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Resumo

Este trabalho tem como objetivo analisar, através desta revisdo bibliografica, a
possibilidade de se estudar mais detalhadamente o fendmeno de QS e avaliar a hipotese de

se utilizar este mecanismo a favor do tratamento de algumas patologias.

A influéncia dos microrganismos na saude e/ou enfermidade da populacdo, € uma questéo
incontornavel. E de facto relevante que se efetuem estudos acerca do modo como estes
seres sobrevivem, como comunicam entre si e, principalmente, averiguar quais as suas
potencialidades para que futuramente possam ser exploradas em proveito da salde

humana.

O estudo do QS, suas moléculas sinalizadoras e inibitorias € bastante complexo, devido a
elevada quantidade e diversidade de moléculas envolvidas no processo. Este fendmeno
permite aos microrganismos, mais especificamente as bactérias, a sobrevivéncia em
comunidade e em condic¢Bes pouco favoraveis, uma vez que possibilita a formacdo de uma
estrutura designada por biofilme. Esta confere-lhes protecdo contra as defesas do
hospedeiro e contra os antibidticos. Assim, o estabelecimento de uma infecdo torna-se
rapido e eficaz. Esta situacdo € relativamente comum em pacientes com fibrose cistica,
transplantados, com feridas crénicas, com préteses ortopédicas ou outros dispositivos
médicos (cateteres, valvulas, etc). A instalacdo do biofilme acarreta, para além dos custos
econdmicos devido a repeticdo dos tratamentos, custos para o doente, nomeadamente,

diminuicdo da qualidade de vida.

O sucesso da sobrevivéncia das bactérias sob a influéncia do mecanismo de QS, levou o0s
investigadores a colocarem a hipétese de utilizarem este processo nas mais diversas areas,
designadamente na area da salde. Assim, gracas a engenharia genética que permite
adicionar ou remover genes de interesse as bactérias e coloca-las sob o controlo de outras
através do QS, verificou-se que moléculas sinalizadoras e inibitérias tinham um grande
potencial para a detecdo e/ou tratamento de alguns tipos de cancro, impediam a formacao
de biofilmes sobre as superficies das proteses, permitiam identificar os agentes etiologicos
de determinadas infegdes, constituiam uma excelente alternativa terapéutica no tratamento

de feridas crénicas, entre outros.



E neste contexto que se compreende a relevancia do estudo e compreenséo do QS, para que
seja possivel utiliza-lo na préatica clinica, motivo pelo qual se efetuam inumeras

investigacOes, que até a data revelaram resultados bastante promissores.



Abstract

This work aims to analyze, through this literature review, the possibility of studying in
detail the phenomenon of QS in order to identify potential ways of disruption and evaluate

the possibility of using this mechanism in favor of the treatment of some diseases.

The influence of microorganisms in health and / or illness of the population, is an
unavoidable question. It is indeed important to be made, any studies about how these
organisms survive, how they communicate with each other, and especially to ascertain

what their potential future so that they can be exploited for the human health benefit.

Study of QS signaling molecules and their inhibitory is quite complex, due to the high
number and diversity of molecules involved in the process. This phenomenon allows
micro-organisms, more particularly bacteria, to survival in community under undesirable
conditions, since it enables the formation of a structure that provides protection against
host defenses and against antibiotics, called biofilm. Thus, the establishment of an
infection becomes faster and more effective. This situation is relatively common in patients
with cystic fibrosis, transplant recipients, patients with chronic wounds or patients with
orthopedic or other medical devices (catheters, valves, etc.). The installation of biofilm
brings, apart from the economic costs due to repeated treatments, costs to the patient, in

particular, decreased of life’s quality.

The success of the bacteria’s survival under the influence of QS mechanism, led
investigators to consider the hypothesis to use this process in several areas, particularly in
health. Thus, by genetic engineering which enables adding or removing bacteria interesting
genes and placed them under control of other bacteria, by QS was found that both
inhibitory and signaling molecules have a great potential for the detection and / or
treatment of some types of cancer, prevented the formation of biofilms on the surfaces of
prostheses, allowed to identify the etiologic agents of certain infections and were an

excellent therapeutic option in the treatment of chronic wounds.

It is in this context, lies the importance of studying and understanding the QS, so you can
use it in clinical practice, which is why numerous investigations are carried out, which to

date have shown very promising results.
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INTRODUCAO

O fendmeno de QS é um mecanismo de comunicagdo que alguns microrganismos
(principalmente as bactérias) adotam no sentido de se adaptarem a condi¢des do meio
adversas (como, por exemplo, a baixa disponibilidade de nutrientes ou oxigénio) e que 0s
leva a funcionarem como um Unico organismo multicelular organizado. Esta comunicagédo
é realizada através da producdo de sinais quimicos que se difundem e sdo captados por
outros microrganismos. No entanto, este processo estd dependente de uma determinada
densidade populacional minima, ou seja, é necessdria a presenca de uma quantidade

minima de bactérias para que ocorra. (Givskov et al, 2008)

Este sistema possibilita as bactérias comunicar com outras espécies de modo a obter
informacdes acerca do meio, habitar ambientes inospitos, verificar a densidade
populacional e principalmente regular a expressdo de genes, o que permite controlar
processos celulares como a esporulacdo, expressdo de genes de viruléncia, formacgédo de

biofilmes, producéo de antibiéticos ou de bioluminescéncia. (Sola et al, 2012)

O estudo mais aprofundado do funcionamento do mecanismo de QS pode revelar-se
bastante atil pois sdo varios os problemas associados a presenca e persisténcia de
microrganismos, seja em hospedeiros ou em dispositivos médicos (catéteres, valvulas ou
outros materiais de suporte). Desta forma, a descoberta de alternativas para interromper a
cadeia de acontecimentos envolvida no mecanismo de comunicacdo celular pode constituir
um passo de gigante para ultrapassar os problemas associados as resisténcias aos

antibidticos, nomeadamente, a formacéo de biofilmes. (Sola et al, 2012)

A grande variedade de mecanismos de resisténcia a antibidticos, a facil adaptacdo a
condicGes adversas e a elevada variabilidade genética sdo algumas das razdes que fazem
das bacterias uns organismos altamente sofisticados no que respeita a sua sobrevivéncia,

persisténcia e proliferacdo nos mais diversos ambientes.

Estdo a ser realizados alguns estudos de investigacdo com o propdsito de desenvolver

metodologias capazes de utilizar o mecanismo de QS em beneficio humano. Os resultados



revelaram-se bastante promissores, contudo, na maioria dos casos, ainda ndo séo
suficientes para que seja possivel utilizar o QS como auxilio na abordagem terapéutica dos

pacientes.

E neste ponto que assenta o fundamento deste tema: compreender este comportamento t&o
complexo que as bactérias exibem, utilizando-o na pratica clinica, principalmente na

terapéutica.



DESENVOLVIMENTO

. Definicéo de QS.

O mecanismo de QS pode ser entendido como uma forma de comunicacao existente entre
bactérias, atraves da producdo, difusdo e captacdo de sinais quimicos. Desta forma, as
bactérias ajustam o seu comportamento em relacdo ao meio de acordo com a informacao
que recebem e assim, agem como um Unico organismo complexo e ndo como células
individuais. Este fendbmeno constitui uma enorme vantagem adaptativa das bactérias. (Sola
et al, 2012)

No entanto, esta comunicagdo sO se verifica quando existe no meio um numero de
bactérias suficientemente elevado a produzirem os referidos sinais quimicos que se
designam genericamente por auto-indutores. No inicio do processo, a densidade celular €
baixa pelo que a concentracdo de auto-indutores ndo é suficientemente elevada para ser
detetada, mas a medida que a populacdo bacteriana se desenvolve, essa concentracdo vai
aumentando até atingir um valor critico designado por quorum size a partir do qual as
moléculas sinalizadoras acabam por ser reconhecidas pelas bactérias. (Givskov et al, 2008;
Sola et al, 2012)

Baixa densidade celular Alta densidade celular

@ Célula bacteriana Auto-indutor

lustracdo 1 - Principio do sistema Quorum Sensing. (adaptado de Sola et al, 2012).

Uma vez ligados e reconhecidos pelas bactérias, estes sinais quimicos vao induzir o

genoma bacteriano a sintetizar outros que regulem os processos de viruléncia, formacgéo de



biofilmes, resisténcia e producdo de antibidticos, diferenciacdo celular ou producdo de
bioluminescéncia. (adaptado de Sola et al, 2012)

1. Perspetiva Histdrica.

O estudo do QS iniciou-se na década de 60 quando os cientistas ficaram intrigados com a
emissdo de luz da lula Euprymna scolopes. Descobriu-se que esta luminescéncia era o
resultado de um processo de simbiose que ocorria entre este organismo e a bactéria Vibrio
Fischeri, hospedeira no intestino da lula. A cooperacdo garantia a lula uma camuflagem
evitando os predadores, pois 0 meio circundante ficava iluminado o que permitia melhor
visualizacdo de outros animais e uma atracdo para as suas presas que se dirigiam para a
fonte de luz; em troca, a bactéria tinha a sua disposicdo uma elevada concentracdo de
nutrientes (Lal, A., 2009).

Este processo requer uma elevada quantidade de energia pelo que a bactéria apenas produz
luminescéncia quando se encontra em simbiose com outros organismos e em elevada
concentracdo. Assim, Vibrio Fischeri ndo produz luz quando se encontra em meio de
cultura (Sola et al, 2012).

Quando € atingido o quorum size, os auto-indutores ligam-se a um recetor denominado
LuxR. O complexo auto-indutor/LuxR liga-se a uma regido especifica do genoma, a lux
box, dando inicio a sintese da enzima luciferase que conduz ao surgimento de

bioluminescéncia (Lal, A., 2009).
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llustracdo 2- Producdo de bioluminescéncia pela bactéria Vibrio Fischeri regulada pelo
processo de QS. (adaptado de Lal, A., 2009).



I1l.  Modelos de QS.

Até a atualidade, foram identificadas varias moléculas que regulam o processo de QS:
oligopéptidos, AHLs, Al-2 (furanosil borato), acido metilésterhidroxipalmitico e acido
metildodecandico. (Dong e Zhang, 2005; McDougald et al, 2005). As duas moléculas mais
extensamente estudadas sdo as AHLs produzidas pelas bactérias de Gram-negativo e 0s

oligopéptidos e seus derivados presentes no mecanismo de QS das Gram-positivo. (Amara

et al, 2011; Walters e Bassler, 2005).

Tabela 1: Algumas moléculas sinalizadoras de QS, sua estrutura quimica e microrganismos

onde sdo expressas. (adaptado de Lal, A., 2009).
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C4-HSL (HSL)

b
/\\”,”\h
]
H

Aeromonas hydrophila
Pseudomonas aeruginosa

L]
/\/’\,/J\N
|
H

Erwinia carotovora

C6-HSL Pseudomonas aureofaciens
Yersinia enterocolitica
0
0 0 0 E. carotovora
3-0x0-C6-HSL P N Vibrio fischeri
N Y. enterocolitica
H
)
i} LR ] LU ]
3-Ox0-C8-HSL gy iy A ) I) Agrobacterium tumefaciens
i
(AIP)-1 §—¢ Met Staphylococcus aureus
T‘.-l Ser=Tha IZ‘} s—Asp Fhe-Ile
H{}‘ z-r‘.-ll
O Ik”

Al-2 (S-THMF-borato)

HOQ CH,

0
HO¥

Vibrio harveyi

CSF (Fator Estimulante da
Esporulacdo)

Gilu — Arg — Gly — Met — Thr

Bacillus subtilis

Farnesol

N\_/L;/\/va.‘} 150k

Candida albicans




1- QS baseado em AHLs:

Os elementos fundamentais neste modelo de QS sdo o gene luxl homologo que codifica
para uma enzima que se designa por AHL sintetase e o gene luxR homdlogo que codifica
para uma proteina recetora e reguladora da resposta. Quando a densidade bacteriana é
baixa, o gene luxl é expresso continuamente conduzindo a producdo de AHL sintetase que,
por sua vez, leva a formacdo de moléculas de AHL. Estas acumulam-se lentamente no
meio dependendo do processo de difusdo. O aumento da concentracdo do autoindutor leva
ao aumento da populacdo bacteriana. Quando se atinge o quorum size, as moléculas
sinalizadoras ligam-se ao recetor e ativam a transcri¢cdo do gene luxR. O complexo AHL-
luxR liga-se a regido promotora do DNA e ativa a expressdo dos genes regulados pelo
mecanismo de QS. (Zhang R.G. et al, 2002)

Em Sinorhizobium meliloti, foram identificados trés sistemas de QS designados por Sin,
Tra e Mel. O sistema Sin, por exemplo, produz moléculas de AHL com cadeias acil com
mais de 14 carbonos (C14HSL e C18HSL) eficazes na fixacdo de nitrogénio. (Marketon et
al, 2002).

Em Vibrio harveyi o QS atua por trés vias distintas reguladas por Als denominadas por
HAI-1, CAI-1 e Al-2. Neste caso, HAI-1 tem uma estrutura quimica de OHC4HSL que
leva a uma via de sinalizacdo especifica da espécie, CAI-1 conduz a bactéria a realizar
comunica¢do com bactérias de outros géneros e Al-2 é especifica para comunicacdo
interespécies. (Henke e Bassler, 2004; Higgins et al, 2007). O mecanismo de QS regulado
por Al-2 identificado inicialmente em Vibrio harveyi foi também encontrado em muitas

outras bactérias de Gram-negativo e Gram-positivo. (Walter e Bassler, 2005)

2- QS baseado em oligopeptidos:

Os oligopeptidos sdo moléculas pequenas compostas por 10 ou menos aminoacidos e no
processo de QS sédo designadas por AIP. S&o utilizadas maioritariamente pelas bactérias de
Gram-positivo que as produzem e libertam para o meio externo, atuando através de um
sistema de sinalizagdo por 2 componentes. Quando a concentracdo extracelular destas
moléculas atinge um determinado limite critico, 0s dois componentes detetam uma quinase

membranar. Esta reconhece o sinal e transfere-o para 0 meio interno através da fosforilagao

6



de uma proteina reguladora da resposta que se liga ao DNA e controla a expressao dos
genes alvo. (Sola et al, 2012; Tortosa et al, 2001).

Staphylococcus aureus é uma bactéria de Gram-positivo cuja viruléncia é regulada por dois
sistemas de QS altamente organizados, em que o primeiro regula o segundo. O SQS 1
(staphylococcal quorum-sensing sistem 1) consiste no autoindutor RAP (RNAIII-activating
protein) e na sua molécula alvo, o0 TRAP. O SQS 1 é capaz de regular o SQS 2
(staphylococcal quorum-sensing sistem 2) composto pelos componentes do sistema agr

que inclui o AIP e o seu sensor AgrC. (Givskov et al, 2008)

Os sistemas SQS 1 e SQS 2 interagem do seguinte modo: a medida que a populacao
bacteriana cresce, vai produzindo RAP, que por sua vez, leva a fosforilacdo da histidina no
seu alvo, 0 TRAP. A fosforilacdo do TRAP conduz a ativacdo do agr, a sintese de RNAII e
consequentemente a produgdo de AIP e AgrC. O AIP regula a fosforilagdo do TRAP e do
seu recetor AgrC. A fosforilacdo do AgrC promove a fosforilacdo de AgrA e em conjunto
com SarA e SigB resulta na producdo de RNAII. RNAIII conduz a expressao de fatores de

viruléncia como adesinas, toxinas ou exoproteinas. (Givskov et al, 2008)

RAP

-~

TRAP TRAP~P
rplB

ClpP/SarH2

/
/ _
< —agr ]_/" >—>""g,‘£§2§‘* Toxins

AgrA~P

AgrC  Agrc~p
AIP——— 7"

P__TRAP-P

llustracdo 3 - Interacdo dos sistemas SQS 1 e SQS 2 para a producao de toxinas. (adaptado
de Givskov et al, 2008).



3- Outros sistemas de QS:

Existem algumas bactérias que ndo sdo capazes de sintetizar as moléculas sinalizadoras
mas identificam e respondem as que sdo produzidas por outras bactérias. O objetivo é
adquirir vantagens adaptativas em relagdo ao meio como o acesso a nichos de bactérias ou
melhorar o seu desempenho na competicdo com outros microrganismos. Por exemplo,
Escherichia coli tem ume gene homdlogo do gene LuxR, o SdiA (Van Houdt et al, 2006);
Burkholderia cepacia em pacientes com fibrose cistica tem a capacidade de responder aos
sinais de QS produzidos por P. aeruginosa (Riedel et al, 2001); o processo de QS em
Candida albicans, um fungo patogénico eucariotico, conduz a producao de farnesol que é
um composto essencial na passagem deste fungo da forma de levedura par a forma
filamentosa. Esta forma adaptativa confere a C. albicans um aumento do potencial

patogénico. (Hornby et al, 2001)

IV.  Utilizacao de QS pelos microrganismos.

Os microrganismos coordenam a sua viruléncia com o objetivo de escapar ao sistema
imunolodgico do hospedeiro e estabelecer uma infe¢cdo com sucesso. O mecanismo de QS
permite a agregacdo de bactérias em biofilmes capazes de resistir a radiacdo ultra-violeta, a
desidratacdo ou a acdo dos antibidticos. (Lal, A., 2009).

A formac&o do biofilme est4 diretamente associada a outros processos resultantes do QS
como a producdo de biosurfactante, de exopolissacaridos e ao swarming (mobilidade
bacteriana por meio de flagelos). Estes factos sdo especialmente verificados nas infe¢bes

do trato urinario. (Packiavathy, 1., et al, 2012)

O swarming € um dos fatores mais importantes para o surgimento de infecdes urinérias,
iniciando-se pela colonizacdo do trato urinario inferior e seguindo-se a migracao

ascendente das bactérias. (Packiavathy, 1., et al, 2012)

O biosurfactante possui propriedades tensioativas, diminuindo assim a tensdo superficial
do meio 0 que potencia 0 swarming e consequentemente a formacdo de biofilmes.
(Packiavathy, I et al, 2012)



Os exopolissacaridos constituem uma barreira protetora do biofilme impedindo a
penetracdo de muitas moléculas tornando as células no interior resistentes a antibioticos,
aos fagocitos ou a anticorpos. Desta forma, quer o sistema imunoldgico do hospedeiro,
quer a antibioterapia, ndo apresentam argumentos para debelar a infecdo instalada.
(Packiavathy, I et al, 2012)

Até uma determinada concentracdo, P. aeruginosa é capaz de crescer dentro de um
organismo hospedeiro sem o prejudicar. Quando as bactérias detetam que se encontram em
namero suficiente para superarem o sistema imunoldgico do hospedeiro, tornam-se mais
nocivas e formam biofilmes provocando doencga. P. aeruginosa utiliza o QS para formar
biofilmes, promover o swarming e a agregacdo bacteriana Esta situacdo é verificada
frequentemente nos pulmdes de pacientes com fibrose cistica (Lal, A., 2009; Greenberg,
E., et al, 2008)

A colonizacdo de cateteres (muito utilizados em doentes hemodialisados ou em
internamento) por microrganismos, constitui uma situacdo relativamente frequente. Estes
sdo capazes de aderir ao material do cateter, interagir com o hospedeiro e formar colénias
de bactérias que crescem até formarem biofilmes cobertos por exopolissacéridos e por isso,
dificeis de eliminar pelo hospedeiro e muitas vezes, resistentes aos antibioticos. Assim, as
septicémias associadas ao uso de cateteres podem ocorrer facilmente comprometendo o
sucesso do tratamento. Por outro lado, a colonizacdo destes materiais € irreversivel pelo
que é necessario substitui-lo o0 que acarreta custos adicionais para o tratamento. (Storti, A.,
et al, 2005)

As feridas cronicas constituem um dos meios onde se formam biofilmes com mais
frequéncia. As bactérias depositam-se na superficie da ferida e se encontrarem as
condicOes adequadas dividem-se. Caso a colonizagdo avance e haja uma invaséo de curta
distancia no hospedeiro, a colonizacdo passa a designar-se por colonizagdo critica e
caracteriza-se por eritema, prurido, inflamagdo. Neste ponto, a infecdo esta instalada e as
bactérias estdo prontas para formar um biofilme capaz de resistir aos antibioticos e as
defesas do hospedeiro. (Wolcott, R., 2008).



V. Inibicdo do QS.

Devido a problematica que representa o processo de QS para a saude humana, mais
especificamente a formacao de biofilmes, foram estudadas e apresentadas algumas teorias
com o objetivo interromper o processo. A interrup¢do do QS tema designacdo de quorum
quenching (QQ). O QQ pode ocorrer por varios mecanismos: diminui¢do da atividade do
recetor da AHL ou da AHL sintetase, inibicdo da sintese de moléculas sinalizadoras,
degradacdo das AHLs ou mimetizacdo das moléculas sinalizadoras utilizando compostos
sintéticos anadlogos. A degradacdo das moléculas de AHL tem-se mostrado uma das
abordagens mais promissoras. Paralelamente a estes mecanismos, também se tem avaliado
0 uso de anticorpos e de recetores “decoy” como terapia para a ndo-infe¢do. (Dembitsky,

V.A., etal, 2011; Kaufmann, G.F., et al, 2006).

1- Detecdo de moléculas sinalizadoras:

Devido a elevada variabilidade quimica das moléculas sinalizadoras, 0 primeiro passo para
a interrupcdo do processo de QS ¢ identificar qual(ais) a(s) molécula(s) envolvidas. Para
tal, utilizam-se diferentes espécies bacterianas que permitem controlar em tempo real o0s
sinais de QS e quantifica-los com elevada sensibilidade. Cada espécie tem a capacidade de

detetar determinados sinais quimicos. (Someya, N., et al, 2009; Teplitski, M., et al, 2000).

Estas bactérias ou biossensores, utilizam a fusdo do gene promotor regulado pelo QS com
0 gene a expressar para detetarem as moléculas ativadoras ou inibitérias do processo. Em
geral, ndo conseguem sintetizar as proprias moléculas sinalizadoras, mas respondem as
moléculas exdgenas e expressam determinado fenotipo caracteristico. (McLean, R., et al,
2008).

A bactéria Chromobacterium violaceum é altamente sensivel as moléculas com cadeias
laterais aciladas de 4 a 6 carbonos e a incapacidade de C. violaceum CV026 para responder
a AHLs com derivados 3-hidroxi € indicativa de que a P. fluorescens podera estar presente.
E. coli pSB410 deteta as cadeias laterais aciladas com 6 a 8 carbonos e pSB1075 identifica
as AHLs com cadeias laterais de 10-14 carbonos. Agrobacterium tumefaciens NT1 é um
bom biossensor para AHLs com cadeias laterais muito longas; esta bactéria possui a

enzima p-galactosidase que degrada o composto 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-
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galactosidase (X-gal) com producdo de cor azul. A. tumefaciens é capaz de responder a

muitas AHLs diferentes mesmo em concentragdo muito baixa o que constitui uma grande

vantagem na utilizacéo deste biossensor. S. meliloti Rm41 sinl::lacZ (pJNSINR) é sensivel

a moléculas sinalizadoras com cadeias laterais longas (C16-C20) bem como C. violaceum

VIR24. (Someya, N., et al, 2009).

Tabela 2: Alguns biossensores utilizados para detetar as moléculas sinalizadoras de QS.
(adaptado de Kalia, V.C., 2013).

. Sinal de QS o .
Organismo detetado detetado Fenotipo Referéncia
Agrobacterium
tumefaciens A136 Atividade B- Fuqua e Winans,

[fusdo trai-lacZ
(pCF218)(pCF372)

C6HSL a C14-HSL

galactosidase

1996

A.tumefaciens NT1

(pDCI41EE33 com

0s genes fundidos
traG::lacz)

AHLs com 3-o0xo-, 3-
hidroxi- e cadeias
laterais de varios

comprimentos néo
substituidas, C6-
C14HSL

Atividade B-
galactosidase

Shaw et al, 1997

Chromobacterium
violaceum CV026-
recetor CviR

Varios tipos de AHLs

Producéo do
pigmento violaceina

McClean et al, 1997

Plasmideo de
Escherichia coli com
a cassette luxCDABE

ativada pelo recetor

AhyRI’ de A.
hydrophila (pSB536)

C4HSL

Bioluminescéncia

Swift et al, 1997

Plasmideo de E. coli
com a cassette
luxCDABE ativada
pelo recetor AhyR de
A. hydrophila
(pSB403)

Vérios tipos de AHLs

Bioluminescéncia

Winson et al, 1998

Plasmideo de E. coli
JM109 com a cassette
luxCDABE ativada
pelo recetor LuxR de
Vibrio fischeri
(pSB401)

C6HSL

Bioluminescéncia

Winson et al, 1998

Plasmideo de E. coli
JM109 com a cassette
luxCDABE ativada
pelo recetor LasR de
Pseudomonas
aeruginosa

C12HSL

Bioluminescéncia

Winson et al, 1998
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Plasmideo de E. coli
JM109 com a cassette

luxCDABE ativada C4HSL Bioluminescéncia Winson et al, 1998
pelo recetor RhIR de
P.aeruginosa
Pseudomonas Producéo do
aurofaciens 30-84l CEHSL antibiético fenazina Wooas et al, 1997
Pseudomonas putida Proteina fluorescente
117 recetor (pAS- C8HSL verde Steidle et al, 2001
C8)-CepR
P. putida IsoF/gfp 30C12HSL Fluorescéncia Venturi, 2006
Serratia liquefaciens Producéo de .
MG44 C4HSL biossurfactante Lindum, et al 1998
S. liquefaciens PL10 C4HSL Bioluminescéncia Lindum, et al 1998
— LuxAB
Sinorhizobium ..
meliloti Rm41 C16-C20HSL Aatleozfgage Llamas et al, 2004
sinl::lacZ (pJNSInR) 9
Vibrio harveyi
BB170 — recetor Ai-2 Bioluminescéncia Bassler et al, 1993
LuxP
V. harveyi BB886 - Al-1 Bioluminescéncia Bassler et al, 1993

recetor LuxP

2- Critérios para a selecdo de moléculas de QSI:

Para que as moléculas de QSI sejam eficazes tém que obedecer a determinados

pressupostos: devem ser capazes de reduzir a expressao dos genes regulados pelo QS, ter

especificidade para o gene regulador do QS, elevada estabilidade quimica e resisténcia a

degradacdo pelo sistema imunologico da hospedeiro e devem apresentar maior

comprimento que as moléculas AHL nativas. (Hentzer e Givskov, 2003; Rasmussen e
Givskov, 2006; Vattem et al, 2007).

Desta forma, as bactérias ndo serdo capazes de oferecer resisténcia, o0 que conduz a uma

pressdo seletiva no tratamento de infe¢fes, com a vantagem de ndo afetarem a populagao

bacteriana saprofita do local. (Rasmusen, T.B., et al, 2005).
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3- Tipo de QSI:

3.1. QSI de Origem Natural:

Nos ecossistemas existe um a grande variedade de bactérias, as quais cooperam,
comunicam e competem entre si. Neste meio, a inibicdo do QS é realizada por QQ
(interrupcdo da sinalizagdo do QS) com intervengdo de uma grande variedade de

moléculas.

3.1.1- QSI de origem procaridtica:

A producdo de enzimas de QQ varia um pouco. As moléculas pequenas que intervém na
biossintese das AHLs e os péptidos biciclicos, produzidos pelas bactérias, tém a
capacidade de atuar como moléculas de QQ. Existem varios tipos de enzimas com

capacidade para degradarem as AHLSs:

AHL-acilases: presentes em Ralstonia sp. XJ12B e P. aeruginosa PAO1 sdo muito
diversificadas e ttm em comum apenas 39% da sequéncia de aminoacidos. (Dong e Zhang,
2005). Pseudomonas syringae B728a produz duas acilases, HacA e HacC que degradam
eficazmente as AHLs. (Sheperd e Lindow, 2009). Streptomyces sp. produz uma enzima
altamente especifica para AHLs com cadeias acil com 6 ou mais carbonos. P. aeruginosa
sintetiza uma AHL-acilase que degrada as 3-o0xo-C12- HSL mas ndo as C4-HSL. (Sio,
C.F., etal, 2006).

AHL-lactonase: pode ser encontrada em varias espécies de Bacillus spp. e, neste caso,
designa-se por AiiA, partilhando cerca de 90% da sequéncia de aminoacidos entre as varias
espéecies. A AHL-lactonase encontrada em A. tumefaciens apenas tem em comum com
Arthrobacter sp. e K. pneumoniae 30 a 50% da sequéncia de aminacidos, exibindo por

isso, uma elevada heterogeneidade. (Dong e Zhang, 2005)

Bacillus megaterium produz uma AHL-oxidase capaz de degradar C4AHSL e OC12-HSL e
uma monooxigenase do citocromo P450 capaz de oxidar a cadeia acil lateral inativando as

AHLs. (Chowdhary, P.K., et al; Cirou, A., et al, 2009). Os genes bpiB sdo responsaveis
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pela inibicdo da formacao do biofilme e trés homdlogos foram encontrados em Nitrobacter
sp. subtipo Nb-311A, Pseudomonas fluorescens e Xanthomonas campestris. (Amara, N., et
al, 2011; Schipper, C., et al, 2009).

Um caso isolado é o de B. thuringiensis pois ndo produz AHLs mas possui atividade AHL-
lactonase. (Bentley, S.D., et al, 2002). A. tumefaciens é capaz de produzir AHL e AHL-
lactonase BlaC (AttM) para degradar as moléculas sinalizadoras, contudo, esta enzima nao
impede o processo de QS mediado por plasmideo. Esta bactéria, em condi¢des adversas,
sintetiza 30OC8HSL que pode sofrer a acdo da AttM-lactonase. (Carlier, A., et al, 2004).

Outras bactérias como Acinetobacter, Burkholderia, Glaciecola, P. aeruginosa,
Shewanella, etc, tém a capacidade de produzir e degradar AHLs. Nestes casos, ndo se
verifica a expressdo dos genes dependentes do QS enquanto se da a degradacdo das
moléculas sinalizadoras. (Chan, K-G., et al, 2011).

Péptidos antibioticos: Streptomyces sp. Y33-1 produz a siomicina I, que inibe a gelatinase,
logo, a biossintese de gelatina e ativa uma feromona que conduz a destruicdo do biofilme
formado por Enterococcus faecalis. A siomicina tem a capacidade de inibir apenas o
crescimento das bactérias de Gram-positivo, sem qualquer efeito sobre as de Gram-
negativo. Streptomyces sp. produz butirolactonas que atuam como analogos das AHLs; em
Hortonia sp. e Streptomyces antibioticus sdo produzidos intermediarios da via metabdlica
das butirolactonas que inibem o QS de C. violaceum CV026. (Martinelli, D., et al, 2004).

As feniletilamidas possuem caracteristicas que lhe permitem mimetizar a estrutura das
AHL, possibilitando assim, a ligacdo ao recetor destas moléculas sinalizadoras.
Pseudomonas sp. B13 e Pseudomonas reinekei MT1 produzem naturalmente o inibidor «4-
metilenebut-2-en-4-olide» (proteoanemonina) que € capaz de limitar os fatores que
intervém no QS de P. aeruginosa principalmente aqueles que estdo relacionados com a
privacdo de ferro e com as estruturas que se formam nestas condi¢Ges, pioverdina e
piocianina. (Bobadilla Fazzini, R.A., et al, 2012).

Extratos das bactérias Bacillus horikoshii, B. pulmilus e Vibrio natrigens em associagdo
com o coral Acropora digitifera revelaram-se bastante eficazes no controlo da formacao de

bofilmes por S. pyogenes, principalmente Bacillus horikoshii, que demonstrou esta
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potencialidade a uma concentragdo mais baixa que as outras duas bactérias (50 pg/ ml em
contraste com 100 pg/ ml). Outros estudos indicam que Bacillus indicus, B, pulmilus e
Bacillus sp. SS4 provenientes da baia de Beagle inibem o QS em bactérias de Gram-
negativo, como P. aeruginosa PAQ1, Serratia marcescens e espécies de Vibrio. (Musthafa,
K.S., etal, 2011)

B. pulmilus S8-07 produz uma AHL-acilase que degrada a molécula sinalizadora
30C12HSL. Verificou-se também que B. pulmilus S6-17 apresenta um espetro maior de
utilizacdo, uma vez que é capaz de inibir a formacdo de biofilme em bactérias quer de
Gram-positivo, quer em Gram-negativo. A molécula quimicamente ativa para o efeito é um

derivado de acido carboxilico, acido 4-fenilbutandico. (Nithya, C., et al, 2011)

A associacdo do coral com actinomicetes também se mostrou vantajosa no sentido de
diminuir a formagéo de biofilme em S. aureus ATCC 11632, S. aureus ATCC 33591
resistente a meticilina e S.aureus isolados de amostras bioldgicas, a uma concentracao de
0,1 mg/ml. (Bakkiyaraj, D. e Pandian, S.K., 2010).

Tabela 3: Enzimas bacterianas inibidoras do QS. (adaptado de Kalia, V.C., 2013).

Origem da molécula . Sinal de QS .
Qs Enzima degradado Referéncia
Bacillus sp. estirpe
240B1 Lactonase AHLs Dong et al, 2000
Bacillus thuringiensis Lactonase AHLs Lee et al, 2002
Stappia® sp. estirpes
5,176 ¢ 97-1 Lactonase AHLs Romero et al, 2011
Oceanobacillus
estirpes 30, 172 e 97- Lactonase AHLs Romero et al, 2011
2
Halor_nonas P Lactonase AHLs Romero et al, 2011
estirpe 33
'Tenamba(_:ulum Acilase/Lactonase AHLs Romero et al, 2011
discolor estirpe 20J
Hyphamonas sp. . C4HSL e 30C12-
DG895 Acilase/Lactonase HSL Romero et al, 2011
Alteromonas sp. . C4HSL e 30C12-
estirpe 168 Acilase HSL Romero et al, 2011
Chowdhary et al,
Bacillus magaterium AHL-oxidase CAHSL e 30C12- 2007; Cirou et al,
HSL 2009
Bacillus circulans Diferente da C4HSL e 30C12- Romero et al. 2011
estirpe 24 Lactonase” HSL '
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pacillus pumilus S8- | AHL-Acilase 30C12HSL Nithya et al, 2010

Ralstonia sp. XJ12B AHL-Acilase AH L?O‘:]eggade'a Lin et al, 2003
Pseudomonas AHL-Acilase AHLs de cadeia Huang et al, 2003

aeruginosa PAO1 longa
AHL-Lactonase AHLs

Rhodococcus Acilase :
erythropolis estirpe (Amidohidrolase) AHLs Park et al, 2006;
— Uroz et al, 2008

W2 Atividade de
. 3-0x0-N-AHLs
oxidoredutase

B”rkho'ge&a eStIPe | AHL-oxidoredutase 30C6HSL Chan et al, 2011
H.B. Zhang et al,
Agrobacterium 2002; Zhang et al,
tumefaciens AHL-Lactonase AHLS 2004; Carlier et al,

2003
Arthrobacter sp.

IBNLL0 AHL-Lactonase AHLs Park et al, 2003

Acinectobacter sp. Kang (BR) et al,
estirpe C1010 Lactonase AHLs 2004

% Oficialmente pertence a Agrobacterium.

b AHLs que nao foram recuperadas por acidificacdo, poderdo ser semelhantes a AHL —

oxidase de B. magaterium (Romero et al, 2011).

3.1.2. QSI de origem animal:

As interacfes que se verificam entre um hospedeiro eucariota e bactérias altamente
patogénicas, especialmente na presenca de moléculas de QS, sdo muito variadas. Os rins
do porco contém acilase | que se verificou ser capaz de inativar algumas moléculas de QS
como C6HSL e 30C12HSL, mas ndo C4HSL. Esta enzima tem alguma influéncia na
inibicdo do biofilme em bactérias como A. hydrophila e Pseudomonas putida. (Paul, D., et
al, 2009).

Os animais possuem umas enzimas designadas por PONs (paraoxonases dos mamiferos)
que atuam sobre ésteres e lactonas, hidrolisando-os. As PON-lactases diferem das lactases
dos seres procarioticos porque lhes falta o motivo HCDH~H~D e também porque

necessitam de ides calcio para exercerem a sua funcdo. (Billecke, S., et al, 2000).

As células epiteliais dos humanos tém a capacidade de degradar algumas das AHLSs

produzidas por P. aeruginosa, dependendo do comprimento da cadeia acil, portanto,
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degradam 30C12HSL mas ndo C4HSL. (Chung, C.K., et al, 2004). Alguns estudos
revelaram a decomposicdo da molécula 30C12HSL no soro de alguns mamiferos testados

como, bovinos, cabras, cavalos, ratos e coelhos. (Yang, F., et al, 2005).

Foi demonstrado que determinadas comidas como risséis de peru, peito de frango ou
queijos caseiros apresentam 84,4-99,8% de inibicdo da atividade de Al-2. Também, os
acidos gordos de cadeia longa da carne de aves possuem um efeito inibitério que ronda os
25-99% da atividade da mesma molécula sinalizadora na bactéria V. harveyi BB170. (Lu,
L.G., et al, 2004; Widmer, K.W., et al, 2007).

3.1.3- QSI de origem vegetal:

Os extratos vegetais podem ser utilizados como QSI devido as semelhancas estruturais que
apresentam com os sinais de QS e também porque sdo capazes de degradar os recetores das
moléculas sinalizadores (LuxR/LasR). O GABA (4cido y-aminobutirico) produzido pelas
plantas € capaz de promover a degradacdo das AHLs pela lactonase AttM de A.
tumefaciens, diminuindo o processo infecioso, exceto em condices adversas (quando a
salinidade e humidade do meio ndo sdo adequadas, hd a producdo de prolina que

antagoniza o processo onde 0 GABA intervém). (Haudecoeur, E., et al, 2009).

Algumas plantas medicinais como Emblica officinalis, produz pirogalol que tem acéo
antagonista de Al-2. (Ni, N., et al, 2008). L-canavanina, presente no exsudado de M. sativa
interfere na producdo de exopolissacéridos, por afetacdo da fixacdo de nitrogénio em S.
melioti. (Gonzalez e Keshavan, 2006). Medicago truncatula modula a atividade de AhyR,
CviR e LuxR em varios microrganismos e intervém no mecanismo de QS de P. aeruginosa
e S. melioti. (Mathesius, U., et al, 2003). Os genes de viruléncia de P. aruginosa PAO1
podem ser inibidos pela curcumina produzida por curcuma longa. O composto
cinamaldeido e seus derivados intervém em varios processos regulados pelo QS como a
formacgéo de biofilmes em P. aeruginosa e o QS mediado por Al-2 em Vibrio spp.
(Brackman, G., et al, 2008).

Na toranja ocorrem naturalmente uns compostos designados por furocumarinas que
podem inibir a atividade de Al-1 e Al-2 em V. harveyi estirpes BB886 e BB170 e a
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formagéo de biofilme em E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium e P. aeruginosa. As
furocumarinas purificadas conduzem a uma inibi¢do na ordem dos 94,6- 97,7% dos Al.
(Girennavar, B., et al, 2008). As sementes da laranja azeda possuem limonoides,
compostos quimicos com capacidade de inibir mais que 90% da atividade do Al-2 em V.
harveyi a concentragdo de 100 pg/ml, bem como, inibem a atividade de HAI e Al-2 que
leva a bioluminescéncia. As furocumarinas e limonoides partilham uma parte da sua
estrutura quimica com a furanonas sintéticas que tém acdo inibitoria do QS. (L6on-
Stensrud, J., et al, 2007).

Os flavonoides existentes em algumas plantas possuem Vvarias carateristicas que os tornam
interessantes e constante objeto de estudo na investigacdo cientifica. Entre os seus atributos
enguadram-se uma ac¢do anti-oxidante, anti-inflamatoria, inibidores da proliferacédo celular
ou inibidores do mecanismo de QS. Como QSI, destacam-se os flavonoides naringenina,
kaempferol, quercetina e apigenina que inibem as moléculas HAI-1 ou Al-2 intervenientes
nos processos de bioluminescéncia de V. harveyi BB120 e MM32. Mais especificamente,
observou-se que a quercetina e a naringenina conseguem inibir a formacéo de biofilme por
parte de V. harveyi BB120 e E. coli O157:H7. (Vikram, A., et al, 2010).

Extratos de plantas como Combretam albiflorum, Laurus nobilis e Sonchus oleraceus
mostraram possuir atividade inibitéria do QS. A casca de Combretam albiflorum possui
uma catequina (flavan-3-ol) que diminui a producdo de piocianina, elastase e a formagao
de biofilme em P.aeruginosa PAO1. (Vandeputte, O.M., et al, 2010).

Alguns QSI foram encontrados em vegetais como o alho, plantas medicinais, componentes
da dieta ou raizes de Areca catechu e Panax notoginseng. (Koh e Tham, 2011). Extratos de
Scorzonera sandrasica revelaram-se eficazes a inibir a producéo de violaceina por C.
violaceum. A avaliacdo do caule subterraneo de Imperata cylindrical, das folhas de
Nelumbo nucifera, da planta completa Prunella vulagris e da casca de Puniica granatum,
revelou atividade inibitéria do QS em C. violaceum CV026 mas ndo em P.aeruginosa
PAOL. (Koh e Tham, 2011).

Foram identificadas varios legumes com capacidade para degradar as moléculas de AHL,

como, alfalfa (Medicago sativa), trevo, 16tus, ervilha e feijdo. Pensa-se que exercem a sua
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acdo por meio de uma enzima semelhante & lactonase, contudo, o mecanismo de

degradacdo nao esta bem esclarecido. (Chai, Y., et al, 2007).

Arabidopsis produz um exsudado que interfere na sinalizacdo do QS em A. tumefaciens.
(Chai, Y., et al, 2007). Também produz umas enzimas que hidrolisam os acidos gordos e
estdo relacionadas com a degradacdo de AHLs principalmente nas plantas mutantes que
expressam aquelas enzimas em grande quantidade, logo, sdo mais resistentes as mudancas
que ocorrem nas AHLs. (Ortiz-Castro, R., et al, 2008).

A planta do ch& produz catequinas que interferem no processo de transferéncia do
plasmideo conjugado R em E. coli. (Zhao, W.H., et al, 2001). Nesta bactéria, a formacdo do
biofilme pode também ser interrompida pelas furocumarinas do sumo da toranja e em P.
aeruginosa pelo &cido rosmarinico produzido pelas raizes da espécie Ocimum basilicum.
(Walker, T.S., et al, 2004).

Algumas plantas, produzem metabolitos secundarios dos fendis como o acido salicilico,
que se mostraram eficazes a estimular a producdo de AHL-lactonase. A inibicdo da
formacdo do biofilme foi conseguida também pela acdo de um outro composto, o &cido
ursolico identificado em mais de 13000 amostras de compostos purificados de varias partes
da plantas ou mesmo na planta completa. Este &cido, com uma concentra¢do de 10 pg/ml
levou a diminuicdo da formacdo do biofilme em cerca de 79% em E. coli e 57-95% em V.
harveyi e P. aeruginosa PAO1 de acordo com o meio de cultura utilizado. Verificou-se
também no mesmo estudo que o acido ursélico ndo possui qualquer tipo de atividade sobre
QS em V. harveyi mediado por Al-1 e Al-2. (Ren, D., et al, 2005).

Nos extratos de algumas plantas comestiveis como Ananas comosus, Musa paradiciaca,
Manilkara zapota e Ocimum sanctum, foram identificados moléculas QSI para a producéo
de violaceina por C. violaceum e também para a producdo de piocianina, proteases
estafiloliticas, elastases e formacdo de biofilme em P. aeruginosa PAOL. O 6leo essencial
de Satureja thymbra, demostrou ter a capacidade de diminuir a formacéo do biofilme em
Salmonella, Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus e Lactobacillus spp. (Al- Shuneigat,
J., et al, 2005; Chorianopoulos, N.G., et al, 2008).
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A interrupcdo do processo de QS em Staphylococcus spp., apresenta mecanismos

diferentes dos mencionados até aqui. O QS nestas bactérias baseia-se na proteina ativadora
Al RNAIIl (RAP) e no seu local-alvo (TRAP). A viruléncia destas bactérias pode ser

atenuada se se utilizar um péptido inibidor da RNA-I11 (RIP) ou uma molécula sem origem

proteica analogo do RIP (hamamelitanina). Esta foi identificada na casca de Hammamelis

virginiana (hamameélis) e, in vitro, mostrou ndo ter eficacia sobre o crescimento de

Stapylococcus spp., mas sim sobre a molécula reguladora de QS RNAII, impedido a

formacédo do biofilme e a fixacdo das celulas bacterianas. Estudos com implantacdo de

enxertos embebidos em hamamelitanina em animais, revelaram uma diminui¢do bastante

significativa do nimero de bactérias em comparagdo com os controlos. (Kiran, M.D., et al,

2008).

Tabela 4: Inibidores do QS de origem eucaridtica. (adaptado de Kalia, V.C., 2013).

Origem do QSI

Efetivo contra

Organismo

Atividade mediada
pelo QS

Referéncia

Algas

Ahnfeltiopsis
flabelliformis (algas
vermelhas coreanas):
a-D-galactopiranosil-

(1 2)-glicerol
(floridoside),
betonicine e &cido
isoeti6nico

Agrobacterium
tumefaciens

Mediado por AHL

Kim et al, 2007

Chlamydomonas
reinhardtii, algas
verdes unicelulares:
nao se identificou
gual a AHL que
mimetiza

Escherichia coli
(LasRI::luxCDABE)

Bioluminescéncia

Teplitski et al, 2004

Delisea pulchra
(macroalga
australiana):
furanona halogenada

E. coli

Formacao de biofilme
e swarming

Ren et al, 2001

Sinalizacéo por Al-2
(quimiotaxia,
mobilidade de sintese
de flagelo)

Ren et al, 2004

Proteus mirabilis

Swarming

Gram et al, 1996

Pseudomonas
aeruginosa

Formacéo de biofilme

de Neys et al, 1993

Serratia ligueaciens

Swarming

Givskov et al, 1996

Vibrio fischeri

Bioluminescéncia

Givskov et al, 1996

Vibrio harveyi

Producéo de toxinas e
luminescéncia

Manefield et al,
2000

Formacao de biofilme

de Neys et al, 1993
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Laminaria digitata
(alga castanha):
HObr oxidado

Chromobacterium
violaceum CV026

Reage
especificamente com
HSLs 3-oxo-acil

Borchardt et al, 2001

Fun

0S

Tremella fuciformis

C. violaceum

Producéo de

Zhu e Sun, 2008

violaceina
Auricularia Producio de
auricular: pigmentos C. violaceum ogucac Zhu e Sun, 2011
- violaceina
naturais
Penicillium: acidos . - Rasmussen et al,
P. aeruginosa Biofilme

penicilico e “patulin”

2005b

Plantas

Extrato de Allium
sativum (alho)

A. tumefaciens
estirpe NTL4

B-galactosidase

Bodini et al, 2009

C.violaceum

Producéo de
violaceina

Bodini et al, 2009

P. aeruginosa

Alginato e elastase

Rasmussen et al,
2005a

Formacao de biofilme

Bjarnsholt et al,
2005a
Rasmussen et al,
20052

P. aeriginosa estirpe

Fluorescéncia

Bjarnsholt et al,
2005a

Iso/gfp Persson et al, 2005a
Bodini et al, 2009
Alyssum maritimum C.violaceum Inibicio fraca Karamanoli e
(folha) CVO0blu Lindow et al, 2006
Ananas comosus C.violaceum Pr(_)dugag de Musthafa et al,2010
violaceina
Piocianina

P. aeruginosa PAO1

(pigmento), protease
esfatilococica,
producéo de elastase
e formacéo de
biofilme

Exsudado de
Arabidopsis: y-
hidroxibutirato

(GHB)

A. tumefaciens

Sinalizacdo por AHL

Chai et al, 2007

Extrato de mirtilo

C.violaceum

Producdo de
violaceina

Vattem et al, 2007

Brassica napus

C.violaceum CVO0blu

Karamanoli e

(folha) Inibigao fraca Lindow et al, 2006
Extratos de Brassica
. ol_e[acea, . C.violaceum Prgduga(? de Vattem et al, 2007
manjericdo, alecrim, violaceina
gengibre e curcuma
Camellia sinensis Transferéncia do
N . E.coli plasmideo R Zhao et al, 2001
(cha): catequinas .
conjugado

P. aeruginosa

Cinnamomum
zeylanicum (canela)

E. coli

Formacéo de biofilme

Niu e Gilbert, 2004

V. harveyi

QS por AHL e Al-2

Niu et al, 2006
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Cinamaldeido e

QS mediado por Al-2
(bioluminescéncia,

Brackman et al,

derivados: 4-NO2- Vibrio spp. formacao de 2008
cinamaldeido pigmento e atividade
de protease)
Combretam
albiflorum: . Recetor RhIR que
flavonoide catequina P. aeruginosa deteta C4-HSL Schaefer et al, 2008
da casca

Coroa da ervilha

C.violaceum CV026

Producéo de

Teplitski et al, 2004

violaceina
Extratos de uva C.violaceum Prgdugag de Vattern et al, 2007
violaceina
E.coli
Sumo de toranja P. aeruginosa Formacao de Girennavar et al,
(furocumarinas) Salmonella Biofilme 2008
typhimurium
A. tumefaciens Beta-galactosidase Delalande et al,
. NTLR4 g 2005
Lotus corniculatus —
. Producdo de Delalande et al,
C.violaceum CV026 . .
violaceina 2005
. Producdo de
C.violaceum violaceina Mushtafa et al, 2010
Piocianina

Manilkara zapota

P. aeruginosa PAO1

(pigmento), protease
esfatilococica,
producdo de elastase
e formacéo de
biofilme

Musa paradiciaca

C.violaceum

Producdo de
violaceina

Mushtafa et al, 2010

P. aeruginosa PAO1

Piocianina
(pigmento), protease
esfatilococica,
producdo de elastase
e formacéo de

biofilme
Medicago sativa C.violaceum Prqdugag) de Keshavan et al, 2005
(sementes com L- violaceina
canavanina, um . N A Exopolissacarido 1l
analogo da arginina) Sinorhizobium meliloti (EPS 11) Keshavan et al, 2005
Medicago truncatula _ Gene LuxR Gao et al, 2003
~ E.coli
(fragdes 8-12 e 21-24 Gene AhyR Gao et al, 2003
da plantula) - .
C.violaceum Gene CviR Gao et al, 2003
P. aeruginosa QS em geral Mathesius et al,
- 8eTug g 2003
. Gene LuxR para Mathesius et al,
M. truncatula Salmonella enterica sinais Al-2 2003
- Mathesius et al,
S. meliloti 1021 QS em geral 2003

Ocimum basilicum
(manjericédo): acido
rosmarinico

P. aeruginosa

Producéo de protease
e elastase e formacdo
de biofilme

Walker et al, 2004
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Ocimum sanctum

C.violaceum

Producéo de
violaceina

Mushtafa et al, 2010

P. aeruginosa PAO1

Piocianina
(pigmento), protease
esfatilococica,
producédo de elastase
e formacéo de

biofilme
Passiflora incarnate . Producdo de Karamanoli e
(folha) C.violaceum CV0blu violaceina Lindow, 2006
Protease induzida o
pela HSL-C4 Teplitski et al, 2004
N-

Pisum sativum

C.violaceum CV026

acetilglucosaminidase
(exocitinase) e
producdo de

Teplitski et al, 2004;
Gonzalez e
Keshavan, 2006;
Fatima et al, 2010

violaceina
S. liquefaciens MG1 Swarming Teplitski et al, 2004
. . . Producéo de Karamanoli e
P. sativum (raizes) C.violaceum CVblu violaceina Lindow, 2006
p. sativum (folha) | C.violaceum CVblu Inibico fraca aramanoll &

Extrato de mirtilo

C.violaceum

Producéo de
violaceina

Vattern, et al, 2007

Romne(;gltgghoclyx C.violaceum CVblu Inibicdo fraca Ei?cmn%b%
Ruta(g;ﬁ/ae)olens C.violaceum CVblu Inibigdo fraca E?&;nv\ingéb%
C.violaceum Producdo de Bosgelmez-Tinaz et
Extrato de ATCC12472 e CV026 violaceina al, 2007
Scorzonera Producdo de Bosgelmez-Tinaz et
sandrasica Erwinia caratovora antibidticos
al, 2007
carbapenemos
Exsudate: y-
hidroxibutirato A. tumefaciens Sinalizacdo por AHL Chai et al, 2007
(GHB)

Exsudado de tomate:
y-hidroxibutirato

A. tumefaciens

Sinalizacéo por AHL

Chai et al, 2007

(GHB)
Extrato de vanilla | o io1aceum V026 Produgdo de Choo et al,2006
planifolia violaceina

Extratos de plantas
medicinais: folha de
Conocarpus erectus,

partes aéreas de
Chamaecyce
hypericifolia, folha
de Callistemon
viminalis, folha de
Bucida bucera, folha
de Tetrazygia
bicolor, folha de
Quercus virginiana

C.violaceum

Producéo de
violaceina

Adonizio et al, 2006

A. tumefaciens
NTL4 (pZLR4)

Beta-galactosidase

Adonizio et al, 2006

Extratos de plantas

P. aeruginosa

Producéo de elastase,

Adonizio et al, 2006
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medicinais:; folha de
C. erectus, folha de

pioverdina e protease
e formacéo de

C. viminalis, folha de biofilme
B. buceras
Medicina Tradicional A. tumefaciens Inibidor do TraR Zeng et al, 2008
Chinesa P. aeruginosa Formacao de biofilme Zeng et al, 2008
Casca de Combretum P. aeruginosa Formacao de biofilme | Vandeputte et al,
albiflorum ' e elastase 2010

Metabolitos secundéarios

Acido p-cumarinico
(composto fendlico
percursor da lenhina)

C.violaceum 5999

Producéo de
violaceina

Bodini et al, 2009

Pseudomonas
chlororaphis

Producéo do
antibiotico acido
fenazine-1-
carboxilico (PCA)

Bodini et al, 2009

A. tumefaciens

Beta-galactosidase

Bodini et al, 2009

Acido salicilico
(metabolito
secundario fenolico
de plantas)

A. tumefaciens

Estimula a expressao
de AHL-lactonase

Yuan et al, 2007

Vanilina

Aeromonas hydrophila

Formacao de biofilme

Choo et al, 2006
Ponnusamy et al,
2009

Luffariella variabilis
(“manolide and
secomanoalide
monoacetate™)

E.coli (LuxR de V.
fischeri)

P. aeruginosa

Beta-galactosidase e
trazolium

Skindersoe et al,

Animal

Paraoxonases dos
mamiferos

P. aeruginosa

Diminuicédo da
atividade dependente
de 30C12HSL

Teiber et al, 2008

3.1.4- QSI baseado em organismos marinhos:

Foram realizados alguns estudos no sentido de averiguar o potencial dos organismos
marinhos como fonte de moléculas inibitérias do processo de QS. Verificou-se a existéncia
de moléculas com atividade QSI, bem como a presenca de genes de QQ. O organismo
Delisea pulchra tem a capacidade de produzir furanonas halogenadas semelhantes as
AHLs que se ligam ao recetor LuxR, levando rapidamente a desativagdo do mesmo e
assim, interrompe-se o processo. (Ren, D., et al, 2004). A semelhanca deste organismo,
também Chlamydomonas reinhardtii mimetiza as moléculas sinalizadoras bacterianas
comprometendo o QS. (Teplitski, M.,et al, 2004). A alga Laminaria digitata ¢ capaz de
oxidar a molécula 30OCE6HSL por meio de uma enzima designada bromoperoxidase.

(Borchardt, S.A., et al, 2001).
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Ao longo da costa da Australia, recolheram-se 284 extratos de organismos marinhos entre
1 a 10 metros de profundidade e conclui-se que 64 eram ativos em relagcdo a um derivado
do LuxR, o QSIS1. A esponja marinha Luffariela variabilis mostrou-se ativa contra QSIS2
de P. aeruginosa. Existem no ecossistema marinho alguns seres como as cianobactérias
com capacidade de inibir a expresséo de genes de QS. Assim, verificou-se que 0 organismo
Lyngbya majuscula produz simultaneamente “malingolide acid” que inibe a producédo de
violaceina em C. violaceum e “lyngbyoic acid” que compromete a producdo de elastase e
piocianina em P. aeruginosa. Para além destes compostos, Lyngbya majuscula também
sintetiza malingamida C e 8-epi-malingamida que inibe outros processos mediados pelo
QS em P. aeruginosa. (Kwan, J.C, et al, 2010)

3.1.5- QSI de origem fungica:

Para além da producdo de antibioticos (nomeadamente penicilina) como metabolito
secundario, verificou-se que algumas estirpes de Penicillium spp. também tinham a
capacidade de sintetizar compostos que atuam como QSI: acido penicilico e “patulin#.
Para tal, utilizou-se como modelo ratos com infecdo pulmonar por P. aeruginosa,
verificando-se a melhoria dos animais quando se administrava “patulin”. (Rasmussen,
T.B., et al, 2005b).

A associacdo de fungos com plantas pertencentes a Ascomycota e Basidiomycota revelou-
se interessante pois consegue degradar C6HSL e 30C6HSL via lactonase. (Uroz e
Heinonsalo, 2008).

A producdo de violaceina por C. violaceum pode também ser inibida pelos pigmentos

naturais de Auricularia auricular. (Zhu, Z., et al, 2011).

3.1.6- QSI baseado em anticorpos:

Quando existe uma molécula estranha no organismo, o sistema imunoldgico do hospedeiro
produz anticorpos na tentativa de a neutralizar e remover para que ndo exerca qualquer
influéncia no funcionamento do organismo. Assim, realizaram-se estudos de investigacéo

no sentido de avaliar a possibilidade de se utilizarem anticorpos para interromper o
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processo de QS. Inicialmente assumia-se que as moléculas sinalizadoras, por terem baixo
peso molecular e serem de origem ndo-proteica ndo teriam a capacidade de levar a
producdo de anticorpos no hospedeiro. Contudo, verificou-se que estas moléculas
influenciavam a expressdo de mecanismos como a apoptose, entre outros. (Kravchenko,
W., et al, 2006).

Os estudos iniciais para a producdo de anticorpos anti-AHL (designados por RS2-1G9),
foram efetuados utilizando uma molécula sintética analoga de 3-oxo-AHL. Verificou-se
que havia QQ para 30C12HSL de P. aeruginosa mas ndo para AHLsS com uma cadeia
lateral mais curta. (Kaufmann, G.F., et al, 2008)

Efetuou-se um estudo onde se imunizaram ativamente alguns ratos com a proteina
conjugada 30C12HSL — BSA o que levou a formac&o de anticorpos especificos no soro do
animal. Posteriormente expuseram-se 0s ratos a bactéria P. aeruginosa PAO1 numa
quantidade de 3 x 10° CFU. Ao quarto dia apds o contato dos animais com a bactéria, 36%
dos ratos imunizados estavam vivos, enquanto que ao final do segundo dia os ratos
controlo (expostos a mesma quantidade de bactéria sem imunizacdo ativa prévia)
morreram todos. Supfe-se que 0 mecanismo adjacente a estes resultados esta relacionado
com a diminuicdo da resposta inflamatéria do hospedeiro, uma vez que 0s ratos
imunizados apresentavam uma concentracdo pulmonar de fator tumoral de necrose (TNF-

o)) mais baixa em comparagdo com os controlos. (Miyairi, S., et al, 2006).

3.2- QS de Origem Sintética:

A utilizacdo de moléculas inibidoras do QS é de facto um método bastante interessante no
que diz respeito ao combate a infe¢des causados por mecanismos que se multiplicam por
processos inerente ao QS. Como explicitado anteriormente, existe uma enorme variedade
de fontes e moléculas com efeito inibitério do referido mecanismo, no entanto, 0 uso
restrito das moléculas disponiveis na natureza pode ser insuficiente face as necessidades. A
baixa concentracdo de moléculas inibitorias e as reagdes toxicas que poderdo ocorrer, Sao
as maiores limitagdes do QSI natural. Assim, surgiu a necessidade de sintetizar
quimicamente compostos para 0 mesmo efeito. Para além do evidente interesse comercial

na producdo de moléculas analogas as do QS, QSI e sua interacdo com genes reguladores
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da transcricdo, estas moléculas antagonistas sdo raras. A sintese quimica foca-se na
producdo de moléculas que atuem na via metabolica da produgdo de moléculas
sinalizadoras, na substituicdo de sinais, alteracdes no comprimento da cadeia lateral, entre

outros.

3.2.1- Sintese de moléculas sinalizadoras:

Estudos realizados em P. aeruginosa, permitiram produzir compostos semelhantes aqueles
que intervém na sintese de moléculas de QS. Assim, a condensacdo de antranilato com
acidos gordos B-ceto, como o &cido B-cetodecandico leva a producdo de metabolitos
secundarios como 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, uma molécula sinalizadora (quinolona)
existente em P. aeruginosa. O metil-antranilato (analogo do antranilato) mostrou-se eficaz
na inibicdo da producdo de quinolonas e reducdo da sintese de elastase sem afetar o
crescimento de P. aeruginosa PAO1. (Calfee, M.W., et al, 2001).

3.2.2- ModificagOes na cadeia lateral das AHLSs:

A funcionalidade das moléculas sinalizadoras estd dependente da sua estrutura quimica,
geometria e quiralidade. As AHLs existentes na natureza tém isomeria L e ndo possuem
ligagBes insaturadas, pelo que os D-isdbmeros sdo desprovidos de atividade biolégica.
Assim, a juncdo de uma insaturacao perto da ligacdo amida impede a ligacdo da molécula
ao recetor. (Zhu, J., et al, 1998).

O comprimento da cadeia lateral também tem uma influéncia significativa na acdo, uma
vez que a adi¢cdo de um grupo metileno leva a diminuicdo da atividade molecular em cerca
de 50%, enquanto que a adi¢do de dois grupos metileno conduz a uma perda de atividade
na ordem dos 90%. Assume-se, portanto, que as moléculas que apresentam uma cadeia
lateral maior que a molécula nativa sdo os inibidores mais eficazes no que diz respeito ao

comprimento da cadeia lateral. ((Hentzer e Givskov, 2003).

A tumefaciens, produz a molécula 30C8-HSL e a substitui¢do do grupo carbonilo por
um grupo metileno na posigdo 3 da cadeia lateral, leva ao surgimento de uma molécula

antagonista com atividade semelhante. (Zhu, J., et al, 1998).
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A bioluminescéncia de V. fischeri pode ser inibida de véarios modos: quando existem varias
substituicdes no carbono 4 das cadeias laterais das moléculas 3OC6HSL ou C6HSL (Zhu,
J., et al, 1998); o processo pode também ser interrompido quando se sintetizam analogos
de AHLs substituindo um ligagdo carboxamida por uma sulfonamida. Verificou-se que o
aumento da cadeia lateral levava a diminuicdo da atividade antagonista. Outro dado
importante esta relacionado com a configuracdo espacial da molécula, verificando-se que
quando o grupo sulfonamida e fenil se encontravam separados por dois carbonos a

atividade antagonista era mais eficaz. (Castang, S., et al, 2004).

Em P. aeruginosa o processo de QS pode ser inibido por moléculas andlogas as AHL, as
N-acil ciclopentil aminas (Cn-CPA), sendo C10-CPA a mais ativa em relacdo aos sistemas
Las e Rhl (Ishida, T., et al, 2007). Ja em S. marcescens a C9-CPA revelou-se a mais eficaz
como QSI (Morohoshi, T., et al, 2007). Paralelamente, C6, C7 e C8-CPA pode conduzir a
reducao em cerca de 90% do mecanismo de QS em V. fischeri. As moléculas Cn-CPA, em
comparacdo com as furanonas halogenadas mostraram maior potencial inibitorio. (Wang,
W., et al, 2008).

3.2.3- Alteracgdes na estrutura do anel da AHLSs:

Alguns estudos revelaram que modificagdes no anel y-butirolactona das AHLSs influenciam
a atividade biolégica da molécula. Deste modo, verificou-se que, por exemplo, o analogo
lactamico de AI-30C12HSL de P. aeruginosa levava a uma acentuada reducdo da sua
atividade; alteracdes nas 3% e 4% posicbes no anel do QSI sintético HSL 30C8HSL
originam estruturas quimicas semelhantes a furanonas e portanto, com elevado potencial
QSI. Contudo, os isdmeros 3-hidroxi cis e trans apenas se mostraram eficazes a elevadas
concentracgdes, sendo que cis foi mais eficaz. (Smith, K.M., et al, 2003).

A molécula N-(2-oxociclohexil)-3-oxododecanamina analoga de 30C12HSL demonstrou

poder antagonista do QS em P. aeruginosa levando a diminuicdo na producédo de elastase,
piocianina e formacdo de biofilme. (Smith, K.M., et al, 2003)
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3.2.4- Antagonistas dos recetores:

3.2.4.1- Recetores LuxR, LuxO e LasR:

Outra opcdo para quebrar a cadeia do QS é antagonizar os recetores de moléculas
produzidas durante o processo com outras semelhantes mas sem o efeito indutor. Assim,
foram produzidas algumas moléculas QS| com este propdsito. Por exemplo, 0s compostos
N-ciclopentil-2-heptil, sulfanil-acetamida e N-ciclohexil-2-heptil sulfanil-acetamida por
Ihes faltar o grupo 1-oxo comportam-se como antagonistas de LasR. A substituicdo nas
moléculas sinalizadoras de algumas porcdes por atomos de enxofre conduziu ao
surgimento de outra classe de antagonistas. Entre estes, N-(heptil sulfanil acetil)-L-HSL
revelou-se o mais eficiente devido a duas carateristicas: possui uma cadeia acil mais curta
que 30C12HSL e o grupo 3’-0xo estar substituido por um atomo de enxofre. Esta
substituicdo conduz a variagdes nas propriedades estéricas e, por isso, influencia a

capacidade da molécula se ligar ao recetor. (Koch, B., et al, 2005; Persson, T., et al 2005).

As furanona sintéticas também tém a capacidade de inibir o QS ao nivel do recetor. Assim,
compostos como (2)-4-bromo-5-(bromometileno)furan-2(5H)-ona e (2)-5-
(bromometileno)furan-2(5H)-ona inibem a formacdo de biofilme causada por Al-1 nos

pulmdes de ratos infetados por P. aeruginosa. (Wu, H., et al, 2004).

As furanonas halogenadas sintéticas Fimbrolide (F1) e N-(sulfanil acetil)-L-HSL inibem o
QS porque competem com a molécula sinalizadora 30C6HSL pela ligacdo ao recetor.
(Koch, B., et al, 2005). Mais recentemente, foi demonstrado que a furanona C-30 interfere
com a formacao de biofilme na superficie dentaria por Streptococcus mutans, pois é capaz
de modificar a expressao de genes associados ao QS, a via metabdlica de agUcares e a
adesdo e formacéo de biofilmes pelas bactérias. (He, Z., et al, 2012). Noutras espécies de
Streptococcus a furanona C-56 demonstrou-se mais eficaz na inibi¢do do biofilme. (L6nn-
Stensrud, J., et al. 2007).

A bactéria Salmonella enterica é muitas vezes responsavel por infecdes alimentares devido
a formacdo de biofilmes. Esta situacdo pode ser contornada com o auxilio das furanonas
bromadas (com o elemento quimico bromo) pois conseguem interromper 0 mecanismo de

QS em muitas bactérias. Estudos realizados permitiram concluir que a uma CMI de 500

29



uM, as furanonas sem cadeia alquilica eram toxicas para Salmonella. (Janssens, J.C., et al,
2008).

Um estudo efetuado para revelar compostos inibidores do QS em P. aeruginosa, revelou
que nove das moléculas testadas inibam o processo em mais de 50%, a uma concentracdo
de 20 uM em relagdo ao sinal 30C12HSL a 50 uM. Trés destes compostos apresentavam
algumas semelhancas estruturais, um tiocarbamato ligado a um anel anilina com grupos
funcionais diferentes. Este facto ocorre devido a competicdo entre a molécula sinalizadora

e a inibitdria pelo mesmo local de ligacdo, LasR. (Borlee, B.R., et al, 2010).

Durante a avaliacdo de determinadas moléculas, verificou-se que trés delas tinham
potencial antagonista em relacdo a LuxO de V. cholerae. Estes trés compostos possuem
uma similaridade estrutural entre si, um nucleo 5-tio-6-azauracil e variagcbes na cadeia
lateral. O seu mecanismo de acdo prende-se com a inibicdo da atividade da ATPase
responsavel pela via metabdlica do QS, refletindo-se na inibicdo de fatores de viruléncia e
citotoxicidade em V. parahaemolyticus e também na diminuicdo do potencial patogénico

de outras bactérias pertences Vibrio spp. (Ng, W.L., et al, 2012).

3.2.4.2- Recetor Rh1R:

A furanona C-30 é capaz de inibir a expressao de alguns genes associados a viruléncia em
P. aeruginosa, como, gene lasB (codifica para a elastase), o lasA (codifica para a protease),
operdo rhl AB (codifica para a producédo de ramnolipido), entre outros. Contudo, ndo tem a

capacidade de perturbar a transcricdo de lasR1 e rlhR1. (Hentzer, M., et al, 2003).

Na tentativa de colmatar estas limitacOes, investigaram-se novas moléculas como o 4-nitro-
pyridine-N-oxide (4-NPO) que se ligava preferencialmente a Rh1R. Este composto
diminuia a tolerancia do biofilme de P. aeruginosa a tobramicina, 0 que constitui uma
evidéncia muito forte da acdo inibitoria deste composto sobre a expressao de genes de

viruléncia desta bactéria. (Rasmussen, T.B., et al, 2005a)

Os compostos organossulfurados, os sulféxidos de cisteina com substituicdo por enxofre,

0 seu derivado dissulfito e seu produto difenil dissulfito provaram serem bastante eficazes
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na inibicdo da formacdo de biofilme em P. aeruginosa coma a mesma competéncia que
1mM de 4-NPO. (Cady, N.C., et al, 2012).

3.2.4.3- Recetor QscR:

Para além de LasR e Rh1R, P. aeruginosa possui um terceiro recetor de sinais de QS, o
QscR. As estirpes que possuem mutacfes nos genes que codificam para este recetor sao
mais virulentas, o que requer uma nova abordagem para a interrup¢do da producao de

fatores de viruléncia. (Chugani, S.A., et al, 2001).

Trés de algumas moléculas AHLs sintéticas ativadores de QscR analisadas mostraram
inibir a atividade de LasR em cerca de 50%. Cinco dessas mesmas moléculas revelaram
eficacia na inibicdo de QscR em cerca de 75%. O mesmo estudo mostrou que quatro
fenilacetanoil HLs (PHLs) eram menos capazes de antagonizar o QscR e uma das PHLS
inibia fracamente LasR (cerca de 20%). Estas moléculas sdo muito versateis podendo atuar

como ativadores ou inibidores do recetor LasR. (Mattman, M.E., et al, 2008).

De mais de 100 furanonas testadas, trés apresentaram um efeito inibitério marcado e dose-
dependente do recetor QscR. O composto F2 inibiu totalmente a atividade do recetor ligada
a 30C12HSL a uma concentracdo de 50 vezes superior a concentracdo da molécula
sinalizadora. As furanonas com muitos grupos funcionais ou volumosos no anel lactona
ndo mostraram atividade inibitdria. Assim, conclui-se que grupos funcionais de volume
adequado e lipofilia nas posicdes R1 e R2 sdo carateristicas importantes para a funcéo
inibitdria das furanonas. (Liu, H-B., et al, 2010).

Tabela 5: Inibidores do QS de origem sintética. (adaptado de Kalia, V.C., 2013).

Efetivo contra

Origem do QSI . Atividade mediada Referéncia
Organismo
pelo QS
Anélogos de AHL
Macroélidos Producéo de fatores Tateda et al, 2001,

P. aeruginosa PAO1

(azitromicina) de virulénia 2004

Regulador da

Furanil hidrazida P. aeruginosa - Persson et al, 20052
transcricdo de QS
Inativo na ativagéo

Ciclohexanona P. aeruginosa de LasR mas ativo Smith et al, 20033, b

contra Rh1R
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L-HSL

N-(indol-3-butanoil)-

P. aeruginosa PAO1

Formacéo de
biofilme

Geske et al, 2005

3-0x0-C12-(2-amino
ciclhexanona)
substituicdo aril em
AHLs e C8HSL

Vibrio fischeri

Inibicdo da
bioluminescéncia

Reverchon et al,
2002

P. aeruginosa

Antogonista de QS in
vitro e formacao de
biofilme

Smith et al, 2003a

Anélogo cis ou trans
4-hidroxi do anel de
30C8HSL

V. fischeri

Ativador potente do
QS baseado no
recetor LuxR

Olsen et al, 2002

Substituinte
carbonilo na posicéo
3 com metileno

Agrobacterium

Ativacéo do recetor

Zhu et al, 1998

tumefaciens TraR
(C8HSL)
Analogo lactamico Diminuicdo marcada
de 30C12HSL P. aeruginosa da atividade acil- Passador et al, 1996

HSL

N-(heptil-sulfanil
acetil)-L-HSL
(HepS-AHL)

P. aeruginosa

Inibicdo dogene
regulador da
transcricdo-LasR

V. fischeri

Inibicdo dogene
regulador da
transcricdo-LuUxR

Persson, et al, 2005a

N-(propil-sulfanil
acetil)-L-HSL
(HepS-AHL) PensS-
AHL e N-(heptil-
sulfanil acetil)-L-
HSL (HepS-AHL)

Pectobacterium A2JM

Atividade da protease

Rasch et al, 2007

N-sulfonil-HSL (com
uma cadeia pentil)

V. fischeri

Bioluminescéncia,
antogonismo de LuxR

Castang et al, 2004

4-fenilbutanoil HSL

E. coli

Ligacdo a OHC6HSL
abrangendo LuxR

Geske et al, 2008

V. fischeri

Antagonista LUxR

Schaefer et al, 1996

3-0x0-C12-(2-
aminofenol)

P. aeruginosa

Producédo de GFP
(proteina verde
fluorescente)

Smith et al, 2003a

3-nitro fenilacetanoil

P. aeruginosa

Inibicdo de LasR

Fraca inibicdo do

HL (C14) A. tumefaciens Geske et al, 2008
recetor TraR
Hexil-4,5-dihidroxi- . . . A Lowery et al,
2 3-pentaedione V. harveyi Bioluminescéncia 2009a.b

2-metoxiciclopentil

P. aeruginosa

Agonista com perda
de pigmentacgéo

diasteriomérico

Serratia estirpe ATCC
39006

Pigmentacéo

Lee et al, 2008

QOutros

Furanona F2

30C12HSL

P. aeruginosa dependente do Liu et al, 2010
recetor QscR
Furanona F3 e F4, Reducéo significativa
som estrutura . da atividade .
semelhante a F2 mas P. aeruginosa dependente de QscR Liuetal, 2010
com um grupo nitro em 30C12HSL
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em vez de uma
por¢do amina

Furanona C30

Vibrio anguillarum

Expressao de fatores
de viruléncia

Rasch et al, 2004

P. aeruginosa

Expresséo de fatores
de viruléncia

Hentzer et al, 2003

Furanonas bromadas

Salmonella enterica
serovar

Formacéo de

Janssens et al, 2008

- - biofilme
Typhimurium
Streptococcus Bioluminescéncia e
anginosus, S. biofilme mediados Lonn-Stensrud et al,
intermedius e S. 2007
por Al-2
mutants

V. haveyi BB152

Bioluminescéncia

Lonn-Stensrud et al,
2007

Fimbrolide (F1)

A. tumefaciens

TraR mediado por
beta-galactosidase

Kim et al, 2005

Metil antranilate

(percursor Pseudomonas sp. Viruléncia, elastase Calfee et al, 2001
modificado de PQS)
. s Rasmussen et al,
4-NPO P. aeruginosa Viruléncia 20054
Staphylococcus aureus Balaban et al,2001
RIP phyloce - Adesdo da bactéria Dell’Acqua et al,
e S. epidermidis
2004
RWJ-49815e Streptococcus Histidina cinase, Hilliard et al, 1999
. A Stephenson et al,
closantel pneumoniae viruléncia
2000
AIPII (trAIP-11) S. aureus (os quatro Rece_tor iAgr_C-II, Lyon et al, 2000
grupos) viruléncia

B14, Cmp5 e Cmp9

P. aeruginosa

Inibicdo de LasR

Geske et al, 2008

Ahumedo et al, 2010

A. tumefaciens

Inibigdo de TraR

Geske et al, 2008

Ahumedo et al, 2010

3.2.5- Sinal QseC:

QseC é um recetor membranar existente nas bactérias patogénicas que responde a molécula
sinalizadora Al-3 e as moléculas endogenas do hospedeiro adrenalina e noradrenalina,

levando a producéo de fatores de viruléncia.(Clarke, M.B., et al, 2006).

Analisaram véarias moléculas organicas com o objetivo de se identificarem aquelas com
capacidade inibitoria de QseC. Surgiu o composto designado LED209, que se verificou ser
competente a inibir a expressao de genes de viruléncia sensiveis a Al-3 e adrenalina. Esta
molécula provou ser eficaz na eliminagdo de E. coli enterohemoragica a uma concentracéo

de 5 pM. Para além disso, LED209 também diminui a expressdo de genes que codificam
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para a toxina Shiga, afetou a expressdo de genes de viruléncia em S. typhimurium e em

Francisella tularensis, em testes in vitro. (Rasko, D.A., et al, 2008).

Alguns estudos realizados em computador (simulacdes), permitiram realizar estudos
genomicos no sentido de averiguar possiveis antagonistas do QS. Assim, desenharam-se
compostos direcionados a interrupcao da comunicagdo na bactéria Burhholderia spp. Entre
estes compostos, trés deles mostraram-se capazes de interferir com a com a producdo de
fatores de viruléncia e formacéo de biofilme no modelo C. elegans. A especificidade destes
QSI é de tal modo elevada que se consideraram as moléculas como opc¢éo terapéutica para
a debelar infegdes por Burhholderia. (Riedel, K., et al, 2006).

3.2.6- Modificagao no sinal AIP-11

S. aureus sintetiza as moléculas sinalizadoras AIP para que regulem o seu mecanismo de
QS. Estas moléculas ligam-se ao recetor histidina cinase (RHK) levando a transcri¢do de
varios fatores de viruléncia. O recetor AgrC-I1 é também ativado pela molécula AIP-II.
Deste modo, moléculas semelhantes as AIP-11 sdo capazes de se ligarem aos recetores mas
sem 0s ativarem, ou seja, ndo havera expressdo de genes de viruléncia. (Lyon, G.M., et al,
2000).

Por outro lado, a utilizacdo de inibidores da histidina cinase, como, RWJ-49815 e
closantel, conduz a rutura da membrana celular e impede a agregacdo de proteinas.
(Hilliard, J.J., et al, 1999).

3.2.7- Complexos metalicos:

O complexo metalico desferrioxamina-galio (DFO-Ga) tem a capacidade de interagir com
0 metabolismo do ferro em P. aeruginosa bloqueando a formacao o biofilme. Um estudo
efetuado demostrou que a associacdo deste complexo com gentamicina inibia a formacao
do biofilme na cornea de ratos infetados com a mesma bactéria. Avaliou-se esta
combinacdo em coelhos e concluiu-se que diminuia a infecdo por Pseudomonas keratitis.

Este sistema apresenta potencial como agente terapéutico desde que as células possuam
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uma baixa concentracdo de ferro como medida de precaucdo contra infecGes e também

porque, quer DFO, quer o galio, podem ser utilizados em humanos. (Banin, E., et al, 2008).

3.2.8- Outros:

Um dos mecanismos de patogenicidade das bactérias prende-se com a indugdo da apoptose
nas células do sistema imunolégico do hospedeiro e controle da producdo de compostos
pro-inflamatorios, limitando a sua eficacia. A molécula 30OC8HSL tem acdo agonista nos
recetores o ¢ 3 € acdo antagonista no recetor y do peroxissoma proliferador-ativado. Assim,
0 uso de rosiglitazona como agonista vy, impede 0 estimulo para a producdo de compostos
pro-inflamatérios nas células epiteliais dos pulmdes, causado por 30C8HSL. (Jahoor, A.,
et al, 2008).

VI-  Sinergismo entre antibidticos e QSI.

A resisténcia a antibioticos € um dos maiores problemas de satde publica que se enfrenta
atualmente. A constante e, por vezes, desnecessaria exposi¢cdo aos antibidticos conduz as
bactérias ndo s6 a desenvolverem novas formas de sobrevivéncia, como também a
transmiti-las a outras, criando sérios problemas no combate as infe¢des. Os biofilmes
conferem uma protecdo semelhante, devido a membrana de exopolissacaridos, pois impede
que os antibidticos entrem em contato com as bactérias. (Kokare, C.R, et al, 2009).
Verificou-se que a rutura do biofilme tornava as bactérias mais suscetiveis aos antibioticos
e permitia ativar o sistema imunol6gico do hospedeiro que até ao momento nao tinha a
capacidade de detetar a presenca de células estranhas devido a protecdo conferida pelo
biofilme. (Bjarnsholt, T., et al, 2005).

A patogenicidade causada por Staphylococcus diminui quando se utilizaram antibioticos e
0 péptido inibidor da RNAIII simultaneamente. (Giacometti, A., et al. 2005). A
suscetibilidade de P. aeruginosa a tobramicina e a fagocitose por leucdcitos
polimorfonucleares aumenta quando se utiliza alguns QSI como “patulin”, furanona C30,
acido penicilico ou extratos de alho. (Bjarnsholt, T., et al, 2005; Hentzer, M., et al, 2003;
Rasmussen, T.B., et al, 2005a,b). No entanto, estes compostos ndo assumem grande

importancia no tratamento de humanos devido a varios fatores como, a instabilidade das
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furanonas halogenadas, a toxicidade do acido penicilico e “patulin” € a baixa concentragéo

do principio ativo do extrato de alho. (Rasmussen e Givskov, 2006).

No modelo C. elegans infetado por Burkholderia ou Pseudomonas, verificou-se uma taxa
de sobrevivéncia maior quando se aplicou um tratamento conjunto de tobramicina
(antibidtico) e baicalina hidratada (QSI). (Brackman, G., et al, 2011). Os biofilmes
formados por Burkholderia multivorans, B. cenocepacia e P. aeruginosa e tratados com
baicalina hidratada ou cinamaldeido ndo conseguiram garantir a sobrevivéncia das

bactérias no seu interior. (Yang, L., et al, 2009).

Também o uso de vancomicina (antibiotico) em associacdo com hamamelitanina (QSI)
induziu a diminuicdo da populacdo bacteriana que infetava C. elegans e Galleria
mellonella relativamente a utilizacdo isolada de um ou do outro composto. (Brackman, G.,
etal, 2011).

VI1I- Resisténcia bacteriana aos QSI e alternativas.

Ao contrario do que se verifica com os antibi6ticos, assumia-se que a utilizagdo de QSI na
terapéutica ndo exercia pressdo seletiva sobre as bactérias, pois geralmente nao interferia
com o crescimento. Contudo, esta questdo ndo se encontrava completamente esclarecida,
pelo que existia a duvida se os QSI seriam ou ndo capazes de induzir resisténcia nas
bactérias. (Defoirdt, T., et al, 2010). Os estudos efetuados no sentido de averiguar a
situacdo revelaram a existéncia de espécies de P. aeruginosa mutantes, designadas por
mexR e nalC, que demonstraram resisténcia a furanona bromada C30. A espécie mutante
mexR foi capaz de exercer patogenicidade em C. elegans mesmo na presenca de C30.
(Maeda, T., et al, 2012).

O surgimento de resisténcias aos QSI e aos antibidticos conduziu a procura de novas
alternativas. Assim, foi descoberto que as enzimas desoxiribonuclease I, a-amilase,
alginato liase e diaspersina B possuiam capacidade de degradar moléculas responsaveis
pela formagéo do biofilme, como, os exopolissacaridos e DNA extracelular. Este método
revelou-se eficaz na inibicédo e/ou degradagéo do biofilme formado por P. aeruginosa e S.

aureus. (Craigen, B., et al., 2011).
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VIlI-  Aplicacdes do QS.

O processo de QS possui particularidades que o tornam interessante do ponto de vista
cientifico e, como tal, alguns investigadores desenvolveram estudos no sentido de
averiguar novas abordagens para solucionar alguns problemas associados a proliferacdo
indesejada de microrganismos. Segue-se uma ilustracdo que traduz de modo muito

genérico algumas das utilizagcdes do mecanismo de QS na vida pratica:

* Producdo de
COMPOS0sS
bioquimicos

Sistemas de
QS criados

por . . )
engenharia Engenharia d? tecidos
genética + Fermentac&o por

varias espécies

« Diagndstico de
patogénios e
Biosensores terapéutica
« Detecdo de cancro
« Biocontrolo

* Implantes cirdrgicos
« Membranas de
bioreatores
* Transporte maritimo

Biofouling

llustracdo 4 - Algumas aplicagdes do processo de QS (adaptado de Choudhary, S. e
Schmidt-Dannert, C., 2010).

De facto, o processo e QS e as respetivas moléculas sinalizadoras e inibidoras podem ser
usados em variadissimas areas, contudo, irei focar no que diz respeito as suas aplicacdes

clinicas para promocao da satude humana.
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1- Aplicagdes do QS na prética clinica:

1.1- AplicacGes do QS no diagndstico e terapéutica:

Para se aplicar o processo de QS nas areas de diagnéstico e terapéutica, recorre-se aos
biossensores, que sdo bactérias que permitem detetar moléculas sinalizadoras de outras
espécies bacterianas. A maioria destes organismos € capaz de reconhecer
preferencialmente as AHLs das bactérias de Gram-negativo. Para que cumpra a sua funcao,
um biossensor devera conter um gene regulador de transcricdo ativado pelas moléculas
sinalizadoras e um gene promotor que reconheca a ativacdo do primeiro. (Choudhary, S. e
Schmidt-Dannert, C., 2010).

No entanto, a identificacdo de bactérias patogénicas baseada na presenca de molécula
sinalizadoras do QS pode ndo ser conclusiva para se assumir a sua presenga ou auséncia,
uma vez que existem algumas espécies com mutaces nos genes que codificam para
aquelas moléculas. Nestes casos 0 QS apenas se manifesta quando a colonizacgdo ja esta
instalada. Assim, a aplicacdo de biossensores ndo se deve limitar a detecdo de moléculas de
QS, mas deve contemplar a sua amplificacdo através da modificacdo genética dos
biossensores. (Choudhary, S. e Schmidt-Dannert, C., 2010).

Um exemplo da utilidade destes sistemas prende-se pela dete¢do da bactéria EHEC (E. coli
enterohemorragica) ou E. coli O157:H7, agente etioldgico de infe¢des intestinais graves.
Calcula-se que EHEC ¢ responsavel por cerca de 70000 casos de doenca e 60 mortes por
ano nos EUA. Os biossensores podem ser criados para reconhecer o antigénio O157 e o
flagelo H7. (Choudhary, S. e Schmidt-Dannert, C., 2010).

Atualmente, estdo em desenvolvimento alguns estudos com o objetivo de criar
biossensores ediveis como bactérias lacticas para a detecdo de agentes patogénicos na flora
comensal intestinal. Paralelamente, também se conjetura a possibilidade de utilizar estas
bactérias como veiculo para transporte de farmacos e vacinas com libertagdo na mucosa
intestinal. (Choudhary, S. e Schmidt-Dannert, C., 2010).
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1.2- AplicacGes do QS em oncologia:

A érea da oncologia constitui um enorme desafio para os investigadores pois 0 cancro é
uma das doencas que causa mais mortalidade e morbilidade em todo o mundo. O
diagndstico e tratamento para alguns tipos de cancro sdo ainda muito limitados. Deste
modo, a investigacdo de novas opcdes terapéuticas para os doentes oncologicos é uma area
em franco desenvolvimento no sentido da superacdo de obstaculos que surgem

constantemente. (Wynendaele, E., et al, 2012).

Estudos realizados por Anderson et al. mostraram que bactérias modificadas
geneticamente podem utilizar a sua densidade celular para controlar a invasao de células
tumorais. Os investigadores criaram uma E. coli com o gene de Yersinia pestis que codifica
para uma invasina, cujo processo é coordenado pelo QS de Vibrio fischeri. Esta E. coli é
capaz de se ligar as células dos mamiferos que expressam o recetor de superficie B1-
integrina. Verificou-se que a partir de determinada concentracdo de AHLS, as invasinas
permitem a entrada das E. coli em culturas celulares tumorais, 0 que permite concluir que
estas bactérias podem funcionar como biossensores na detecdo deste tipo de células. Esta
metodologia requer uma boa diferenciacdo celular entre o tecido tumoral e o tecido
saudavel, bem como, a garantia que as bactérias ndo sdo capazes de desencadear uma
resposta imunoldgica do hospedeiro nem de causar qualquer tipo de dano. (Choudhary, S. e
Schmidt-Dannert, C., 2010).

1.2.1- Justificacdes para a aplicacdo de péptidos do QS em oncologia:

Verificou-se gque os péptidos agonistas e antagonistas utilizados pelas bactérias no processo
de QS apresentavam carateristicas que possibilitavam a sua utilizacdo na prevencéo,
diagnostico e terapéutica no cancro, tais como: evidéncias da interacdo de células
eucaridticas com procaridticas através de moléculas sinalizadoras, o fendmeno de apoptose
verificado nas bactérias, as semelhancas entre 0 mecanismo de QS e 0 processo metastatico
dos tumores, os maltiplos recetores celulares nas células tumorais para as quais os péptidos
tém grande afinidade, a possibilidade de manipular a estrutura quimica dos péptidos com o

objetivo de melhorar a sua agdo, as suas reduzidas dimensdes que permitem melhor
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penetracdo nas membranas celulares e baixas toxicidade e imunogenicidade. (Wynendaele,
E., etal, 2012).

Seguem-se mais detalhes acerca das hipoOteses que suportam a aplicacdo de péptidos na

area da oncologia:

1-

Verificou-se que as AHLs séo capazes de reconhecer as células eucarioticas e
modelar algumas atividades: a molécula 30C12HSL inibe a secrecdo de
interleucina-12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral-a pelo sistema imunoldgico;
também se verificou que algumas AHLs tém a capacidade de induzir a
vasodilatacdo. (Wynendaele, E., et al, 2012).

A morte celular programada, ao contrario do que se conhecia, foi também
identificada em células procaridticas bacterianas. Este fendmeno é modulado por
um péptido interveniente no QS que se designa por fator extracelular de morte. Em
P. aeruginosa a molécula 30C12HSL induz a apoptose em varios tipos celulares de
cancro da mama. (Wynendaele, E., et al, 2012; Li, L., et al, 2004). Esta molécula
sinalizadora tem aplicagéo limitada pois pode induzir viruléncia principalmente em
imunocomprometidos pelo que se podera optar pela sintese de andlogos sintéticos.
Apesar destes apresentam a limitacdo de terem que ser criados através de
engenharia genética especificamente para se ligarem a células tumorais, sdo um
bom ponto de partida para investigacdes futuras. (Choudhary, S. e Schmidt-
Dannert, C., 2010).

Como referido anteriormente, existem muitas semelhancas entre o QS e 0 processo
metastatico de determinados tumores, uma vez que as células malignas, como as
bacterianas, “vivem” em comunidade, podem apresentar mobilidade, aderem a
superficies, ligam-se e interagem com outras células e formam complexos

heterogéneos. (Wynendaele, E., et al, 2012).

A utilizacdo de peptidos no tratamento oncoldgico, em vez de compostos
organicos, pode ser vantajosa uma vez que 0s péptidos apresentam varias estruturas
quimicas com diferentes farmacoforos, o que permite estabelecer ligagdo com

varios recetores celulares. Este facto torna-se util pois as células tumorais sdo uma
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populacdo habitualmente heterogénea e portanto, exibem diferentes recetores em
grande escala, relativamente as células normais. (Wynendaele, E., et al, 2012).

1.2.2- Mecanismos de acdo dos péptidos antitumorais:

Os mecanismos de acdo inerentes aos péptidos antitumorais estdo poucos esclarecidos,

contudo os estudos efetuados até a data revelam grande potencial para a sua utilizagdo. Até

a atualidade, estdo identificados 15 péptidos passiveis de utilizacdo da terapia

anticancerigena e 218 estdo a ser avaliados com o mesmo objetivo em mais de 437

projetos. (Wynendaele, E., et al, 2012).

Seguem-se alguns mecanismos de acdo descritos para a atividade antitumoral dos péptidos:

1-

Os NIPs (péptidos indutores de necrose) como “cecropins”, melittins” e defensinas
promovem a rutura membranar e conduzem a necrose celular. Estas moléculas séo
pequenas, carregadas positivamente e anfipaticas em oposicdo a membrana das
células tumorais que € carregada negativamente devido a grande expressao de
fosfatidilserina e mucinas O-glicosiladas (expressdo aumentada em relacdo as
células ndo tumorais). Estas carateristicas tornam as células tumorais altamente
seletivas ao “ataque” pelos NIPs. Estes compostos tém também as vantagens de
possuirem maior afinidade para os tumores que 0s quimioterapicos usuais e
também serem capazes de exercer a sua acdo sobre as células tumorais resistentes a

quimioterapia. (Wynendaele, E., et al, 2012).

O facto de os tumores apresentarem um elevado numero de células apoptoticas,
constitui outra forma de inibir o seu crescimento por meio da utilizacdo de
péptidos, pois a megainina-2, a lactoferricina bovina e os péptidos derivados da
catelicidina revelaram ser capazes de induzir a apoptose intrinseca dependente das

mitocondrias. (Wynendaele, E., et al, 2012).

As capacidades invasivas e metastaticas dos tumores devem-se, em grande parte, a
expressao aumentada de enzimas proteoliticas (catepsinas, uroquinase ativadora do

plasminogénio, etc). Os péptidos inibidores da protease (PIPS) mostraram-se
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eficazes na reducdo da migracdo de células tumorais e inibicdo da angiogénese
devido a sua capacidade de se ligar as proteinas que promovem a adesdo celular.
Também os péptidos de reduzidas dimensdes se revelaram interessantes pois s@o
capazes de se conjugar com as cinases, altamente ativas nos processos tumorais,

impedindo a sua ligagcdo com o substrato. (Wynendaele, E., et al, 2012).

4- Por Gltimo, um outro mecanismo de acdo prende-se com o facto de existirem
péptidos com atividade imunoestimulatéria, como o dipéptido muramil e analogos
que induzem a imunidade inata e adquirida, ativam os macrofagos, as células
Natural Killer e os linfdcitos T para libertarem moléculas pro-inflamatorias como o
interferdo y. Estes para além da referida funcéo, também atuam como PIPs e como

inibidores da angiogénese. (Wynendaele, E., et al, 2012).

1.3- Aplicacbes do QS nos dispositivos ortopédicos:

Apesar de as intervencgdes cirargicas para implantagdo de proteses ortopédicas serem
precedidas da toma de antibi6ticos e da esterilizacdo do local da intervencdo, as infecGes
associadas a estes dispositivos constituem um sério problema. Existem varias razbes que
tornam os biomateriais utilizados suscetiveis a acdo de agentes patogénicos: o tecido
circundante ao implante protésico é um local imunodeprimido potencialmente colonizavel,
a dose infeciosa necessaria para causar infecdo nos tecidos quando estes materiais estdo
presentes € mais baixa e a forma do implante pode, por um lado, induzir alguns danos no
tecido tornando-o mais sensivel a invasdes bacterianas e, por outro, cria zonas onde as

condic@es para a colonizagdo sdo favoraveis. (Campoccia, D., et al, 2006).

O facto de as bactérias aderirem a superficie da protese por meio de adesinas, € um dos
principais pilares para a formacdo de biofilmes. Como referido anteriormente, estas
estruturas conferem protecdo contra a acdo dos antibidticos e do sistema imunoldgico do
hospedeiro. Deste modo, quando os biofilmes se instalam a solugéo é a remogéo da protese
0 que pode levar ao aumento da morbilidade e mortalidade dos pacientes, bem como dos

custos médicos. (Campoccia, D., et al, 2006).

Os agentes etiologicos mais frequentemente isolados das proteses ortopedicas pertencem

ao género Staphylococcus sp., com principal destaque para S. aureus e S. epidermidis. As
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restantes espécies bacterianas representam cerca de 22% dos casos de colonizacdo dos
implantes e geralmente sdo bactérias saprofitas que apenas causam dano em ambientes
imunodeprimidos. A llustracdo 5 mostra dados estatisticos relativos a problematica das

infecdes relacionadas com dispositivos ortopédicos. (Campoccia, D., et al, 2006).
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0, 0,
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S.aureus

34%

S.epidermidis
32%

llustracdo 5 - Espécies bacterianas mais frequentemente associadas a infecdes relacionadas

com préteses ortopédicas. (adaptado de Campoccia, D., et al, 2006).

Para impedir a infecdo destes implantes, a prevencdo € a melhor estratégia a seguir. A
interface superficie do biomaterial — tecido circundante representa 0 maior problema, pois
€ aqui que as bactérias de depositam. Foram avancadas varias formas de contornar esta
questdo como, a implantacdo de préteses revestidas com compostos desinfetantes ou
antibidticos bacteriostaticos que sdo libertados até atingirem uma concentracdo critica
capaz de impedir a proliferacdo bacteriana; também se utilizam dispositivos revestidos
com substancias repelentes de bactérias que impedem a sua adesdo entre outros.
(Campoccia, D., et al, 2006).

Em 2004, Dell’Acqua et al, propuseram uma nova abordagem baseada também no
revestimento das proteses ortopédicas com um composto designado por RIP, um inibidor
do processo de QS verificado em Staphylococuus sp., o principal agente etiologico das

infecBes nos implantes ortopédicos. (Campoccia, D., et al, 2006).
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1.4- AplicacGes do QS no tratamento de feridas cronicas:

As infecdes recorrentes de feridas cronicas, constituem uma grande limitacdo na qualidade
de vida dos pacientes. Os diabéticos sdo um grupo bastante afetado por este tipo de
patologias, principalmente nos membros inferiores, devido a elevada concentracdo de
glicose no sangue e também devido a circulacdo que é deficitaria neste grupo de
individuos. (Wolcott, R., 2008).

Apesar de na Ultima década terem ocorrido avancos cientificos notaveis no que diz respeito
ao diagndstico e a terapéutica, a questdo do tratamento de infe¢cdes cronicas de feridas ndo
sofreu grandes progressos. De facto, o0 nUmero de amputacfes de membros inferiores e a
mortalidade dos pacientes com esta patologia, ndo diminui ao longo dos ultimos anos, o
que acarreta maiores custos para a saude e, como referido, menor qualidade de vida dos
pacientes. (Wolcott, R.,2008).

As feridas tornam-se cronicas quando ha persisténcia de biofilmes bacterianos, resistentes
aos antibioticos e aos agentes antissépticos, juntamente com inflamagéo croénica do tecido e
um ambiente proteolitico circundante. Assim, conclui-se que a formacédo de biofilmes é o
principal problema na debelacdo destas feridas. Neste contexto, estudou-se um caso de um
paciente com diabetes mellitus que apresentava uma ferida ulcerosa no dedo do pé da qual
foram isolados os seguintes microrganismos: MRSA, Pseudomonas sp., Enterobacter
cloacae, Citrobacter sp., E. coli e Enterococcus sp. do grupo D. Nos seis meses seguintes,
0 paciente recebeu cuidados intensivos e diarios para o tratamento da ferida sem que se
verificasse melhoria no seu estado. Realizaram-se exames para apurar se o fluxo sanguineo
seria capaz de proporcionar oxigenacdo suficiente aos tecidos, o que se verificou ser
adequado, mas apesar disso, a ferida ndo mostrava sinais de remissdo, pelo contrario,
apresentava uma osteomielite muito avangada. Sete meses apds o inicio da ferida,
administrou-se cubicina (antibidtico) intravenosa a 6 mg/Kg e aplicou-se topicamente
desinfetantes, durantes duas semanas. A situacdo clinica ndo se encontrava melhor e foi
proposto ao paciente a amputagdo do membro, op¢do que foi declinada. Como as opgdes
terapéuticas tradicionais estavam esgotadas, prosseguiu-se para um tratamento
experimental inovador. Ao oitavo més, procedeu-se realizacdo de um gel contendo 1,7
pg/ml de RIP que foi aplicado na ferida infetada. Juntamente com o gel, continuou-se a

perfusdo da cubicina 4 mg/Kg durante trés semanas. No final deste periodo, a ferida
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mostrava sinais claros de melhoria, pelo que se interrompeu a administragdo do antibiotico

e se continuou com a aplicacdo do gel durante alguns meses. (Wolcott, R.,2008).
Este tratamento, apesar de ainda ndo ser amplamente utilizado, é claramente um

procedimento a considerar e um excelente ponto de partida para investigac6es futuras no

que diz respeito ao tratamento de feridas crénicas. (Wolcott, R.,2008).

45



CONCLUSAO

Os fundamentos relativos ao QS, sdo uma matéria em constante desenvolvimento e, como
tal, merece toda a atencdo por parte da comunidade cientifica devido a sua complexidade e

as suas potencialidades.

Na ultima década foram levadas a cabo inumeras investigacdes no sentido de explorar o
processo de QS que revelaram resultados muito promissores, com aplicagcbes nas mais
variadas areas: salde, tratamento de aguas, cultivo de plantas, inddstrias maritima,

alimentar, etc.

No entanto, apesar de os resultados obtidos nas pesquisas serem muito encorajadores, a
aplicacdo do mecanismo na &rea da saude ainda ndo se encontra amplamente difundida,
pelo que é necessério continuar as investigacdes e aprofundar os conhecimentos. E neste
sentido que os investigadores desenvolvem o seu trabalho: aperfeicoar as metodologias

para que futuramente possam estar ao servico de todos.

Relativamente a ortopedia e terapéutica, a interrupcdo do QS pode revelar-se bastante
vantajosa, pois constitui uma alternativa aos antibidticos no tratamento de infecdes e assim,
permite obviar a problemética associada as resisténcias e a formacdo de biofilmes. Deste
modo, serd possivel fornecer servicos de saude mais eficazes e de menor custo, duas

carateristicas muito relevantes para 0s pacientes.

Na oncologia e diagndstico, 0 mecanismo de sinalizacdo QS apresenta particularidades
interessantes que abrem uma nova janela de oportunidade para 0s pacientes cujos
procedimentos médicos existentes ndo sdo suficientes para dar resposta a sua situacao.
Especialmente na area da oncologia, a utilizacdo de péptidos sinalizadores do QS, mostrou-
se francamente interessante como alternativa a quimioterapia tradicional, que tantas vezes

ndo e capaz de cumprir 0 Seu proposito.
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