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RESUMO

Os biofilmes séo agregados microbianos complexos que representam risco a satde porque
inimeros patdgenos sdo capazes de colonizar superficies bidticas e abidticas, conferindo
a estes microrganismos, maior resisténcia a antibiéticos e outros agentes antimicrobianos.
Além disso, os biofilmes sdo responsaveis por perdas na inddstria, bem como pelo
processo de biodeterioragéo de diferentes materiais. VVisando formas de inibir ou erradicar
biofilmes, diferentes métodos sdo propostos, incluindo a associacdo entre eles. Esta
revisdo foi elaborada por discentes de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
da UFPB, como trabalho final da Disciplina “Biofilmes microbianos” e traz exemplos e
perspectivas de tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos no controle destas estruturas.

Palavras-chave: prevencao em saude, susceptibilidade microbiana, remocéo de biofilme,
tratamento de superficies.

ABSTRACT

Biofilms are complex microbial aggregates that pose health risk because innumerous
pathogens are capable to colonize either biotic or abiotic surfaces, giving these
microorganisms higher resistance to antibiotics and other antimicrobial agents. In
addition, biofilms are responsible for losses in the industry, as well as the biodeterioration
of different materials. Aiming to inhibit or eradicate biofilms, different methods are
proposed, including the association among them. This review was prepared by
Postgraduate students in Cellular and Molecular Biology at UFPB, as the final work of

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.12, p. 78646-78664, dec., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

78648

the subject “Microbial Biofilms” and brings examples and perspectives of physical,
chemical and biological treatments in the control of these structures.

Keywords: health prevention, microbial susceptibility, biofilm remotion, surface
treatments.

1 INTRODUCAO

Os biofilmes sdo conglomerados microbianos sésseis, aderidos em superficies
bidticas e abioticas por meio de uma matriz celular formada por exopolissacarideos — EPS
(KIMKES e HEINEMANN, 2020). Predominantemente, esses agrupamentos Sao
compostos por diferentes espécies bacterianas (SHARMA et a., 2019) e o processo de
colonizacdo e amadurecimento de um biofilme é influenciado por fatores extrinsecos, tais
como, condi¢fes ambientais e nutricionais, bem como fatores intrinsecos, por exemplo
motilidade e sinalizacao celular (MONDS et al., 2007).

A capacidade de formar biofilme é considerado um importante fator de viruléncia
bacteriana. A primeira infeccdo humana vinculada a biofilmes foi observada na superficie
dentdria (RODNEY, 2002). Biofilmes orais sdo responsaveis por uma variedade de
doencas como o0 caso da carie dentaria, periodontite e infeccdes endodoénticas (JIAO et
al., 2019). Entretanto outros tecidos podem ser colonizados, como ja relatado no trato
urindrio e em pacientes portadores de fibrose cistica (HALL-STOODLEY e
STOODLEY, 2009). Em complemento, os biofilmes se inserem no conceito de
biorreceptibilidade, podendo levar a biodeterioracdo de diferentes materiais (DIAS et al.,
2021). As patologias observadas nesses materiais apresentam diferentes graus de
prejuizos uma vez que os biofilmes podem colonizar préteses e 6rteses (DONLAN RM,
2001), sistemas de circulacdo de dgua (OLIVEIRA et al., 2021), equipamentos industriais
(ROGERS et al., 1994) e plantas e alimentos (DANHORN e FUCQUA, 2007).

O processo de formacédo de um biofilme ocorre em cinco estagios, iniciando pela
migracdo, seguida da adesdo (que pode ser irreversivel e reversivel), colonizacao,
amadurecimento e dispersdo (VASCONCELOS et al., 2020). Ademais, cada um desses
estagios pode ser interrompido empregando diferentes métodos, fisicos (YU et al., 2020),
quimicos (BUSANELLO et al., 2018) e bioldgicos (SOUSA et al., 2010), bem como a
associacdo entre eles (SAGGU et al., 2019). Esta minirrevisdo lista alguns desses
métodos, visando o controle do crescimento de biofilmes, em termos da satde humana,

como produto ao final da disciplina sobre o tema, elaborado por discentes do Programa
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de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba,
em outubro de 2022.

2 REMOGAO MECANICA DE BIOFILMES

A limpeza mecénica mediada pelo atrito é uma das principais medidas de
eliminacdo e controle de biofilmes, tendo como finalidade, a destrui¢cdo da matriz de EPS,
expondo as camadas mais profundas do biofilme (MAUKONEN et al., 2003). Contudo,
a remocao mecanica deve ser realizada com material pouco abrasivo, visto que podem
contribuir a nova colonizacdo porque podem alterar a superficie (BASTENDORF et al.,
2021). Com isto, a selecdo do método de limpeza deve considerar o nivel de higienizagdo
desejado, bem como o custo. A remogdo mecéanica pode ocorrer de forma manual ou
automatizada, empregando diferentes métodos, como a imerséo e a pulverizacdo (SILVA
etal., 2021).

A remocdo mecanica de superficies demanda uso de agua e adjuvantes, como
sabdes e detergentes. O atrito é promovido com escovas, raspadores e outras ferramentas
(STRING et al., 2020). Atrelado a isso, a aplicacdo de forca mecanica demanda tempo e
temperatura adequados visando o melhor resultado (YUI et al., 2021). Do ponto de vista
odontoldégico, a cérie é produto da colonizagdo microbiana nos dentes e a melhor remogéo
dos biofilmes depende da escovacdo. O tipo ideal de escova é aquela dotada de cerdas
macias, de mesmo tamanho, impermedaveis a agua e fixadas em uma cabeca pequena,
disposta no mesmo angulo da haste (ZAZE et al., 2016).

Por outro lado, as remogOes mecanicas mais sofisticadas exigem médo de obra
especializada, bem como condicdes e equipamentos mais complexos, ao exemplo do uso
do ultrassom. Como vantagens dessa técnica, hd rompimento da matriz de EPS e lise
celular (JOYCE et al., 2011). Por outro lado, a exposicdo ao ultrassom pode favorecer
nova colonizagdo uma vez que o fluxo produzido, distribui os nutrientes no meio
(ARAUJO et al., 2021).

3 CONTROLE DE BIOFILMES POR ENERGIA LUMINOSA

Dentre muitos os métodos de controle de microrganismos, a terapia fotodindmica
tem se destacado como forma alternativa e de grande exceléncia nos setores industrial,
hospitalar e ambiental (PRADO-SILVA et al., 2022). A terapia fotodindmica consiste na
administracdo de um agente fotossensibilizante em uma determinada superficie e ao

sofrer a irradiacdo de um certo comprimento de onda, concomitante a presenca do
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oxigénio, o fotossensibilizante sofre excitacdo, pela absorcéo da energia emitida da fonte
luminosa e promove acdo fototdxica, devido hiperproducdo de Espécies Reativas de
Oxigénio, como superdxido, peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete (DELCANALE
et al., 2022; SARGAZI et al., 2022). Tais constituintes ocasionam danos as células
microbianas, reduzindo ou potencializando rea¢Ges bioquimicas, as quais resultam sua
destruicdo (WANG et al., 2019; POURHAJIBAGHER et al., 2019).

A escolha do agente fotossensibilizante considera o impacto no ambiente, a
superficie proposta para o tratamento, assim como o comprimento de onda a ser irradiado
e o tempo de acéo e o potencial de excitacdo do fotossensibilizante. Neste contexto o azul
de metileno e azul de toloidina sao mais explorados, contudo encoraja-se a prospec¢éo de
novas substancias, que adentrem no contexto da sustentabilidade, bem como aquelas de
origem enddgena ao microrganismo alvo (SWAMY et al., 2020).

Com o0 avanco e estacionamento da era dos antibioticos e a advento das
resisténcias microbianas, a terapia fotodinamica foi impulsionada e seus efeitos e
limitacGes cada vez mais conhecidos; sendo, até o presente momento, uma via de
inativacdo ao qual os biofilmes microbianos ndo desenvolveram mecanismos de
resisténcia totalmente conhecidos (MELO et al., 2021; MA et al., 2020;). Para 0 caso de
tratamento contra microrganismos anaerobios, a terapia fotodindmica é direcionada da
mesma forma, mas a acéo é diferente a depender do sitio ou area aplicada, dada a condigdo
de anoxia ou hipdxia (L1 et al., 2020). Nesse caso a substancia fotossensibilizante, se liga
diretamente de forma covalente ao DNA, acarretando danos consideraveis, sendo a azida
de sodio, iodeto de potassio e psoraleno alguns dos agentes utilizados nestas condi¢des
(WARRIER et al., 2021; HAMBLIN e ABRAHAMSE, 2020).

Pela caracteristica da membrana plasmatica e pela Matriz de EPS, a maioria dos
agentes fotossensibilizantes sé sdo absorvidos no comprimento de luz visivel vermelho.
Entretanto, muitos estudos tentam otimizar substancias a comprimentos menores, entre
690 a 380 nm (KIRAKCI et al., 2022). Sendo, no ultimo caso, a utilizacdo de
comprimentos abaixo de 260 nm, na faixa do ultravioleta, causando danos danos celulares
acentuados ndo somente aos microrganismos, mas também aos profissionais que
executam a técnica (HE et al., 2021; CHOI et al., 2020).
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4 EMPREGO DE AGENTES BIOCIDAS

Antibidticos e biocidas sdo agentes antimicrobianos utilizados com o objetivo de
inibir o crescimento ou eliminar células vegetativas fungos e bactérias e/ou suas formas
de esporos (GUIMARAES et al., 2010). O uso desses agentes depende da abordagem a
ser utilizada, bem como da finalidade, por exemplo, tratamento ou prevengdo. Os
antibioticos podem ter origem natural, semissintética ou sintética (ZHOU et al., 2015),
enguanto os biocidas geralmente sdo substancias inorganicas, contudo moléculas naturais
também séo estudadas (BELLO et al., 2018).

Os biocidas variam amplamente em suas estruturas quimicas e sdo utilizados nas
mais diversas areas: medicina, veterinaria, industrial, doméstica, engenharia e agronomia
(CASTRO et al., 2011). Dessa forma, os biocidas ideais devem ser biodegradaveis,
estaveis, de baixo custo, com um amplo espectro, alta toxicidade para os organismos alvo
e ndo para o organismo humano (COSTA et al., 2015).

Ao contrério dos antibi6ticos, os biocidas apresentam um mecanismo menos
especifico ao alvo, sem estar limitado ao metabolismo bacteriano, tornando-os bons
agentes antibiofilme (GILBERT et al., 2002). Os mecanismos de a¢do contra os biofilmes
envolvem dano celular, com acdo na parede, membrana plasmatica, citoplasma,
alteracbes no DNA, interacdes com grupos tiol e alteracBes irreversiveis em
macromoléculas. No entanto, a eficiéncia depende do tempo de exposic¢do e de uso, bem
como da concentracdo da substancia, atentando para questdes relacionadas a tolerancia e
resisténcia (BELLO et al., 2018). No estudo realizado por Catdo et al. (2007), a avaliacdo
de trés biocidas na limpeza de proteses dentarias com biofilmes: hipoclorito de sodio
2,25%; perborato de sodio 2% e clorexidina a 2%, os dois primeiros agentes foram mais
eficientes, reforcando-se a necessidade de associar a remocéo do biofilme, a aplicacédo de
métodos fisicos.

Neste contexto, além da associacdo do uso de biocidas outros métodos, algumas
substancias quimicas tambem podem ser introduzidas, como os antibi6ticos. Prépolis
adicionada com penicilina permitiu bons resultados em fermentadores alcodlicos
industriais, ao observar-se que houve diminuicdo das contaminagdes por microrganismos
indesejados no processo (CAETANO e MADALENO, 2011). A aplicagdo industrial de
antibidticos na funcdo de biocidas ¢ muito difundida, com destaque para a industria
alimenticia (NG et al., 2020), farmacéutica (COOK e WRIGHT, 2022), assim como de
tintas e vernizes (HOQUE et al., 2015; GLADIS et al., 2010). O uso de produtos sintéticos
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causa sérios problemas ambientais, e 0 emprego de nanoparticulas incorporadas de

bioativos naturais pode ser uma opcao mais sustentavel (SILVA et al., 2022).

5 BIOATIVOS QUORUM QUENCHING

Para entender o fenébmeno denominado por Quorum Quenching (QQ) é importante
definir inicialmente o Quorum Sensing (QS). O QS é um processo pelo qual células
microbianas identificam e respondem a presenca de outras em regides circunvizinhas.
Essa identificacdo ocorre pela producéo, secrecdo e assimilacdo de compostos de baixa
massa molecular, produzidos em concentragdes basais, chamados de autoindutores
(HOANG et al., 2022).

O sistema QS ¢ baseado na producdo, liberacédo e detec¢do de sinalizacdo quimica
dos autoindutores. Essas moléculas se acumulam no local até atingir um certo limiar,
quando véo interagir com 0s receptores para ativar e/ou alterar a expressdo de genes. Este
processo d& aos microrganismos produtores, a capacidade de adaptacdo em diversos
ambientes, apenas regulando 0s seus genes responsaveis por uma série de fendtipos, tais
como motilidade, fatores de viruléncia, producdo de metabdlitos com acdo de antibiose,
transferéncia de material genético por transformacdo e conjugacdo, e formacdo de
biofilmes (REINA, 2021; PALUCH et al., 2020).

Muitos microrganismos, especialmente bactérias Gram-negativas, realizam QS
(BRIDGES e BLASSER. 2019), mas este fendbmeno também ja foi descrito em Gram-
positivos (MONNET e GARDAN, 2015) e fungos (MEHMOOD et al., 2019). As
bactérias Gram-negativas sdo as mais estudadas, Pseudomonas aeruginosa, é considerada
um modelo e produz o autoindutor AHLSs, sintetizado pela enzima LuxL que ativa o
receptor LuxR. Outros pares de enzimas receptores sdo encontrados na bacteéria,
Lasl/LasR e RhI/RhIR. Por outro lado, Gram-positivas usam sinais de oligopeptidicos
curtos e sistemas de 2 componentes, que consistem em receptores de quinases ligados a
membrana e fatores de transcricdo citoplasmaticos. Staphylococcus aureus é a bactéria
modelo e possui o0 sistema agr com producdo do autoindutor Al-2, que também se
relaciona & indugédo da formacéo de biofilme e demais fatores de viruléncia (YU et al.,
2012).

Por outro lado, metabolitos secundarios microbianos e vegetais tém a propriedade
de inibir o QS, fendmeno conhecido por QQ (CAMELE et al., 2019). O QQ pode estar
relacionado a competicdo do sitio de ligacdo do autoindutor ao receptor, bem como a

degradacdo do autoindutor ou inibicdo de sua sintese (MIRZAEI et al.,, 2022;
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SIMUNOVIC, et al. 2020). Como a formacéo de biofilme também ¢é atrelada a sinalizacio
celular, 0 QQ é uma perspectiva para tratamentos antibiofilmes, bem como possivel
caminho do delineamento para futuros antibioticos, baseado no problema emergente da
multirresisténcia (FETZNER, 2015).

Existe uma gama consideravel de meios de inibicdo dos autoindutores,
principalmente: moléculas, enzimas, compostos e ion metalicos, especialmente ouro,
prata e titinio (ESCOBAR-MUCINO et al., 2022). Como exemplo, a metalo-p-lactamase
extraida da Andrographis paniculata (creta-verde) atua principalmente na expressao do
gene LasR, inibindo consideravelmente a formacdo do biofilme em P. aeruginosa,
linhagens PA247 e PA22 (LIM et al., 2021).

Moléculas AHL acilases e AHL oxiredutases também exibem propriedades
inibitérias da expressdo génica, sendo a primeira relacionada a alteracdo do
funcionamento de diversos genes, enquanto a segunda molécula altera a transcri¢do de
genes responsaveis pela producdo de piocianina, importante fator de viruléncia de P.
aeruginosa (DONG et al., 2018).

Com o aumento do nimero de pesquisas com moléculas com propriedades anti-
QS, muito fitoterapicos foram prospectados, sendo os 6leos essenciais, objetos de
diferentes abordagens. Por exemplo, as folhas de Cinnamomum spp. sé&o ricas em linalol
e eucaliptol, cujas concentracBes mais altas estdo relacionadas a perturbacgdo da regulacdo
da sintese da acil-homoserina lactonas (AHL) e do regulador (cviR), inibindo a expressédo
de genes de viruléncia: VioA, VioB, VioC, VioD, VioE, LasA, LasB, piE3 e hmsHNFR
de C. violaceum e dos genes dos autoindutores no sistema LuxL e LuxR de P. aeruginosa
(WANG et al., 2019).

Por outro lado, os sistemas anti-QS podem ser inibidos com ions metalicos
nanoencapsulados, em especial, ouro, prata e titdnio. Nanoparticulas de prata (AgNPs)
bloqueiam a biossintese de moléculas sinalizadoras da via LasL/Rhll em P. aeruginosa.
As AuNPs complexado com AHL se mostrou eficaz contra Proteus ssp., por um
mecanismo que degrada o autoindutor C6-HSL (N-hexanoil-L-homoserina lactona),
levando a incapacidade da molécula ligar-se ao receptor, resultando a inibicdo da
expressao de genes de autoindutores. Ja contra P. aeruginosa, a nanoparticula demonstrou
diminuir a produg&o de piocianina, enquanto o titanio, na sua forma TiO2 ou complexado
a AgNPs, potencializou o efeito (HAYAT et al., 2018).
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6 REMOCAO ENZIMATICA

A composicao do EPS difere entre os biofilmes de espécies distintas, ao exemplo
do alginato em Pseudomonas aeruginosa, até celulose em Salmonella typhimurium e isto
encoraja a prospec¢do do uso de enzimas que participem da degradacéo especifica dessa
matriz polimérica (LEDEBOER e JONES, 2005). As enzimas apresentam potencial de
erradicar biofilmes ja formados atuando na desintegragdo do EPS e com isso,
compreende-se que a funcdo dessas enzimas nao sao necessariamente inibir o crescimento
bacteriano, mas sim perfurar a estrutura do biofilme promovendo uma ruptura enzimatica
na matriz, sendo esta metodologia, potencialmente Util quando em associacdo com
agentes antimicrobianos (TRENTIN et al., 2013), uma vez que a maioria dos biofilmes é
de 100 a 1000 vezes mais impermedveis a antibioticos (BORGES et al., 2022).

Neste contexto, algumas enzimas ja foram identificadas no processo de ruptura de
biofilmes. A proteinase K é uma enzima atua no grupo carboxilico de aminoacidos e é
importante no processo de degradacdo das proteinas presentes no EPS. Além disso,
baseado no fato que o DNA externo (e-DNA) desempenha um papel na formacéo e
estabilidade mecéanica do biofilme, a associacéo de proteinase K e DNase | promove um
efeito redutor significativo na contagem microbiana de algumas espécies organizadas em
biofilme (KARYGIANNI et al., 2020).

As alginato liases sdo enzimas produzidas por diversos microrganismos e
participam da despolimerizacdo do alginato durante o estagio da dispersdao (GUPTA et
al., 2011). O emprego de alginato liases tem por objetivo a ruptura da matriz do biofilme,
dificultando seu desenvolvimento, bem como destruindo as estruturas ja constituidas,
especialmente no combate a Pseudomonas aeruginosa (ALKAWASH et al., 2006).

Jaadispersina B, é uma N-acetilglucosaminidase que pode tanto inibir a formacéo
de biofilmes, como também erradica-los (ROY et al., 2018). A enzima participa das
reagdes de fragmentacdo do polimero, em mondmeros de N-acetilglicosamina, substancia
polissacaridica que favorece a agregacdo de células bacterianas e possui conteddo
variavel no EPS (DI MARTINO, 2018). Em complemento, a influéncia da dispersina B,
quando associada com antibidticos, potencializa a reducdo da estabilidade do biofilme,
fazendo com que a enzima possa ser um adjuvante nos tratamentos antibiofilme (TURK
etal., 2013).
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7 APLICA(;AO DE ORGANISMOS ANTAGONISTAS

Antagonistas sdo definidos como microrganismos que atuam no controle do
crescimento de outros microrganismos em determinados ambientes. Este controle é
regulado por uma série de eventos e mecanismos, de forma que antagonistas representam
um importante no controle biolégico (ZAPIEN-CAMPOS et al., 2015).

O uso de antagonistas é bem descrito na aplicacdo agricola (FONTES,
VALADARES-INGLIS, 2020; BONIN et al., 2019), bem como na aquicultura
(TAVARES et al., 2016; MIAN et al., 2009). Enquanto na agricultura sdo empregadas
espeécies inimigas naturais de certos fitopatogenos (LACEY e SHAPIRO-ILAN, 2003),
bactérias A&cido-lacticas sdo propostas para a aquicultura. Tais bactérias exibem
caracteristicas-chave, por exemplo, a fermentacdo de carboidratos, pela qual resulta a
producdo de acido lactico. Além disso, a capacidade de persistir em ambientes mais
causticos faz com que bactérias formem biofilmes, competindo e assumindo espacos
preenchidos por patdgenos e com isso, inibindo seu desenvolvimento (CHIZHAYEVA
etal., 2022).

As bactérias acido-lacteas e seus metabolitos podem também ser aplicadas na
producdo de queijo artesanal, que dispensam as boas praticas industriais e ndo utilizam
agentes conservadores. Os biofilmes de patdgenos, tais como Escherichia coli e Listeria
monocytogenes podem se desenvolver nos materiais envolvidos na producdo do queijo,
representando risco a saude, contudo, produtos das bactérias acido-lacteas demonstram
atividade por meio de fendmenos associados a antibiose, e durante o processo de
fermentacdo, os biofilmes formados ainda colaboram para a preservacao da qualidade do
queijo (AL-GAMAL et al., 2019).

As relagdes antagbnicas microbianas envolvem a producdo de metabolitos
secundarios, bem como enzimas. Neste contexto, a selecdo de potenciais antagonistas
deve atender certas caracteristicas, por exemplo, estabilidade genética, efetividade sob
baixas concentracdes, capacidade de manutencdo em ambientes hostis e ndo oferecer
riscos ao ambiente (KOPSKEY et al., 2021). O mecanismo de a¢do do controle biolégico
nos biofilmes maduros ou naqueles em formacao, pode ocorrer de diferentes formas, tais
como, supressdo da atividade QS por meio da introducdo de organismos antagonistas
(CIRIC et al., 2019), predagio (WUCHER et al., 2021), ruptura do biofilme por espécies
antagonistas (FUJIMOTO et al., 2018), dentre outras.
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8 PERSPECTIVAS

A tentativa de erradicagdo de biofilmes passa por diferentes estratégias, sendo a
frente contra os sistemas de comunicacdo celular, um dos objetos de estudo mais
divulgados (SINGH et al., 2017). Contudo, novos horizontes sdo propostos e vém sendo
reportados como alternativas para a remocao de biofilmes, por exemplo, uso de peptideos
antimicrobianos (OVERHAGE et al., 2008), tensoativos quaternarios de aménio
(JENNINGS et al., 2014), lipideos antimicrobianos (SUN et al., 2016), compostos
anfifilicos (WOOD et al., 2013), compostos redox ativos, tais como fenazinas
(GARRISON et al., 2015) e nitroxidos (VERDEROSA et al., 2019), que trazem

vantagens comparado ao uso de 6xido nitrico.

9 CONCLUSAO

Os biofilmes sdo estruturas muito complexas, largamente difundidas em
praticamente todos os ambientes. Por vezes representam a biodeterioragéo de diferentes
materiais, causando prejuizos econdémicos significativos, bem como representando riscos
quando se trata de biofilmes de microrganismos patogénicos. Os biofilmes apesar de
resistentes, ndo sdo infaliveis e alguns métodos podem ser empregados no seu controle.
Dos mais simples como a remog¢do mecanica, até a compreensdo de relacfes ecoldgicas
e moleculares que podem representar as frentes futuras do combate e erradicacdo dos
biofilmes. Contudo, presa-se por aplicar estratégias de controle voltada as associacfes de

tratamentos fisico-quimicos com bioldgicos.
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