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RESUMO 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), as doenças infecciosas 
causam 25 % das mortes em todo o mundo e 45 % nos países menos desenvolvidos. A 
formação de biofilmes bacterianos possui um papel importante na patogênese, sendo 
causa comum de infecções persistentes. Uma vez estabelecido o biofilme, as opções 
terapêuticas tornam-se limitadas devido à difícil perfusão de agentes antimicrobianos 
no biofilme, e ao estado de latência de algumas células bacterianas que não são 
atingidas pelos antimicrobianos e permanecem como um foco de re-infecção. A busca 
de princípios ativos a partir de microrganismos é uma das áreas em que mais se investe 
nos países desenvolvidos, principalmente nas pesquisas de bioprospecção realizadas 
pelas indústrias farmacêuticas. Este trabalho objetivou obter metabólitos com 
atividades biológicas, especialmente atividade antibiofilme e antimicrobiana, 
provenientes de bactérias associadas a esponjas marinhas. Foram coletadas 39 
esponjas marinhas das quais se isolaram 160 bactérias associadas. Lotes de 21 
bactérias foram selecionados para a fase de cultivo e produção de metabólitos. 
Basicamente utilizou-se o método do cristal violeta e microscopia eletrônica de 
varredura (MEV) para avaliar a atividade antibiofilme e a atividade antimicrobiana foi 
avaliada pelo método dos cilindros e pelo monitoramento do crescimento bacteriano 
através da densidade óptica. O filtrado 224 produzido por um cocobacilo associado à 
esponja Darwinella sp. foi capaz de inibir em 88,3 ± 9,6 % (p<0.001) e 30,3 ± 14,4 % 
(p<0.05) a formação de biofilme de Staphylococcus epidermidis ATCC35984 e de 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, respectivamente, sem apresentar atividade 
antimicrobiana a estes microrganismos. Imagens de MEV confirmam a atividade 
antibiofilme e mostram a ausência de matriz protetora nos biofilmes tratados, 
indicando que o filtrado atua impedindo a produção da matriz exopolissacarídica. 
Frente a treze S. epidermidis isolados de cateter venoso central em 2008 no Hospital 
de Clínicas de Porto Alegre, dez amostras apresentaram redução na formação de 
biofilme (p<0.05). Adicionalmente, uma fração obtida a partir do filtrado 224 
apresentou atividade antimicrobiana contra Chromobacterium violaceum DSM 30191. 
Análises de HPLC MS-MS e infravermelho indicam a presença do ácido pimélico na 
amostra. Experimentos visando avaliar se o ácido pimélico é realmente o composto 
responsável pela atividade antimicrobiana contra C. violaceum estão sendo elaborados. 
A atividade antibiofilme encontrada pelo filtrado 224 representa um exemplo do 
conceito mais inovador de terapia antimicrobiana – as moléculas antivirulência – e 
poderá contribuir no tratamento de infecções relacionadas com a formação de 
biofilmes, principalmente as que envolvem o uso de biomateriais. 

 

Palavras-chaves: Bactéria associada à esponja marinha; Darwinella sp., 
Staphylococcus epidermidis, Chromobacterium violaceum, compostos bioativos,  
ácido pimélico, atividade antibiofilme, atividade antimicrobiana.  





ABSTRACT 

According World Health Organization (WHO) data, infectious diseases cause 25 % of 
deaths around the world and 45 % in less developed countries. The formation of 
bacterial biofilms has an important role in pathogenesis been a common cause of 
persistent infections. Once established biofilm, treatment options become limited 
because of difficult infusion of antimicrobial agents into biofilms, and the latent state 
of some bacterial cells that are not affected by antimicrobials and will remain as a 
focus of re-infection. The search of active molecules from microorganisms is one of 
the areas in which more is invested in developed countries, especially in 
bioprospecting research conducted by pharmaceutical companies. This study aimed to 
obtain metabolites with biological activities, especially antibiofilm and antimicrobial 
activity, from bacteria associated to marine sponges. We collected 39 marine sponges 
of which 160 bacteria associated were isolated. Lots of 21 bacteria were selected for 
the culture phase and metabolites production. Basically we used the method of crystal 
violet and scanning electron microscopy (SEM) to evaluate the antibiofilm activity and 
the antimicrobial activity was evaluated by the method of cylinders and bacterial 
growth by optical density. The filtrate produced by coccobacilli called 224 associated 
with Darwinella sp. sponge was able to inhibit to 88.3 ± 9.6 % (p <0.001) and 30.0 ± 
14.4 % (p <0.05) biofilm formation of Staphylococcus epidermidis ATCC35984 and 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, respectively, without showing antimicrobial 
activity against these microorganisms. SEM images confirm the antibiofilm activity 
and show the absence of protective matrix in treated biofilms, indicating that the 
filtrate acts by preventing the production of exopolysaccharide matrix. Considering 
thirteen S. epidermidis isolates from central venous catheter in 2008 at the Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre, ten samples showed reduction in biofilm formation 
(p <0.05). Additionally, a fraction obtained from the filtrate 224 presented 
antimicrobial activity against Chromobacterium violaceum DSM 30191. Analysis of 
HPLC-MS-MS and infrared indicate the presence of pimelic acid in the sample. 
Experiments to evaluate if the pimelic acid is actually the compound responsible for 
antimicrobial activity against C. violaceum are being prepared. The antibiofilm activity 
found by the 224 filtrate is an example of the most innovative concept of antibacterial 
therapy - the antivirulence molecules - and may help in the treatment of infections 
related to the biofilm formation, especially those involving the use of biomaterials. 

 

Key-words: Marine sponge bacterium-associated, Darwinella sp., 
Staphylococcus epidermidis, Chromobacterium violaceum, bioactive compounds, 
pimelic acid, antibiofilm activity, antimicrobial activity. 
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1.1 Esponjas marinhas e microrganismos associados 

No início dos anos sessenta, o aumento da necessidade por fármacos capazes de 

controlar novas doenças e microrganismos resistentes estimulou a procura por novas 

fontes não convencionais de produtos naturais bioativos. A descoberta de grandes 

quantidades de prostaglandinas em um octocoral despertou o interesse nas pesquisas 

em produtos marinhos, e gerou um grande investimento por parte das indústrias 

farmacêuticas na busca de substâncias ativas a partir dos organismos que vivem nos 

oceanos1. Desde então, diversos laboratórios, principalmente nos Estados Unidos, 

Austrália e Itália, têm se dedicado ao estudo químico de esponjas, corais, moluscos, 

algas e microrganismos marinhos. Muitas substâncias identificadas possuem estruturas 

químicas únicas e sem precedentes em fontes naturais terrestres, fato que tem 

motivado, além do desenvolvimento de novos métodos de isolamento e de síntese 

orgânica, pesquisas sobre a origem e biossíntese das substâncias isoladas, sua 

importância ecológica e suas atividades farmacológicas. 
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Figura 1.1: Número de produtos naturais marinhos descritos no período de 1965 a 2007. 
(adaptada de Blunt et al

10). 
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A busca por novos compostos de organismos marinhos resultou no isolamento 

de aproximadamente 10.000 metabólitos nos últimos 50 anos, muitos dos quais, 

dotados de propriedades farmacológicas, dentre elas: antibióticas, antifúngicas, 

citotóxicas, neurotóxicas, antimitóticas, antivirais e antineoplásicas2. A literatura do 

ano de 2007 descreve 961 novos compostos de origem marinha em 350 artigos, 

mostrando um aumento de 24% em relação ao número de compostos relatados em 

20063. Estas observações são mostradas graficamente na Figura 1.1, onde a média 

anual de compostos descritos de 1965 a 2005 são comparados com a de 2006 e 2007, e 

na Figura 1.2. 
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Figura 1.2: Número de artigos publicados por ano com a palavra-chave “Marine 
natural products”, totalizando em 3972 artigos publicados até a data da pesquisa no 
site da Web of Science em 2 de outubro de 2009. 

Entretanto, a partir 1995 surgiram sinais de queda de interesse pela busca de 

novos metabólitos originários de fontes tradicionais, como macroalgas e octocorais, e 

uma estabilização do número anual de trabalhos sobre esponjas marinhas4. 

As esponjas marinhas são animais que pertencem ao filo porífera (do latim 

porus “poro”; ferre, “possuir”) sendo os mais antigos organismos pluricelulares, tendo 

surgido há mais de 550 milhões de anos5. As esponjas variam enormemente em 

tamanho, algumas com tamanho de um grão de arroz enquanto outras podem exceder 
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um metro de altura e diâmetro, entretanto funcionam essencialmente de forma 

semelhante a organismos com grau de complexidade unicelular6. Podem ser 

radialmente simétricas, mas a maioria é irregular e exibe padrões de crescimento 

maciço, ereto, incrustante ou ramificado, sendo comum possuírem coloração, muitas 

vezes por abrigarem microrganismos simbiontes que podem dar cor ao corpo da 

esponja ou como forma de proteção à radiação solar. A arquitetura das esponjas é 

única, sendo constituída ao redor de um sistema de canais de água – um arranjo 

correlacionado com o fato de as esponjas viverem fixas a um substrato e não 

possuírem mobilidade. Brevemente, a estrutura corporal de uma esponja marinha é 

constituída de uma superfície perfurada por muitas aberturas pequenas chamadas de 

poros, por onde a água penetra até alcançar uma cavidade central denominada átrio ou 

espongiocele. Internamente a parede do corpo é revestida pelos coanócitos, células 

flageladas que promovem a filtração da água capturando microrganismos e partículas 

alimentares nela presentes. Após a filtração, a água é expelida para o meio externo 

através de uma abertura maior chamada ósculo5 (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3: Desenho esquemático da estrutura de uma esponja marinha (adaptada de 
Paulino, W.R.7). 

 Segundo Vogel8, esponjas são uma das melhores fontes de compostos bioativos 

com potencial para novos fármacos, destacando a origem química do antiretroviral AZT 
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e de compostos antiparasitários derivados de esponjas. Na verdade, esponjas são os 

maiores produtores marinhos de novos metabólitos, como mais de 200 metabólitos 

sendo descritos a cada ano9,10 (Figura 1.4). Além disso, mais compostos derivados de 

esponjas estão em ensaios pré-clínicos e clínicos (como agentes anticâncer e 

antiinflamatório) do que compostos de outros filos marinhos9. 
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Figura 1.4: Número de compostos descritos no período de 1965 a 2007 a partir de 
diferentes fontes marinhas (adaptada de Blunt et al

10). 

Em grande expansão encontram-se as pesquisas com os microrganismos, devido 

às suspeitas de que parte da capacidade biossintética das esponjas marinhas parece 

estar associada com os microrganismos simbiontes que se encontram embebidos na 

matriz tecidual ou na superfície das mesmas2,8. Conforme a Figura 1.4 observa-se um 

aumento notável de 600 % no número de compostos descritos na categoria 

microrganismos no ano de 2007 quando comparado com a média dos anos de 1965 a 

2005, demonstrando o claro crescimento de interesse em fungos e bactérias de origem 

marinha. Aliado a isto, os microrganismos, diferentemente dos macrorganismos 

marinhos, podem ser facilmente mantidos em laboratório, sendo passíveis de cultura 

em larga escala, o que facilita a obtenção dos compostos para pesquisa e para 

subsequente maior produção. A presença de compostos estruturalmente similares em 

esponjas não relacionadas fortalece a especulação da origem microbiana de tais 

substâncias8,9. 
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A evolução e a sobrevivência destes microrganismos em um local tão peculiar 

(na superfície ou no interior de uma esponja, em ambiente salino e com maior pressão) 

resultaram em organismos que produzem substâncias únicas, com funções ecológicas 

diversas como forma de defesa contra inimigos naturais, tais como predadores e 

competidores1,2. Como exemplo, a briostatina, agente anticâncer em fase de testes 

clínicos, atua no briozoário Bugula neritina, do qual foi isolado, como inibidor do 

ciclo celular, impedindo a proliferação de organismos estranhos11. Em 2001, 

pesquisadores da Califórnia identificaram a bactéria do briozoário Bugula neritina 

responsável pela produção da briostatina12. 

Recentes estudos vêm sendo realizados utilizando microrganismos associados a 

esponjas como fonte de novas moléculas bioativas. O Brasil é rodeado por águas, 

sendo um dos países do mundo com maior biodiversidade, constituindo uma rica 

reserva de moléculas potencialmente ativas. Entretanto, permanece como o 12° 

colocado em termos de publicação sobre produtos naturais marinhos (Figura 1.5), 

indicando que grande parte desta biodiversidade permanece desconhecida e/ou 

explorada por grupos de pesquisa estrangeiros.  
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A grande quantidade e diversidade de atividades biológicas encontradas nestes 

trabalhos13,14 estimulam novas pesquisas em microrganismos associados a esponjas 

marinhas, os quais representam um campo de estudo promissor na descoberta de novos 

compostos biologicamente ativos e incentivam a utilização do potencial oferecido pela 

biodiversidade brasileira como fonte de moléculas para geração de novos produtos. 

1.2  Biofilmes microbianos  

Uma das fundamentais características do mundo microbiano é sua diversidade 

metabólica e sua capacidade de adaptação a estresses ambientais. As bactérias existem 

em dois estados de vida básicos: como células planctônicas também conhecidas como 

células de vida livre ou como células sésseis também conhecidas como biofilmes. 

Acredita-se que células planctônicas são importantes para a rápida proliferação e 

propagação para novos territórios enquanto as células sésseis caracterizam a 

cronicidade.  

Biofilmes têm sido descritos em muitos sistemas desde que Antony van 

Leeuwenhoek, em 1675, examinou “pequenos animais” no seu próprio dente, mas a 

teoria geral da existência de biofilmes não foi promulgada até 197815. Estudos têm 

revelado que a maioria das bactérias não cresce como células individuais, mas em 

comunidades organizadas como organismos pseudomulticelulares, ou biofilmes, 

estando presentes em praticamente todos os ecossistemas naturais e patogênicos16,17. 

Na verdade, a vida em consórcio representa grande vantagem em diversas situações, 

possibilitando benefício mútuo dos seus integrantes, tornando-os capazes de 

sobreviver em ambientes hostis, como em locais com temperaturas extremas18, pH 

muito ácido18, e em ambientes altamente poluídos19. Desde então, grandes esforços 

têm sido feitos para se entender este complexo modo de vida microbiano. 

O desenvolvimento de um biofilme inicia quando uma bactéria planctônica se 

adere a uma superfície biótica ou abiótica. Após a adesão inicial, as células passam por 

mudanças fisiológicas programadas formando microcolônias encapsuladas por uma 

matriz protetora composta de uma substância extracelular polimérica (EPS), 

caracterizando uma adesão irreversível. Essas microcolônias são separadas por canais 
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de água, formando estruturas semelhantes a cogumelos, que funcionam como um 

sistema circulatório de entrega de nutrientes e remoção de metabólitos. Ocorre a 

maturação e o desenvolvimento do biofilme, levando à formação de uma comunidade 

séssil microbiana altamente estruturada e dinâmica20,21. Sob determinadas 

circunstâncias, quando o ambiente não se encontra mais favorável ou ainda devido a 

uma programação celular para a virulência, ocorre o desprendimento de células 

planctônicas ou até de grupos de células unidas pelo EPS podendo colonizar um novo 

local (Figura 1.6).  

     

Figura 1.6: Estágios do desenvolvimento dos biofilmes. 

 Recentes avanços na pesquisa sobre comunicação celular bacteriana têm 

demonstrado o envolvimento de sinalizadores químicos em biofilmes bacterianos22. 

Pequenas moléculas, conhecidas como autoindutoras, são produzidas, liberadas e 

detectadas por células bacterianas no ambiente, podendo interagir com células 

vizinhas. Conforme a densidade bacteriana aumenta, as moléculas autoindutoras 

podem acumular a um limiar de concentração e induzir a transcrição de genes 

específicos. Este processo de comunicação encontrado em muitas bactérias 

patogênicas, que acopla a transcrição de genes específicos com a densidade celular 

bacteriana, é referido como Quorum sensing (QS)23,24. Diversos sinais têm sido 

descobertos, dentre eles estão as acilhomosserinolactonas (AHL) ou autoindutor-1 em 

bactérias Gram-negativas25, peptídeos cíclicos em Gram-positivas26 e um sinalizador 

de ambos microrganismos, o furanosil diester borato ou autoindutor-227 (Figura 1.7).
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Acilhomosserinolactonas (AHL) ou autoindutor 1: 
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      Grupos R:    
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OH
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      ou    
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OHOH
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OH
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CH3

 

Salmonella typhimurium                   Vibrio harveyi 

Figura 1.7: Principais moléculas autoindutoras usadas na sinalização bacteriana. 
(adaptada de Ryan. e Dow28). 
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O sistema QS é evidente em muitos patógenos humanos comuns, diferindo 

entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. De maneira geral, bactérias 

Gram-negativas produzem constitutivamente autoindutores, principalmente na forma 

de AHL. Quando uma concentração significante da molécula sinal é acumulada, 

indicando uma alta densidade celular, ocorre difusão das mesmas do meio extracelular 

para o intracelular e a ligação destas moléculas a um receptor, modulando 

positivamente a transcrição de genes alvos24. 

Já as bactérias Gram-positivas utilizam um sistema sensorial de dois 

componentes para a detecção de oligopeptídeos, e as moléculas autoindutoras. Os 

peptídeos são clivados a partir de um precursor de peptídeos, os quais então são 

modificados para conter anéis lactonas e tiolactonas29. Estes peptídeos não são 

difusíveis pelas membranas e são transportados através de exportadores para o espaço 

extracelular. Quando alcançam um nível crítico, são reconhecidos por um sensor 

proteína quinase transmembrana, o qual é ativado, iniciando a transferência de fosfato 

para uma proteína reguladora de resposta intracelular, responsável por modular a 

transcrição de genes alvos. 

Similarmente às bactérias Gram-negativas, cada sistema peptídeo autoindutor 

em bactérias Gram-positivas é espécie-específico30 (Figura 1.8). O QS atua como 

regulador central da expressão de virulência, controlando uma variedade de fenótipos, 

tais como a formação de biofilmes, a produção de toxinas, produção de 

exopolissacarídeos, produção de fatores de virulência e motilidade, os quais são 

essenciais para o sucesso do estabelecimento de uma relação entre um simbionte ou 

patógeno com seu hospedeiro31,32,33,34,35. Este sistema também se demonstra envolvido 

com a tolerância dos biofilmes aos compostos antimicrobianos. Davies e 

colaboradores mostraram que mutações nos genes que controlam a biossíntese das 

AHL alteram a diferenciação de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa levando à 

formação de fenótipos com biofilmes menos espessos e mais suscetíveis aos 

biocidas22.  
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Figura 1.8: Sistema Quorum sensing em bactéria Gram-positiva (caixas listradas) e em 
bactéria Gram-negativa (caixas pretas). 

A formação do biofilme tem um papel importante na patogênese, representando 

um grande obstáculo para a saúde humana, sendo causa comum de infecções 

persistentes36. Na verdade, bactérias que vivem nestas comunidades são 

freqüentemente de 10 a 1000 vezes mais tolerantes aos antimicrobianos do que quando 

na forma planctônica20. Diversos fatores podem ser considerados para a resistência das 

células na forma de biofilmes, incluindo: 

a) Baixa penetração de agentes químicos: A substância extracelular polimérica 

(EPS) reduz a penetração de antimicrobianos e biocidas, seja por atuar como barreira 

física para difusão, retendo grande parte dos agentes antimicrobianos e assim 

reduzindo a quantidade do mesmo para interagir com as células, ou por interagir 

quimicamente com estes compostos, onde o EPS atua como um trocador iônico e 

sequestra antimicrobianos hidrofílicos e carregados positivamente tais como os 

aminoglicosídeos37.  

Ambiente extracelular 

Gene de produção de  
moléculas QS 

Molécula QS 

Receptor QS 
Gram-negativo 

Genes alvos 

Genes de virulência 

Sinalização 
usual 

com moléculas 

Célula  
bacteriana 

Precursores 

Receptor QS 
Gram-positivo 

Genes alvos 

Genes de virulência 

Moléculas QS autoindutoras: 
AHL em Gram-negativos 

Oligopeptídeos em Gram-positivos 



 

 12 

b) Lento crescimento de células no interior do biofilme: As células bacterianas 

em biofilmes constituem populações heterogêneas com variadas taxas de crescimento 

em diferentes compartimentos do biofilme e variada suscetibilidade aos 

antimicrobianos38. A reduzida taxa metabólica de algumas células bacterianas, 

conhecidas como células dormentes, particularmente aquelas que se encontram na base 

da estrutura dos biofilmes, onde há limitação de oferta de oxigênio, garante a 

resistência ao tratamento com antimicrobianos - atuando como núcleo para re-infecção 

- que agem na fase de crescimento bacteriano como síntese protéica, síntese de ácidos 

nucléicos e de parede celular, podendo explicar a baixa susceptibilidade às penicilinas, 

aos aminoglicosídeos e às quinolonas (Figura 1.9). 

Figura 1.9: Atividade metabólica em uma microcolônia de biofilme (adaptada de 
Davies, D.20). 

c) Transferência de genes de resistência: Biofilmes são idealmente adequados 

para a troca de material genético devido à proximidade das células bacterianas17. 

Walters e colaboradores compararam a penetração de antimicrobianos, a 

limitação de oxigênio e efeitos da atividade metabólica na tolerância de biofilmes de 

P. aeruginosa ao ciprofloxacino e à tobramicina. Os resultados sugerem que a 

limitação de oxigênio e a baixa atividade metabólica no interior dos biofilmes, mais do 

que a penetração do antimicrobiano, sejam os responsáveis pela tolerância a estes 

antimicrobianos39. Assim, a resistência inerente desta organização aos agentes 

antimicrobianos se deve tanto à natureza da estrutura dos biofilmes bem como à 

fisiologia das células bacterianas que os compõem. Alia-se ainda, a dificuldade de 

reconhecimento dos biofilmes pelo sistema imune, devido à presença do EPS, 

levando-os à fuga da defesa imunológica humana. 
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Biofilmes estão associados com mais de 65 % de todas as infecções médicas, 

incluindo endocardites, otites, prostatites, periodontites, conjuntivites, vaginites, 

infecções relacionadas à fibrose cística e como importantes colonizadores de implantes 

médicos, tais como cateteres venosos, arteriais e urinários, assim como de próteses40.  

O papel do QS em infecções bacterianas é ainda parcialmente compreendido. 

Além disso, este sistema apresenta grande complexidade e seu funcionamento pode 

variar não apenas entre gênero, mas também entre espécies bacterianas. Entretanto, 

acredita-se fortemente que o entendimento deste fenômeno possa possibilitar o 

desenvolvimento de promissoras quimioterapias antiinfecciosas, sendo a intervenção 

no sistema QS um alvo estratégico neste combate. 

1.3 Estratégias de combate aos biofilmes microbianos 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (WHO), as doenças 

infecciosas causam 25% das mortes em todo o mundo e 45% nos países menos 

desenvolvidos41. O tratamento tradicional das doenças infecciosas é baseado em 

compostos capazes de matar ou inibir o crescimento bacteriano, onde a maior 

preocupação desta abordagem é o frequente aparecimento da resistência aos 

antimicrobianos.  

Os biofilmes microbianos são altamente tolerantes aos agentes antimicrobianos, 

sendo que as concentrações necessárias para erradicá-los frequentemente excedem a 

maior dose disponível, impossibilitando tratamentos eficientes baseados na terapia 

convencional16,42. Poucos antimicrobianos com novos mecanismos de ação têm sido 

encontrados. Os mecanismos de resistência espalhados nas populações bacterianas 

patogênicas indicam a necessidade de novos alvos bacterianos. Assim sendo, a 

inibição de alvos de virulência pode trazer moléculas com novos mecanismos de ação 

representando um conceito inovador de terapêutica43,44. 

 A descoberta de sistemas de comunicação (sistemas QS) reguladores da 

virulência bacteriana tem proporcionado uma nova oportunidade de controlar 

infecções bacterianas, abrindo possibilidades para a criação de novos fármacos 
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antivirulência não antimicrobianos. Compostos antivirulência possuem vantagens em 

relação aos antimicrobianos em dois sentidos. Primeiramente, devido ao fato de os 

antimicrobianos interferirem em funções que são essenciais para o metabolismo básico 

do microrganismo, diferentemente dos compostos antivirulência que afetam funções 

que são essenciais para a interação hospedeiro-patógeno, permitindo a multiplicação 

bacteriana no hospedeiro. Desta maneira, a pressão seletiva para a viabilidade de 

mutantes que potencialmente carreguem genes de resistência deve ser limitada aos 

tecidos do hospedeiro, local onde o determinado fator de virulência é indispensável 

para a sobrevivência bacteriana45,46. Em segundo lugar, a especificidade de efeito, ou 

seja, sendo ativo contra determinado tipo bacteriano que esteja causando patogênese, 

preservando a microbiota normal constitutiva47. 

Interessantemente, compostos capazes de alterar os sinais de comunicação do 

sistema QS e, portanto, modular a formação dos biofilmes bacterianos, estão sendo 

encontrados no ambiente marinho48,49,50,51,52.  

As estratégias para o combate de biofilmes podem ser divididas em dois 

segmentos: a inibição da formação de biofilmes e o tratamento de biofilmes já 

formados. A figura 1.10 mostra os principais alvos para intervenção. 

A inibição da formação de biofilmes em um substrato abiótico pode ser feita 

através da inibição da adesão celular bacteriana ao mesmo (Figura 1.10, etapa 1), 

obtida pelo desenvolvimento de superfícies com características físicas de 

antiaderência, evitando interações hidrofóbicas e/ou eletrostáticas que medeiam a 

adesão primária às superfícies abióticas53, ou ainda pelo recobrimento de superfícies 

com compostos capazes de interferir na comunicação inicial bacteriana, também 

chamados de compostos inibidores do sistema QS (QSI). Esta abordagem tem grande 

valor no desenvolvimento de dispositivos médicos implantáveis, tais como cateteres, 

próteses, válvulas cardíacas, marca-passos, dentre outros, os quais apresentam alto 

potencial de infecção, sendo que o próprio ambiente oferecido pelo implante facilita a 

colonização por microrganismos oportunistas54. Para a inibição da adesão celular 

bacteriana a um substrato biótico, estão em estudo compostos pilicidas, que diminuem 
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a formação de pili, uma das estruturas bacterianas responsáveis pela adesão às células 

humanas, como alternativa para evitar a adesão bacteriana de Escherichia coli às 

células da bexiga e assim impedir a formação de biofilmes55. 

 

Figura 1.10: Principais alvos para combate aos biofilmes microbianos. De maneira 
genérica: círculos cinza representam moléculas autoindutoras QS ligando-se aos 
receptores QS em bactéria Gram-positiva, as caixas listradas, e em bactéria 
Gram-negativa, as caixas pretas. Círculos branco representam moléculas 
inibidoras/moduladoras do sistema QS, competindo pelo sítio de ligação das moléculas 
autoindutoras e evitando a transcrição dos genes de virulência. 

A inibição da formação de biofilmes também pode ser obtida por meio do 

rompimento da comunicação célula-célula envolvida na formação dos biofilmes, após 

ocorrer a adesão bacteriana primária, com o uso de QSI, inibindo a produção de EPS e 
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dificultando a manutenção da estrutura tridimensional dos biofilmes (Figura 1.10, 

etapa 2). Alguns inibidores do sistema QS podem ser encontrados na tabela 1.1.  

Tabela 1.1: Compostos inibidores do sistema Quorum sensing produzidos por 
eucariotos (adaptada de González e Keshavan23). 

Composto 
QSI 

Estrutura 
Grupo 

R 
Fonte Sistema QS afetado 

Agrocinopina 
B 

O

H

OH

OH

O

H

OH

P

O

O

OH

O OHCH3

OH

OH

HOCH2

 

 Plantas 
Sistema Tra de 
Agrobacterium 

tumefaciens 

Furanona O

O

Br

R

 

H ou 
Br 

Alga 
Delisea 

pulchra 

Sistema Swr de 
Serratia 

liquefaciens e 
outros 

Gram-negativos 

L-canavanina OH
O

O

NH2H

N

 

 
Medicago 

sativa 

Sistema Sin/ExpR 
de Sinorhizobium 

meliloti 

Norepinefrina 

Epinefrina OH

OH

OH

NHR  

H ou 
CH3 

Hormônios 
humanos 

Sistema AI3 de 
Escherichia coli 

enterohemorrágica 

Ácido 
penicílico O

O

O
OH

 

 
Penicillium 

spp. 

Sistema Las e RhI 
de Pseudomonas 

aeruginosa  

Patulina 

O

O

O

OH  

 
Penicillium 

spp. 

Sistema Las e RhI 
de Pseudomonas 

aeruginosa  
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Por fim, o tratamento de biofilmes já formados pode ser alcançado através do 

uso de proteases ou outras enzimas capazes de desintegrar a matriz que engloba as 

células bacterianas56. Ainda, através do uso de moléculas que estimulem a produção 

destas proteases pelas próprias células bacterianas, estimulando o mecanismo natural 

de dispersão de biofilmes57 (Figura 1.10, etapa 3). 

Para estabelecer uma infecção e produzir uma doença, bactérias patogênicas 

devem desenvolver diferentes mecanismos de virulência para colonizar, disseminar e 

se adaptar aos vários microambientes impostos. Acredita-se que os moduladores do 

QS exógenos sejam capazes de tornar os microrganismos mais suscetíveis aos 

antimicrobianos e ao sistema imune. Desta maneira, em combinação com 

antimicrobianos tradicionais, esses novos interferentes do sistema QS podem aumentar 

a efetividade dos fármacos correntemente utilizados, facilitando o controle de 

infecções bacterianas relacionadas a biofilmes.  

1.4 Staphylococcus epidermidis  

O nome Staphylococcus é derivado da palavra grega staphylé, que significa 

cacho de uva, devido ao fato destes cocos Gram-positivos crescerem agrupados 

(Figura 1.11), embora possam aparecer no material clínico como células isoladas, aos 

pares ou em cadeias curtas. Apresentam diâmetro compreendido entre 0.5 a 1.5 µm, 

são microrganismos imóveis, que não formam esporos, geralmente catalase positivos, 

tipicamente não encapsulados, anaeróbios facultativos ou aeróbios58. 

Atualmente o gênero Staphylococcus compreende 37 espécies58, as quais podem 

ser divididas em dois grandes grupos: coagulase positivo, no qual o S. aureus é a 

espécie patógena exclusiva em humanos, capaz de produzir a enzima responsável pela 

coagulação da fibrina no sangue, e o coagulase negativo, no qual se enquadram as 

demais espécies, comumente referidas como Staphylococcus coagulase negativos 

(SCN). As espécies de Staphylococcus mais comumente associadas à doença humana 

são o S. aureus, o S. epidermidis, o S. saprophyticus, o S. capitis e o S. haemolyticus
58. 



 

 18 

Os SCN constituem a maior parte das bactérias pertencentes à microbiota 

normal humana, sendo colonizadores da pele e membrana mucosa. Dentre eles, o 

S. epidermidis é a espécie mais frequentemente isolada e responsável pelas infecções, 

contando com aproximadamente 40 % das causas de bacteremia nosocomial59. No 

passado, SCN eram considerados não patogênicos e seu isolamento no laboratório 

estava atribuído às contaminações das amostras  

O papel dos SCN como patógenos nosocomiais tem sido reconhecido e bem 

documentado a partir das duas últimas décadas, especialmente para a espécie 

S. epidermidis
60. Na verdade, a conversão dos SCN de microrganismos simbiontes 

para patógeno humano é reflexo direto do aumento do uso de implantes médicos 

utilizados para a substituição intermitente ou permanente de órgãos e ainda para o 

manejo de funções vitais em unidades de tratamento intensivo61.  

Staphylococcus epidermidis possui poucos fatores de virulência, sendo capaz de 

expressar determinantes que provocam sua persistência, como as moléculas 

promotoras da evasão ao sistema imune e as que medeiam a formação de biofilmes. 

Em menor proporção, encontram-se os determinantes que agressivamente atacam o 

hospedeiro, como as toxinas.62. Esta espécie apresenta uma substancial adaptação em 

nível de genoma para o crescimento na forma de biofilmes, incluindo o 

downregulation de processos celulares básicos como biossíntese de ácidos nucléicos, 

de proteínas e de parede celular, fato que associa a formação de biofilmes por 

S. epidermidis à sua patogenicidade 63. 

Assim, o principal fator de risco para infecção com SCN inclui a presença de 

implantes biomédicos, como cateter venoso central, prótese de articulações, marca-

passos cardíacos, válvulas cardíacas, lentes artificiais, implantes mamários, stents, 

dentre outros. As infecções relacionadas a implantes médicos passaram a representar 

um sério problema, dado que a maioria dos pacientes que internam passa por 

procedimentos onde se faz necessário a inserção de dispositivos. Aliado a este fato, 

genes de resistência específica aos antimicrobianos são amplamente distribuídos em 

S. epidermidis.  
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O aumento nos níveis de resistência aos agentes antimicrobianos usados na 

terapia, incluindo aminoglicosídeos, quinolonas, tetraciclinas, macrolídeos, 

lincosamidas, e trimetoprima-sulfametoxazol tornam as infecções causadas por 

S. epidermidis extremamente difíceis de tratar58. Em muitos países, incluindo os 

Estados Unidos, conforme estudos do SENTRY, 75-90 % de todos os isolados 

hospitalares de S. epidermidis são resistentes à meticilina, o fármaco de primeira 

escolha contra infecções estafilococais, sendo maior do que a taxa correspondente ao 

S. aureus (40-60 %)64. Além disso, amostras coletadas em um período de oito anos 

(1988-1995) no Canadá, mostraram um aumento de resistência à ceftazidima de 20 %, 

à oxacilina de 17 %, ao norfloxacino de 15 %, ao ciprofloxacino de 14 %, ao ácido 

fusídico de 12 % e à cefoxitina de 10 %. Em comparação, neste mesmo período, S. 

aureus apresentaram aumento significante de resistência ao ciprofloxacino de 7 %, ao 

norfloxacino de 6 %, e à ceftazidima de 4 %, indicando uma diferença considerável no 

perfil de resistência entre Staphylococcus coagulase negativo e coagulase positivo65.  

Devido à grande resistência à meticilina e aos outros antimicrobianos, 80 % dos 

cateteres infectados com Staphylococcus spp. vem sendo tratados com vancomicina, 

sem a remoção do mesmo66. Entretanto, resistência intermediária a vancomicina já 

vem sendo descrita67 e a formação de biofilmes significantemente diminui a atividade 

deste e de outros antimicrobianos68,69. 

1.5 Pseudomonas aeruginosa  

Pseudomonas é um grande e complexo gênero formado por bacilos 

Gram-negativos, incluindo espécies de importância clínica e ambiental (Figura 1.12). 

O gênero Pseudomonas constitui o grupo mais importante entre os bacilos 

Gram-negativos não fermentadores de glicose e não fastidiosos. São microrganismos 

aeróbicos, catalase positivos, que não formam esporos, possuindo de 0.5 a 1.0 µm por 

1.5 a 5.0 µm, geralmente móveis, que apresentam um ou mais flagelos polares70.  

Estes bacilos são ubíquos no ambiente, podendo se adaptar a uma variedade de 

nichos devido à sua habilidade de crescer em temperatura variando de 4 a 42 °C e de 

utilizar diferentes moléculas orgânicas como fonte de carbono. P. aeruginosa pode ser 
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encontrada no solo, na água, em plantas e ainda em solução antissépticas. Entretanto, 

nenhum desses reservatórios ambientais gera um grande risco de infecção aos 

indivíduos imunocompetentes, onde a ingestão do microrganismo não parece induzir 

colonização gastrointestinal ao menos que uma antibioticoterapia tenha alterado a 

microbiota bacteriana normal70. 

 Pseudomonas aeruginosa é um patógeno oportunista geralmente 

encontrado em indivíduos imunocomprometidos, incluindo pacientes com severas 

queimaduras, pacientes com câncer, com o vírus da imunodeficiência humana e 

portadores de fibrose cística (FC). Este microrganismo pode causar meningite 

(geralmente seguida por trauma ou cirurgia), otite externa em diabéticos, endocardite 

ou osteomielite em pacientes com medicação endovenosa, pneumonia, infecções no 

trato urinário e peritonites70.  

A morbidade e mortalidade associada à fibrose cística, a doença autossômica 

recessiva mais comum entre os caucasianos (freqüência de 1: 2500 nascidos vivos)71, 

são causadas pela colonização crônica dos pulmões por microrganismos. Embora 

várias espécies microbianas possam colonizar com sucesso os pulmões de pacientes 

com FC, infecções por P. aeruginosa contribuem mais significantemente para a 

doença. Como este microrganismo se adapta ao ambiente pulmonar, é capaz de 

estabelecer uma infecção crônica, tornando-se o patógeno predominante na FC, o qual 

tem sido objeto de intensa investigação. Neste contexto, P. aeruginosa é inerentemente 

refratária a vários antimicrobianos, especialmente quando embebidas no excessivo 

muco produzido por estes pacientes.  

 Pseudomonas aeruginosa produz uma variedade de fatores de virulência que 

promovem o dano tecidual e a fuga ao sistema imune do hospedeiro. Estes podem ser 

proteínas ou compostos redox que penetram e matam as células do hospedeiro ou 

enzimas que rompem as membranas celulares e os tecidos conectivos.  

A piocianina, de pyocyaneous, significando pus azul72, é uma fenazina que, na 

ausência de fosfato e na presença excessiva de ferro, mata microrganismos 

competidores73 e células mamíferas74 através do dano oxidativo. Além disso, 
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P. aeruginosa é capaz de formar biofilmes de duas maneiras: através da adesão direta 

do microrganismo às superfícies ou ainda através da formação de biofilmes dentro de 

uma espessa matriz sem a necessidade de contato direto com uma superfície, como no 

caso do muco de pacientes portadores de FC75. Quando cresce na forma de biofilme, 

P. aeruginosa pode secretar uma série de exopolissacarídeos, destacando-se o 

exopolissacarídeo conhecido como alginato, um polímero de ácido manurônico e ácido 

glicurônico, caracterizando seu fenótipo mucóide (Figura 1.13)76. A conversão das 

microcolônias de P. aeruginosa do fenótipo não mucóide para o fenótipo mucóide 

marca a transição para um estado de persistência, caracterizado pela resistência aos 

antimicrobianos, ineficácia do sistema imune e acelerado declínio da função pulmonar, 

tornando a infecção por P. aeruginosa mucóide o principal patógeno da FC 77,78,79. 

 

Figura 1.11: Produção de alginato por Pseudomonas aeruginosa. Em A, cepa não 
mucóide (PA01). Em B, isolado mucóide de paciente com fibrose (adaptada de 
Ramsey e Wozniak76). 

Pseudomonas aeruginosa possui os quatro mecanismos de resistência: a 

expressão de β-lactamase AmpC cromossomal induzida, a qual rende resistência à 

ampicilina, amoxacilina, amoxacilina-clavulanato, cefotaxima e ceftriaxona, os 

diversos sistemas de bombas de efluxo, capazes de expulsar o agente antimicrobiano 

da célula, a diminuição da permeabilidade de membrana externa, dificultando a 

entrada de antimicrobianos na célula, e ainda a alteração do sítio de ação de alguns 

antimicrobianos70. 
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Vários antimicrobianos podem ser utilizados no tratamento de infecções por 

P. aeruginosa, incluindo as penicilinas de amplo espectro (piperacilina e ticarcilina), 

certas cefalosporinas de largo espectro (ceftazidima e cefepima), carbapenêmicos 

(imipenem e meropenem), monobactâmicos (aztreonam), fluorquinolonas 

(ciprofloxacino e levofloxacino), aminoglicosídeos (gentamicina, tobramicina e 

amicacina) e colistina70. Infelizmente, resistência mutacional a todos antimicrobianos 

pode ser desenvolvida, uma vez que P. aeruginosa possui a habilidade de desenvolver 

resistência por mutações em diferentes loci, seja por aquisição horizontal de genes de 

resistência carreado por plasmídeos, por transposons ou por integrons70. 

 Mundialmente a resistência aos antimicrobianos, incluindo a resistência 

multifármacos (resistência a três ou mais classes de antimicrobianos) entre 

P. aeruginosa é generalizada e crescente. Conforme um estudo realizado em um 

período de dez anos (1993 a 2002), nos Estados Unidos, a resistência a multifármacos, 

incluindo ceftazidima, ciprofloxacino, tobramicina e imipenem aumentou de 4 % no 

início do estudo para 14 % em 200280, fato que demonstra a necessidade por novos 

fármacos com mecanismos de ação inovadores e a importância do teste de 

suscetibilidade para guiar o tratamento. 

1.6 Chromobacterium violaceum  

Chromobacterium violaceum foi descrito pela primeira vez por Bergonzini em 

1880 e pertence à família Neisseriacea de β-proteobacteria. É um bacilo 

Gram-negativo, anaeróbio facultativo, flagelado, que habita uma variedade de 

ecossistemas nas regiões tropicais e subtropicais, incluindo águas paradas e solos81. A 

principal característica deste microrganismo é a produção de um pigmento roxo, 

chamado de violaceína82 (Figura 1.14), embora cepas não pigmentadas também sejam 

relatadas83. A produção da violaceína ocorre via ativação do sistema bacteriano QS 

pela produção de moléculas C6-AHL (moléculas acilhomosserinolactonas cuja cadeia 

lateral possui seis átomos de carbono)84 que se ligam a receptores CviR85. 

 A violaceína possui diversas atividades biológicas, incluindo atividade 

antileishimanial86, antiviral87, antitumoral88 e anti-Mycobacterium tuberculosis
89. 
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Outras propriedades do C. violaceum incluem a produção de enzimas quitinolíticas90, a 

síntese de bioplásticos91 e a detoxificação ambiental92. Atualmente, com a descoberta 

do sistema de comunicação bacteriano QS, C. violaceum vêm sendo bastante utilizado 

no rastreamento de moléculas moduladoras do QS. Desta maneira, a competição entre 

moléculas análogas ao AHL e o autoindutor C6-AHL, produzido naturalmente pelo 

microrganismo, evita a formação do pigmento roxo, sendo facilmente quantificável, o 

que serve como um biossensor de possíveis antagonistas do QS93. Embora o 

C. violaceum seja uma fonte biotecnológica valiosa, é considerado um patógeno 

humano altamente virulento94,95. 

A infecção por C. violaceum é incomum, mas está associada a uma alta taxa de 

mortalidade, sendo potencialmente fatal, exigindo diagnóstico e início de tratamento 

precoce como redutores desse risco96. Chromobacterium violaceum é capaz de causar 

infecções sistêmicas em animais domésticos97 e indivíduos saudáveis. A infecção pode 

envolver vários órgãos, sendo muito comum a septicemia com múltiplos abcessos, 

predominantemente nos pulmões, fígado e baço. A sepse geralmente ocorre em 

pacientes imunocomprometidos, sendo a doença granulomatosa crônica um fator de 

predisposição às infecções por este microrganismo98. A infecção ocorre após 

contaminação por exposição da pele lesada ao solo ou ambientes aquáticos e, 

alternativamente, infecção sistêmica através da ingestão ou aspiração de água 

contaminada.  

Desde o primeiro caso em 1927 na Malásia, em torno de 150 casos foram 

relatados na literatura99. Recentemente a infecção por este microrganismo foi relatada 

causando endocardite e abcesso hepático, e tratada com sucesso pela administração de 

meropenem e ciprofloxacino100. Entretanto, alguns grupos vêm relatando a resistência 

deste bacilo à ampicilina, cefalosporinas, carbapenêmicos e aos aminoglicosídeos96,101, 

demonstrando a importância do diagnóstico correto e da busca de novos fármacos 

antimicrobianos contra C. violaceum.  
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2.1 Objetivo geral 

Este trabalho visa obter metabólitos secundários provenientes de 

microrganismos associados a esponjas marinhas, os quais apresentem atividades 

biológicas, especialmente atividade antibiofilme e antimicrobiana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Isolar bactérias associadas a esponjas marinhas coletadas na costa sul do Brasil; 

- Produzir metabólitos das espécies bacterianas selecionadas; 

- Testar a atividade dos filtrados previamente obtidos, principalmente quanto à 

capacidade de combater e/ou evitar a formação de biofilmes patogênicos de forma não 

antimicrobiana; 

- Testar a atividade dos filtrados previamente obtidos quanto à habilidade de 

atuar como antimicrobiano; 

- Isolar e elucidar as estruturas dos metabólitos presentes no(s) filtrado(s) 

eventualmente identificados como bioativos. 
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3.1. CAPÍTULO 1  

Rastreamento de metabólitos com atividade antibiofilme e antimicrobiana 

produzidos por bactérias associadas a esponjas marinhas 
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3.1.1 INTRODUÇÃO 

Microrganismos marinhos são considerados uma fonte promissora de novos 

fármacos devido a sua diversidade e consequente quimiodiversidade. Sob variações 

das condições ecológicas e físico-químicas dos oceanos, os microrganismos são 

capazes de mutar, evoluir e se adaptar rapidamente a um ambiente particular. Esta 

adaptação pode incluir a produção de metabólitos secundários que são importantes 

para a sobrevivência dos organismos de vida livre ou que vivem em associação com 

outros organismos marinhos102. A riqueza microbiológica dos macrorganismos 

marinhos indica que os estudos de cultivo são importantes para a descoberta de: (i) 

novos microrganismos; (ii) de novas rotas metabólicas e de (iii) novos compostos 

bioativos. 

Kelecom (2002)2, em artigo de revisão, cita que de um total de 258 substâncias 

isoladas de culturas de microrganismos marinhos, 79 (31%) metabólitos mostram-se 

biologicamente ativos (47 deles isolados de bactéria e 32 isolados de fungos). 

Aproximadamente 20 compostos obtidos a partir de bactérias apresentaram atividade 

antitumoral e igualmente 20 substâncias mostraram ação antimicrobiana. De maneira 

bastante semelhante, 21 % dos isolados bacterianos associados a esponjas marinhas da 

costa sudeste da Índia apresentaram atividade antimicrobiana de largo espectro e 

espécie específica frente à Bacillus subtilis, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, 

Vibrio harveyi e Candida albicans
103

. 

Neste contexto, este estudo utilizou bactérias associadas a esponjas marinhas 

como fonte produtora de metabólitos bioativos. Com os filtrados obtidos a partir das 

bactérias marinhas foram realizados estudos de rastreamento da atividade antibiofilme 

frente a um modelo Gram-positivo e um Gram-negativo, bem como de atividade 

antimicrobiana frente aos mesmos microrganismos. 
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3.1.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.2.1 Coleta das esponjas marinhas e isolamento bacteriano 

A coleta das esponjas marinhas foi realizada na costa sul do Brasil, 

especificamente na Ilha do Arvoredo, Santa Catarina (27°S 16' 42.4"/48°W 22' 30.8") 

em novembro de 2007, em colaboração com a Prof. Dr. Cléa Lerner e Prof. Dr. Beatriz 

Mothes da Fundação Zoobotânica do Rio Grande do Sul. 

As esponjas foram mantidas em frascos com água do mar e um fragmento foi 

depositado na Coleção de Poríferos no Museu de Ciências Naturais da Fundação 

Zoobotânica do Rio Grande do Sul, referenciado como MCNPOR 7831.  

As amostras das esponjas foram vigorosamente agitadas e 75 µl da suspensão 

em água do mar foram inoculados em diversos meios sólidos, conforme a tabela 3.3.1. 

As placas foram incubadas à temperatura ambiente (22°C) durante 3 dias e o 

isolamento bacteriano foi realizado identificando colônias com distintas morfológicas, 

sendo repetidamente estriadas até a obtenção de colônias puras (Figura 3.1.1). Os 

isolados bacterianos foram armazenados em glicerol à -20 °C e lotes de 21 isolados 

foram selecionados para iniciar a fase de cultivo para produção de metabólitos. 

 

Figura 3.1.1: Crescimento em meio M1, espalhamento de 75 µL de água do mar, de 
bactérias e fungos associados à uma esponja marinha durante 3 dias a 22°C. 
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Tabela 3.1.1: Composição dos meios de cultura sólidos para isolamento bacteriano das esponjas marinhas. 

Meio NaCl 
MgCl2 

6H2O 
MgSO4 K2HPO4 

CaCl2. 

2 H2O 
Sacarose Dextrose 

Extrato 
de 

levedura 
Peptona Triptona 

Farinha 
de 

milho 

Extrato 
de 

malte 
Agar pH 

M1 24 g/L 11 g/L      1g/L 1 g/L    20g/L 6.92 

M2 50 g/L         1 g/L   20g/L 6.70 

FG3 25 g/L  0.5 g/L 1 g/L 2 g/L 10g/L 10 g/L      20g/L 7.0 

GPY 24 g/L      20 g/L 10 g/L 20 g/L    20g/L  

FB 24 g/L          20 g/L  20g/L  

MT 24 g/L      20 g/L  1 g/L   30 g/L 20g/L  

SBA       20 g/L 3 g/L 10 g/L    20g/L  
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3.1.2.2 Produção de metabólitos 

As bactérias foram inoculadas nos meios sólidos de crescimento e mantidas à 

temperatura ambiente por 24 h. Para preparar o pré-inóculo, os isolados cresceram nos 

respectivos meios líquidos durante 48 h à temperatura ambiente. A densidade ótica a 

600 ηm (OD600) foi ajustada para 0.2 e 4 mL desta suspensão foi adicionada em 50 mL 

do meio de cultivo. Como controle negativo do cultivo inoculou-se 4 mL do respectivo 

meio líquido em 50 mL do meio de cultivo a fim de garantir ausência de efeito do 

meio nas atividades biológicas. 

O meio de cultivo foi composto de extrato de levedura 4,5 g/L, dextrina 50 g/L, 

peptona 2 g/L, NaCl 24 g/L e MgCl2.6H2O 11 g/L, com pH 5.6. Foram utilizados 

frascos Erlenmeyer de 250 mL, mantidos sob agitação constante durante 120 h a 

150 rpm e 28 °C. Após cada 24 h, 2 mL do meio de cultivo foi coletado, as células 

bacterianas foram separadas por centrifugação durante 1 h, à 10000 rpm e 4 °C 

(Centrífuga 5804R, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). O sobrenadante foi retirado, 

filtrado em membrana de poro de 0.2 µm (Minisart Sartorius Co, Göttingen, 

Alemanha) e congelado. Este filtrado bacteriano foi utilizado para a pesquisa de 

metabólitos antibiofilme e antimicrobiano. 

3.1.2.3 Ensaios de bioatividade e microrganismos modelo 

Realizaram-se estudos de rastreamento de atividade antibiofilme previamente 

formado e atividade antiformação de biofilme em placas de 96 poços estéreis de 

poliestireno (Costar 3595 Corning, Inc. NY, EUA), segundo o método cristal violeta 

(adaptado de Stepanovic, et al.
104) utilizando S. epidermidis ATCC 35984 e 

P. aeruginosa ATCC 27853 como bactérias modelo Gram-positiva e Gram-negativa, 

respectivamente, na produção de biofilmes patogênicos.  

Staphylococcus epidermidis e P. aeruginosa foram crescidos em meio 

Luria-Bertani (LB) a 37 °C e 150 rpm. No ensaio antibiofilme previamente formado, 

100 µL da suspensão bacteriana e 100 µL de meio LB foram adicionados nos poços e 

incubados a 37 °C durante 24 h para S. epidermidis, e durante 8 h para P. aeruginosa. 
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Para o controle negativo incubou-se 200 µL de caldo LB. O sobrenadante de 

todos os dos poços foram aspirados e o poços lavados três vezes com 200 µL de salina 

estéril para se retirar as bactérias planctônicas e permitir apenas a presença de 

bactérias aderentes ao plástico. Em seguida foram adicionados 100 µL do filtrado 

bacteriano marinho e 100 µL de meio LB, incubando-se novamente a 37 °C durante 

24 h para ambas as bactérias. O controle positivo e o negativo receberam 200 µL de 

meio LB após a lavagem. Já no ensaio antiformação de biofilme, 100 µL da suspensão 

bacteriana, 50 µL de meio LB e 100 µL do filtrado bacteriano marinho foram 

adicionados aos poços e incubados a 37 °C durante 24 h para S. epidermidis, e 8 h para 

P. aeruginosa. O controle positivo recebeu 150 µL de meio LB e 100 µL de suspensão 

bacteriana enquanto que o controle negativo consistiu de 250 µL de meio LB.  

Após o período de incubação, em ambos os protocolos, o conteúdo dos poços 

foi removido e lavado três vezes com 200 µL de salina estéril. As bactérias que 

permaneceram aderidas às placas foram fixadas pela exposição ao ar quente à 60 °C 

durante 1 h. O biofilme aderido foi corado com 200 µL de cristal violeta 0.4 % durante 

15 minutos à temperatura ambiente. O excesso de corante foi retirado com água 

corrente até que a lavagem ficasse livre de coloração, então o cristal violeta foi 

ressolubilizado com DMSO 99.5% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e a absorbância a 

570 ηm foi medida (Spectramax M2e Multimode Microplate Reader, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, EUA). 

Para rastreamento da atividade antimicrobiana, utilizou-se o método de difusão 

em agar, no qual 100 µL da suspensão bacteriana foi inoculado em agar Mueller 

Hinton com auxílio da alça de Drigalski. Em cada placa de Petri foram apoiados 3 

cilindros de metal com diâmetro interno de 6 mm e carregados com 100 µL dos 

filtrados. As placas foram mantidas em refrigeração durante 24 h para difusão do 

filtrado no meio e depois incubadas a 37 °C por 24 h. A zona de inibição foi medida. 

Como controle do experimento utilizou-se rifampicina 16 µg/mL dissolvida em 

metanol 25 mg/mL para S. epidermidis e sulfato de gentamicina 16 µg/mL para P. 

aeruginosa.



 

 35 

3.1.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1.3.1 Isolamento das bactérias marinhas 

Foram coletadas 39 esponjas marinhas na Ilha do Arvoredo, Santa Catarina. 

Destas, foram isoladas 160 bactérias, onde 78 cresceram no meio M1, 46 no meio M2, 

7 no meio FG3, 17 no meio GPY, 4 no meio FB, 2 no meio MT, e 6 no meio SBA. 

Isolou-se um maior número de bactérias no meio M1 e M2, mostrando de certa forma 

uma preferência por meios de crescimento relativamente pobres, quando comparados 

aos meios GPY, MT, SBA. Curiosamente, houve crescimento no meio sem a presença 

de uma fonte de nitrogênio (FG3), possivelmente o nitrogênio foi retirado de algum 

traço presente no agar ou na própria suspensão da água do mar. Além disso, estas 

bactérias marinhas crescem com concentrações de NaCl de até 50g/L, mais que o 

dobro da concentração de NaCl presente em meio comercial para cultivo de bactérias 

marinhas105.  

 3.1.3.2 Rastreamento da atividade antibiofilme 

Para o rastreamento da atividade frente a biofilmes previamente formados e  da 

atividade antiformação de biofilmes, considerou-se um ponto de corte de 30 % para 

selecionar os filtrados ativos. 

Das 21 bactérias escolhidas e cultivadas durante 120 h conforme descrito 

anteriormente, para a atividade de combate de biofilmes já formados, observa-se que 

os filtrados das bactérias 203, 209, 210, 256 e 267 foram capazes de combater o 

biofilme já formado de P. aeruginosa em, 40,3 ± 17,4 %, 34,2 ± 15,5 %, 40,0 ± 4,8 %, 

55,9 ± 23,6 % e 44,9 ± 15,3 %, respectivamente (Figura 3.1.2), enquanto que o filtrado 

209 foi o que apresentou melhor atividade frente ao biofilme já formado de 

S. epidermidis, sendo capaz de combatê-lo em 47,2 ± 29,6 % (Figura 3.1.3).  

O controle negativo do cultivo foi utilizado em todos os experimentos a fim de 

garantir a ausência de efeito do meio nas atividades biológicas. 
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Figura 3.1.2: Rastreamento de atividade antibiofilme já formado de P. aeruginosa 

ATCC27853. CP representa o controle positivo e CNC o controle negativo do cultivo. 
Resultados representam média percentual da formação de biofilme em relação ao 
controle positivo (n=1, 6 poços). 

0
25
50
75

100
125
150
175
200
225
250

C
P

C
N

C

20
1

20
2

20
3

20
9

21
0

21
1

22
4

23
5

24
3

25
2

25
3

25
5

25
6

25
7

26
1

26
6

26
7

28
0

28
9

29
9

30
2

Extratos testados

F
or

m
aç

ão
 d

e 
bi

of
ilm

e 
(%

)

Figura 3.1.3: Rastreamento de atividade antibiofilme já formado de S. epidermidis 
ATCC35984. CP representa o controle positivo e CNC o controle negativo do cultivo. 
Resultados representam média percentual da formação de biofilme em relação ao 
controle positivo (n=1, 6 poços). 

O rastreamento de atividade antiformação de biofilme foi realizado utilizando 

um número menor de filtrados, dentre eles, alguns que apresentaram maior atividade 

contra biofilme já formado. 

Os filtrados 202, 203, 211, 224, 256 e 280 apresentaram redução na formação 

de biofilme de P. aeruginosa, com atividades de 49,2 ± 14,3 %, 61,2 ± 22,4 %, 46,9 ± 

13,5 %, 43,2 ± 13,2 %, 40,7 ± 20,4 %, e 40,3 ± 31,9 %, respectivamente (Figura 

3.1.4). Entretanto, o filtrado 224 foi o único entre os filtrados testados que apresentou 
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atividade antiformação de biofilme de S. epidermidis, sendo capaz de inibir em 63.84 

± 10.13%, a maior atividade encontrada no rastreamento (Figura 3.1.5). 

O sobrenadante da bactéria 224, associada à esponja marinha Darwinella sp., 

apresentou importante atividade antiformação de biofilme S. epidermidis. Assim, o 

estudo passou a ser focalizado na produção de metabólito(s) ativo(s) contra biofilme 

de S. epidermidis por este isolado. 
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Figura 3.1.4: Rastreamento de atividade antiformação de biofilme de P. aeruginosa 

ATCC27853. CP representa o controle positivo e CNC o controle negativo do cultivo. 
Resultados representam média percentual da formação de biofilme em relação ao 
controle positivo (n=1, 6 poços).  
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Figura 3.1.5: Rastreamento de atividade antiformação de biofilme de S. epidermidis 

ATCC35984. CP representa o controle positivo e CNC o controle negativo do cultivo. 
Resultados representam média percentual da formação de biofilme em relação ao 
controle positivo (n=1, 6 poços). 
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3.1.3.3 Otimização de alguns parâmetros da atividade antibiofilme o filtrado 224 

Neste sentido, se buscou otimizar alguns parâmetros do ensaio, realizando 

experimentos para avaliar a atividade antiformação de biofilme do filtrado 224 

conforme a concentração do inóculo de S. epidermidis, e o tempo ideal de cultivo da 

bactéria 224 para obtenção da maior produção de metabólito ativo. Foi possível 

verificar que a atividade antiformação de biofilme do filtrado 224 varia pouco 

conforme a concentração do inóculo de S. epidermidis, entretanto há uma tendência de 

apresentar maior atividade quanto maior o inóculo (Figura 3.1.6). A densidade óptica 

medida a 600 ηm de 0,30 foi selecionada como inoculo padrão para os ensaios 

posteriores, a qual equivale à escala 0.5 Mc Farland (108 UFC/mL). 
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Figura 3.1.6: Influência da concentração de inóculo de S. epidermidis (OD600: 0.14 a 
0.87) na atividade antiformação de biofilme do filtrado 224. Barras listradas 
representam controle positivo de cada inóculo, enquanto que as barras pretas 
representam biofilmes tratados com o filtrado 224 em cada inóculo. 

Verificou-se que a produção do(s) metabólito(s) com atividade antibiofilme é 

tempo-dependente, não havendo consumo ou degradação das moléculas nos tempos 

ensaiados. A atividade antiformação de biofilme de S. epidermidis varia de 

16,9 ± 8,5 % após 24 h a 83,7 ± 12,9 % após 120 h de cultivo (Figura 3.1.7). 

Selecionou-se o tempo de 96 h como tempo de cultivo padrão para a produção do 
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filtrado 224 para ser utilizado nos demais experimentos, cuja atividade antiformação 

de biofilme foi de 88,3 ± 9,6 %, a mais elevada (Figura 3.1.7). 
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Figura 3.1.7: Influência do tempo de cultivo da bactéria 224 na produção de 
metabólito(s) capaz(es) de inibir a formação de biofilme de S. epidermidis. CP 
representa o controle positivo e CNC o controle negativo do cultivo. 

 

3.1.3.4 Atividade antimicrobiana 

 Com relação ao rastreamento da atividade antimicrobiana, nenhum dos 21 

filtrados bacterianos apresentou halo de inibição frente à S. epidermidis ATCC35984 e 

à P. aeruginosa ATCC27853 através da avaliação pelo método dos cilindros, 

sugerindo que os filtrados que apresentaram atividade antibiofilme no rastreamento 

possivelmente agem por outro mecanismo que não a inibição do crescimento 

bacteriano, observação que vai ao encontro das nossas expectativas, na busca de 

composto não-antimicrobianos com atividade antibiofilme. 

 Os resultados preliminares obtidos nesta fase de rastreamento mostraram o 

potencial das bactérias marinhas como fonte de moléculas bioativas, merecendo 

destaque a atividade antibiofilme e focalizaram este trabalho no estudo da atividade 

antiformação de biofilme de S. epidermidis pelo filtrado produzido pela bactéria 

marinha associada à esponja Darwinella sp. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISCUSSÃO GERAL 
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 Os ensaios preliminares desenvolvidos na etapa de rastreamento de atividade 

antibiofilme mostram o grande potencial exibido pelas bactérias associadas a esponjas 

marinhas como fontes de moléculas bioativas. A técnica do cristal violeta, atualmente 

a mais utilizada pelos laboratórios de pesquisa para a detecção de biofilmes, mostrou-

se efetiva para a avaliação da atividade antibiofilme. Das 21 bactérias selecionadas ao 

acaso para cultivo, 8 (38.0 %) apresentaram alguma atividade antibiofilme, seja 

impedindo a formação de biofilme bem como combatendo biofilmes já formados, de 

S. epidermidis ATCC 35984 e/ou de P. aeruginosa ATCC 27853. A maior parte dos 

filtrados apresentou ação sobre biofilmes de P. aeruginosa, onde 5 (23.8 %) foram 

ativos contra biofilmes previamente formados e 6 (28.6 %) foram capazes de impedir a 

formação dos biofilmes. Com relação ao S. epidermidis, apenas 1 filtrado foi capaz de 

combater biofilmes previamente formados e também 1 foi capaz de impedir a 

formação dos mesmos. 

De maneira interessante, dos 21 filtrados bacterianos marinhos obtidos, nenhum 

apresentou atividade antimicrobiana quando testados através da técnica dos cilindros, 

contra S. epidermidis ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC 27853. Este resultado é, de 

certa forma, bastante desejado, uma vez que o projeto visa buscar moléculas 

antibiofilme não antimicrobiana capazes de combater bactérias formadoras de 

biofilmes através de um novo mecanismo de ação, a fim de evitar o rápido 

desenvolvimento de resistência bacteriana, como ocorre com os antimicrobianos. 

A descoberta e produção sustentada de compostos de origem microbiana 

marinha são freqüentemente dificultadas pelo acesso limitado aos genes de biossíntese 

de alguns produtos, uma vez que as bactérias e os fungos abrigam um número massivo 

de genes que permanecem dormentes sob as condições padrões de laboratório, 

conservando-se silenciados na ausência de um estímulo particular, como fontes de 

nutrientes, estímulos ambientais, compostos de sinalização ou outros desencadeantes 

ainda desconhecidos. Recentes estudos fornecem novas abordagens, como o uso da 
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metagenômica para buscar a expressão de genes silenciados. Desta maneira, o 

verdadeiro potencial biossintético dos microrganismos, principalmente marinhos, 

permanece por ser determinado106. Por outro lado, este rastreamento evidencia o 

grande potencial dos microrganismos como fonte de moléculas bioativas, visto que 

foram utilizados apenas 13.2 % dos isolados bacterianos da coleção de bactérias 

associadas às esponjas geradas neste estudo, dos quais 38 % apresentaram habilidade 

para combater biofilmes bacterianos. Assim, a diversidade química inexplorada destes 

microrganismos representa um vasto campo ainda um pouco obscuro, porém valioso 

para busca de novas moléculas com atividades farmacológicas e mecanismos de ação 

inovadores, principalmente no contexto de doenças cancerígenas e infecciosas. 

Neste trabalho, relatamos a produção de metabólito(s) com importante atividade 

antiformação de biofilme de S. epidermidis, sem ação antimicrobiana, a partir de uma 

bactéria Gram-negativa associada à esponja marinha Darwinella sp. 

Staphylococcus epidermidis são conhecidos por serem importantes colonizadores de 

implantes médicos, apresentando como principal fator de virulência a habilidade de se 

aderir a superfícies e formar biofilmes difíceis de tratar62. Este filtrado foi testado 

contra 13 S. epidermidis formadores de biofilme isolados de cateter venoso, 

apresentando redução significativa da formação de biofilme em 10 amostras, sendo 

capaz de inibir em até 90.21 ± 1.61 % a formação de biofilme (isolado 113). 

Na busca por alguma associação entre a atividade antiformação de biofilme do 

filtrado 224 com o perfil de suscetibilidade dos isolados clínicos de cateter venoso 

central, observou-se que, de maneira geral, nos isolados suscetíveis à clindamicina, 

gentamicina e rifampicina, o filtrado 224 pareceu ser mais ativo. Esta relação possui 

importância, no caso futuro de se pensar que em isolados de S. epidermidis suscetíveis 

a estes antimicrobianos pode-se fazer uso das moléculas presentes neste filtrado para 

impedir a formação de biofilme.  

Imagens de microscopia eletrônica de varredura mostram que biofilmes tratados 

com o filtrado 224 formam menor número de agregados, os quais possuem menor 

número de células bacterianas. Entretanto, o que chama a atenção é que os poucos 
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grupos de células presentes não aparecem envoltos pela matriz exopolissacarídica 

protetora (EPS), a qual é capaz de tornar a adesão bacteriana ao substrato irreversível e 

pode conferir resistência aos agentes antimicrobianos e à ação do sistema imune. 

Alguns estudos demonstram que a produção do EPS é regulada via QS, parecendo 

haver uma conexão entre a densidade celular e a produção de EPS107,108. Desta 

maneira, pode-se sugerir que o(s) metabólito(s) presentes no filtrado 224 sejam 

capazes de modular o sistema QS de S. epidermidis, e assim impedir a produção de 

EPS, evitando a adesão irreversível ao material e a conseqüente formação de 

biofilmes. Além disso, os resultados encontrados indicam que o filtrado 224 deve 

manter as células em estado planctônico, uma vez que não possui atividade 

antimicrobiana, podendo desta maneira tornar às células bacterianas mais suscetíveis 

aos antimicrobianos tradicionais.  

A atividade encontrada pelo filtrado 224 representa um exemplo do conceito 

mais inovador de terapia antimicrobiana: as moléculas antivirulência. Nesta 

abordagem alternativa, o objetivo é atingir funções essenciais para o estabelecimento 

de uma infecção, como fatores de virulência necessários para causar dano ao 

hospedeiro e doença. Esta estratégia possui diversas vantagens potenciais incluindo o 

grande número de funções que podem ser inibidas, a preservação da microbiota 

normal humana e, como principal benefício, exerce menor pressão seletiva, podendo 

resultar na diminuição da resistência109.  

Na busca da purificação parcial do filtrado 224, ativo contra a formação de 

biofilmes de S. epidermidis, foi detectada a atividade antimicrobiana da fração água de 

diálise da amostra 224 contra o C. violaceum DSM 30191. A análise cromatográfica 

através de HPLC-MS-MS e a espectrofotométrica através de infravermelho indicam a 

presença do ácido pimélico na amostra. 

Interessantemente, apesar de a literatura ser bastante escassa e antiga, alguns 

trabalhos mostram que derivados do ácido pimélico possuem atividade antimicrobiana 

contra Mycobacterium tuberculosisErro! Indicador não definido.,Erro! Indicador 

não definido., enquanto outros demonstram que o ácido pimélico é um fator de 
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crescimento bacteriano podendo servir como precursor para síntese de biotina e assim 

estimular o crescimento bacterianoErro! Indicador não definido.,Erro! Indicador 

não definido.,Erro! Indicador não definido., o que pode explicar o estímulo no 

crescimento de S. epidermidis e P. aeruginosa. Mais recentemente, a literatura, destaca 

a atividade antimicrobiana por derivados do ácido aminopimélico, os quais são 

capazes de inibir o crescimento bacteriano de Gram-negativos via inibição da 

biossíntese do ácido diaminopimélico (DAP), um componente do peptideoglicano da 

parece celular de quase todas as bactérias110,111. 

O C. violaceum parece bastante sensível a pequenas alterações laboratoriais e, 

além disso, a atividade antimicrobiana encontrada foi apenas contra este 

microrganismo, sendo altamente seletiva. Assim, estão sendo elaborados experimentos 

visando avaliar se o ácido pimélico é realmente o composto responsável pela atividade 

antimicrobiana contra C. violaceum, bem como a aquisição do ácido pimélico está 

sendo providenciada a fim de confirmar os resultados obtidos. 

Por fim, a purificação e elucidação estrutural do(s) composto(s) envolvidos na 

atividade de biofilme de S. epidermidis exercida pelo filtrado bacteriano 224 

encontram-se em andamento. A partir de então, poderá ser desenvolvido um estudo 

mais aprofundado com relação ao tipo de molécula presente, permitindo um melhor 

entendimento sobre o seu mecanismo de ação e alguma predição quanto ao surgimento 

de resistência. Poderão ainda ser avaliadas possíveis modulações na expressão gênica 

do S. epidermidis bem como as doses necessárias para se obter o efeito desejado.  

A atividade antiformação de biofilme de S. epidermidis possui grande 

aplicabilidade no recobrimento de superfícies de interesse médico, como cateteres e 

próteses. Com o aumento do número de dispositivos médicos sendo utilizados e a altas 

taxas de infecção associadas ao uso dos mesmos112, em 2002 o CDC113 recomendou o 

uso de cateteres recobertos com antimicrobianos nas populações onde a taxa de 

infecção exceda 3.3/1000 cateteres por dia. Neste sentido, o recobrimento destas 

superfícies com moléculas capazes de inibir a formação de biofilmes e não exercer 

pressão seletiva para o desenvolvimento de resistência bacteriana representa uma 
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estratégia fundamental e de extrema necessidade, contribuindo a longo prazo para o 

combate à problemas de saúde pública, como o custo e o tempo de internação nos 

hospitais e a morbi-mortalidade associada à infecções bacterianas relacionadas à 

formação de biofilmes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 
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 De maneira geral, esta dissertação evidenciou: 

- O grande potencial das bactérias associadas às esponjas marinhas como fonte de 

metabólitos com atividade antibiofilme bacteriano.  

- A atividade antimicrobiana contra C. violaceum apresentada por um cocobacilo 

Gram-negativo associado à esponja Darwinella sp., destacando a possibilidade de se 

utilizar o ácido pimélico como agente antimicrobiano bastante seletivo contra o 

C. violaceum, embora seja necessária a confirmação através de outros ensaios. 

- A atividade antiformação de biofilme de S. epidermidis apresentada pelo mesmo 

cocobacilo Gram-negativo associado à esponja Darwinella sp. 

Esta atividade encontrada é extremamente alta considerando que os ensaios 

realizados utilizaram o filtrado do cultivo bacteriano, e interessantemente não está 

associada à morte celular bacteriana, sugerindo um novo mecanismo de ação a ser 

explorado. 

 A grande aplicabilidade da atividade antiformação de biofilme de 

S. epidermidis seria o recobrimento de materiais médico-hospitalares, destacando-se 

próteses, cateteres urinários e venosos, bem como equipamentos para circulação 

extracorpórea. Outra aplicação seria a administração de moléculas antibiofilme 

concomitantemente aos antimicrobianos nos casos de infecção bacteriana associadas à 

formação de biofilmes. O uso de moléculas antibiofilme como adjuvante na terapia 

tornaria o microrganismo menos virulento e mais susceptível à ação de 

antimicrobianos, facilitando o tratamento. Estes exemplos representam uma nova 

abordagem para prevenção e para o tratamento de infecções associadas à formação de 

biofilmes bacterianos, as quais comumente envolvem o uso de biomateriais. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. PERSPECTIVAS 
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 Como perspectivas deste trabalho: 

-  Fracionamento do filtrado 224; 

- Isolamento e elucidação da(s) molécula(s) envolvidas com a atividade 

antibiofilme; 

-  Confirmação da atividade antibacteriana do ácido pimélico frente ao 

C. violaceum; 
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