias marinhas produtoras de antibiéticos sdo encontradas
em diversos grupos taxonémicos, com destaque para antibidticos originados de
actinomicetos, em particular Streptomyces spp. (Adaptado de Wietz et al., 2013).
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1 JUSTIFICATIVA

Considerando a grande prevaléncia de infeccdes relacionadas a biofilmes e a crescente
resisténcia a agentes antimicrobianos dos micro-organismos com elas envolvidos, ha uma
necessidade de carater emergencial para o desenvolvimento de novas abordagens de combate a
micro-organismos patogénicos. Além disso, com o avango da ciéncia, com destaque para as
areas biomédicas, cada vez mais dispositivos médicos, como implantes, sdo utilizados e
necessarios. Como consequéncia, as infeccGes de biofilmes bacterianos nesses materiais se
tornam mais frequentes.

Portanto, devido as implicacdes sociais e financeiras geradas por infec¢fes relacionadas
a biofilmes bacterianos, e a baixa disponibilidade de farmacos para inibir ou dispersar esses, a
busca por compostos capazes de inibir a formacdo ou erradicar biofilmes patogénicos é
imprescindivel. Nesse contexto, tendo em vista o potencial biotecnolégico dos oceanos, 0s
micro-organismos marinhos associados a esponjas se mostram como fontes promissoras de

metabolitos secundarios que apresentem atividade antibiofilme.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo consiste em realizar a prospec¢do de moléculas provenientes do
metabolismo secundario de bactérias previamente isoladas do ambiente marinho que

demonstrem atividade contra biofilmes patogénicos.

3.2 Objetivos especificos

I.  Rastreamento de atividades de antiformacédo e de erradicacdo de biofilme em colecéo
de micro-organismos provenientes do ambiente marinho contra dois micro-organismos
de importancia médica, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 35984);

Il.  Avaliacdo da atividade antibiotica dos metabdlitos produzidos.
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4 METODOLOGIA

4.1 lIsolados bacterianos marinhos

Neste trabalho foi estudada uma colecdo de 23 bactérias previamente isoladas de
esponjas do ambiente marinho da costa do Estado de Alagoas, Brasil. O Alagoas localiza-
se na regido nordeste brasileira e possui uma costa com cerca de 230 km de extensédo
(Correia, 2011).

4.2 Producdo de metabolitos secundarios

A producgdo de metabdlitos secundérios foi realizada em meio marinho liquido (Difco,
EUA) em agitador orbital sob temperatura controlada. Para tal, os isolados a serem
avaliados foram semeados em meio marinho solido e incubados durante a noite a 30 °C.
Apos o periodo de incubacdo, foi feita uma suspensdo bacteriana em solucdo salina estéril
a 0,9 % (DOeoo = 0,500), da qual 1 mL foi adicionado a 100 mL do meio de cultivo liquido
em frascos de 250 mL. Os frascos foram incubados por 96 h a 25 °C e 180 rpm. Ao final da
incubacdo, os cultivos microbianos foram centrifugados por 50 minutos a 10.000 rpm e 0s
sobrenadantes foram esterilizados por filtracdo utilizando-se membrana de 0,2 pum
(Sartorius, Alemanha). O rastreamento de atividade antibiofilme foi realizado avaliando-se
os filtrados gerados nesta Gltima etapa.

4.3 Condig0es de cultura das cepas bacterianas

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984)
foram cultivadas em meio solido Mueller Hinton (MH) (Oxoid Ltd., Inglaterra) durante a
noite, a 37 °C. Para a realizacéo dos ensaios foi usada uma suspensao bacteriana em solugéo

salina estéril a 0,9 %, o que corresponde a 1 escala de McFarland (3 x 108 UFC/mL).
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4.4 Ensaios de atividade antibiofilme e antibiética

Para avaliacdo de atividade antibiofilme dos filtrados, foram realizados ensaios de
antiformacéo e de erradicacdo de biofilme das duas bactérias alvo, S. epidermidis e P.
aeruginosa. Esses ensaios foram realizados conforme descrito por Stepanovic et al. (2007),

com algumas modificagdes.

4.4.1 Ensaios de atividade de antiformacdo de biofilme e antibidtica

Em placas de 96 pocos (Costar clear, Corning Inc., EUA) foram adicionados 40 pL de
meio de TSB, 80 uL do filtrado produzido a partir do cultivo de isolado marinho a ser
avaliado e 80 pL da suspensdo bacteriana (S. epidermidis ou P. aeruginosa). Para a
realizacdo desses ensaios, as bactérias alvo foram semeadas conforme descrito no item 4.3.
Juntamente com os tratamentos, foram analisados controle do meio de cultivo utilizado na
producdo, controle de crescimento e controle antibidtico (rifampicina ou gentamicina 20
pL/mL). O crescimento bacteriano foi avaliado pela diferenca entre a leitura da densidade
Optica (DO) a 600 nm ap6s 24 horas de incubagdo a 37 °C e a DO600 ap6s o preparo da
placa (t = 0). J& para a avaliagdo da atividade de antiformac&o de antibiofilme, foi utilizado
a técnica de coloracdo com cristal violeta. Para tal, as placas foram lavadas com solucdo
salina 0,9 % e essas foram incubadas por 1 hora a 60 °C visando a fixacéo do biofilme. Apds
a incubacdo, as placas foram coradas com cristal violeta, lavadas em &gua e o corante
aderido solubilizado com etanol absoluto. As leituras das placas foram realizadas a 570 nm,
mensurando-se a formacao de biofilme. Valores obtidos por meio da medicéo da densidade
Optica superiores a 100 % representam um estimulo do crescimento bacteriano ou de
formacéo de biofilme, quando comparado as amostras controle. As amostras controle (sem
suspensdo bacteriana) foram submetidas ao mesmo procedimento descrito no item 4.2. Para
0s pocos de controle de esterilidade do experimento, a suspensdo bacteriana foi substituida

por apenas salina.
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4.4.2 Ensaios de atividade de erradicagéo de biofilme

Em placas de 96 pocos, foram adicionados 40 uL de TSB, 80 uL da suspenséo bacteriana
(item 4.3) e 80 uL de agua Milli-Q estéril. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C
visando a formac&o de biofilme. Apos a incubacédo, o contetdo dos pogos foi retirado e ao
biofilme aderido foram adicionados 40 uL de TSB, 80 puL do filtrado a ser avaliado e 80 puL
de agua Milli-Q. Da mesma maneira que na realizacdo do ensaio de antiformacéo de
biofilme, além dos tratamentos com os filtrados, foram avaliados, o controle do meio de
cultivo utilizado na producgdo, controle de crescimento, e controle antibidtico. A atividade
de erradicacdo foi avaliada pela técnica de coloragdo com cristal violeta, onde o biofilme
remanescente ap0s o tratamento foi mensurado a 570 nm. Valores obtidos por meio da
medicdo da densidade Optica superiores a 100 % representam um estimulo para a formacéo

de biofilme, quando comparado as amostras controle.

45 Analise estatistica

Os ensaios de atividade antibiofilme foram realizados ao menos em duplicata, os dados

estdo representados como percentagem média + desvio padrdo. As diferencas entre os

grupos foram avaliadas pelo teste t de Student (p < 0,05 foi considerado significativo).
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5.1 Rastreamento de atividade antibiofilme contra biofilme de Staphylococcus

epidermidis

A habilidade dos filtrados obtidos a partir do cultivo dos isolados marinhos de inibir

o crescimento de Staphylococcus epidermidis e de inibir a formacdo de biofilme desse

micro-organismo esta representado na Figura 1. Nenhum dos 23 filtrados avaliados mostrou

atividade de antiformacéo de biofilme contra biofilme de S. epidermidis, nem capacidade

de inibir o crescimento desta bactéria de maneira significativa. A capacidade de erradicar o

biofilme de S. epidermidis ja formado também foi avaliada, ndo foi encontrada atividade de

erradicacdo dentre os filtrados testados (Figura 2).
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Figura 1: Ensaios de atividade antibi6tica e de antiformacado de biofilme de Staphylococcus

epidermidis. Suspensao bacteriana foi incubada com filtrado de isolado bacteriano por 24 h; DO600

foi determinada afim de avaliar o crescimento microbiano (¢). DO 570 foi determinada apds

coloragdo com cristal violeta para a quantificacdo de biofilme formado @). O controle negativo

equivale a 100 % de formacao biofilme. Os resultados representam a média + desvio padréo.
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Figura 2: Ensaios de atividade de erradicacdo de biofilme de Staphylococcus epidermidis.
Suspensdo bacteriana foi incubada por 24 h para formacdo de biofilme. O filtrado de isolado
bacteriano foi adicionado apds esse periodo e incubado por mais 24 h. DO570 foi determinada ap6s
coloracdo com cristal violeta para a quantificacdo de biofilme remanescente ([@). O controle negativo

equivale a 100 % de biofilme remanescente. Os resultados representam a média + desvio padrao.

5.2 Rastreamento de atividade antibiofilme contra biofilme de Pseudomonas
aeruginosa

A habilidade dos filtrados obtidos a partir do cultivo dos isolados marinhos de inibir
o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e de inibir a formacéao de biofilme desse micro-
organismo esta representado na Figura 3. Dos 23 filtrados avaliados, dois filtrados, 130 e
144, demostraram atividade de antiformacédo de biofilme contra biofilme de P. aeruginosa
de 32 % e 49 %, respectivamente. Essas percentagens equivalem ao quanto menos de
biofilme foi formado ao se comparar com o tratamento controle. Além disso, eles ndo
interferiram no crescimento desta bactéria, portanto ndo apresentaram atividade antibiotica.
A capacidade de erradicar o biofilme de P. aeruginosa ja formado também foi avaliada,
com destaque para atividade de erradicacdo do filtrado 144, com 34 % de biofilme
erradicado (Figura 4).
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Figura 3: Ensaios de atividade antibiotica e de antiformacédo de biofilme de Pseudomonas
aeruginosa. Suspensdo bacteriana foi incubada com filtrado de isolado bacteriano por 24 h; DO600
foi determinada afim de avaliar o crescimento microbiano (¢). DO 570 foi determinada apds
coloragdo com cristal violeta para a quantificacdo de biofilme formado (O). O controle negativo
equivale a 100 % de formacdo biofilme. Os resultados representam a média + desvio padrdo. *

indicam filtrados com atividade antibiofilme.
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Figura 4: Ensaios de atividade de erradicacdo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

Suspensdo bacteriana foi incubada por 24 h para formacdo de biofilme. O filtrado de isolado

bacteriano foi adicionado ap6s esse periodo e incubado por mais 24 h. DO570 foi determinada apés

coloracdo com cristal violeta para a quantificacdo de biofilme remanescente @). O controle negativo

equivale a 100 % de biofilme remanescente. Os resultados representam a média + desvio padrdo. *

indica o filtrado com atividade antibiofilme.
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6 DISCUSSAO

Foi realizado o cultivo das 23 bactérias isoladas de esponjas marinhas da costa do
Estado de Alagoas visando a producdo de metabdlitos secundarios. O local de amostragem
€ uma escolha interessante, uma vez que oceanos tropicais sao areas de alta diversidade
bioldgica e, por conseguinte, de diversidade quimica (National Research Council, 2002). O
rastreamento de compostos bioativos € interessante de ser realizado principalmente em
sistemas simbiontes, como foi o0 caso deste estudo, ja que probabilidade de existéncia
metabolitos microbianos bioativos € alta. Utilizando-se o filtrado obtido do cultivo desses
isolados se avaliou a habilidade desses de inibir a formagéo de biofilme, e de erradicar o
biofilme ja formado de duas bactérias de importancia médica, S. epiderdmidis e
P.aeruginosa. Além dessas duas atividades, foi avaliada a capacidade desses filtrados
inibirem o crescimento desses dois micro-organismos alvo. Como esta representado na
Figura 1, quando avaliados para atividade antibiofilme de S. epidermidis, nenhum dos
filtrados apresentou atividade de antiformacdo ou de erradicacdo. Eles também nao
apresentaram atividade antibiotica contra essa bactéria. O fato de que nenhuma atividade
antibiofilme foi encontrada pode ser explicado pela limitacdo de que micro-organismos
simbiontes, ao serem cultivados em laboratério, podem ndo produzir determinados
metabdlitos que produziriam in natura (Wijffels, 2008). Além disso, outra limitacdo poderia
ser a producdo de uma quantidade insuficiente de potencial molécula bioativa, devido as
condicdes que os micro-organismos foram fermentados (Kennedy et al., 2007).

A fim de contornar isso, outros parametros de cultivos poderiam ser avaliados, como
a composicdo do meio de cultura, a aeracdo e a adicdo de enzimas. Esse processo busca
uma alteracdo no perfil da expressdo génica e a consequente producdo de diferentes
metabolitos secundarios (Bode et al, 2002). Outra maneira de otimizar o processo de
prospeccao seria por meio da utilizagdo de ferramentas moleculares, por meio de gendmica
funcional (Schweder et al., 2005), assim, seria possivel adquirir um melhor conhecimento
da estrutura populacional em comunidades microbianas do ambiente marinho e de
compostos produzidos por elas nessas condicGes (Li et al., 2006). A busca por compostos
que apresentam atividade contra biofilme de S. epidermidis é necesséria, principalmente por
esse micro-organismo ser um dos principais responsaveis por infeccdes hospitalares,

especialmente aquelas relacionadas a implantes ortopédicos. A colocagdo desses
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dispositivos tende a aumentar, uma vez que essa tecnologia esta disponivel e que ha uma
maior expectativa de vida da populagdo, um maior nimero de pacientes desabilitados
tendera a realizar essa intervencéo cirdrgica (Francolini e Donelli, 2010). O processo de
formacédo de biofilme de S. epidermidis é multifatorial, farmacos que exercam efeitos
antibiofilme podem ter como alvo fatores, ou a sintese desses, que estejam associados com
a formacéo de biofilme, como por exemplo, a PIA (item 1.3). Ha relatos na literatura que
mostram a existéncia de enzimas degradadoras de PIA (Otto, 2008).

O mesmo procedimento anterior foi realizado para biofilme de P. aeruginosa.
Como mostra a Figura 2, dois filtrados de isolados marinhos apresentaram atividade de
antiformacéo, filtrados 130 e 140, com capacidade de inibir a formacéo de biofilme dessa
bactéria em cerca de 30 e 50 %, respectivamente. Esses resultados sdo interessantes pois,
como representado na mesma figura, eles ndo interferiram negativamente no crescimento
microbiano, portanto, ndo possuem atividade antibi6tica, o que é importante para evitar o
surgimento de novas resisténcias bacterianas. Além de atividade de antiformacéo, o filtrado
144 apresentou atividade de cerca de 35% de erradicacao de biofilme. Os demais filtrados
ndo apresentaram atividades antibiofilme significativas.

Pseudomonas aeruginosa é um patégeno que lidera as causas de infeccdes
hospitalares severas e ndo ha farmacos disponiveis contra biofilme desse micro-organismo
(Allen et al., 2014). A busca por compostos antibiofilme dessa bactéria se torna mais
interessante pelo fato da P. aeruginosa apresentar, além de resisténcias adquiridas,
resisténcia intrinseca a antibidticos (Tayor, 2014). Além disso, outro fato preocupante € que
biofilmes de P. aeruginosa predominam em infec¢des pulmonares de pessoas com FC. De
acordo com a Cystic Fibrosis Foundation (EUA), no mundo, mais de 70 mil pessoas
possuem essa condicdo e, aproximadamente, 1000 casos sao diagnosticados anualmente. E,
de acordo com o Instituto Nacional de Saude dos Americano (NIH), a média atual de
expectativa de vida para os portadores de fibrose cistica, que passam da fase da infancia, é
de cerca de 37 anos. Portanto, o conjunto dos resultados encontrados nesse estudo se mostra
importante e indica a necessidade de continuidade de investigacao.

E possivel que nos filtrados ativos esteja contida mais de uma molécula ativa,
inclusive, pelo fato de que um dos filtrados apresentou tanto atividade de antiformagéo
quanto de erradicagcdo. Também, os compostos ativos podem estar agindo em diferentes

etapas do processo de formacéo do biofilme de P. aeruginosa (discutidos no item 1.4). Para
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a atividade de antiformacao, a primeira hipotese € que a molécula poderia estar agindo como
um surfactante, e assim, modificando as caracteristicas fisicas das células bacterianas e da
superficie e, consequentemente, a capacidade de adesdo microbiana. Surfactantes de origem
microbiana pertencem a um grupo heterogéneo de moléculas anfipaticas que englobam,
glicolipideos, lipopetideos lipoproteinas e &cidos graxos. A utilizacdo desses compostos em
uma abordagem terapéutica se mostra como uma interessante alternativa uma vez que
biosurfactantes possuem baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e assim, sustentaveis
(Cameotra & Makkar, 2004; Rivardo et al., 2009). O exemplo mais conhecido de molécula
bacteriana com elevada atividade surfactante é o lipopeptideo ciclico surfactina, molécula
produzida pela bactéria Bacillus subtilis (Peypoux et al., 1999). Porém, ha outros diversos
relatos na literatura de bactérias produtoras de biosurfactantes que apresentam atividade
antimicrobiana, inclusive de antiformacéo de biofilme de diversas bactérias causadoras de
infeccbes. Por exemplo, a bactéria marinha Bacillus circulans é conhecida por produzir
biosurfactante lipopeptideo (Das et al., 2008), ja a bactéria Brevibacterium casei é
conhecida por produzir biosurfactante glicolipideo (Kiran, 2010); biosurfactante
lipopeptideo foi produzido por bactéria marinha associada a esponjas, Nocardiopsis alba
(Gandhimathi et al., 2009); além desses, biosurfactantes foram produzidos por Bacillus spp.
e apresentaram elevada atividade de antiformacdo de biofilme de Escherichia coli e de
Staphylococcus aureus (Rivardo et al, 2009).

Existe a possibilidade de a molécula ativa estar manifestando sua atividade por meio
de acdo pilicida, a qual consiste na inibicdo da sintese do pili bacteriano, e assim, a adesao
das células bacterianas é comprometida (Macedo & Abraham, 2009). Como exemplos de
compostos pilicidas estdo as 2-piridonas biciclicas, compostos reportados na literatura pela
capacidade de evitar adesao de bactérias como E. coli e Vibrio cholerae a sistemas bioticos
(Hung et al., 2005; Pinkner et al., 2006; Berg et al., 2008;). Por tltimo, esse composto ativo
poderia estar influenciando a expressdo génica por meio de uma funcgdo sinalizadora,
portanto, afetando o sistema QS ou comunicacdo bacteriana dessas células. Como por
exemplo, afetando negativamente os sistemas las e rhl (Adonizio et al., 2008; Rasamiravaka
et al., 2015). Dentre os possiveis compostos com atividade de QSI em P. aeruginosa estao
as furanonas halogenadas, moléculas especificas com capacidade de atenuar a viruléncia
dessa bactéria (Manefield et al., 2002; Hentzer et al., 2003). A hipotese de 0 composto ativo

estar influenciando no sistema QS também poderia explicar a existéncia da atividade de
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erradicacdo de biofilme, uma vez que a molécula sinalizadora poderia estar estimulando o
mecanismo intrinseco de dispersdo de biofilmes. A procura por metabdlitos para essa
atividade busca principalemente um processo de erradicacdo que ocorra por meio de acao
enzimatica, na qual enzimas como proteases, teriam como alvos 0s compostos
estruturadores da matriz exopolissacaridica do biofilme (Papa et al., 2014; Rasamiravaka et
al., 2015; Tolker-Nielsen, 2014, Rybtke et al., 2015). Considerando que a matriz
exopolissacaridica formada em biofilme de P. aeruginosa é caracterizada pela presenca de
alginato, enzimas com capacidade de degradacdo desse polimero sdo alternativas
interessantes, a enzima alginato liase mostra atividade considerdvel de erradicacdo de
biofilme de P. aeruginosa (Alkawash et al., 2006).

O fato de que os dois filtrados de isolados bacterianos ativos demonstraram
atividade contra biofilme de Pseudomonas aeruginosa e nao foram ativos contra biofilme
de Staphylococcus epidermidis pode ser explicado considerando a condi¢do do ambiente no
qual essas bactérias foram isoladas. Uma vez que o ambiente marinho € um ambiente de
elevada competicdo, essas duas bactérias podem apresentar mecanismos de defesa
especificos contra bactérias gram-negativas. Portanto, seria de interesse a avaliacdo da
atividade antibiofilme de ambos os filtrados ativos contra outras bactérias gram-negativas,
como por exemplo, contra a bactéria Escherichia coli.

Acredita-se que 0s micro-organismos marinhos apresentam fisiologia e
caracteristicas genéticas diferente dos micro-organismos terrestres, fato que também os
torna objetos para o rastreamento de novos metabolitos secundarios. Ademais, a
fermentacdo desses micro-organismos visando a produc¢do de metabdlitos é uma abordagem
apropriada e sustentavel para explorar a diversidade marinha e para producdo de PNMs
(Hill, 2010; Radjasa, 2013). Cabe ressaltar que a maioria dos compostos marinhos que
foram rastreados com sucesso até entdo sdo de origem bacteriana (Schweder et al., 2005).
Ha diversos relatos de compostos isolados do ambiente marinho, principalmente de
esponjas, que demonstram atividade antimicrobiana (Gandhimathi et al., 2008; Selvin et al.,
2009; Schneeproch et al., 2010). Também, de estudos que mostram a habilidade de
moléculas marinhas de interromper o processo de QS de micro-organismos (Givskov et al.,
1996; Hentzer et al., 2001; You et al., 2007; Dobrestsov et al., 2010).

Posto isso, juntamente com os resultados obtidos no estudo em questdo, essas

evidencias reafirmam o grande potencial do ambiente marinho para a prospecgdo de
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compostos antibiofilme. Por fim, encontrar um composto marinho bioativo que seja facil de
sintetizar, além de ter um rendimento suficiente de producdo para possibilitar o
desenvolvimento de farmacos sem nenhuma modificacdo quimica é o ideal (Bourguet-
Kondracki & Kornprobst, 2005).
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Biofilmes patogénicos causam diversas implicacdes na saide humana. Tendo em vista
a complexidade desse estilo de vida e a consequente persisténcia de micro-organismos
organizados em biofilmes, o desenvolvimento de novas estratégias de combate € necessario;
dentre essas estratégias estid o desenvolvimento de farmacos antibiofilme. Nesse contexto, a
exploracdo do ambiente marinho para a prospeccao de moléculas com atividade antibiofilme se
mostra uma abordagem promissora.

Neste trabalho, foi realizado o rastreamento de atividade antibiofilme de compostos
oriundos do metabolismo secundario de bactérias provenientes do ambiente marinho. Foi
avaliado a capacidade desses metabdlitos de afetarem a formacéo de biofilme de duas bactérias
de importancia médica, P. aeruginosa e S. epidermidis, além de avaliar a capacidade desses de
erradicar o biofilme, e de influenciar no crescimento de ambas as bactérias. Do total de isolados
avaliados, dois apresentaram atividade antibiofilme relevante, evidenciando o potencial
biotecnologico da biodiversidade marinha. Os filtrados mais ativos foram os filtrados 130 e
144, ambos contra biofilme de P. aeruginosa. Esses filtrados apresentaram tanto atividade de
antiformacéo quanto atividade de erradicacao, contudo, a atividade de antiformacao foi a mais
proeminente, com destaque para a do filtrado 144, com cerca de 50 % de atividade.

As perspectivas desse trabalho consistem, primeiramente, na determinagdo da massa
seca dos filtrados ativos a fim de obter uma estimativa da concentracéo utilizada nos ensaios de
rastreamento de atividade antibiofilme, além da verificacdo da natureza proteica do(s)
composto(s) presente(s) nos dois filtrados brutos ativos. Para tal, seria de interesse submeté-los
ao0s seguintes processos:

(1) Autoclavagem;

(2) Ensaio enzimatico (proteinase K);

(3) Ultrafiltracéo.
Concomitantemente, pretende-se realizar a caracterizacdo morfologica dos dois isolados
bacterianos ativos, além da identificacdo desses por meio do sequenciamento do gene 16S
rRNA.

Considerando a dificuldade de se encontrar compostos que apresentem atividade contra
biofilme de P. aeruginosa e o fato de que o rastreamento deste estudo foi realizado em filtrados

brutos, espera-se que ao fracionar esse material, uma maior atividade antibiofilme seja obtida.
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Portanto, dentre as perspectivas deste estudo esta o fracionamento de ambos os filtrados e a
avaliacdo da atividade nas fracOes geradas; esse procedimento também possibilitaria uma maior
elucidacdo da natureza de seus componentes. Para esse fim, métodos cromatograficos serdo
empregados. Metodologias mais avancadas seriam necessarias para o isolamento, purificacao e
caracterizagdo quimica das moléculas ativas e, por conseguinte, elucidagdo do mecanismo de
acdo dessas. Por fim, é de interesse a avaliagdo da atividade antibiofilme dos 23 filtrados
produzidos contra biofilme de Escherichia coli e de Staphylococcus aureus, uma vez que esses
dois micro-organismos também sdo bactérias de importancia médica e objetos de estudo do

Laboratério de Biofilmes e Diversidade Microbiana.
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