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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo envolvido em infecgdes oportunistas € com notoria
capacidade de formacao de biofilmes em dispositivos médicos como a persisténcia da infecgdo em pacientes
portadores de Fibrose Cistica. Assim, esta revisao de literatura objetiva demonstrar os principais mecanismos
moleculares envolvidos na formagao de biofilmes de P. aeruginosa, através de um levantamento bibliografico
nos principais periodicos. A sintese de biofilmes por P. aeruginosa ¢ fundamentalmente determinada pela co-
dificacdo de um grande numero de genes que proporcionam a formacao de um ambiente ideal para maturagao
e sobrevivéncia do biofilme, incluindo-se neste contexto a sintese de fatores de viruléncia e altera¢do na susce-
tibilidade aos antimicrobianos, tornando os biofilmes altamente resistentes aos mesmos. Desse modo, um pro-
fundo entendimento destes mecanismos moleculares pode representar um importante progresso na erradicagao
e prevengao de biofilmes de P. aeruginosa.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacillus that can cause opportunistic infections, with notorious
capacity to form biofilms in medical devices such as the persistence of infection in patients with Cystic
Fibrosis (CF). Therefore, this literature review aims to demonstrate the main molecular mechanisms involved
in the formation of biofilms by P. aeruginosa by means of bibliographical research in specialized journals.
The P. aeruginosa biofilm synthesis is fundamentally determined by the coding of a great number of genes
that provide the formation of an ideal environment for the maturation and survival of the biofilm, including
the synthesis of virulence factors and variations in the susceptibility to antimicrobial agents, thus making
the biofilms highly resistant to them. It was concluded that a systematic understanding of these molecular
mechanisms may represent an important progress in the eradication and prevention of P. aeruginosa biofilms.

Keywords: bacteria; gram-negative; quorum sensing.

'Revisdo de literatura.

2 Aluna do Curso de Especializagdo em Analises Clinicas - Centro Universitario Franciscano. E-mail: hananlaila 87@
hotmail.com

*QOrientador - Centro Universitario Franciscano. E-mail: robertochrist@gmail.com



126 Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias da Satde, Santa Maria, v. 17.n. 1, p. 125-144, 2016.

INTRODUCAO

Os biofilmes sdo comunidades compostas por microrganismos aderidos a uma superficie bio-
tica ou abiotica envolvida por uma matriz de exopolissacarideo (EPS), cuja funcdo ¢ garantir a prote-
¢ao dos microrganismos existentes em seu interior contra agressoes do meio externo. Desta forma, os
biofilmes frequentemente estdo associados a maior resisténcia aos antimicrobianos quando em com-
paracdo a forma planctonica e ainda auxiliam na evasao da resposta imune do hospedeiro, tornando
dificil sua erradicacao (COSTA et al., 2014). Sua sintese ¢ um processo complexo e caracterizado
por varias etapas distintas, que vao desde a adesao inicial até a dispersdo final, sendo fundamental
o entendimento desta ultima fase, visto que a mesma promove a colonizacdo de outras superficies,
reiniciando o ciclo (HUYNH et al., 2012).

Os biofilmes constituidos por bactérias patogénicas oportunistas representam um impor-
tante desafio na medicina devido a sua capacidade de causar infec¢des cronicas graves e, ainda,
por estarem associados a infecgdes causadas pela sua habilidade de se desenvolverem em dis-
positivos médicos artificiais (CHIANG et al., 2013). Neste contexto podem-se citar infecgdes
causadas por biofilmes de P. aeruginosa no tecido pulmonar de pacientes portadores de fibrose
cistica (WILLIAMSON et al., 2012), no qual ocorre uma degradagao continua do epitélio pul-
monar e a persisténcia da infecgdo mesmo com a administragao de terapia intensiva com antimi-
crobianos, o que culmina em aumentos claros na mortalidade dos pacientes acometidos por este
agente bacteriano (BURMOLLE et al., 2010).

A P. aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo envolvido em doengas oportunistas, particu-
larmente em imunocomprometidos, podendo causar dermatites, infec¢des urinarias e uma grande
variedade de infec¢des sistémicas, principalmente em ambientes hospitalares (PEDROSA et al.,
2014). Sua patogenicidade ¢ resultado de sua capacidade de adaptacdo fenotipica e seu elevado
grau de flexibilidade genomica. Este microrganismo aumenta sua patogenicidade e sintese de
fatores de viruléncia quando exposto a condi¢des de estresse ou ainda quando altera seu modo
de crescimento, gerando biofilmes (RODRIGUES, 2014). Assim, a0 promoverem o crescimento
de populacdes bacterianas de forma coletiva, os biofilmes fornecem a espécie mecanismos adi-
cionais de adaptagdo, como a capacidade de sintetizar substancias sinalizadoras que medeiam o
comportamento do biofilme bem como a sintese de determinantes de viruléncia (HAUSSLER;
BECKER, 2008).

As elevadas taxas de infecgdes oportunistas causadas por P. aeruginosa bem como sua notoria
capacidade de formagao de biofilmes, torna este microrganismo de grande relevancia clinica, sendo
esta revisao de literatura de vital importancia a fim de elucidar os principais mecanismos moleculares

envolvidos na formagao de biofilmes por este agente bacteriano.
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MATERIAL E METODOS

Realizou-se um levantamento bibliografico em periddicos nas bases de dados: Science Direct,
Pubmed, Bibliografia Médica (MEDLINE) e Scielo. As principais buscas foram com os descritores:
biofilme, Pseudomonas aeruginosa, mecanismos moleculares, resisténcia e Quorum Sensing.

Foram avaliadas publicagdes entre os anos de 2000 e 2014.
RESULTADOS E DISCUSSAO

BIOFILMES: DEFINICAO E COMPOSICAO

Os biofilmes s@o comunidades compostas por microrganismos organizados em estruturas
tridimensionais desempenhando interagdes altamente complexas entre si (BARBOSA, 2014).
Podem ser constituidos pelos mais variados tipos de microrganismos, como fungos, algas, proto-
zoarios e, particularmente, por uma ou mais espécies bacterianas, os quais se organizam em varias
camadas aderidos de modo irreversivel em uma superficie bidtica ou abidtica e incorporados em uma
matriz polimérica extracelular (MOREIRA, 2011).

A organiza¢ao dos microrganismos em biofilmes constitui uma forma de prote¢ao, promoven-
do seu crescimento e sobrevivéncia em ambientes considerados hostis (KASNOWSKI et al., 2010).
Apresentam como vantagem a elevada concentracdao de nutrientes, facilidade na troca de material ge-
nético, protecado contra a a¢ao das células do sistema imune, maior capacidade de suportar alteragdes de
pH, depreciag@o de nutrientes e também elevadas concentragdes de antimicrobianos, de modo que os
biofilmes podem ser de 10 a 100 vezes mais resistentes aos antimicrobianos que as células planctonicas
(MEDEIROS, 2011), resisténcia garantida, particularmente, pela matriz exopolissacaridea (EPS).

No que diz respeito a sua composicao, os biofilmes sdo constituidos por particulas de proteinas,
lipideos, acidos nucleicos, sais minerais € vitaminas envoltos em uma matriz (PEREIRA, 2014). A agua
¢ o maior componente da massa total do biofilme, podendo variar entre 70% a 95% e, referente a massa
organica, 70% a 95% ¢ representada pelo EPS, sendo o restante constituido por substancias poliméricas
e, em menor quantidade, pelo microrganismo. A matriz de exopolissacarideo, além de componente es-
trutural, garante a coesao e integridade funcional do biofilme (OLIVEIRA, 2011), visto que € capaz de
protegé-lo contra a penetragao de antimicrobianos e fagocitos no biofilme (CASSANEGO et al., 2013).

FORMACAO DE BIOFILMES

Os biofilmes surgem de forma gradual em um processo dinamico, envolvendo etapas de ade-

sdo, producao de EPS, crescimento e desprendimento (MOREIRA, 2011). Este processo ¢ afetado
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por um grande niimero de fatores, entre eles, podem-se citar aqueles ssociados ao microrganismo
como: hidrofobicidade da parede celular, presenca de pili, fimbrias e flagelos, producao de EPS e de
moléculas sinalizadoras (OLIVEIRA, 2011), espécie e cepa, sistema Quorum Sensing (TRENTIN et
al., 2013), fatores genéticos, viruléncia e resisténcia do microrganismo (KASNOWSKI et al., 2010).
Fatores ligados a superficie de adesdao, como textura, hidrofobicidade, caracteristicas quimicas da
superficie, carga elétrica e filme condicionante. E fatores ligados ao microambiente: velocidade de
fluxo, pH, temperatura, presen¢a de cations e de antimicrobianos, além da disponibilidade de oxigé-
nio, nutrientes € metabolicos provenientes do microrganismo (MEDEIROS, 2011).

De acordo com Oliveira (2011), o desenvolvimento de biofilmes in vitro envolve as seguin-
tes etapas: (a) adesdo reversivel da bactéria a superficie; (b) adesdo irreversivel através da producao
de EPS; (c) origem de microcoldnias e inicio da maturacdo do biofilme; (d) formagdo de biofilme
maduro constituido de canais por onde circulam a dgua, nutrientes e produtos do metabolismo celular;
e (e) desprendimento e dispersdo das células, com consequente formacao de um novo biofilme.

Segundo Medeiros (2011), a formagao do biofilme inicia-se com o desenvolvimento de um
filme condicionante, este por sua vez ¢ constituido pela populacao bacteriana e moléculas organicas e
inorganicas, favorecendo a forma¢d@o de um ambiente rico em nutrientes. Posteriormente, tem inicio
a fase de adesdo, influenciada pela interagdo dos microrganismos, da superficie e do microambiente
no qual eles se encontram (TRENTIN et al., 2013).

Os microrganismos aderem-se a uma superficie bidtica, mediada por mecanismos molecu-
lares do tipo receptor-ligante através de lectinas, ligandos ou adesinas, ou em substratos abioticos,
através de interagdes fisico-quimicas nao especificas como forgas hidrofébicas (KASNOWSKI et al.,
2010). Nesta fase, liga¢do primaria do microrganismo ao substrato ¢ dita reversivel, uma vez que os
microrganismos podem ser facilmente removidos (PEREIRA, 2014).

A adesdo bacteriana ocorre de forma aleatoria ou ainda através de mecanismos de quimio-
taxia ou de mobilidade (KASNOWSKI et al., 2010) e, uma vez aderida, se multiplicam em uma
taxa logaritmica, originando microcolonias com consequente excre¢do de uma matriz rica em EPS
(MOREIRA, 2011), tendo como funcao atuar como suporte para a adesao do peptideoglicano de bactérias
Gram-positivas e a parte externa da membrana externa das Gram-negativas (KASNOWSKI et al., 2010).
Assim, tem-se inicio a segunda etapa da adesdo bacteriana caracterizada pela ligagao irreversivel dos
microrganismos com a superficie, mediada pelo EPS. A medida que esse polissacarideo extracelular
¢ sintetizado pelas microcoldnias, as mesmas passam a atuar como substrato para adesdo de outros
microrganismos, denominados colonizadores secundarios (KASNOWSKI et al., 2010), estes sendo
capazes de se ligar a células da mesma ou de espécies diferentes, tendo como resultado agregados
firmemente ligados a superficie (TRENTIN et al., 2013).

Conforme aumenta a populacao bacteriana, acredita-se que as mesmas passem a sintetizar e

liberar moléculas sinalizadoras autoindutoras que regulam a formacao do biofilme, através da trans-
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cricao de gentes especificos. Esse mecanismo regulatorio ¢ encontrado em iniimeras bactérias patoge-
nicas e ¢ referido como Quorum Sensing (QS) (TRENTIN et al., 2013), o qual coordena o comporta-
mento bacteriano de acordo com as condigdes ambientais, favorecendo a adaptagdo a disponibilidade
de nutrientes, defesa contra a acdo de outros microrganismos ou contra exposi¢cao de agentes toxicos,
sintese de fatores de viruléncia, producao de antimicrobianos (MOREIRA, 2011) e, também, regulando
a formacao de canais que asseguram a entrada de nutrientes (MEDEIROS, 2011).

Conforme Kasnowski et al. (2010), a maturagdo do biofilme ocorre logo apos a adesdo irre-
versivel, no qual esta estrutura altamente hidratada € constituida pela EPS e por canais por onde circu-
lam agua e nutrientes e por onde sdo removidos os restos metabolitos. Quando o biofilme atinge uma
espessura final especifica e o equilibrio dinamico ¢ alcangado, ocorre o desprendimento das camadas
mais externas do biofilme, dispersando bactérias em seu estado planctonico que podem colonizar

novas superficies, formando novos biofilmes.

IMPORTANCIA CLINICA DOS BIOFILMES

O uso de dispositivos biomédicos tem se tornado indispensavel em praticamente todas as
areas da medicina, devido a necessidade de substituicdo e reparacao das fung¢des biologicas. Embora
sejam sofisticados, estes dispositivos estdo sujeitos a colonizagdo por microrganismos € ao desen-
volvimento de biofilmes com consequente infec¢do (TRENTIN et al., 2013). Assim, o impacto da
formacgao de biofilmes em implantes médicos ¢ muito significativo, uma vez que os mesmos causam
traumas para os pacientes, aumentam os custos do tratamento e, ainda, aumentam o risco de morbi-
dade e mortalidade (MEDEIROS, 2011).

Os principais dispositivos biomédicos nos quais os biofilmes desenvolvem-se sdo os cateteres
venosos centrais, valvulas cardiacas, dispositivos de assisténcia ventricular, endoproteses corona-
rianas, implantes de estimulacdo neurologica, proteses articulares e os dispositivos para fixagdo de
fraturas (CRESPO; FERNANDEZ, 2014).

Além disso, uma ampla variedade de infec¢des humanas ¢ causada pela capacidade que os
biofilmes tém de se formarem em tecidos vivos, sendo, nestes casos, comumente conhecidos como
biofilmes de mucosa. Exemplos cldssicos de biofilmes de mucosas sdo as otites e rinossinusites croni-
cas, uretrite, cistite, vaginite e, principalmente, infec¢ao pulmonar crénica por P. aeruginosa, que em
geral atinge pacientes com fibrose cistica. Os critérios clinicos de infec¢des por biofilmes de mucosas
incluem: sinais e sintomas de infeccdo com cultura negativa, cronicidade ou recorréncia periodica
com exacerbagdes e remissoes clinicas e, ainda, resisténcia aos antimicrobianos (MOREIRA, 2011).

Diminuir ou evitar a formagao de biofilmes em materiais bioldgicos ¢ praticamente impossi-
vel, devendo-se restringir ao minimo seu uso ou, ainda, por um tempo limitado. Entretanto, estudos

vém sendo realizados a fim de se desenvolverem métodos que reduzam ou impecam a formagao de
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biofilmes em implantes biomédicos. Ja se demonstrou que cateteres revestidos de antimicrobianos
ndo previnem a formacao de biofilmes, contudo possuem uma agdo limitada sobre os mesmos, € o
uso de correntes elétricas em baixas intensidades aumenta a sensibilidade aos antibidticos em mode-
los experimentais (PASTERNACK, 2009). A deteccao de cepas produtoras de biofilmes também se
torna de grande relevancia clinica, uma vez que torna possivel estabelecer politicas de controle que

permitam evitar a formagado destas estruturas bacterianas (CASSANEGO et al., 2013).
P. AERUGINOSA: IDENTIFICACAO

A P. aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a familia Pseudomonadaceae. Trata-se de
uma bactéria aerobica, ndo fermentadora da glicose (com metabolismo oxidativo) e movel através de uma
flagelagdo polar. Sua temperatura 6tima de crescimento varia entre 37°C e 42°C e, em meios de cultura,
produzem os pigmentos pioverdina, piocinina, piorrubina e piomelanina (FERREIRA, 2009).

A associagao dos pigmentos piocianina com o pioverdina resulta na coloragao esverdeada, carac-
teristica comum a maioria das cepas de P. aeruginosa. E um microrganismo indol-fenol oxidase, arginina

di-hidrolase e catalase positivas e lisina e ornitina descarboxilase negativas (BERNARDO, 2009).
IMPORTANCIA CLINICA DE P. AERUGINOSA

Encontrada em diversos ambientes, como plantas, solo, 4gua e, inclusive, em seres humanos,
se comporta como patdogeno oportunista ou como sendo parte da microbiota normal de individuos
sadios (FERREIRA, 2009). Contudo ¢ considerada de grande relevancia clinica, uma vez que ¢
dos principais agentes envolvidos em infecgdes nosocomiais, particularmente em imunocomprome-
tidos, tendo como sitios de infecg¢do o trato respiratorio, urinario, podendo inclusive causar bactere-
mias, bem como elevadas taxas de morbimortalidade em pacientes portadores de fibrose cistica (FC)
(OCHOA et al., 2013). Nestes pacientes a infecg¢do por este microrganismo frequentemente adquire
carater de cronicidade, devido a uma alteragao fenotipica pela produgao do polissacarideo alginato, o
qual provoca uma intensa resposta inflamatoria levando a uma aceleracdo da perda funcional pulmo-
nar (SILVA FILHO et al., 2013).

A persisténcia de P. aeruginosa em FC esta associada a uma diversificacdo genética em fe-
notipos especializados devido as condi¢des hostis impostas a este agente bacteriano nas vias respira-
torias, como competi¢do entre espécies, estresse oxidativo, acdo do sistema imunoldgico, tratamento
com antimicrobianos, entre outros, levando a formacao de isolados mucoides e altamente resistentes
aos antibidticos (SOUSA; PEREIRA, 2014).

Quando analisada a patogenicidade da P. aeruginosa, a producao de fatores de viruléncia como

proteases, adesinas, flagelo, formagao de biofilmes e fendtipo mucoide, associados a sua elevada taxa
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de resisténcia aos antimicrobianos, estdo entre os principais fatores que dificultam a erradicagado deste

patogeno nos tecidos infectados, culminando em altos indices de mortalidade (BERNARDO, 2009).

MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA FORMACAO DE BIOFILMES DE
P AERUGINOSA

As infeccdes fatais por P. aeruginosa tém sido relacionadas a capacidade deste microrganismo
de formar biofilmes, através da colonizacao cronica, onde ocorre a conversao do fenotipo ndo mucoide
para o mucoide, sendo este capaz de secretar uma grande quantidade de exopolissacarideo altamente
viscoso, composto, particularmente por alginato, acidos nucleicos e proteinas (PINTO, 2011). Por se-
rem bactérias ubiquas sdo facilmente encontradas em quase todos os ambientes e apresentam grande
capacidade de formagao de biofilmes, particularmente em ambientes imidos (FREITAS et al., 2010).

Desta forma, a P. aeruginosa ¢ capaz de formar monocamadas de células em superficies bidticas
ou abidticas ap0ds 4 horas de contato (CAIXETA et al., 2012), sendo este mecanismo mediado pela co-
dificagdo genes localizados em trés operons independentes: psi, pel e algU (OCHOA et al., 2013), este
ultimo o principal regulador positivo da sintese do alginato e referido com o principal componente da
matriz extracelular de biofilmes (FRIEDMAN; KOLTER, 2004). A regulacao de genes envolvidos na
sintese do alginato depende de inimeros fatores ambientais, podendo-se citar: concentragdo elevada de
oxigeénio, alta osmolaridade, presenca de etanol, entre outros (LAVERTY et al., 2014).

O gene pel codifica a produ¢ao de um polissacarideo rico em glicose, denominado Pel
polissacarideo, enquanto o gene ps/ tem a fun¢ao de codificar um polissacarideo rico em manose,
chamado Psl polissacarideo, ambos necessarios para a formacao do biofilme. Além disso, acredita-
se que moléculas de DNA extracelular (eDNA) também estariam envolvidas na ligagdo bacteriana,
interconexao entre células e na formacao de macrocolonias durante o desenvolvimento de biofilmes
de P. aeruginosa (YANG et al., 2011).

AlgU, um antifator para o gene mucA atua em conjunto com proteinas mucoides MucA e
MucB, as quais formam um complexo e alteram o sinal de transcricdo de algU, mantendo baixa
a atividade transcricional do mesmo. Desta forma, enquanto o gene algU ¢ regulador positivo na
producao de alginato, as proteinas MucA e MucB inibem a producao de biofilmes ao controlarem a
transcri¢do e sintese dos componentes do alginato (PULCRANO et al., 2012), dentre eles pode-se
citar os genes algK e alglL (McINTYRE-SMITH et al., 2010).

Ainda de acordo com este autor, mutagdes ou inativacdes no gene mucA resultariam na for-
macao de coldnias fenotipicamente com caracteristicas mucoides em agar, posteriormente observado
por Pucrano et al. (2012), ao analisar amostras de pacientes com fibrose cistica, relataram que a maior
parte das cepas mucoides coletadas apresentavam mutagdes neste gene € culminaram com aumentos

claros nos niveis de transcri¢ao do gene algU.
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O gene algL ¢é responsavel pela sintese de Alginato ligase (AlgL), cuja fungdo é romper o
exopolissacarideo, clivando as ligagdes entre os residuos do uronato no polimero. Alguns estudos
sugerem que a administragdao de AlgL em biofilmes de P. aeruginosa resultaria na despolimnerizacao
do alginato e uma reducao da integridade do biofilme. Assim, um knockout no gene algL seria respon-
savel pela perda do fenotipo mucoide de Pseumononas aeruginosa, o qual estd associado com uma
alta producao de alginato (McINTYRE-SMITH et al., 2010).

Neste sentido, inimeros estudos foram realizados a fim de observar a importancia do alginato
em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa. Mclntyre-Smith et al. (2010), ao buscar avaliar a neces-
sidade do alginato como fator para producdo de biofilmes de P. aeruginosa, promoveram mutagdes
nos genes algU e algL e compararam a capacidade de desenvolvimento do biofilme em relagdo a cepa
padrao do tipo selvagem PAO1. Os autores observaram que ambas as cepas mutantes apresentaram
desenvolvimento de biofilmes, mas a um ritmo mais lento do que a cepa selvagem PAO1, demons-
trando, desta forma, que a sintese de alginato ndo seria um atributo necessario para a formagao de
biofilmes de P. aeruginosa. Contudo, os menores niveis de crescimento da cepa mutante a/gU podem
ser explicados pela descoberta de que a cepa exibe uma reducao na capacidade de fixacao e o biofilme
apresenta uma estabilidade prejudicada em relag@o a cepa padrdo, cuja redugdo ndo ¢ devido a sua
acao sobre o alginato, mas pela regulacao da producao Psl, também componente integral do biofilme
de P. aeruginosa, o qual promove a integragao célula a célula e a formacao de uma matriz na qual as
bactérias se aderem ao biofilme. Assim, mutacdes no gene algU demonstraram reduzir a produgdo de
EPS, bem como a expressao de Ps/ e mRNA (McINTYRE-SMITH et al., 2010).

Embora aja como componente estrutural de biofilmes, alguns estudos tém buscado averiguar
se este componente esta envolvido na patogénese de P. aeruginosa, ou seja, se Psl € capaz de induzir
ou inibir a resposta imunoldgica no hospedeiro. Com este propdsito, Byrd et al. (2010), ao suporem
que a Psl seria capaz de proteger o microrganismo do ataque pelas células do hospedeiro, observaram
que o Psl promove a fixagdo inicial da bactéria e aumenta as interagdes entre as células epiteliais e
da bactéria durante a infeccao e, desta maneira, medeia a inflamagao através da flagelina, esta sendo
caracterizada por uma subunidade flagelar que, além de promover a motilidade bacteriana, também
induz a sinalizacdo de substancias pré-inflamatorias, resultando na sintese de NF-xB, o que causa a
inflamacdo. Isso porque os receptores Toll-like (TLR) encontrados em células de mamiferos reco-
nhecem a flagelina e ao se ligarem aos mesmos promovem sua ativagao, mobilizando o fator nuclear
NF-kB e estimula a produgao do a-TNF (HAYASHI et al., 2001).

Em relagdo ao gene algl, os autores relataram que um knockouts na mesma promoveu aumen-
tos claros do conteudo do biofilme, incitando, assim, sua sintese ao longo de 3 dias na cepa mutante
algL. Isso pode ser explicado por experimentos que sugeriram que a alginato liase ¢ utilizada para re-
mover o excesso de alginato periplasmatico que ndo conseguiu ser exportado para o meio extracelular

(McINTYRE-SMITH et al., 2010). Assim, McIntyre-Smith et al. (2010) supdem que um excesso de
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alginato produzido poderia eventualmente ser exportato para a matriz extracelular, aumentando sua
disponibilidade e incitando o aumento da sintese do biofilme na cepa mutante a/gL ao longo de 3 dias.

A P. aeruginosa produz um tipo particular de flagelo denominado pili do tipo IV (T4P), que
sdo estruturas filamentosas localizadas nos polos da bactéria, que através de movimentos de rela-
xamento e contragdo promovem o deslocamento da bactéria em uma superficie solida, sendo este
movimento chamado de twitching motility (McINTYRE-SMITH et al., 2010). Assim, essa motilida-
de através de espasmos, mediada por esta estrutura, ¢ o meio utilizado pela bactéria para promover
a transi¢do da adesdo reversivel para irreverssivel durante a producdo de biofilmes (BIERHALS,
2010). Além disso, a importancia do T4P se deve ao fato de os mesmos estarem envolvidos em ou-
tros mecanismos no processo de formacao de biofilmes, como formag¢ao de microcoldnias, agregacao
bacteriana, receptor de fagos, evasdo da resposta imune e sinalizagao celular (OCHOA et al., 2013).

Em pacientes com fibrose cistica, as cepas de P. aeruginosa inicialmente apresentam fenotipo
movel, cujos flagelos desempenham papel fundamental no estabelecimento da infec¢ao ao promoverem
a adesdo ao epitélio pulmonar. Todavia, a medida que a doenga progride, ocorre conversao para o feno-
tipo ndo-movel e mucoide, demonstrando que a perda do flagelo esta relacionada a produgao excessiva
de alginato, isso porque a biossintese do flagelo, mediada pelo gene fleQ, ¢ inversamente regulada pelo
fator algU (TART et al., 2005). Essa afirmacao foi corroborada por Pulcrano et al. (2012) ao observa-
rem reducdo da motilidade em cepas mucoides que apresentaram mutagdes no gene mucA, o que con-
duziu a uma desregulacdo de algU, com consequente aumento da sintese de alginato.

Além da repressao de genes flagelares, foram identificados uma grande variedade de fatores
envolvidos na transcri¢ao e sintese de biofilmes, tais como genes reguladores da resposta ao estresse,
como rpoS, hiper-expressdo de genes para proteinas ribossomiais, além de fungdes relacionadas ao

metabolismo e transporte (SOUSA; PEREIRA, 2014).

QUORUM SENSING EM P. AERUGINOSA

Outro fator que medeia a producdo de biofilmes ¢ o Quorum Sensing (QS), caracterizado
por um sistema de comunicagdo que associa o crescimento populacional bacteriano com a libera-
¢ao de moléculas sinalizadoras autoindutoras, ou seja, @ medida que ocorre aumento da densidade
bacteriana mais moléculas autoindutoras sao produzidas, as quais induzem a expressao de genes
especificos envolvidos na formagdo do biofilme, como motilidade, viruléncia, produ¢cdo do EPS
(TRENTIN et al., 2013).

Em P. aeruginosa, a principal molécula sinalizadora autoindutora ¢ a N-acil-homoserina-lac-
tona (HSL), sendo que a mesma medeia dois sistemas distintos de QS encontrados neste microrga-
nismo, denominados Las e Rhl, cuja organizacao ¢ hierarquizada onde o QS Las controla o QS Rhl
(CHRISTENSEN et al., 2007).
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Ambos os sistemas sao compostos por uma proteina reguladora transcricional: LasR e RhIR, as
quais controlam a transcricdo de inumeros genes; e, por uma enzima sintetase auto-indutora: Lasl e Rhll,
que sintetizam, respectivamente, as moléculas auto-indutoras N- (3-oxododecanoyl)- 1 -homo-serina
lactona (3-0x0-C ,-HSL) e N -butiril- 1 -homo-serina lactona (C4-HSL) (MUH et al., 2006). O aumento da
densidade populacional bacteriana € diretamente proporcional a sintese de 3-oxo-C, -HSL, tambem
conhecido como autoindutor III, assim, quando este atinge um limiar de concentragdo, 0 mesmo se
liga a sua proteina alvo especifica LasR, desencadeando a expressdo de varios fatores de viruléncia,
controlados pelo sistema QS Las. Estes genes incluem os responsaveis pela produgdo de inumeras
enzimas como a exotoxina A (toxA) elastase (lasB), protease LasA (lasA) e a protease alcalina
(aprAd). A ativagdo do sistema Las também resulta na ativagdo do QS Rhl, levando a produ¢ao de uma
segunda molécula autoindutora, ja descrita anteriormente como C4-HSL (LAVERTY et al., 2014).

O sistema Rhl ¢ responsavel pela producao de biossurfactantes anfifilicos, conhecidos como
rhamnolipideos, que nos ultimos estagios do desenvolvimento de biofilmes, auxilia na manutengao
de macrocolonias. A via Rhl ¢é responsavel, ainda, pela sintese de enzimas extracelulares e metabo-
litos secundarios tais como piocianina, pioverdina e cianeto de hidrogénio (LAVERTY et al., 2014).
Embora os sistemas Las e Rhl sejam regulados por fatores de transcri¢cdo diferentes, ambos, aparente-
mente, ndo possuem fungdes independentes. Isso porque tem se demonstrado que ambos os sistemas
controlam a transcrigdo de /asB, gene que codifica o principal fator de viruléncia, uma elastase deno-
minada LasB (McKNIGHT et al., 2000).

A elastase LasB desempenha um importante papel na patogénese de P. aeruginosa ao promo-
ver a destruicao do tecido pulmonar através do aumento da permeabilidade paracelular, com conse-
quente ruptura da barreira epitelial (NOMURA et al., 2014). Também ¢ capaz de inativar a resposta
imunologica do hospedeiro, ao degradar varios componentes da resposta inata ou adaptativa como ci-
tocinas, quimiocinas, TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL 8, peptideos com atividade antibacteriana e SP-A. Este
ultimo ¢ relatado como componente importante do sistema inato pulmonar, que promove a ativacao
de células fagociticas e regula positivamente a sintese de receptores de superficie celular envolvidos
com o reconhecimento do antigeno (KUANG et al., 2011).

A P. aeruginosa ¢ capaz ainda de produzir uma terceira molécula de sinalizacao,
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, chamada de Sinal de Quinolonas produzidas por Pseudomonas
(SQP) (KIEVIT, 2009). Esta molécula estabelece uma importante relagio com os demais siste-
mas de QS descritos anteriormente, uma vez que a producdo deste sinal intercelular ocorre ape-
nas na presenca de LasR e ¢ capaz de induzir a trasncri¢do de lasB em P. aeruginosa. Todavia,
demonstrou-se que a produgao de SQP ¢ independente da densidade populacional bacteriana,
uma vez que sua sintese foi maxima durante a fase estaciondria tardia (McKNIGHT et al., 2000).

Apresentando uma resposta imunomoduladora, a molécula 3-0x0-C, -HSL demonstrou induzir

a apotose de neutrofilos, inibir a liberagdo da citocina IL-12 e produgdo do Fator a de Necrose Tumoral
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(a-TNF), além de suprimir a proliferacdo de linfocitos T, funcdo esta também desempenhada por
SQP. Assim, ambas as moléculas atuam como fatores de viruléncia ao reduzir a acao de sistema imu-
nolégico do hospedeiro (CHRISTENSEN et al., 2007).

Estudos tém mostrado que QS defeituosos comprometem a formagdo de biofilmes por
P. aeruginosa, o que implicou a utilizagdo de substacias denominadas Inibidores de Quorum
Sensing (QSI) e que poderiam ser administrados em combinagao com antimicrobianos, reduzindo,
desta maneira, a resisténcia observada em biofilmes (CADY et al., 2012). Com este propdsito, Mith
et al. (2006), ao utilizarem antagonistas de 3-oxo-C12-HSL, observaram que os mesmos promoveram
a inibicdo do QS, afetando a expressao da maioria dos genes dependentes de LasR, inclusive inibi-
ram a producdo de fatores de viruléncia como elastase e piocianina. Posteriormente, Brackman et al.
(2011) testaram a suscetibilidade de biofilmes de P. aeruginosa in vitro através da co-administracao
de antibidticos e QSI, sugerindo que, embora este ndo tenha acao bactericida, ou bacteriostatica, os
QSI influenciaram na formacao do biofilme ou de sua matriz, o que pode explicar o aumento da sus-
cetibilidade observada nos biofilmes testados.

Hentzer et al. (2003) testaram a eficacia de furanona C-30 frente aos biofilmes de P. aeruginosa,
observando que, embora a transcricao dos genes lasR-lasl e rlhR-rlhl ndo tenha sido significativa-
mente afetada pela C-30, ocorreu a supressao parcial ou total de varios genes que expressam os fatores
de viruléncia extracelulares controlados pelos QS. Dentre estes genes incluem-se: o /lasB, gene que
codifica a elastase, lasA4, que codifica protease, o rhlAB para a produ¢do ramnolipidio, o phzA-G, que
codifica a biossintese do fenazino, o ~icnABC para a produgao de cianeto de hidrogénio e o chiC, gene
que codifica a atividade de quitinase. Ainda neste contexto, os autores testaram o sinergismo entre
a furanona C-30 com a tobramicina, um aminoglicosideo utilizado no tratamento de pacientes com
fibrose cistica, demonstrando um aumento significativo da sensibilidade do antimicrobiano quando
em comparagao ao grupo controle nao tratado com C-30.

O’Loughlin et al. (2013) também observaram a supressdo da expressao de genes que codifi-
cam fatores de viruléncia, bem como a formacao de biofilmes e protecdo do epitélio pulmonar contra
a acdo de P. aeruginosa, através do uso de substancias anti-QS, neste caso a meta-bromo-tiolactona
(mBTL). Ainda relataram a inibi¢ao parcial dos receptores do QS LasR e RhIR, sendo o primeiro de
grande relevancia clinica pois € o que desencadeia a cascata do QS.

De modo geral, a expressao génica ¢ diferenciada de acordo com o tipo de célula (planctonica
ou séssil) e de acordo com a fase de crescimento (exponencial ou estacionaria). Assim, o conjunto
de genes expressados na fase estaciondria de células planctonicas e em culturas de biofilmes relacio-
na-se ao metabolismo e traducdo, e apresentam uma baixa regulacao, correspondendo a um baixo
crescimento populacional. Os genes envolvidos na sintese de flagelos (como fIg, fIi) e o pili tipo IV
que media a motilidade (pil, fim) e fatores de viruléncia dependentes do QS, como elastase (lasA4 e

lasB) e ramnolipideos (rhlAB) e rhiC), sao regulados nas fases estacionarias de ambos tipos celulares.
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Uma possivel explicacdo para essa regulagdo dos genes ocorrer nestas etapas pode ser resultado do
efeito combinado do QS com a deficiéncia nutricional. Os genes que codificam a producao dos prin-
cipais componentes da matriz EPS, Psl e alginato, sao regulados nas etapas estacionarias de células
planctdnicas e no biofilme. Em contraste, entre os genes encontrados especificamente em biofilmes
esta o pel, além dos genes envolvidos na adaptacdo ao crescimento em ambientes de microaerofilia e
no sistema de secre¢do do tipo III (T3SS), o qual medeia a citotoxicidade através da translocagao de

exotoxinas para as células hospedeiras (DOTSCH et al., 2012).

MECANISMOS DE RESISTENCIA EM BIOFILMES DE P. AERUGINOSA

A elevada resisténcia observada em biofilmes ¢ de origem multifatorial natural, resultado da
combinac¢do de diversos mecanismos, incluindo restrigdo na penetracao de antimicrobianos garan-
tida pela matriz EPS, baixo crescimento bacteriano no interior do biofilme causado pela restrigao
nutricional e deficiéncia de oxigénio, acimulo de residuos metabolicos e pelo sistema QS (SOUSA;
PEREIRA, 2014).

Embora o alginato seja um componente essencial para garantir a integridade do biofilme
(DIAZ et al., 2011), estudos, como o de McIntyre-Smith et al. (2010), comprovaram que o mesmo
nao ¢ um atributo necessario para a formacao de biofilmes de P. aeruginosa. Entretanto, acredita-se que
o alginato seja o responsavel pela resisténcia aos antimicrobianos observada em biofilmes, particular-
mente de P. aeruginosa. Isso porque, ao ser carregado negativamente, 0 mesmo acaba sequestrando
ou neutralizando o efeito de antimicrobianos carregados positivamente. Em contrapartida, antimicro-
bianos destituidos de carga elétrica, ndo sofrem os efeitos neutralizantes do alginato, podendo ser por
esta razao que o ciprofloxacino apresente menor resisténcia clinica quando comparado a gentamicina
(AITKEN et al., 2011).

Semelhantemente, o0 eDNA, componente ja descrito e que atua na estrutura dos biofilmes,
também age promovendo maior tolerdncia aos biofilmes frente aos antimicrobianos. Isso porque
também neutraliza os efeitos de antimicrobianos carregados positivamente, como os aminoglicosi-
deos, atuando como um escudo e impedindo a a¢do direta dos mesmos sobre os biofilmes, garantindo,
portanto, sua protecao (CHIANG et al., 2013).

Ja Cotton et al. (2011) demonstraram que administragao da enzima alginato ligase (AlgL)
em biofilmes de P. aeruginosa PAO1 resultou na reducdo da sobrevida de células quando expos-
tas a gentamicina, estabelecendo, deste modo, uma importante relacdo entre o EPS com o perfil
de resisténcia ao antimicrobiano. Isto porque esta enzima ¢ capaz de romper o EPS, clivando as
ligagdes entre os residuos do uronato no polimero, causando a despolimerizacdo do alginato e
uma redu¢do da integridade do biofilme e, em contrapartida, um knockout no gene algL (gene

que codifica a sintese desta enzima) € responsavel por aumentos claros do contetido do biofilme,
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ao incitar um aumento da sintese de alginato e por consequéncia promover a formag¢ao do biofilme
de P. aeruginosa (McINTYRE-SMITH et al., 2010).

Vale ressaltar que biofilmes de P. aeruginosa tém demonstrado elevados niveis de resisténcia
intrinseca e adquirida a diversas substancias com atividade antimicrobiana. Dentre os mecanismos pelos
quais a P. aeruginosa pode tornar-se resistente aos antimicrobianos pode-se citar: sintese de 3-Lactamases
de espectro ampliado e Metalo- -Lactamses, alteragao das Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBP),
mutacdo de porinas, bombas de efluxo, mutagdo das DNA-girase (OCHOA et al., 2013).

As Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) sdo caracterizadas como enzimas de resis-
téncia que apresentam acao sobre os antimicrobianos 3 -lactamicos, sendo, de maneira geral, capazes
de hidrolisar e inativar uma ampla variedade de antimicrobianos, entre eles: penicilinas, cefalosporinas
de primeira, segunda, terceira e quarta gera¢io e 0 monobactimico aztreonam (SILVA JUNIOR, 2014).
Nao obstante, bactérias produtoras de ESBL exibem co-resisténcia a outras classes de antimicrobia-
nos, limitando ainda mais as opg¢des terapéuticas disponiveis (SHAIKH et al., 2015). Desta maneira, a
expressdao de multipla resisténcia a antibacterianos por P. aeruginosa torna dificil sua erradicacdo, cul-
minando, consequentemente, com elevados indices de morbidade e mortalidade (NEVES et al., 2011).

Outros fatores que podem contribuir para a elevada resisténcia € o fato de que em biofilmes
de P. aeruginosa encontram-se subpopulacdes com perfis metabolicos ativos e inativos. Essa pers-
pectiva fornece evidéncias de que as bactérias ali existentes apresentem padrdes fenotipicos distin-
tos de susceptibilidade frente aos diversos antimicrobianos. Considerando que a subpopulacdo ativa
exibe sensibilidade aos compostos antimicrobianos convencionais, como ciprofloxacino, tetraciclina
e tobramicina, a subpopulacdo inativa sobrevive a este tratamento. O fato de os antimicrobianos
convencionais interferirem em etapas vitais bacterianas, como replica¢do, transdu¢do e transcricao,
pode explicar por que eles preferencialmente agem sobre microorganismos metabolicamente ativos
(CHIANG et al., 2012). Contrariamente, foi constatada tolerancia a colistina unicamente entre a
subpopulacdo de células metabolicamente ativas devido a expressdo dos genes pmr € mexAB-oprM,
que codificam a sintese do sistema LPS-modificado e a bomba de efluxo de antimicrobianos, res-
pectivamente. O sistema LPS-modificado consiste de alteragdes na matriz de lipopolissacarideo que
diminuem a carga global negativa da superficie exterior bacteriana e, consequentemente, a interacao
com colistina, através da adicdo de aminoarabinose ao lipido A, o que reduz a permeabilidade da
membrana externa. Em contraste, a subpopulacao bacteriana inativa, que nao ¢ capaz de induzir a
expressao de genes, foi morta pela colistina, demonstrando, desta forma que diferentes determinan-
tes genéticos interferem diretamente no potencial de resisténcia aos antimicrobianos em biofilmes
de P. aeruginosa (PAMP et al., 2008).

Embora a base de resisténcia a antimicrobianos ainda nio esteja totalmente esclarecida, ¢
provavel que varios mecanismos operem simultaneamente em biofilmes para contribuir para sua re-

sisténcia aos mesmos (MULCAHY et al., 2008).
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CONCLUSAO

Este estudo proporcionou um grande conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares que
regulam a formagao de biofilmes por P. aeruginosa. Foi verificado que a sintese do mesmo ¢ um processo
complexo que envolve a codificagdo de inlimeros genes, os quais culminam com a formagao de compostos,
proteinas e ainda fatores de viruléncia que garantem um maior potencial de patogenicidade ao biofilme.

Deste modo, um profundo entendimento dos mecanismos moleculares ¢ fundamental para
criar formas que bloqueiem a codificagdo dos referidos genes ou ainda pode ser utilizada para desen-
volver compostos antagonicos que mimetizem a acao dos fatores de viruléncia, causando alteragdes
na estabilidade dos biofilmes. Isso pode representar um importante progresso na erradicagdo e pre-
vengao de biofilmes ao elucidar formas de tornéd-los mais suscetiveis tanto a acdo do sistema imune

quanto pela redugao da tolerancia aos antimicrobianos convencionais.
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