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Resumo

Este trabalho aborda a relacdo do quorum sensing na formagdo do biofilme bacteriano. O quorum sensing € um mecanismo de
comunicagdo bacteriano, envolvido na expressdo de fatores de viruléncia e formacdo de biofilme. Desse modo, impedir o
funcionamento do quorum sensing € uma estratégia para contencao do biofilme. O biofilme é descrito como um aglomerado de
células bacterianas ancoradas irreversivelmente a uma superficie inerte ou viva. Quando formado, o biofilme ocasiona/agrava
infecgdes, e devido a sua estrutura tridimensional, dificulta o tratamento com antimicrobianos, promovendo a resisténcia aos
mesmos.
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Abstract

This work addresses the relationship of quorum sensing in the formation of bacterial biofilms. The quorum sensing is a mechanims
of bacterial communication, envolving the expression of virulence factors and the biofilm formation. Therefore, hindering the
operation of quorum sensing is an strategy to control biofilm. The biofilm is described as a cell pellet bacteria irreversibly anchored
to an inert or living surface. Once formed, biofilms cause/aggravate infections, and also, due to its three-dimensional structure, it
hinders the antimicrobial treatment, promoting antimicrobial resistance.
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O mecanismo de quorum sensing (QS)
consiste na producdo e liberagdo de moléculas de
sinalizacdo para o meio, provocando a expressdo de
varios genes (ROMERO et al, 2012). Essa
comunicagdo possibilita as bactérias executarem
fungdes bioldgicas importantes, muitas delas
envolvidas com a viruléncia desses patdgenos. Além
disso, tem sido demostrado que o quorum sensing
desempenha um papel na adesdo celular, conferindo
ao biofilme uma maior protecdo em relagdo aos
agentes antimicrobianos (ANTUNES, 2003).

Os diferentes tipos de sinais do quorum
sensing sao chamados de auto-indutores e foram
identificados na maioria dos casos como moléculas
organicas que se difundem livremente pela célula e

fora dela. Existe uma vasta gama de moléculas
sinalizadoras, como Oligopeptideos, N-lactona-acil-
hemosiderina (AHL - Al-1) e Furanosil borato diéster
(Al-2) (KALIA et al, 2012). O sinal de QS mais
estudado e conhecido é o N-lactona-acil-
hemosiderina, o qual é utilizado por varias bactérias
Gram-negativas (ROMERO et al, 2012), e é composto
por duas proteinas, o sinal de sintese Luxl responsavel
pela producdo de AHL e LuxR que é o receptor de
AHL. Bactérias Gram-positivas usam oligopeptideos,
seus receptores estdo ligados a membrana e o sinal
ocorre atraves de cascatas de fosforilagdo (ROMERO
et al., 2012). O quorum sensing participa das primeiras
etapas para a formacdo do biofilme bacteriano. Apos
formado, o biofilme torna-se irreversivel e, por esta
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caracteristica, € um problema para qualquer individuo
que, por algum motivo, possua as condigdes
favoraveis a sua formagao.

O biofilme é uma reunido de células
microbianas irreversivelmente ancorada a uma
superficie inerte ou viva, envolvida por uma matriz de
uma substancia polimérica extracelular autoproduzida
e composta de  material primariamente
polissacaridico, que representa mais de 9o% da massa
do biofilme (PADUA et al., 2009).

Sdo trés etapas até a formacdo do biofilme
maduro: anexo inicial a uma superficie sdlida;
formagdo de microcolonias na superficie e, por fim,
diferenciacdo de microcolonias envoltas por
expopolissacarideo (COSTERTON et al., 2002).

A composi¢do quimica do EPS pode variar
entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Nas
Gram-negativas a presenca de acidos uronicos
proporciona a caracteristica anidnica, que por sua vez
permite a associacdo de cations bivalentes. Esses
cations sdo importantes para ligagdes transversais
com as fibras de polimero e proporcionam uma maior
forca de ligagdo do biofilme (LERICHE et al., 2000).
Em bactérias Gram-negativas, a composi¢do quimica
do EPS pode ser cationica.

Leriche et al. mostraram que diferentes
organismos produzem diferentes quantidades de EPS
e que essa quantidade EPS aumenta com a idade do
biofilme. Além disso, EPS podem associar-se a ions de
metais, a outras macromoléculas sendo ainda
altamente hidratado, o que evita a dissecacdo em
alguns biofilmes naturais (LEWANDOWSKI, 2000).

Em termos de estrutura, os biofilmes sdo
heterogéneos, visto que contém microcol6nias de
células bacterianas envolvidas por uma matriz de EPS
e separadas de outras microcolonias por canais de
agua (JAMES et al., 1995). Nestes canais, ocorre fluxo
de liquido, o que facilita a difusdo de nutrientes,
oxigénio e- ainda- agentes microbianos de viruléncia.
James et al., mostraram em seu experimento que a
espessura do biofilme depende do nuUmero de
organismos que o compde. Em culturas puras de
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, o
biofilme tem 15u e 30 respectivamente. Entretanto,
a espessura do biofilme contendo as duas espécies
apresenta cerca de 4o, 0 que leva a crer que uma
espécie colabora com a outra. EPS também
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contribuem para propriedades de resisténcia
antimicrobiana dos biofilmes, uma vez que impede o
transporte de massa de antibidticos através do
biofilme, provavelmente por se ligarem diretamente a
estes agentes (DONLAN, 2000).

Segundo Costerton et al. (ano?), existem trés
hipoteses explicando como o biofilme pode ser
resistente aos agentes antimicrobianos. A primeira
apoia-se no fato de que a resisténcia acontece devido
a falha do agente em penetrar por completo o
biofilme. A segunda hipotese postula que algumas
células do biofilme vivam a limitagdo de nutrientes,
portanto, com crescimento lento ou o ndo
crescimento celular, ndo seja susceptivel a muitos
agentes antimicrobianos. Essa heterogeneidade de
estados metabdlicos apresentados pelas células que
compdéem o biofilme sdo quase, ao certo, uma
estratégia de sobrevivéncia a ataques de agentes
antimicrobianos que possui por alvo mecanismos
metabdlicos diretos. O terceiro mecanismo que pode
reduzir a susceptibilidade aos antibidticos é que
algumas células apresentam um fenotipo diferente, o
que lhes confere uma certa protecdo. Outra questdo
que influencia claramente a resisténcia a agentes
antimicrobianos é a troca de plasmideos, uma vez que
os mesmos podem codificar resisténcia a varios
antibioticos, promovendo entdo, a difusdo da
resisténcia (DONLAN, 2000). Devido a grande
quantidade de células, o biofilme se torna o nicho
ideal para troca de DNA extracromossomal
(GALANTE et al., 2015). De acordo com Hausner et
al., a conjugagdo acorre em maior taxa entre células
que estdo dispostas em biofilmes do que entre células
plactonicas. Ghigo, mostra que o pili F (codificado
pelo plasmideo F) atua como um fator de adesdo
entre as interagbes célula-célula, o que resulta na
formacdo de um biofilme tridimensional de
Escherichia coli. Ele também afirma que, sem esse
plasmideo, os mesmos microrganismos formariam
apenas microcol6nias sem qualquer desenvolvimento.
Uma explicacdo para a melhora do processo de
conjugagao é que o ambiente do biofilme proporciona
uma melhor interagdo célula-célula. Neste trabalho,
teve-se por objetivo estabelecer as relagdes entre
quorum  sensing, biofilmes, resisténcia  a
antimicrobianos e infec¢bes hospitalares com o
intuito de propor estratégias de controle de infeccoes
causadas por biofilmes bacterianos.
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DESENVOLVIMENTO

Diferentes mecanismos de quorum sensing e sua
participagdo na formacao do biofilme bacteriano

Como supracitado, existem diferentes tipos
de moléculas sinalizadoras. No que se refere ao
sistema AHL, as moléculas de sinalizagdo sdo
sintetizadas (tal como o gene Lux/), ficando
distribuidas em torno das células. Em alta densidade
celular, essa molécula se liga ao seu receptor
(proteina R) e ativa o seu regulador transcricional (Lux
R), que, por sua vez, liga-se a regido promotora do
gene de interesse e desencadeia a expressdao (KALIA
et al., 2012). A ligagdo entre a molécula sinalizadora e
seu receptor é bem especifica, tendo portanto, um
receptor diferente para cada molécula sinalizadora.

Apesar de ser o mais utilizado em bactérias
Gram-negativas, ha algumas bactérias que usam mais
de um sinal de quorum sensing, como é o caso da P.
aeruginosa, que além do sistema Lux I/Lux R, também
utiliza o sistema RhI/RhR (ZHANG, 2002). No caso da
P. aeruginosa, esses genes sdo responsaveis pela
expressdo de multiplas enzimas extracelulares,
formacdo de biofilme, e metabdlitos secundarios
(PEARSON et al, 1997).

Em se tratando de bactérias Gram-positivas,
os oligopeptideos (AIP'S) sdo codificados como
precursores (pro AlP’s) e sdo diferentes em estrutura e
sequéncia. Na pesquisa feita por Olson et al, foram
caracterizados trés tipos de AlP’s: |, Il e Il em cepas de
Streptococcus epidermidis. Os sinais AIP Il e AIP Il sdo
os maiores AlP’s estafilococicos identificados até o
momento, contendo 12 residuos de aminoacidos de
comprimento (DE KIEVIT & IGLEWSKI, 1997; OLSON
etal., 2014).

Transportadores especializados sdo
necessarios, pois uma vez que a membrana €
impermeavel aos peptideos, os transportadores
também processam os AlP’s (HUME et al., 2004).
Ap0s sofrer modificagdes, sdo transportados para o
meio externo. Quando o limiar de concentragdo é
atingido, dois componentes detectam uma quinase na
membrana da célula. Esta, por sua vez, reconhece o
peptideo e o transfere para o meio interno,
fosforilando o proximo componente. Uma proteina
que atua como regulador de resposta, se liga ao DNA
e assim, regula a expressdo dos genes alvos
(RUTHERFORD et al, 2012). Um exemplo, é a bactéria
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Staphylococus aureus, que depende da expressao de
uma variedade de moléculas para adesdo, toxinas e
compostos que afetam o sistema imunitario, fatores
0s quais sao regulados por sistemas de QS (HUME et
al., 2004).

O sistema Com ABCDE foi identificado em
Streptococcus pneumoniae. Nesse sistema, o peptideo
denominado CSP é a molécula de sinalizagdo. E
codificado pelo gene COMC. O CSP se acumula no
exterior da célula, em alta densidade celular, é entdo
detectado por um receptor histidina quinase ligado a
membrana, o Com D (SOLA et al, 2012).

O sistema de QS, furanosil borato diéster (Al-
2), também é de grande importancia, sintetizado a
partir do gene LuxS, possibilita a comunicacdo de
bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-
negativas (KALIA et al., 2012). Consiste, portanto, em
uma comunicacdo universal entre bactérias. Pesquisas
revelam que o sistema dependente do Al-2 ja foi
identificado em mais de 285 espécies de bactérias,
principalmente em Samonella entérica, E. coli, Vibrio
cholerae, S. Pneumoniae e Yersinia sp (Rutherford et
al., 2012; Vidal et al., 2013). Em um estudo feito por
Raut et al, utilizando biosensores, foi possivel
comprovar a presenca de moléculas de Al-2 em
amostras de fezes e saliva em pacientes com doenga
inflamatdria intestinal. Em infeccdes por S.
pneumoniae a forma predominante é como biofilme,
exceto em casos de sepse, onde a forma prevalecente
é a placténica (WOODWORTH et al., 2008). O sistema
furanosil borato diéster (Al-2) promove a fixacdo da
célula em qualquer superficie, facilitanto o processo
de formagdo do biofilme bacteriano (CSOLA et al.,
2012)

Apds desenvolvido o biofilme pode
desencadear infec¢des, como as hospitalares, ou
ainda agravar doencas j& existentes. Na fibrose
cistica, por exemplo, o defeito genético leva a perda
da proteina CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulation). A auséncia do canal de cloreto leva a um
conteldo elevado de sal nas vias aéreas, o que inibe a
atividade de peptideos e proteinas envoltos na
imunidade. Sob estas circunstadncias, torna-se facil a
colonizagdo com P. aeruginosa, e posteriormente a
formacao do biofilme no epitélio. Em nivel de defesa
celular, hd anticorpos contra as células plactonicas de
P. aeruginosa. Entretanto, o anticorpo ndo é capaz de
penetrar o biofilme (COSTERTON et al,, 2002).
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Em um estudo de coorte feito por Padua et
al.,, evidenciou-se a existéncia de biofilmes em
pacientes com rinossinusite cronica com polipose
nasossinusal resistente a antibidticos. Como
resultado, eles visualizaram a estrutura
tridimensional, estruturas esféricas envolvidas por
uma matriz expopolissacaridica envoltas por canais de
agua.

Tiba et al., relacionou os fatores de viruléncia
de Eschirichia coli com a formagdo de biofilmes em
pacientes com quadro clinico de cistite. Por meio de
caracterizagdo molecular, eles observaram que o
Antigeno 43 (adesinas afimbriais) é um dos
responsaveis pela formacao do biofilme e pode ainda
estar associado a outros fatores de viruléncia na
formacao de biofilme em infec¢des urinarias.

Mecanismos de inibicdo do quorum sensing

A principal caracteristica do biofilme
bacteriano é a resisténcia do mesmo a acdo de
moléculas antimicrobianas. Por essa razdo, o maior
interesse é descobrir formas de evitar ou reduzir a
formacdo do biofilme. Com base nos estudos citados,
o mecanismo de quorum sensing estd ligado
inteiramente a etapa inicial de formacdo do biofilme.
Logo, a inibi¢do do quorum sensing se torna o primeiro
alvo no que se refere aos mecanismos de interrup¢do
da formacdo do biofilme. O quorum sensing pode ser
desfeito por diferentes modelos, como: reducdo da
atividade da proteina do receptor de AHL, inibi¢do da
producdo da molécula de QS, degradagdo de AHL ou
ainda, imitacdo das moléculas de sinalizacdo (KALIA
et al., 2012). O bloqueio dessa sinalizagdo, além de
impedir a formacao do biofilme, torna as bactérias
mais sensiveis as drogas antimicrobianas e ao proprio
sistema imunoldgico (ANTUNES, 2003;
RUTHERFORD et al., 2012).

Na literatura, podem ser encontradas duas
classes de enzimas capazes de degradar as moléculas
sinalizadoras AHL: as lactonases, que hidrolisam o
anel lactona e as ocilases, que hidrolisam a ponte
amida entre a cadeia de acido graxo e a molécula de
homosiderina lactona (LIN et al,, 2003; STEGGLES,
2011). Os inibidores de quorum sensing podem ser de
ordem natural, que engloba tanto substancias
produzidas tanto por eucariotos, quanto por
procariotos, ou de ondem sintética, que sdo
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moléculas analogas produzidas em laboratorio (KALIA
etal., 2012).

Romero et al., mostra que ha compostos
naturais que imitam a estrutura do QS,
proporcionando um efeito antagonista ou até mesmo
reduzindo a expressdo de genes. E o caso do extrato
de alho (S-acil-cisteina) que tem uma estrutura
semelhante a uma parte da molécula de AHL
(PERECHE et al., 2001). Outro composto (piericidim
A1), produzido por bactérias do solo Kitasatospora sp,
tem uma atividade inibidora competitiva em AHL's.
Outros antagonistas sdo obtidos de forma quimica,
todos lembrando a molécula de QS. Com base nisso,
algumas empresas tem como projeto o lancamento
de pomadas antibidticas topicas baseadas na inibicdo
do quorum sensing (HENTZER et al., 2003).

A furanona natural, isolada a partir de algas
Delisea pulchra, afeta diferentes sistemas de QS. Inibe
Al-2 em Vibrio harveyi, diminuindo a capacidade de
ligagdo do LuxR, regulador de resposta, ao DNA (REN
et al., 2004). Afeta também a formacdo de biofilme
em: P. aeruginosa, E. Coli, Streptococcus spp e Vibrio
spp. (REN et al., 2004; ALASIL et al., 2015).

Em um estudo conduzido por Alasil et al.,
extrato de cultura de espécies de Paenibacillus sp.,
isolados a partir de exploragdo agricola foi usado para
testar a inibicdo do sistema de QS de P. aeruginosa, in
vitro e in vivo. Nos testes in vivo, foi avaliado o efeito
terapéutico em ratos com doenga pulmonar cronica.
Como resutado, o extrato prolongou o tempo de
sobrevivéncia dos ratos e diminuiu a atividade de
proteases LASA (produzidas por QS, capaz de causar
destruicdio em tecidos bioldgicos e agentes
imunoldgicos) (BEVER &  IGLEWSKI,  1988;
BRACKMAN & COENYE, 2015).

CONCLUSAO

E sabido que a concentracdo das moléculas
de sinalizacdo (QS) é proporcional a populagdo
bacteriana. Logo, é inegavel que, no biofilme, a troca
de moléculas sinalizadoras é intensa. Quando o limiar
de concentragdo ¢ atingido, as bactérias expressam
determinados genes, os quais codificam fatores de
viruléncia e propriedades que induzem o
desenvolvimento do biofilme. O biofilme, por sua vez,
induz efou agrava algumas patologias e infec¢des
hospitalares dificeis de serem controladas devido a
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complexidade do biofilme em sua estrutura e
fisiologia de formagdo. Ha alguns mecanismos que
evitam o quorum sensing, tanto por degradagdo
enzimatica de sinais de AHL, quanto por uso de
antagonistas, que imitam a estrutura da molécula.
Devido a complexidade em que o biofilme &
constituido, ndo ha um mecanismo que seja menos
importante a ser explorado que outro. Entretanto, a
base do biofilme, que é a matriz EPS e o quorum
sensing, é notoriamente fator que influencia na
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