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PREFACIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente
associados as ciéncias naturais e exatas, e as ciéncias aplicadas. As ciéncias bioldgicas e
0 seu enquadramento na biotecnologia tém aplicacdes em grandes areas de importancia
socioecondmica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia
e na industria. Os processos biotecnoldgicos sdo caraterizados por usarem células
procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou analogos moleculares - com o objetivo
de se obterem produtos e servigos. Avangos significativos na biotecnologia surgiram das
sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar
descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioecondmico. A
elevada dinamica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciéncias
bioldgicas e biotecnologia é revelador da sua importancia. Contudo, a necessidade de
atualizacado dos avancos cientificos, em conjugacédo com a transformacao desse novo
conhecimento em contetdo curricular técnico-cientifico relevante sdo desafios para um
eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento
ético e regulamentar de novos processos e produtos € igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte retne capitulos (1 a 6)
relacionados com as biociéncias e a biotecnologia na area biomédica. A segunda parte
concentra capitulos (7 a 11) na area do ambiente. A terceira parte € composta pelos
capitulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecgao. A quarta parte contém
os capitulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e
da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que
estudantes e professores do ensino superior, ligados as biociéncias e a biotecnologia,
quer a nivel de graduacgao quer de pds-graduacao, possam ter uma perspetiva de avancos
na area. Este livro pode ser também util a profissionais ligados a setores nos quais as
biociéncias e a biotecnologia tém um papel de relevo, bem como para professores do

ensino pré-académico.

Manuel Simoes
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BIOFILMES

RESUMO: Os biofilmes sdo o resultado da
tendéncia natural dos microrganismos se
fixarem a superficies (bidticas ou abioticas),
multiplicarem e incorporarem numa
matriz viscosa de substancias poliméricas
extracelulares (EPS). A medida que o biofime
se desenvolve, o descolamento e os processos
de crescimento entram em equilibrio, levando
a uma quantidade constante de biomassa na
superficie e a libertacao de células do biofilme
que permitem a colonizacdo de superficies
vizinhas e a formacao de novas comunidades
sésseis. EPS dos biofilmes séo responsaveis
pela ligacao entre as células e com outros
materiais particulados. A adaptacdo bem
sucedida das bactérias as mudancas das
condicdes naturais requer também que o
microrganismo possa sentir e responder ao
seu ambiente externo e, em consequéncia,
modular a expressao dos seus genes. Mesmo
que os biofimes sejam provavelmente a
primeira forma de vida comunitaria na Terra,
a incorporacdo de aspetos cientificos da
ciéncia e tecnologia dos biofilmes nos
conteudos de ensino pré ou pos graduado é
uma tarefa desafiante, uma vez que esta area
de investigacao esta em constante evolucéo.
PALAVRAS-CHAVE: Biofiime. Ciéncia e
tecnologia  multidisciplinar.  Microbiologia
aplicada. Resisténcia antimicrobiana.

CHALLENGES IN TEACHING BIOFILM
SCIENCE AND TECHNOLOGY

ABSTRACT: Biofilms are result of a natural
tendency of microorganisms to attach to
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surfaces (biotic and abiotic), to multiply and to embed themselves in a slimy matrix of
extracellular polymeric substances (EPS). The attachment of microorganisms to surfaces
is a very complex process. As biofilm matures, detachment and growth processes come
into balance leading to a constant amount of biomass on the surface but also to the
release of biofilm cells. These enable the colonization of neighbour surfaces and the
formation of new biofilm communities. EPS in biofilm systems are responsible for binding
cells and other particulate materials together. The successful adaptation of bacteria to
changing natural conditions requires also that the microorganism can sense and respond
to its external environment and modulate gene expression accordingly. Even if biofilms are
probably the first form of community life on Earth, the incorporation of scientific aspects
on biofilm science and technology in teaching content is a challenge task as this research
field is constantly evolving.

KEYWORDS: Antimicrobial resistance. Applied microbiology. Biofilm. Multidisciplinary
science and technology.

1 BIOFILMES - ENQUADRAMENTO SOBRE AS CARATERISTICAS GERAIS E O
IMPACTO

Muitos microrganismos tém uma tendéncia natural para se fixar a superficies,
multiplicar e incorporar numa matriz viscosa, resultando em biofilmes. Supde-se que a
organizacao de microrganismos em biofilme seja a primeira forma de vida multicelular
existente no planeta. Também, é estimado que a maioria dos microrganismos da Terra
estao organizados em biofilmes e podem ocorrer em ambientes extremos como centrais
nucleares, fontes hidrotermais, ambientes oligotréficos e tubagens industriais sujeitas
a forte desinfecdo (Costerton et al., 1987). Contudo, a existéncia de biofilmes so foi
documentada de forma pioneira por Zobell, em 1943, que observou células microbianas
aderidas em paredes de garrafas. Posteriormente, o termo filme microbiano ou biolégico
foi atribuido por Atkinson et al. (1964, 1967) a camada gelatinosa de células e dos
seus subprodutos aderidos as paredes de um reator biolégico. Outros investigadores
(Topiwala e Hamer, 1971; Howell et al. 1972) observaram camadas de células bacterianas
e as suas substancias poliméricas extracelulares que designaram como “crescimento
de parede”. Bill Characklis (1973a, 1973b) publicou uma marcante e extensa revisdo
bibliografica sobre os fundamentos basicos e as implicacées praticas dos biofilmes,
que designou como “lama microbiana”. Em 1984, um consenso dos principais
investigadores na area definiu um biofilme como uma colecdo de microrganismos,
predominantemente bactérias, embebidos numa matriz tridimensional gelatinosa de
polimeros extracelulares excretados pelos microrganismos colonizadores, conforme

reportado em Marshall (1984).
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A formacdo de biofilme € um processo complexo, que depende de muitas
variaveis, nomeadamente a temperatura, o pH, a velocidade de escoamento do fluido, a
concentracao de nutrientes, a concentracao de desinfetante e a composicao e o estado
de conservacao dos materiais de adesao (Deines et al., 2010; Simdes et al. 2010).

Os mecanismos envolvidos na formagdo de um biofilme sao sequenciais,
terminando na formagdo de uma estrutura madura. No entanto, esta estrutura tem um
comportamento dindmico - fendmenos de crescimento e desprendimento acontecem
simultaneamente (Simdes et al. 2010).

O transporte dos microrganismos até a superficie € a primeira etapa da
formac¢ao de um biofilme. Este transporte pode realizar-se por difusao ou convecgao.
Adicionalmente, podera existir transporte promovido pelas estruturas de mobilidade
celular, como é o caso de microrganismos portadores de flagelos ou de outras estruturas
celulares com esta funcionalidade.

Apds esta etapa, as células aderem a superficie. Isto resulta de forcas de
interacado entre ambas as superficies, nomeadamente forcas de natureza hidrofobica
e eletrostatica. Posteriormente, acontecem fendmenos de comunicagcdo entre as
células (quérum sensing), mediados por moléculas sinalizadoras, e a maturacado do
biofilme - momento em que as células se reproduzem, até atingir um limite maximo.
E durante esta etapa que ocorre a formacdo da matriz de polimeros extracelulares.
Esta matriz € altamente hidratada, conferindo ao biofilme estabilidade e resisténcia a
agressoes externas, nomeadamente a exposicao a antibioticos ou a outros produtos
antimicrobianos. Nesta fase, o biofilme pode sofrer desprendimento de células ou de
aglomerados de células. Este mecanismo ocorre devido a erosao superficial, em que as
camadas mais externas do biofilme libertam células. No entanto, as células residentes
do biofilme replicam-se, permitindo que o biofilme permaneca num estado “maduro” ou
estado quasi-estacionario.

As células (individuais) e porcoes de biofilme desprendido podem multiplicar-
se e aderir a novas zonas da superficie - iniciando a formagao de um novo biofilme. A
Figura 1 mostra a estrutura de um biofilme “maduro” formado pela bactéria Pseudomonas
fluorescens, numa superficie de ago inoxidavel. Nesta imagem é percetivel a existéncia
de células e da matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS) a envolver as

células colonizadoras.
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Figura 1- Biofilme formado pela bactéria Pseudomonas fluorescens obtido por microscopia eletronica de varrimento
(ampliagdo x10000). As estrutura bacilar das bactérias é evidente assim como a existéncia da matriz de EPS a
envolver as células.

A formacgao de biofilmes pode ser benéfica ou pode causar problemas. Biofilmes
benéficos sdo encontrados em sistemas de tratamento bioldgico de efluentes e em
processos industriais de producéo de biomoléculas. Diversas configuracdes de reatores
com biofilmes sdo usados para o tratamento de agua residuais. Nestas configuracdes,
e dado que as células se encontram imobilizadas, o seu tempo de permanéncia no
reator € independente do tempo de residéncia do meio liquido. Em reatores com células
suspensas o tempo médio de permanéncia da fase liquida no sistema ndo pode ser
menor do que o tempo de geragao das células, caso contrario estas ndo tém tempo
suficiente para se replicar, sendo removidas do sistema. Bactérias comensais existem
em biofilmes da pele e dentro de certos 6rgaos do corpo humano (Klitgord and Segre,
2010). Este microbioma natural auxilia nas fungcdes metabdlicas e esta envolvido na
prevencao de doencas (Stephani et al., 2011). Além disso, os biofilmes bacterianos séo
importantes componentes do ambiente, sendo encontrados em relagdes simbidticas

com raizes de plantas (Chang et al., 2011), em aguas estagnadas (Chollet-Imbert et al.,
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2009), em rochas submersas (Ridal et al., 2007), e em muitas outras superficies. Mais
recentemente, os biofilmes tém sido estudados para a producao de diversos produtos
de interesse biotecnoldgico (Edel et al. 2019).

Biofilmes indesejaveis podem causar problemas na industria (incrustacdo de
condutas, permutadores de calor e estruturas marinhas, corrosao de superficies metalicas
induzida por microrganismos, contaminacado de produtos alimentares e farmacéuticos)
e na saude (formacéo de placa dentaria, feridas, infecdo dos mais diversos tecidos
bioldgicos, contaminacéo de superficies e dispositivos médicos). De facto, é reconhecido
gue 60 a 80% das infecdes microbianas se devem a presenca de biofilmes (Simdes, 2011).
Os problemas associados a biofilmes podem variar em importancia relativa — desde um
simples incomodo a uma ameaca a vida (Hall-Stoodley et al., 2004). A formacéo destas
comunidades sésseis e a sua resisténcia inerente aos agentes antimicrobianos estdo na
raiz de muitas infecdes bacterianas persistentes e crénicas (Borges et al. 2015; Afonso
et al. 2021). No entanto, o aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos por
parte dos microrganismos em biofilme, ndo se deve totalmente a falha desses agentes
antimicrobianos (Simdes et al. 2010). Em vez disso, esta resisténcia pode ser explicada
pela hipotese da existéncia de limitacdo no acesso a nutrientes pelas células residentes.
Esta limitagdo faz com que as células dos biofilmes entrem num estado de crescimento
lento. Células metabolicamente dormentes ou sem crescimento mostraram ser menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos comparativamente as mesmas células cultivadas
num meio rico em nutrientes, e com elevadas taxas de crescimento (Mah e O'Toole,
2001). Outra hipotese para explicar a reduzida suscetibilidade das células em biofilmes
a agentes antimicrobianos é a aquisicdo de um fendtipo que permite manter as células
num estado diferenciado que confere resiliéncia as agressdes externas (Cochran et al.,
2000). O uso de agentes antimicrobianos tém sido a principal arma usada para controlar
os biofilmes indesejaveis, interferindo com o metabolismo microbiano ou induzindo o seu
desprendimento da superficie de adesdo. No entanto, muitos agentes antimicrobianos
mostraram ser ineficazes na prevencao e no controlo de biofilmes - reforgando a elevada
resisténcia e resiliéncia das células em biofilmes (Simdes et al. 2010; Afonso et al. 2021).

Os biofilmes microbianos podem formar-se praticamente em qualquer material que
esteja em contacto com a agua. Uma vez formados, sao extremamente dificeis de serem
completamente removidos (Simodes et al. 2010). As células em biofilme tém vantagens
em termos de capacidade de sobrevivéncia comparativamente as mesmas células em
suspensao. Além do estado fisioldgico das células em biofilme referido anteriormente, a

presenca da matriz de polimeros extracelulares tem um papel importante na resisténcia
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dos biofilmes a acéo de agentes métodos quimicos ou fisicos para o seu controlo. Esta
matriz € constituida predominantemente por agua (até 95% em peso humido) e por
substancias poliméricas extracelulares, particularmente proteinas, polissacaridos e
acidos nucleicos, que providenciam estabilidade ao biofilme - atuando como um escudo
protetor das agressdes externas (Flemming & Wingender, 2010). Na Tabela 1 estédo
indicadas algumas propriedades e fun¢des destas substancias.

Tabela 1 - Propriedades e fungdes das substancias poliméricas extracelulares. Baseado em Smirnova et al. (2010)
e Simoes et al. (2010).

Funcao da matriz Natureza das substancias O papel no biofilme

Polissacéridos neutros e acidos

Estrutural Componente estrutural
Amiloides
i Polissacéridos hidrofébicos ou com - ~
Adsortiva Troca iénica, adsorgao
carga
Ativante Enzimas extracelulares Degradacao de moléculas
Anfifilicos Superficie ativa
Superficie ativa
Vesiculas de membrana Exportagao das células, adsorgcéo
Lectinas Especificidade, reconhecimento
Informativa .
Acidos nucleicos Informacgéo genética, estrutura
Nutritiva Varios polimeros Fontes de carbono, nitrogénio e fosforo

2 ENQUADRAMENTO DOS BIOFILMES EM CONTEUDO CURRICULAR

A ciéncia e tecnologia de biofilmes € uma disciplina técnica relativamente nova,
que surgiu em resposta a necessidade de metodologias para o seu controlo. Investigacdo
na area dos biofilmes avancou rapidamente nas ultimas décadas como resultado da
colaboracéao de médicos, microbiologos, bioquimicos, quimicos, ecologistas microbianos,
engenheiros e matematicos. Através de uma variedade de técnicas microscopicas e
moleculares, a comunidade cientifica passou a entender muitas coisas sobre a biologia
e o comportamento dos biofilmes microbianos. Embora os biofilmes sejam diferentes
entre si, i.e. a sua composicdo microbiana, como e onde crescem, a sua viruléncia, etc, ha
aspetos gerais que todos os biofilmes tendem a exibir. A existéncia de tais carateristicas
possibilitou a aplicacdo de conceitos de catalise heterogénea para descrever os
fendmenos de transporte de massa e de reacdo bioldgica nos biofilmes (Simdes &
Malcata, 2020). Este € um dos poucos exemplos que permitiu a inclusédo da presenca
de biofilmes na performance e dimensionamento de reatores com biomassa imobilizada.

Estes conceitos sdo correntemente ensinados em contexto universitario. Por exemplo,
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na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto a unidade curricular Tecnologia
Ambiental possibilita a aprendizagem do dimensionamento de reatores de biofilme
incorporando os efeitos simultaneos da transferéncia de massa e reagao bioldgica.

No entanto, e surpreendentemente, a introducédo aos conceitos fundamentais
e aplicados sobre biofilmes ndo & convencionalmente lecionada a estudantes pré ou
pos graduados, nem considerada em praticas hospitalares ou industriais. Sdo exemplo
disso: i) O nado enquadramento dos biofilmes na selecdo da terapia antimicrobiana
- os antibiogramas usam células em estado fisioldégico substancialmente diferente
do encontrado em biofilmes - apesar das infecbes microbianas, particularmente as
mais criticas, se deverem essencialmente a presenca de biofilmes. ii) A selecdo de
desinfetantes para uso industrial ou hospitalar é feita com base em testes com células
em estado planctoénico.

O ensino dos biofiimes € uma 6tima maneira de introduzir uma diversidade de
conceitos biologicos (microbiologia, ecologia microbiana, comunicagdo molecular através
de biomoléculas, genética, antibioterapia, viruléncia, etc) e de engenharia (transferéncia
de calor e massa, reacdo bioldgica, simulacdo, fenomenos interfaciais, etc). Atividades
experimentais com biofilmes sao relativamente simples e estimulam a compreensao de

fendomenos e processos (McOwat & Stanley-Wall, 2018).
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