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RESUMO

Os microrganismos nem sempre vivem de forma livre e isolada, muitas espécies buscam se
agrupar em um conglomerado e se aderir a uma superficie. Denomina-se biofilme os seres
microbianos que, ao fazerem isso, liberam substancias poliméricas extracelulares (EPS) e
ficam envolvidos em uma matriz cheia de compostos extracelulares. Essas substancias
favorecem a adesdo destes microbios a superficies, proporcionam a sua multiplicacdo e
maturacdo, atuam como reservas energéticas e prote¢do contra agentes externos, entre outras
fungdes. No caso de microrganismos bacterianos, o biofilme cria um cenério perfeito para a
sua proliferacdo. A EPS protege as bactérias da acdo antibiotica, permitindo sua sobrevivéncia
e adaptacdo e tornando seu tratamento muito mais desafiador. Dentre as bactérias que
produzem biofilme existe um grupo seleto conhecido como “ ESKAPEE”. Acronimo para
sete bactérias capazes de “escapar” de agentes antimicrobianos e que sdo as principais
causadoras de infecgdes bacterianas hospitalares. Nessa monografia, foi feita uma reviséo
bibliografica sobre biofilmes bacterianos com enfoque nas ESKAPEE e com o intuito de
elucidar as partes mais importante deste tema, juntamente com informacdes a respeito das
principais substancias que compde o biofilme delas e quais enzimas ja sdo conhecidas pela
capacidade de degrada-los.

Palavras-chave: Biofilme; ESKAPEE; Degradacdo Enzimatica; Resisténcia

Bacteriana; Exopolissacarideos; EPS



ABSTRACT

Microorganisms do not always live freely and isolated, many species seek to group together in
a conglomerate and adhere to a surface. Microbes that, when doing so, release extracellular
polymeric substances (EPS) and become involved in a matrix full of extracellular compounds
are called biofilms. These substances facilitate the adhesion of these microbes to surfaces,
promote their multiplication and maturation, act as energy reserves, act as protection against
external agents, among other functions.When these microbes are bacteria, the EPS creates a
dangerous scenario for their proliferation because it can protect bacterial colonies from
antibiotic action, allowing them to adapt and become much more difficult to treat. Among the
bacteria that produce biofilm, there is a group named “ESKAPEE”. It is an acronym for seven
bacteria capable of “escaping” antimicrobial agents and which are the main causes of
hospital-acquired bacterial infections. In this work, a bibliographical review was carried out
on these subjects with the objective of elucidating the key parts of the mentioned themes,
together with information regarding the composition of the main substances of ESKAPEE
biofilms, and which enzymes are already known for their ability to degrade them.

Keywords: Biofilm; ESKAPEE; Enzymatic Degradation; Bacterial resistance;

Exopolysaccharides; EPS
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Introducéo

Os microrganismos podem ser encontrados na natureza em duas formas principais de
existéncia: a plancténica de vida livre, e a séssil. Ao se aderir permanentemente a uma
superficie e se envolver em uma matriz extracelular composta de diversas substancias
poliméricas, tomam o nome de biofilme (Vu, 2009; Donlan, 2002). Embora diversos
microrganismos possam secretar essas substancias e serem classificados como biofilmes, os
bacterianos sdo particularmente perigosos. 1sso se deve ao fato das matrizes extracelulares
possuirem mdaltiplas funcionalidades que atuam na protecdo das células e na futura
reproducdo e dispersdo das colbnias de bactérias (Charron, 2013; Donlan, 2002; Flemming,
2010). Assim permitindo com que essas bactérias resistam a acgdo antibiotica e possam se
adaptar a novos agentes antimicrobianos. Elas possuem também capacidade de passar essa
resisténcia adiante, e isso torna possivel o surgimento de superbactérias, bactérias capazes de
resistir a multiplas acdes antibacterianas (Blair, 2014; Collignon, 2019). Dentre as bactérias
produtoras de biofilmes existe um grupo denominado ESKAPEE, um acrénimo para as
principais espécies de bactérias causadoras de infeccGes hospitalares: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter sp. e Escherichia coli (Mulani, 2019; Pendleton, 2013). Existem
varias alternativas para dispersar esses biofilmes, mas uma que demonstra grande futuro é a
degradacdo enzimatica, visto que as principais substancias contidas nos biofilmes dessas
bactérias ja foram caracterizadas. A acdo enzimatica corrobora com o desmantelamento da
matriz extracelular e permite que o antibiotico acesse com sucesso as colonias bacterianas
(Ramakrishnan et al, 2022).

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo da literatura acerca de biofilmes
bacterianos. Com enfoque nos produzidos pelo grupo de bactérias ESKAPEE.

1. Biofilmes microbianos

Em 1940, Heukelekian e Heller descobriram que o crescimento e a atividade de
microorganismos marinhos eram mais elevados quando estes estavam aderidos a uma

superficie. Ja em 1943, Zobell, também em um estudo sobre vida marinha, descobriu que
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havia muito mais micrébios associados ao solo e outras superficies do que no meio aquoso
que os cercava. Essas descobertas deixaram evidente que o desenvolvimento de bactérias
dentro de uma coldnia é essencial para sua sobrevivéncia e mais comum do que se imaginava
(Davey, 2000).

No século XVII, Van Leeuwenhoek observou em microscopio microorganismos
aderidos a superficie da raspagem de sua prépria denticdo, se tornando a primeira observacdo
deste caso, e posteriormente em 1978 o observado foi denominado por Bill Costerton como
“biofilme”(Chandki et al, 2011). Denomina-se biofilme o conjunto de microrganismos que
entram definitivamente na fase séssil ao se aderir a uma superficie bidtica ou abidtica, sendo
protegidos por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Essa matriz é
composta principalmente por polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA extracelular. A EPS
mantém as células do biofilme préximas e sedentarias, conferindo ao coletivo diversas
vantagens como por exemplo: reservas de energia, alta atividade enzimatica extracelular e
protecdo contra ambientes hostis e agentes externos, como por exemplo antibioticos e o
sistema imune dos hospedeiros (Verderosa, 2019; Vu, 2009; Donlan, 2002).

Em biofilmes de bactérias, essa protecdo é tdo eficiente que pode aumentar a
necessidade de certos antibioticos em até mil vezes, devido a barreira fisica e a inativacéo
enzimatica dos farmacos combinados com taxas metabdlicas reduzidas em muitas células
associadas aos biofilmes. Essa protecdo € atrelada ao biofilme em si, visto que bactérias que
apresentam tolerancia a certos antibioticos quando em um biofilme se mostram suscetiveis ao
mesmo quando dispersas de seu estado. A matriz também atua como um meio de reciclagem
de nutrientes, onde os produtos metabolicos e componentes residuais de células que sofreram
lise ficam armazenados para poderem ser futuramente utilizados (Fleming, 2017; Verderosa,
2019; Charron, 2023).

1.1 Formacéao de um biofilme microbiano

A formacdo de um biofilme passa por diversas fases até atingir o estado definitivo.
Inicialmente, as células planctdnicas, de vida livre, se juntam e se aderem a uma superficie e
passam a viver em uma colbnia séssil, na qual comegcam a se encapsular com o0s primeiros
vestigios de excrecdes de EPS. Nesta fase, ainda é possivel que elas retornem a fase de vida
livre, pois ainda ndo estdo fortemente ligadas. Ja no segundo estagio, as células comecam a
secretar exacerbadamente as EPS, o que juntamente com outras ferramentas de adesdo, as
tornam irreversivelmente ligadas a superficies, levando ao acumulo de células juntamente

com a criacdo da matriz extracelular. Depois disso, comeca a formagdo de multicamadas na
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matriz, desenvolvendo micro coldnias separadas por redes de canais por onde passa agua, e
levando ao amadurecimento do biofilme. No quarto estagio, o biofilme j& esta completamente
amadurecido e possui tantas camadas que ja é considerado uma coldnia tridimensional. Por
fim, na quinta fase, a comunidade principal secreta micro colonias para se aderirem em outras
superficies. Esses processos se aplicam a maioria dos biofilmes de vida séssil, isto &,
biofilmes que ndo se deslocam por conta do meio em que vivem (Verderosa, 2019; Stoodley,
2002).

1.2 Composi¢do da matriz extracelular de biofilmes microbianos

A matriz do biofilme é composta em maioria por agua, podendo chegar até 97% de sua
composicdo (Zhang, 1998). Apesar disso, as EPS sdo as principais responsaveis pela
existéncia e estrutura dos biofilmes, suas fungdes incluem auxiliar no processo de adesao as
superficies, até a etapa final, onde se define toda arquitetura da col6nia. A sua composicédo
varia tanto entre diferentes espéecies de microrganismos como também entre cepas de mesma
espécie bacteriana, alterando suas propriedades fisicas e quimicas, variando também a eficacia
de cada uma das func¢6es da matriz (Flemming, 2010).

Composta principalmente por polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA, a EPS
corresponde de 50 a 90% de toda a matéria organica do biofilme (Flemming, 2000; Donlan,
2002). Majoritariamente ela € composta por diversos polissacarideos (PS), e eles representam
a maior parte da massa que a compde, ao ponto que a sigla “EPS” costumava ser uma sigla
para exopolissacarideos em literaturas mais antigas antes de se descobrir a presenca e
importancia dos outros constituintes. Essas substancias presentes sdo responsaveis tanto pela
formacdo de sua estrutura, como também aumentam significativamente a sua adesdo a
superficie, esta ultima associada com crescimento do biofilme (Harimawan, 2016).

1.4 Funcionalidades da matriz extracelular

Os PSs, em biofilmes bacterianos, juntamente com as proteinas e 0 DNA atuam na
formacdo do biofilme, principalmente nas etapas de adesdo e maturacdo mencionadas
anteriormente, que configuram a caracterizacdo das colénias como um biofilme (Flemming,
2010). Quando se fala sobre EPS € imprescindivel a mencdo da sua funcdo como barreira
protetora em biofilmes bacterianos (Charron et al, 2023). Alguns estudos chegam até a
demonstrar a capacidade da EPS de proteger contra fatores ambientais como a umidade,
através de uma camada protetora contendo uma proteina anfifilica na matriz (Kovacs et al,
2012). Outras funcBes que lhes sdo atribuidas dentro de um biofilme sdo adsorcdo de

compostos organicos ou inorganicos onde, por exemplo, Zeng (2019) demonstrou que em
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algumas variacGes de composicdes, a matriz foi capaz de proporcionar resisténcia a metais
pesados para a colnia. As proteinas nos biofilmes também possuem atuacdes importantes
embora sejam menos numerosas e significativas do que os PS. Elas atuam principalmente nas
etapas de adesdo, coesdo e formacdo estrutural do biofilme, e em bactérias também
contribuem para a atividade enzimatica extracelular, favorecendo a “digestao” de
macromoléculas externas que adentram a EPS e facilitando a 5 etapa onde microcol6nias se
separam da arquitetura principal para se aderir a novas superficies (Flemming, 2010). Os
compostos da EPS também agem como reservatorio de nutrientes tanto para a colénia quanto
para outros seres vivos, um exemplo é a simbiose do biofilme entre microalga e bactérias
(clorelas e pseudomonas) muitas vezes utilizadas em tratamentos de &guas residuais devida a
alta eficiéncia na sua capacidade de retirar e adsorver nutrientes do meio com baixo consumo
energético e emissdo de dioxido de carbono. A EPS guarda os nutrientes e media a transicao
destes entre as duas espécies presentes no biofilme além de promover cooperagdo entre
bactérias e algas devido a producédo de oxigénio pelas microalgas que promove um aumento
da taxa metabdlica das bactérias, resultando numa producdo ainda maior de EPS no biofilme
(TANG, 2021). Outro exemplo é o biofilme de Penium margaritaceum, uma alga verde que
produz grandes quantidades de EPS rica em PS que servem de substrato para bactérias
heterotréficas (Domozych, 2005).

2. Bactérias

Bactérias sdo, com poucas excecOes, organismos unicelulares em que cada celula
compdem um dnico individuo. S&o desprovidos de membrana nuclear, portanto seu material
genético fica livre no citoplasma, concentrado em uma regido chamada de nucledide
(Thanbichler, 2005; Claessen, 2014). Elas sdo encontradas por todo o planeta e vivem nos
mais variados tipos de habitat e, apesar de serem organismos considerados simples, sdo
notaveis pelas suas habilidades em adaptacdo, resisténcias e rapida multiplicacdo (Baker-
Austin, 2007; Jeong, 2020).

As bactérias possuem um DNA complementar extracromossémico presente em seu
citoplasma, denominado plasmideo. Este DNA € responsavel por muitas das suas principais
habilidades, como conferir resisténcia a antibidticos e outros agentes hostis as bactérias
(Kado, 2014). Quanto a sua morfologia, bactérias podem assumir mais comumente 0S
seguintes formatos, que sdo determinados pelo seu DNA: cocos, bacilos, vibrido e espiral.
Quando se amotinam, elas podem assumir diversos agrupamentos sendo eles: diplococos,

estreptococos, estafilococos, sarcinas, diplobacilos e estreptobacilos (Claessen, 2014; Yang,
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2016; Dusenbery, 2009).

A membrana celular das bactérias € principalmente formada por fosfolipidios. Na
parte mais externa, elas apresentam uma composicdo a base de peptideoglicanos, que séo
cadeias de ligacBes entre poli ou monossacarideos e peptideos (Slonczewski, 2013). Essa
composi¢do permitiu a penicilina no passado ser muito eficiente no combate as bactérias,
através da inibicdo da sintese dessas substancias (Drugbank, 2019; Yocum, 1980).

Essa mesma membrana celular serviu para a criagdo de uma das principais formas de
classificacdo de bactérias: a Gram. Bactérias Gram-positivas tipicamente apresentam uma
parede celular mais grossa, composta de multiplas camadas de peptideoglicanos. Ja as Gram-
negativas apresentam poucas camadas, porém envoltas por uma segunda camada lipidica
contendo lipoproteinas e lipopolissacarideos, tornando-as mais resistentes a antibioticos
(Kapoor, 2017; Hugenholtz, 2002).
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Figura 1 - Acima, uma representacdo didatica de uma parede celular de uma bactéria gram positiva onde é
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possivel observar sua parede celular mais grossa composta de peptidoglicanos. Embaixo uma parede celular de
uma bactéria gram negativa mostrando sua maior complexidade e a segunda camada lipidica. Fonte: TORTORA,
2016.

2.1 Resisténcia bacteriana e acdo antibidtica

A principal forma de combate a infecgdes bacterianas sdo os antibioticos, descobertos
pela primeira vez com a penicilina em 1928 por Alexander Fleming, uma substancia
produzida por um fungo do género Penicillium, capaz de matar bactérias causadoras de

doenca sem danificar células animais (Hare, 1982). O mecanismo de ac¢éo da Penicilina inibe



14

uma transpeptidase bacteriana responsavel por catalisar o processo final na sintese da parede
celular. Sem a parede celular, a bactéria fica vulneravel ao meio externo, o que resulta em sua
morte. Ao mesmo tempo, as células animais, que ndo possuem parede celular, permanecem
intactas frente a exposicdo a essa substancia (Yocum, 1980).

Todos os diferentes mecanismos de acdo de antibidticos, de uma maneira ou outra,
atuam incapacitando uma funcdo célular vital das bactérias, mas, apesar do enorme sucesso
dos antibi6ticos como agentes terapéuticos no momento do seu surgimento, apds algumas
décadas a eficiéncia dessa terapia diminuiu, com o surgimento de “superbactérias” que
apresentavam resisténcia aos seus mecanismos de agdo (Monroe, 2000).

Outros mecanismos de acdo de antibiéticos sdo classificados de acordo com a funcéo
celular vital que eles visam interromper. Suas categorias sdo: Antibioticos de parede celular,
Inibidores de biossintese proteica e Inibidores de replicacdo do DNA (Kapoor, 2017).

A fenomenal capacidade de cepas bacterianas de adquirir resisténcia a determinados
antibioticos é proveniente do processo de selecdo natural. Quando ocorrendo em ambientes
naturais, essas bactérias podem passar por processos de mutagdo espontanea que as levam a
adquirir caracteristicas diversas ao acaso. Essas caracteristicas podem ser benéficas, neutras
ou prejudiciais a sobrevivéncia e reproducdo da bactéria. Porém, em vista da pressao seletiva
exercida pelo meio, as caracteristicas mais vantajosas para a bactéria sdo selecionadas e
reproduzidas nas novas geracoes, conforme a coldnia cresce (Manyi-Loh, 2017).

Quando o meio exercendo pressao seletiva é um paciente humano recebendo drogas
antibioticas, o resultado é a selecdo das bactérias que possuem mecanismos capazes de resistir
ao antibidtico a qual elas estdo sendo expostas. Essas bactérias entdo se reproduzem, tornando
a infeccdo resistente ao tratamento e, portanto, mais perigosa para o paciente. Por exemplo,
algumas bactérias podem apresentar mutacbes que alteram suas proteinas ligantes a
penicilina, o que acaba por reduzir sua acdo, e, portanto, caracteriza resisténcia a este
farmaco. Caso essa mutacdo ocorra em um ambiente em que um paciente estd tomando
penicilina, esta seria uma caracteristica vantajosa que poderia entdo ser selecionada, gerando
toda uma populacéo de bactérias resistentes a este antibiético (Blair, 2015).

Este cenario é preocupante pela frequéncia com que estes medicamentos sdo
prescritos, muitas vezes desnecessariamente, além do uso indevido feito pelos pacientes, o
que propicia condicOes favordveis para o surgimento de superbactérias. Além disso, 0 uso
exagerado de antibioticos na indUstria agropecudria, que visa manter a satde dos animais em

fazendas de larga escala e de alta produtividade, pode levar ao surgimento de superbactérias,
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que posteriormente podem vir a infectar humanos (Summers, 2006; Collignon, 2019;
Pendleton, 2013).

Outros mecanismos de resisténcia incluem, mas ndo se limitam &: alteragdo na
permeabilidade da membrana, impedindo que haja contato do antibiético com o seu alvo de
acdo; inativacdo do antibidtico por modificacdo ou degradacdo enzimaética; alteracdo do sitio
de ligacdo com o antibiotico e efluxo das moléculas antibidticas para fora da bactéria
(Kapoor, 2017).

Além da resisténcia intrinseca de determinado antibidtico vinda de mutacfes nos
cromossomos e passadas adiante hereditariamente para as subsequentes geracGes de bactérias,
também pode ocorrer a transferéncia horizontal de genes através de um dos processos de
transformacéo, transducdo e conjugacdo. Através desses mecanismos, resisténcias antibioticas
podem ser passadas entre populagdes de bacterias, mesmo entre as que possuem relacéo
taxonémica distante entre si. A transferéncia por transformacdo tem inicio quando a bactéria
doadora libera uma parte de seu DNA, seja intencionalmente como parte do seu ciclo celular,
ou ndo intencionalmente, quando a célula sofre lise, e pode ser englobado por bactérias
adjacentes e utilizado ou para nutricdo ou entdo passa a integrar o genoma da bactéria
receptora através de recombinacdo homdéloga (Burmeister, 2015)

O processo de transformacdo depende da proximidade taxondmica das bactérias
doadoras e receptoras, uma vez que fragmentos ndo homdlogos ndo poderiam se recombinar.
O processo de transdugdo, por sua vez, ocorre mediado por virus bacteriofagos que se
integram ao material genético do hospedeiro e o levam a outro hospedeiro quando eles se
replicam, alterando seu DNA. Desta forma, é possivel que um bacteriéfago carregue um gene
de resisténcia antibiotica de uma bactéria para outra (Summers, 2006)

Outro método de transferéncia horizontal, a conjugacdo, ocorre através da
transferéncia de fragmentos, costumeiramente circulares, de DNA de fita dupla denominados
plasmideos, que podem passar uma Unica fita do seu DNA da bactéria doadora para a
receptora através de uma estrutura denominada pilus, ou entdo ser inteiramente transferido e
se replicar no plasma celular do seu receptor da mesma forma que fazia no doador, devido ao
seu carater auto replicante. Desta forma, os plasmideos podem conferir expressdo de
moléculas distintas das que ocorrem naturalmente na bactéria receptora, incluindo aquelas que
conferem resisténcia a antibidticos (Soucy, 2015).

2.2 ESKAPEE

O acronimo ESKAPEE é formado pelos nomes cientificos de sete bactérias:
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Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp. e Escherichia coli (Mulani, 2019;
Mahmood, 2016).

Esse grupo é composto tanto de bactérias Gram Negativas, quanto Gram Positivas e é
considerado de alta relevancia médica por ser altamente virulento e patogénico devido a sua
elevada resisténcia a maltiplas drogas (MDR), incluindo antibiéticos (Mulani, 2019; Santajit
2016).

As ESKAPEE sdo tidas como oportunistas, pois sdo encontradas naturalmente no
ambiente (solo, agua) e também na microbiota humana e de outros animais, mas podem
causar infecches direta ou indiretamente em pacientes hospitalizados, através da
contaminacdo de superficies, objetos e das mdos (CDC, 2019; Santajit, 2016; Taylor, 2020).

A resisténcia a antibioticos deste grupo se da principalmente pelo uso incorreto e
exacerbado de antibioticos nos setores clinico, animal e da agricultura (Collignon, 2019). Em
especial, quando doses sub-0timas sdo prescritas ou quando 0s pacientes ndo seguem o0
tratamento de forma adequada, cepas de bactérias resistentes podem ser naturalmente
selecionadas. Essa resisténcia pode ser também transmitida horizontalmente a outros
patdgenos, o que é especialmente relevante em ambientes hospitalares, onde as bactérias séo
constantemente expostas a antibidticos e podem compartilhar resisténcias com aquelas que
ainda ndo as desenvolveram (Pendleton, 2013).

2.2.0 Enterococcus faecium

As Enterococcus faecium sdo bactérias Gram positivas do género Enterococcus
comumente encontradas no trato gastrointestinal de humanos e de outros animais (Ryan,
2004; Willem, 2017). Geralmente, essas bactérias sdo indcuas e coexistem como parte da
microbiota de outros organismos, porém, também podem ser patogénicas e estdo relacionadas
a doencas como meningite e endocardite. Além disso, podem causar infecgdes sanguineas e
do trato urinario, em especial as infec¢cdes decorrentes de feridas causadas por cirurgias e pelo
uso de catéteres, devido a sua capacidade de formar biofilmes (Mascini, 2006; Mahmood,
2016).

As E. faecium patogénicas desenvolveram resisténcia antibidtica a maltiplas drogas,
mas existem cepas especialmente resistentes a vancomicina (Agudelo, 2014; Mascini, 2006).

2.2.1 Staphylococcus aureus

As Staphylococcus aureus sdo bactérias Gram positivas do filo Bacillota comumente

encontradas no trato respiratorio superior e na pele. Embora essas bactérias sejam parte da
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microbiota humana, elas podem se tornar patégenos oportunistas, infectando principalmente
feridas na pele e as vias respiratorias, causando pneumonia e sinusite (Masalha, 2001; Schenk,
2016; Mahmood, 2016).

As S. aureus produzem uma série de enzimas que auxiliam na resisténcia a drogas,
como a beta-lactamase, além de diversas exotoxinas relacionadas a doengas como a sindrome
do choque séptico (Dinges, 2000; Pendleton, 2013). Assim como as E. faecium, elas também
sdo capazes de produzir biofilmes, o que faz com que elas possam se aderir a implantes
medicos e cosméticos (Archer, 2011).

2.2.2 Klebsiella pneumoniae

As Klebsiella pneumoniae sdo bactérias Gram negativas do tipo bacillus comumente
encontradas no solo e na microbiota da boca, pele e intestinos humanos. Quando inaladas,
podem causar pneumonia, mas também estdo relacionadas a infec¢BGes sanguineas e do trato
urinario. Devido a sua capacidade de formar biofilmes, também podem se aderir a implantes
médicos, sendo especialmente responsaveis por pneumonias associadas ao uso de
ventiladores. Porém, o biofilme também faz com que ela seja resistente a fagdcitos, pois ele
permite que elas se grudem fortemente a outras células. (Pendleton, 2013; Postgate, 1998;
Mahmood, 2016)

Além disso, as K. pneumoniae sdo especialmente capazes de realizar transferéncia
horizontal de genes conferindo adaptabilidade adicional (Pendleton, 2013).

2.2.3  Acinetobacter baumannii

As Acinetobacter baumannii sdo bactérias Gram negativas do tipo coccobacillus
encontradas quase que exclusivamente em ambientes hospitalares, o que resultou no
desenvolvimento de resisténcias a todo tipo de antibioticos conhecidos. Elas sdo capazes de
sobreviver em diferentes condicdes de pH, temperatura, niveis de nutrientes e umidade, além
de produzirem biofilme, o que permite que se fixem em superficies artificiais por longos
periodos de tempo (Lin, 2014; Pendleton, 2013; Espinal, 2012).

As principais doencas causadas por A. baumannii sdo infec¢Bes sanguineas, em feridas
e pneumonias associadas ao uso de ventiladores. No geral, elas oferecem baixo risco a
pacientes saudaveis, porém, podem trazer problemas graves para aqueles portadores de
doencas cronicas e imunodeficiéncias (Mahmood, 2016; CDC, 2017).

2.2.4 Pseudomonas aeruginosa

As Pseudomonas aeruginosa sdo bactérias Gram negativas do tipo bacillus

encontradas no solo, na &gua, na microbiota da pele. Além de conseguirem sobreviver na
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maioria dos ambientes criados por humanos, elas também sdo capazes de colonizar ambientes
extremos, podendo se agregar em biofilmes duradouros. Embora sejam consideradas de
menor viruléncia quando comparadas a outras ESKAPEE, as P. aeruginosa apresentam risco
elevado tanto para pacientes saudaveis, quanto para imunocomprometidos, assim como
também podem causar doencas em plantas e outros animais (Pendleton, 2013; Diggle, 2020;
Hgiby, 2010).

As P. aeruginosa possuem alta resisténcia a antibidticos e sdo consideradas
organismos modelo em estudos destes. Essas bactérias sobrevivem especialmente bem no
pulmé&o de portadores de fibrose cistica, causando pneumonia, mas também estao relacionadas
a infec¢des sanguineas e do trato urinario (Pendleton, 2013; Cornelis, 2008; Mahmood, 2016).

2.2.5 Enterobacter spp

Enterobacter € um género de bactérias Gram negativas do tipo bacillus pertencentes
ao grupo dos coliformes. Diversas cepas de Enterobacter sdo patdgenas oportunistas,
principalmente em pacientes hospitalizados e causam infecgdes do trato urinario, sanguineas e
podem fixar-se a implantes médicos, como cateteres. (Adeolu, 2016; Mahmood. 2016).

Atualmente, existem poucos antibioticos disponiveis que sejam eficazes no tratamento
dessas bactérias, sendo a colistina e a tigeciclina alguns deles (Pendleton, 2013).

2.2.6 Escherichia coli

As Escherichia coli sdo bactérias do tipo bacillus pertencentes ao grupo dos
coliformes que geralmente sdo encontradas na microbiota intestinal. Geralmente, elas séo
indcuas, ou até mesmo benéficas para 0s organismos hospedeiros, mas existem cepas
patogénicas, que podem causar desde intoxicacdo alimentar e diarréia, até infeccGes
sanguineas, do trato urinario, de locais de cirurgia e pneumonia (Martinson, 2020; Mahmood,
2016).

O tratamento de infeccdes por E. coli através de antibidticos se mostrou eficaz, mas
geralmente ndo é recomendado, devido a crescente resisténcia a multiplas drogas por essas
bactérias (CDC, 2016).

3. Biofilmes bacterianos

Dentre todos os biofilmes microbianos, os mais estudados e publicados sdo 0s
biofilmes bacterianos. Com a sua formacao, as bactérias encontraram um mecanismo eficiente
para se proteger de agentes externos e se proliferar, aumentando sua resisténcia a antibiéticos
e sua taxa de sobrevivéncia, fazendo com que as col6nias se tornem cada vez mais resilientes.

Estes biofilmes estdo associados com até 80% das infecgdes bacterianas hospitalares e nos
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casos de infeccGes mais persistentes ao tratamento com antibioticos (Mirzaei, 2020). Estas
colénias possuem em comum a producdo de uma extensa matriz extracelular, porém, a
composicdo de cada uma varia muito de espécie para espécie, inclusive alguns estudos
mostram que ndo somente a proporc¢éo de cada nutriente pode variar de cepa para cepa (Luan,
2020), como também, em alguns casos, a identidade do principal polissacarideo. A variedade
entre os biofilmes bacterianos é tamanha que até mesmo seu processo de formacgdo e
maturacdo se difere entre as espécies (Stoodley, 2002). O que leva os estudos a serem bem
especificos, portanto muita informacao de alguns mecanismos ainda precisa ser documentada.

3.1 Formagéo do Biofilme

O biofilme bacteriano ndo difere do biofilme dos demais micrébios no que se refere a
sua formacéo geral, apesar de algumas especificidades, continua ocorrendo em cinco passos.
A primeira fase consiste na adesdo inicial das células a uma superficie e esse processo pode
ocorrer devido a forgas Brownianas e/ou gravitacionais, hidrodindmica, ou entdo meramente
por acaso. Nesta etapa, as células estdo envoltas por uma pequena quantidade de EPS,
portanto ainda estdo em uma “fase reversivel”, isto é, elas ainda sdo capazes de se
movimentar de forma independente e podem se desafixar e voltar a um modelo plancténico,
como comumente acontece (Stoodley, 2002; Dunne, 2002). A partir dessa fase de formacao,
se torna visivel como a especiacdo altera os mecanismos de formacdo do biofilme. Um bom
exemplo é a E. coli, que por ser uma bactéria flagelada possui certa motilidade e, portanto,
consegue se opor a forgas eletrostaticas e hidrodindmicas encontradas perto de superficies, o
que favorece o seu contato com elas (Wood et al., 2006). Essa mesma motilidade também
permite a visualizacdo das caracteristicas da fase reversivel, pois ela favorece o processo de
desprendimento da superficie (Dunne, 2002). O proximo estagio de formacao do biofilme so6
tem inicio uma vez que as células se estabilizam na superficie e comecem a produzir EPS
suficiente para que possam se aderir de forma irreversivel (Characklis, 1990). Situacdo que é
altamente influenciada pelos fatores bioquimicos da superficie e do substrato como por
exemplo pH, temperatura, rugosidade e caracteristicas hidrofilicas se provaram em diversos
experimentos essenciais para a uma maior forca de adesdo das células ou para criar condi¢oes
em que a célula produza ou altere a composi¢do de sua EPS (Beloin, 2008).

A segunda fase é a “irreversivel”, na qual as células se aderem completamente a
superficie e agora comegcam a produzir mais de sua EPS (Verderosa, 2019). Essa aderéncia é
atingida através de multiplas interagdes da superficie celular bacteriana com o meio: ligacdes

covalentes, ibnicas, e de hidrogénio juntamente com suas caracteristicas hidrofobicas (Zhao,
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2013). Outros mecanismos responsaveis pela aderéncia ao substrato sdo estruturas préprias de
adesdo que se encontram na superficie celular. Essas estruturas que auxiliam na segunda fase
também apresentam uma alta especiacdo, ou seja, varios biofilmes possuem mecanismos
diferentes de utiliza-las para a fixacdo (Stoodley, 2002). O inicio da producdo da EPS também
é importante para esta fase. Além da aderéncia conferida pelos polimeros da EPS, existem
diversas adesinas, componentes de superficie celular bacteriana que facilitam a aderéncia
delas & outras células e biofilmes e, portanto, tem funcéo vital no biofilme, como por exemplo
alguns tipos de pili, flagelos e eDNA (Donlan, 2002; Beloin, 2008). Exemplos dessas
proteinas nas ESKAPEE sdo: a amplamente documentada P. aeruginosa que possui uma
organela em formato de microfibrila proteica pilus tipo 1V que além de ajudar em manter a
aderéncia tem papéis importantes documentados na motilidade em superficie da célula o que
leva a se encontrar a outras e, aumentar entdo a adesdo do biofilme como um todo (Stoodley,
2002). Ja por exemplo a E.coli possui os pili tipo 1 que atraves de interacdes com a manose de
oligopolissacarideos de células eucarioticas consegue se aderir a elas, diversas pesquisas
entretanto sugerem que essa mesma organela é ativada de forma ndo especifica na ligacédo
desta bactéria a superficies abidticas., provando a importancia e a variedade das estruturas de
adesd@o na superficie celular de cada espécie bacteriana nesta etapa (Beloin, 2008).

Existem outros fatores envolvidos na segunda fase de formacdo de biofilmes
bacterianos. A EPS secretada também possui diversos componentes capazes de corroborar
com a migracdo da fase reversivel para fazer irreversivel. Um deles ¢ o DNA extracelular
(eDNA) cuja obtencdo se da principalmente através da lise de células-mae e € controlado por
quérum (quoérum sensing, QS) e mediado por hidrolases ou autolisinas, enzimas que, dentre
outras funcBes, também sdo responsaveis pela lise bacteriana (Thi, 2020; Fleming 2017). O
eDNA ¢ responsavel desde a estabilizacdo da matriz celular até a adesdo a superficies e
aderéncia intercelulares (Flemming, 2010; Aldecoa et al., 2017). Em um estudo em que foi
identificada a principal autolisina da E.faecium, foi visto que ela era importante para a
formacdo do biofilme e também propiciava interacdes intercelulares, sugerindo alvejar essa
autolisina em tratamentos para esse tipo de infeccdo (Paganelli, 2013). Ainda sobre a
importancia da EPS nesse estagio, existe uma alta quantidade de PSs que colaboram e/ou
possuem um grande impacto nessa segunda fase, desde a adesdo a superficie até a agregacao
entre as bactérias (Limoli, 2015).

No terceiro estagio o biofilme ja esta fixado e comega a sintetizar e secretar uma maior
quantidade de EPS. Nesta fase o seu aumento de secre¢édo auxilia ainda mais na adesdo como

mencionado anteriormente, tornando o biofilme mais resistente a fatores externos que
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poderiam desprendé-lo. Essa extensa secrecdo € o que define os biofilmes, afinal, o involucro
de EPS em volta da colénia € o que diferencia um biofilme de uma simples colonia de
bactérias ligada a uma superficie (Stoodley 2002).

Apos secretar o suficiente para se proteger de agentes externos, o biofilme adentra o
quarto estagio. O estagio de maturacdo é onde as células bacterianas comegam a se multiplicar
dentro da matriz extracelular, durante esse processo ocorre uma alteracéo drastica no perfil de
expressao génica das células tornando-as diferentes das populac@es celulares que vivem em
vida plancténica (Rollet, 2008). Essa mudanca na expressdo génica é influenciada por
diversos fatores como o substrato, o pH, a temperatura e o meio. Portanto a composi¢do da
matriz extracelular passa a ser diferente ndo s6 em espécies distintas de bactérias, mas
também podem ser diferenciadas entre cepas de mesma espécie, variando também de acordo
com a forma de cultivo e maturacdo (Stoodley, 2002; Rollet, 2008; Thi, 2020). A diferenca
nessa expressao é tdo grande que um estudo que escolheu a P.aeruginosas como alvo
constatou diferente expressdo proteica em quatro estagios de formacdo do biofilme,
observando uma alteracdo relevante na concentracdo de proteinas em todas as fases (Sauer,
2002). O biofilme entdo comeca a criar micro colonias e canais de dgua que atuam como uma
rede de transmissdo de nutrientes tanto sintetizados quanto obtidos do meio para toda a
colénia (Donlan, 2002). Apo6s ganhar tamanho e forma suficientes para atingir um estado
tridimensional, o biofilme atinge o quarto estagio, quando estd completamente maturado,
tornando-se um desafio maior para tratamentos clinicos devido a protecdo conferida pela
matriz extracelular a acdo antibiotica (Ito et al, 2009). Nesse estagio, estratégias terapéuticas
que normalmente sdo utilizadas para combater e impedir a formacdo de biofilmes nédo sdo
mais eficazes, e torna-se necessario comecar a cogitar estratégias para a degradacdo da matriz
extracelular (Ramakrishnan et al, 2022).

A quinta fase se inicia ap6s a maturacdo completa do biofilme, e é caracterizado pela
formacdo de microcol6nias que se desprendem da matriz extracelular e vdo infectar outro
meio, reiniciando assim o seu ciclo de vida (Stoodley, 2002). Esse espalhamento pode ser
causado por muitos fatores, sejam eles externos ou internos, passivos ou ativos. A dispersao
passiva ocorre quando fatores externos ao proprio biofilme o forcam a ter partes suas
desprendidas, como por exemplo colisdes. Enquanto dispersdo ativa se refere a mecanismos
internos do proéprio biofilme que libera micro colénias como uma forma de resposta a
mudancas no ambiente, como por exemplo mudanca na concentra¢do de nutrientes do meio,
exposicdo a agentes microbianos ou enzimas que degradam a matriz extracelular (Kaplan,
2010).
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Com estes fatores em mente, torna-se evidente a importancia das substéncias
poliméricas extracelulares (EPS) em todas as fases de formacao do biofilme. Atuando desde a
fixacdo inicial das células até a sua estabilizagdo e por fim protecdo da col6nia (Limoli, 2015;
Fleming, 2017).

Figura 2 - Esquema didatico das 5 fases de formacdo de um biofilme bacteriano: (1) Adeséo inicial e
reversivel, (I1) adeséo irreversivel e inicio da producdo de EPS, (I11) inicio do estagio de maturacdo com intensa
secrecdo de EPS formando a matriz extracelular, (1) biofilme maturado, (V) dispersdo do biofilme, liberando

microcol6nias para a vida livre de forma a colonizar novas superficies. FONTE: Sauer et al, 2022.

3.2 Componentes principais dos biofilmes de ESKAPEE

Com a importancia das EPS bem estabelecida na literatura, torna-se necessario
compreender quais sao as principais substancias encontradas em biofilmes de ESKAPEE para
que seja permitido o estudo de sua degradacdo enzimaética e futuro combate antimicrobial
(Flemming, 2010; Ramakrishnan, 2022; Fleming, 2017). A Tabela 1 sintetiza as principais

EPS de cada membro desse grupo de bactérias.

ESKAPEE Principais EPS
Enterococcus faecium Ligacdes de acgUcares, acido
urdnico
Staphylococcus aureus PIA, Bap, eDNA
Klebsiella pneumoniae PNAG
Acinetobacter baumannii PNAG, Bap
Pseudomonas aeruginosa Alginato, Pel, Psl
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Enterobacter spp Acido colanico

Escherichia coli Celulose, PAG,acido colanico

Tabela 1 - Compilacdo de substancias extracelulares importantes para o biofilme das ESKAPEE de

acordo com a literatura trazida neste trabalho

3.2.0 Enterococcus faecium

Ndo foram encontrados estudos suficientes acerca da composicdo especifica dos
principais componentes de biofilmes de E.faecium, entretanto, Arar et al. (2022) realizaram
uma pesquisa que evidenciou ndo s6 uma alta composicdo de aglUcares na EPS, como
esperado de biofilmes bacterianos, como também uma alta concentragcdo de &cido urénico,
sugerindo-o como possivel alvo de degradacdo. Esta substancia faz parte da composicdo do
alginato e do acido colanico que por sua vez estdo presentes em biofilmes de outras
ESKAPEE.

3.2.1  Staphylococcus aureus

Diferentemente de outras espécies de biofilmes que possuem multiplos polissacarideos
importantes em sua EPS, esta possui apenas um majoritario. O principal PS que compde a S.
aureus é a adesina polissacaridica intercelular (P1A). PIA € um nome dado devido a sua
funcdo homoénima e apresenta composicdo semelhante a da poli-B-1-6-N-acetilglucosamina
(PNAG), substancia vital em diversos biofilmes. Outro componente importante, mas
amplamente presente em diversos biofilmes € o eDNA, cuja importancia na S. aureus sera
mencionada posteriormente, e uma enorme variedade de proteinas de superficie celular. Um
dos exemplos mais estudados dessa proteina é a familia de proteinas associadas ao biofilme
(Bap) (Archer et al., 2011; Idrees et al, 2021).

3.2.2 Klebsiella pneumoniae

Assim como a S. aureus, a K. pneumoniae possui a PNAG como principal componente
da EPS. O que é comum entre biofilmes bacterianos dado a importancia do PIA/PNAG para a
vida dessas col6nias (Li, 2023).

3.2.3  Acinetobacter baumannii

Esse biofilme também apresenta um dos componentes da matriz extracelular mais
famosos ja mencionados, PNAG. Essa bactéria curiosamente possui também a mesma familia
de proteinas de membrana externa descoberta no biofilme de S. aureus, Bap (Gedefie, 2021).

3.2.4 Pseudomonas aeruginosas

Uma das bactérias produtoras de biofilmes mais estudada (Tuon, 2022), a



24

Pseudomonas aeruginosas possui trés principais exopolissacarideos importantes na producdo
de biofilme. Sendo eles o alginato, Pel e Psl (Thi, 2020).

3.25 Enterobacter spp

N&o foram encontrados estudos suficientes acerca da composicdo especifica dos
principais componentes de biofilmes do género Enterobacter. O que pode ter ocorrido pela
variedade de substancias que existem nas matrizes extracelulares de diferentes espécies de
bactérias. Entretanto, Ramakrishnan et al. (2022) citam o acido colanico como um dos
principais componentes do biofilme de Enterobacter spp.

3.2.6 Escherichia coli

A E. coli também apresenta os polissacarideos PNAG (comumente chamado de PAG
na E. coli) e 0 &cido colanico. Porem o seu diferencial em relacdo a outras ESKAPEE esta em
um dos PS mais numerosos do mundo, a celulose (Beloin, 2008).

4. EPSs e enzimas que as degradam

4.1 PNAG

A PNAG é o nome dado a poli-B-1-6-N-acetilglucosamina (B-1,6-GIcCNAC), ela é um
polissacarideo de superficie amplamente presente em biofilmes bacterianos, e sera abordado
primeiro devida a sua repetida aparicdo nas ESKAPEE. Este PS possui diversas formas de
acordo com a literatura, mas por mais que varie de acordo com o grau de N-desacetilagéo e O-
succinilacdo, ja foram comprovados se tratar do mesmo polimero. Um exemplo disso é queo
PNAG também é nomeado poliglucosamina (PGA) em bactérias gram-negativas por nao
possuirem 0s mecanismos necessarios para a O-succinilacao (lzano et al.,2008; Arciola et al.,
2015; Yakandawala et al., 2011; Limoli, 2015) .
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Figura 3 - Poli-B-1-6-N-acetilglucosamina em duas formas comuns, onde a pequena diferenca na
estrutura se da pela falta de mecanismos para realizar a O-succinilacdo na PNAG. FONTE: Ramakrishnan et al.
2022

Por ser muito estudado, esse PS possui fungdes e capacidades bem estabelecidas. Sua
primeira atuacdo é como intermediador de interacdes celulares cujas quais apoiam a adesdo ao
biofilme. Outra importante atuacdo é na agregacao intercelular, onde ao estudar a PNAG da S.

aureus foi descoberto que em cepas que ndo produziam PIA o biofilme ainda era formado,
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porém ndo possuia as multiplas camadas caracteristicas da fase de maturacdo (Archer et al.,
2011; Arciola et al., 2015; Limoli, 2015).

E possivel encontrar multiplos estudos acerca de sua degradacgdo enzimatica, sendo a
mais mencionada a Dispersina B. Essa enzima ¢ uma B-hexosaminidase que foi descoberta
sendo produzida pela bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans e € uma hidrolase
glicosidica, ela degrada a PNAG através da clivagem de ligagdes B(1,6) (Ramasubbu, 2005;
Breslawec, 2023). A Dispersina B se mostrou capaz de degradar os biofilmes de todas as
ESKAPEE que contém PNAG (Jiang, 2020). Um estudo demonstrou que existe também outra
enzima capaz desse mesmo feito: a PgaB é uma enzima com funcdo dupla de carboidrato
esterase e hidrolase glicosidica. Sendo que este Gltimo dominio mostrou eficacia na atuacdo
em PNAGs parcialmente desacetiladas, quebrando biofilmes dependentes dela (Little et al.,
2018).

4.2 Alginato, Pel, Psl

A alginato € um polimero acetilado de maltiplas proporgdes de ligacbes 1,4 entre B-D-
acidos manurénicos e o a-L-acidos gulurénicos, cujas quais podem alterar na forma do
biofilme (Boyd, 1995; Thi, 2020). Ele é super produzido em cepas mucosas da P. aeruginosa
e tem maltiplas atuacGes importantes como aumento da resisténcia do biofilme contra
antibioticos, através de difusdo destes e na etapa de maturacdo (Thi, 2020). Apesar disso
algumas pesquisas demonstraram que a alginato ndo € essencial no biofilme de P. aeruginosa,
embora possua uma caracteristica interessante em sua arquitetura, cuja qual cepas que nédo
possuiam alginato passaram a apresentar uma configuracdo mais plana (Stapper, 2004;
Wozniak, 2003).

A enzima amplamente utilizada para degradacdo da alginato é a homdnima alginato-
liase. Essa enzima age através da quebra de ligacBes glicosidicas entre 0s monémerosdo PS,
sendo 0 mecanismo de ativacdo a reacdo de fB-eliminacdo. A utilizacdo da alginato-liase em
conjunto com a administracdo de antibidticos em biofilmes de P. aeruginosa que possuem
alginato se provou um método eficaz para a sua destruicdo (Daboor, 2021). ;

Em cepas ndo mucosas, entretanto, P. aeruginosa produz uma quantidade menor de
alginato e portanto seus principais polissacarideos passam a ser entdo o Pel e o Psl. Existem
estudos que mostram que a sintese desses PS é especifica de cepa para cepa e apresentam
fungbes semelhantes visto que em variantes onde um deles ndo era produzido, o biofilme
ainda era produzido de forma funcional (Colvin, 2012). A estrutura do Pel foi demonstrada

em uma pesquisa recente como um polimero composto majoritariamente por repeticdes de
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ligagdes a-1,4 entre galactosaminas e N-acetilgalactosaminas (Le Mauff, 2022). Enquanto a
estrutura do Psl é um pentasacarideo contendo os monossacarideos D-glucose, D-manose e L-
Ramnose. A funcdo em cada etapa de formacdo de biofilme de ambos altera conforme as
bactérias e cepas em que estdo presentes, atuando desde a etapa inicial de adesdo até a
maturag&o e na resisténcia do biofilme (Yang, 2011).

Psl e Pel sdo degradados pelas respectivas enzimas hidrolases glicosidecas: PsIG e
PelA (Yu, 2015; Baker, 2016), que apesar de estarem envolvidas na sintese do biofilme,
também podem ser utilizadas para a sua quebra. Outras hidrolases glicosidicas também se
apresentaram capazes de degradar os biofilmes de P. aeruginosa, sendo elas a o e B-

manosidase atuando nos campos de ligacdo da manose (Banar, 2016).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos polissacarideos Psl e Alginato. FONTE: Ramakrishnan et al. 2022

4.3 Celulose

A celulose é o biopolimero mais comum no mundo (McNamara, 2015) e também esta
presente em biofilmes bacterianos, sendo a E. coli o exemplo mais famoso. Esse PS nas
bactérias possui a mesma estrutura de quando aparece na parede celular das plantas e é
composto por ligagdes B-1,4 de D-glicopiranose. Estudos ja comprovaram que a celulose
possui tanto fungbes estruturais como de protecdo do biofilme. Por exemplo, Serra (2013)
mostrou que a combinacdo de celulose com outros materiais na matriz do biofilme forneceu
ambas as caracteristicas apontadas de forma eficiente, confirmando estudos anteriores em que

a matriz de Salmonella resistiu até mesmo a acao da celulase.

F. Cellulose
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Figura 5 - Estrutura quimica da celulose encontrada no biofilme.FONTE: Limoli, 2015
A celulase é uma enzima conhecida por degradar esse PS. Ela é uma hidrolase
glicosidica que hidrolisa ligagbes B-1,4 que sdo comuns em biofilmes bacterianos, tornando

ela uma enzima ndo s6 capaz de degradar a celulose, mas também outras EPS que apresentem
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essas ligacdes (Fleming et al., 2016; Lim et al, 2019).

4.4  Acido colanico

Acido colanico é um polissacarideo ramificado, composto pela jun¢do de glucose,
fucose, galactose e acido glucurénico. Em diversas espécies da familia Enterobacteriaceae a
producdo de é&cido colanico é mediada por um conjunto de 19 genes que podem ser
estimulados por uma cascata de fosforilagdo, que induz um aumento na transcricdo de &cido
colanico. Isto ocorre especialmente como uma resposta frente a estresses ambientais como
desidratacdo, desequilibrio osmoético e baixas temperaturas, auxiliando o biofilme a
sobreviver durante o periodo de vida anterior a infeccdo de um hospedeiro. Além disso, a
funcdo do acido colanico também esta associada com a arquitetura do biofilme, ajudando a
conferir forma e estrutura. Como demonstrado em experimentos, a auséncia da producéo de
acido colanico pode ocasionar no achatamento do biofilme, que perde sua conformagéo
tridimensional e compactando as células com o colapso da estrutura do do mesmo. Isto
também pode explicar por que a producdo de acido colanico se mantém mesmo

posteriormente a maturacdo do biofilme (Beloin, 2008; Limoli, 2015)

G. Colanic acid
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Figura 6: Estrutura quimica do acido colanico. Fonte: Limoli, 2015

Um estudo foi capaz de isolar uma nova enzima com funcéo hidrolitica capaz de clivar
a ligacdo entre duas porcdes residuais de fucopiranosil, portanto esta proteina é classificada
como uma hidrolase de 1,4-B fucosideo e é capaz de degradar acido colanico em fragmentos
bem menores do que as enzimas anteriormente conhecidas como as descritas por Sutherland
et al em 1971, que apenas rompiam as ligacGes entre fucose e glicose e Speybroeck et al em
1996 que ndo reduzia tanto o peso molecular do acido colanico degradado (Verhoef, 2005).

4.5 Bap

Diferentemente das ultimas substancias mencionadas, o grupo Bap ndo sao
polissacarideos. O termo se refere a uma familia de proteinas associadas ao biofilme e foi
descoberto que elas mediam ligacdes a superficies abidticas e favorecem a adesdo intercelular,
permitindo a formacgdo do biofilme (Latasa et al, 2006; Archer et al., 2011). Lasa (2006)

observou que Bap permitia a formacdo do biofilme em cepas de Staphylococcus, mesmo que



28

ndo apresentassem a producdo exacerbada de PIA, mostrando sua importancia na fase de
formacé&o do biofilme.

Como proteinas sdo componentes essenciais da EPS, a utilizagdo de proteases para
degradacdo de biofilmes bacterianos também é um método eficaz para destruir o biofilme
(Fleming, 2017). Shukla e Rao (2013) demonstraram em seus estudos o efeito da Proteinase K
em cepas do biofilme de S. aureus, onde conseguiram dispersar com sucesso 0 biofilme em
cepas menos dependentes de PIA, corroborando pesquisas anteriores que sugeriram a
degradacédo do biofilme através do uso de Dispersina B seguida pela proteinase K (Chaignon,
2007; Lim et al., 2019).

4.6 eDNA

DNA extracelular (eDNA) é um componente importante, apesar de inesperado, da
matriz dos biofilmes. Em um primeiro momento, acreditou-se que a presenga de DNA na
matriz dos biofilmes era meramente residual de outros organismos presentes no biofilme que
teriam morrido. Porém a presenca de DNA extracelular na matriz é proposital e é benéfica ao
biofilme e se deve a processos de autolise celular que podem ocorrer tanto por ‘fratricidio’
celular, em que a populacdo do biofilme se divide em subpopulaces de atacantes e alvos,
resultando na destruicdo de células alvo e consequentemente na exposicdo do seu DNA a
matriz extracelular, ou entdo por ‘suicidio altruista’ onde a célula se autodestroi pelo bem da
comunidade do biofilme similar ao processo de apoptose de células eucaridticas (Montanaro,
2011)

Quanto a fungdo dessas moléculas, foi observado sua importancia nos estagios iniciais
de adesd@o do biofilme na superficie em que ele esta escorado e posteriormente sua funcao e
importancia na estruturacéo do biofilme durante os momentos de maturacdo (Alhede, 2020).

Outra funcdo das moléculas de eDNA ¢ a transferéncia horizontal de genes, a troca de
informacao genética entre bactérias aumentando a chance de que alguma mutacdo benéfica ao
biofilme se propague. Em um ambiente com muitas pressbes seletivas, como virus e
antibioticos, ele auxilia o biofilme a espalhar caracteristicas de resisténcias entre 0s seus
habitantes, promovendo maior dificuldade no tratamento (Montanaro, 2011).

Uma estratégia para decompor o biofilme € fazer uso de desoxirribonucleases, que
possuem uma acdo comprovada ao impedir a adesdo deste e a sua maturagdo nos primeiros
estagios de seu ciclo(Flemming, 2017). No entanto, a acdo das enzimas que clivam o eDNA
também ¢ efetiva em biofilmes ja estabelecidos em casos especificos, por exemplo a enzima

Estreptodornase desmantela o biofilme ja estabelecido de P. aeruginosa e a enzima
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pancredtica DNase | é eficaz contra uma ampla gama de biofilmes bacterianos (Nemoto et al.,
2003; Tetz & Tetz, 2010; Sharma & Singh, 2018).

EPS Enzimas degradativas
PNAG Dispersina B, PgaB
Alginato Alginato-liase, celulase
Pel PelA
Psl PsIG, a e B-manosidases
Celulose Celulase
Acido colanico 1,4-B-fucosideo hidrolase
Bap Proteinase K
eDNA Estreptodornase, DNase |

Tabela 2 - Relne as informac0es citadas nesta se¢do acerca das principais EPS presentes nas ESKAPEE e quais

enzimas sao conhecidas por degrada-las

5. CONCLUSAO

Neste trabalho apurou-se referéncias bibliograficas das caracteristicas de formacéo,
desenvolvimento e funcdes acerca de biofilmes bacterianos. Assim como foi demonstrado a
periculosidade das ESKAPEE, o que torna necessario uma atencdo especial no tratamento de
suas infeccdes e combate.

A técnica de degradacdo enzimatica dos biofilmes foi observada como uma ferramenta
ja amplamente estudada e fundamentada para combate a essas bactérias in vitro. Por mais que
ainda falte informacdo acerca de algumas das ESKAPEE, ja existem multiplas enzimas
pesquisadas para o combate aos seus biofilmes. Por conta da composicdo da EPS a estratégia
mais utilizada na degradacdo do biofilme foca na lise dos polissacarideos da matriz
extracelular, mas a degradacéo via proteases e DNases também se mostraram eficazes.

Espera-se que mais estudos e pesquisas acerca da composi¢édo da EPS das ESKAPEE

sejam realizados para que cada vez mais se aproxime a oportunidade de combate a essas



col6nias em seu estado ja maturado e in vivo sem risco para 0s pacientes.
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