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Resumo

Biofilmes sdo agregados de microrganismos aderidos a uma superficie e
rodeados por matriz exopolissacaridica, sendo regulados pelo sistema de “quorum
sensing”. Esse modo de vida proporciona maior protecdo e resisténcia aos
microrganismos. Assim, a busca por compostos antibiofilme é essencial para o
combate de infec¢des associadas a biofilmes. O ambiente antartico apresenta varias
condi¢des adversas aos microrganismos, entdo para garantir sua sobrevivéncia, eles
podem liberar compostos com atividade antimicrobiana e antibiofilme. Nesse
contexto, esse trabalho busca compostos antibiofilme e antibacterianos em bactérias
isoladas da ilha Rei George, Peninsula Antértica. Para isso, realizou-se o cultivo
desses microrganismos, para obtencdo dos extratos brutos; ensaios de quantificacdo
de crescimento bacteriano e de formacdo de biofilme utilizando Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, para andlise da atividade; técnicas de
purificagdo como, extragdo em fase sélida e cromatografia em camada delgada, para
elucidacdo dos provaveis componentes e possiveis mecanismos de acdo. Os
resultados encontrados evidenciaram o grande potencial dos microrganismos do
continente antartico, visto que 73,5% dos filtrados testados apresentaram alguma
bioatividade. Em adi¢do, a maioria dos isolados antdrticos mostraram agao
(antibiofilme ou antibacteriana) contra S. epidermidis. Entretanto, contra P.
aeruginosa apenas 5,1% das bactérias da Antértica foram ativas, demonstrando uma
maior dificuldade na busca por moléculas ativas contra essa bactéria. O isolado
S221.2 (Pseudomonas sp) mostrou-se bastante promissor, gracas a sua alta atividade
antibiofilme e nao interferéncia no crescimento bacteriano. Por isso, seu extrato foi
parcialmente purificado, mostrando como possiveis componentes ativos as aminas,
os aminodcidos e os polifendis, compostos que vém sendo descritos com atividade
antibiofilme. Também, descartou-se a presenca dos compostos terpendides,
fenilpropandides, esterdides, saponinas, cumarinas e antraquinona. Entretanto,
estudos quimicos mais avangados de isolamento e purificagdo sdo necessdrios para

identificar e carcterizar todos componentes funcionais do extrato S22L.2.

Palavras chave: biofilmes microbianos, compostos antibiofilme, Staphylococcus

epidermidis, Pseudomonas sp, Antartica, rastreamento de bioatividade.
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1. Introducao

1.1 Biofilmes Microbianos

Biofilme € um estilo de vida microbiano, adotado pela maioria das bactérias
no ambiente e em infeccdes, no qual ocorre a adesdo de populacdes de
microrganismos a superficies bidticas e abidticas, com producdo de matriz
exopolissacaridica que reveste as colonias aderidas. A formagdo de biofilme é uma
caracteristica bastante conservada entre os procariotos, tendo sido encontrados
fésseis de biofilmes datados de cerca de 3,4 bilhdes de anos atras'.

A primeira observagdo de um biofilme feita pelo homem foi em 1675, quando
Antonie van Leeuwenhoek descreveu a ocorréncia do que ele chamou de “pequenos
animais” em seu dente. Entretanto, a teoria geral de biofilmes foi publicada apenas
em 19782 Desde entdo o interesse por essa drea de estudo vem aumentando e muito
tem sido feito para compreender a complexidade da estrutura e do desenvolvimento
de biofilmes”.

A formacdo do biofilme inicia-se quando células planctonicas (células de vida
livre) sdo ativadas por mudangas na expressao gé€nica (sistema “quorum sensing”) e
tornam-se capazes de se fixar a praticamente qualquer superficie. Essas bactérias
aderidas multiplicam-se e encapsulam as coldonias com uma matriz de substancia
extracelular polimérica (EPS). Entre essas células hd a formacdo de canais que
facilitam a difusdo dos nutrientes na matriz. A proximidade dessas células facilita a
troca de sinais moleculares que regulam o comportamento, a estrutura e a dinamica
dessa comunidade séssil microbiana. Além disso, hd gradientes quimicos que geram
microambientes para diferentes espécies microbianas ou niveis de atividade. Em
determinadas condi¢des, como falta de nutrientes ou uso de biocidas, ocorre a cisdo
de um agregado celular ou a migracdo de células planctonicas, a fim de colonizar

outros ambientes' (figura 1).
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Figura 1: Etapas da formacdo de biofilme. 1: adesdo bacteriana, 2: comunicagdo
celular microbiana, 3: maturacdo e dispersdo (adaptada de Macedo & Abraham,

2009%).

O “quorum sensing” (QS) € o sistema de sinalizac@o célula-célula microbiano
que correlaciona a expressdao génica com a densidade populacional. Assim, conforme
a densidade bacteriana, as células sintetizam sinais moleculares, detectam esses
sinais, e por meio de interagcdes moleculares especificas ativam ou inativam genes-
alvo’. O QS é responsdvel pelas comunicacdes intra- e interespecificas, controlando
um grande espectro de fenétipos, incluindo a formagdo e a viruléncia do biofilme,
bem como a producgao de EPS®.

Esses sinais moleculares sdo pequenas moléculas autoindutoras, que
pertencem a diferentes classes quimicas. As acilhomosserinolactonas (AHL) sdo a
classe mais bem estudada, sendo encontrada apenas em Gram-negativas. J4 os
oligopeptideos sdo autoindutores tipicos de Gram-positivas. Ainda, o autoindutor-2
(AI-2) tem sido encontrado tanto em Gram-positivas como em Gram-negativas’
(figura 2).

Na maioria das bactérias Gram-negativas o sinal ¢ gerado por uma sintase
AHL da familia de proteinas LuxI, sendo percebido por uma proteina receptora AHL
que pertence a familia LuxR de reguladores transcricionais. Os autoindutores sé se
ligam em seus receptores apds alcangarem a concentragdo do limiar critico. Apds
essa ligacdo, ha regulacdo dos genes-alvo, estabelecendo uma retroalimentacdo
positiva’ (figura 3).

Muitas bactérias Gram-positivas usam peptideos modificados como sinais
para regulacdo de diversas fungdes. A maioria desses peptideos autoindutores &
gerada por clivagem de peptideos precursores e modificacdes subseqiientes, como a

formagdo de anéis lactona e tiolactona. Porém, esses peptideos precisam ser
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transportados por exportadores para o espago extracelular. A percep¢do desse sinal €
mediada por sensores histidina quinase localizados na membrana citoplasmatica’
(figura 3).

A molécula sinal autoindutor-2, comum a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, requer a enzima LuxS para sua biosintese. Ja a percepcdo de Al-2 é
dependente da proteina periplasmética ligadora de AI-2 Lux-P e o sensor é LuxQ
cinase’.

A formagdo de biofilme € muito favoravel para as bactérias. Primeiro, pelo
fato das superficies proverem estabilidade e proximidade; segundo, pela protecdo a
diversas condi¢des como exposi¢do a luz ultravioleta, a 4dcidos, a desidratacdo, a
salinidade, a fagocitose e a varios antimicrobianos'. Dessa forma, biofilmes sdo até
1000 vezes mais tolerantes a antibidticos que as células planctonicas, causando
infec¢des graves com alta mortalidade e morbidade”. Trés fatores tém sido propostos

para explicar a alta resisténcia dos biofilmes:

1°) Propriedades da matriz: a matriz que € composta por polissacarideos, proteinas,
DNA extracelular (DNAe) e vesiculas de membrana. Apresenta diversas fungdes:
adesdo (permitindo a colonizagdo das superficies), agregacdo das células (tornando
possivel o QS), retencdo de dgua (mantendo o microambiente altamente hidratado),
barreira de protecdo (conferindo resisténcia especifica e nao especifica as defesas do
hospedeiro, além de tolerar diversos agentes antimicrobianos), absor¢do de
compostos organicos e inorganicos (acumulagdo de nutrientes), atividade enzimatica
(digestdo de macromoléculas e degradacdo de EPS, para colonizacdo de outros
ambientes) e troca de informagdo genética (facilita transferéncia horizontal de genes

de resisténcia)g.

2°) Heterogeneidade fisiologica no biofilme: os organismos constituintes do biofilme
formam populacdes heterogéneas com diferentes niveis de atividade, relacionado ao
gradiente de concentracdo de oxigénio, nutrientes e residuos (figura 4). Assim,
mesmo que o antimicrobiano penetre na EPS, algumas células dentro do biofilme

permanecem protegidas, devido a sua baixa taxa metabdlica (células dormentes)’.
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Acilhomosserinolactonas (AHL) ou autoindutor 1:

Grupos R: Vibrio fischeri
OH
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Pseudomonas aeruginosa

Peptideos ciclicos ou oligopeptideos autoindutores (AIP):

s \ile S L
/Phe /Ser
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AIP -1 Staphylococcus aureus AIP-II: Staphylococcus aureus
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HO\B _OH
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Salmonella ryphimurium Vibrio harveyi

Figura 2: Principais moléculas autoindutoras do sistema QS (adaptada de Ryan &

Dow, 20087).
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Figura 3: Sistema “quorum sensing” em bactérias Gram-positivas (caixas listradas) e

em Gram-negativas (caixas pretas) (adaptada de Macedo & Abraham, 20094).

Alta atividade
Atividade intermediairia

Baixa atividade

7

/ Dormentes

10).

I
Figura 4: Estado fisiol6gico do biofilme (adaptada de Davies, 2003

3°) Subpopulagdes resistentes (persistentes): biofilmes produzem células persistentes
numa taxa de até 10.000 vezes mais alta que as células planctdnicas. Essas células
sdo especializadas em mediar a tolerancia a diversas drogas, sendo representadas por

aproximadamente 0,1 a 10% da populagio total do biofilme'".
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De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados
Unidos (CDC), 65% de todas as infeccdes sdo relacionadas a biofilmes, incluindo:
endocardites, otites, prostatites, periodontites, conjuntivites, vaginites, infecc¢oes
relacionadas a fibrose cistica (FC) e a implantes médicos (préteses, cateteres
venosos, arteriais e urindrios). Essas infec¢des representam um alto custo para o
sistema de satide. As infec¢Oes da corrente sangiiinea relacionadas a cateter, por
exemplo, custam entre US$5.000 e US$34.000 por infec¢do, sendo que a mortalidade
varia de 12 225%".

1.2 Estratégias antibiofilme

Devido a maior prote¢ao conferida pelo biofilme aos microrganismos, o uso
de antimicrobianos € menos eficiente. Em adi¢do, esses medicamentos sdo utilizados
mundialmente tanto no tratamento como na profilaxia de pessoas, de animais e na
agricultura, gerando uma pressao seletiva que pode acarretar no desenvolvimento de
resisténcia a esses farmacos'’. Infeccdes resistentes a antibiéticos duplicam o tempo
de estada no hospital e o nimero de mortes quando comparadas com infec¢des
susceptl’veis14’15. Essa situacdo alarmante também ocorre quando o microrganismo
causador da infeccdo é capaz de formar biofilme, o que coloca a vida do paciente em
risco e aumenta o custo hospitalar'’. Portanto, é de grande importancia sanitdria e
econdmica a descoberta de moléculas capazes de inibir a formagdo ou destruir
biofilmes ja formados, visto que diminui a viruléncia dos microrganismos € 0s gastos
hospitalares.

Compostos com atividade antibiofilme podem atuar essencialmente em trés

ocasides (figura 5):

(1) Inibi¢do da adesdo de microrganismos a superficie;
(2) Inibi¢do da comunicagdo celular (“quorum sensing”);

3) Dispersao de biofilmes maduros.
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Figura 5: Principais alvos de moléculas antibiofilme. Circulos cinza: representam

moléculas autoindutoras QS ligando-se aos receptores QS em bactérias Gram-
positivas (caixas listradas) e em Gram-negativas (caixas pretas). Moléculas
inibidoras/moduladoras do sistema QS, que competem pelo sitio de ligacdo das
moléculas autoindutoras e evitam a transcricdo dos genes de viruléncia, estdo

representadas por circulos brancos (adaptada de Macedo & Abraham, 2009%.

Para a adesdo bacteriana a uma superficie bidtica, é indispensdvel a formagao
de pili ou fimbria, que sdo estruturas encontradas em bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas que se ligam as células do hospedeiro. Assim, a inibi¢do da

7z

biossintese da pili € uma estratégia bastante promissora para antiformacdo de
biofilmes e os compostos com essa atividade sdo conhecidos como pilicidas* (figuras

5e6).
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Figura 6: Exemplos de pilicidas, drogas que inibem a formacao de pili (adaptada de

Macedo & Abraham, 2009*).

A inibicdo da formagdo de biofilmes em um substrato abidtico pode ser
obtida pelo desenvolvimento de superficies com caracteristicas fisicas de anti-
aderéncia, evitando as intera¢des hidrofdbicas e/ou eletrostiaticas que medeiam a
adesdo primdria a essas superficies'®. Em adicdo, essas superficies podem ser
recobertas com compostos inibidores do sistema QS (QSI), capazes de interferir na
comunicacdo inicial bacteriana, ndo permitindo a adesdo dessas bactérias (figura 5 e
7). Essa abordagem tem grande valor no desenvolvimento de dispositivos médicos
implantdveis, tais como: cateteres, proteses, valvulas cardiacas, marca-passos, dentre
outros, os quais apresentam alto potencial de infec¢do, por facilitarem a colonizagdo
por microrganismos oportunistas'’.

Devido ao amplo espectro de fenétipos controlados pelo sistema QS, a sua

inibicdo pode ser uma alternativa terapéutica para tratamentos de infeccdes
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microbianas. A interrup¢do de qualquer um dos passos desse sistema pode levar ao
seu bloqueio mesmo apds a adesdo bacteriana primdria, visto que o uso de QSI pode
inibir a producdo de EPS e dificultar a manuten¢do da estrutura tridimensional dos
biofilmes (figuras 5 e 7).

Para erradicacdo de biofilmes ja formados, o tratamento deve focar na
dispersdao dos biofilmes. Pode-se utilizar moléculas sinalizadoras que estimulem o
mecanismo natural de dispersdo de biofilmes, ou usar proteases e outras enzimas

capazes de desintegrar a matriz de EPS que encapsula todo o biofilme'*"

(figura 5).
Exemplos de moléculas com essas funcdes sdo a dispersina B (B-N-

acetilglucosaminidase) e o cis-2-dcido decendico (4cido graxo) 0

Inibidores de Acilhomosserinolactonas (AHL):
P N NP P e
|
GruposR: "
A B. S D. c
"’\I///’ ).’Q ).’}\\N/' | =
N
OH o/\‘NH? - \/
OH
Inibidores peptideos:
0 Cys — Cys—.
E. . F. S/ S\e\r G. S/ A!::
/ Ser Phe
- ! - /
\ D//C\Pne ~Leu O/’/C\MDI o
z—XIy)
/
X
\
NH,
Analogos de Autoindutor 2:
H.HO-... /OH L L N/\/\NH
/5o e
0\ | rf?’ /\N/ N \\N\
HO~ o R, N SN |\ Pl ~
/ L I "N o \/>
\
NHy

Figura 7: Exemplos de inibidores do sistema “quorum sensing”. A-D: grupos R da
forma geral de inibidores de AHL. E: estrutura geral de peptideos inibidores de QS
(R=0, N, S ou C; X: pode ser aminoacido, andlogo a aminodcido), F e G: inibidores
peptideos. H-J: andlogos de Al-2. Em H, E = B, P ou S. Em I, R = (CH;),c-CsHyg e
R1 = CO,Me ou 4-piridil (adaptada de Pan & Ren, 2009°).
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1.3 Biofilmes de Staphylococcus epidermidis

Bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, imdveis, ndo—
formadores de esporos, anaerdbios facultativos ou anaerdbios, tipicamente nao
encapsulados e geralmente catalase-positivos'. Atualmente, esse género é composto
por 37 espécies, dentre as quais 17 s@o capazes de colonizar o homem,
principalmente a pele e as membranas mucosas®’. Considerando as espécies
patogénicas aos humanos, o género Staphylococcus se divide em espécies coagulase-
positivas, cujo representante principal € S. aureus, e coagulase-negativas. Nesse
segundo grupo, as espécies mais comumente associadas a doenca humana sdo S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. capitis e S. haemolyticuszl.

S. epidermidis (comensal e patégeno) € o mais freqiiente agente causador de
infec¢des nosocomiais, representando a causa mais comum de infec¢des relacionadas
a dispositivos médicos®. O custo das infec¢Oes da corrente sangiiinea relacionadas a
cateter vascular causadas por S. epidermidis é estimado em US$ 2 bilhdes sé nos
Estados Unidos, visto que o tratamento € complicado devido a resisténcia a
antibidticos e A formacdo de biofilme*.

S. epidermidis apresenta grande adaptacdo para o modo de crescimento como
biofilme, incluindo “down regulation” de processos celulares bdsicos como
biossintese de proteinas e dcidos nucléicos™. A adesdo a superficies abiGticas como
cateteres € principalmente governada pela hidrofobicidade da superficie celular
bacteriana. Um grupo de proteinas de superficie que medeia essa adesdo sdo as
MSCRAMMs (moléculas adesivas da matriz reconhecedoras de componentes da
superficie microbiana), sendo a SdrG, uma proteina ligadora ao fibrinogénio, a
representante mais estudada®.

Ap6s a adesdo inicial, comeca a agregacdo intercelular mediada por
exopolissacarideos, proteinas, acido teicdico e DNAe (origindrio das células lisadas).
Muitas cepas de S. epidermidis produzem o homopolimero poli-N-acetilglucosamina
(PNAG ou PIA), fundamental para formacao de biofilme. Esse polimero € codificado
pelo operon ica contendo o0s genes icaADBC*. Mesmo sendo fundamental 2
formacdo de biofilme, cepas sem os genes ica podem formar biofilme. Também tem
sido reportado que genes ica podem falhar na formacdo de biofilme se ocorrer uma

aderéncia inicial prejudicada’.
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A dispersdo do biofilme € controlada pelo sistema agr de QS que consiste em
peptideos auto-indutores. Porém, essa atividade de agr € limitada a superficie do
biofilme, indicando que existem outros mecanismos responsaveis por esse processo,
por exemplo, a degradacdo enzimdtica dos exopolimeros € o rompimento das

interacdes ndo covalentes por moléculas semelhantes a detergentes.

1.4 Biofilmes de Pseudomonas aeruginosa

Bactérias do género Pseudomonas sdo bastonetes Gram-negativos, aerobios,
catalase-positivos, geralmente méveis (um ou mais flagelos polares), ndo-formadores
de esporos, ndo-fermentadores de glicose e ndo-fastidiosos®*. Esse grande e
complexo género possui espécies de importancia clinica e ambiental, sendo ubiquo
no ambiente, pois cresce em temperaturas de 4 a 42 °C e utilizam diversas fontes de
carbono®”.

P. aeruginosa (patégeno oportunista) contribui, significativamente, para a
morbidade e a mortalidade associada a FC, doenca autossOmica recessiva mais
comum entre os caucasianos, cuja freqiiéncia é de 1:2500 nascidos vivos™. Além de
estar envolvida em diversas outras enfermidades, como, por exemplo, meningite
(geralmente seguida por trauma ou cirurgia), otite externa em diabéticos, endocardite
ou osteomielite em pacientes com medica¢do endovenosa, pneumonia, infec¢des no
trato urindrio e peritonites>.

A formagdo de biofilme em P. aeruginosa pode ocorrer por adesdo do
microrganismo as superficies ou por formacao direta de biofilmes em matriz espessa
sem necessidade de contato com superficie, como é o caso do muco nos portadores
de FC*. A adesdo de P. aeruginosa a superficies é dependente de vérios fatores,
incluindo flagelo, pili tipo IV, fimbria, DNAe e polissacarideo Psl. Além disso, o
gene sad B regula a freqliéncia com que as células dessa bactéria ligam-se e
desligam-se a superficies%.

Ap6s a adesdo, P. aeruginosa pode secretar uma série de exopolissacarideos,
destacando-se o acetiladopolissacarideo conhecido como alginato, um polimero de
dcido manurdnico e 4cido glicur6nico, principalmente produzido nas infec¢des

A ~ . 27 ( ~ .
cronicas nos pulmdes de pacientes com FC”. Também sdo produzidos o
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polissacarideo Pel (rico em glicose) e o polissacarideo Psl (rico em manose). Outros
importantes componentes da matriz sio DNAe, lectinas e proteinas CdrA.

O sistema QS de P. aeruginosa ¢ mediado por trés sistemas interconectados:
sistema Las que detecta 3-oxo-C12-homoserinolactonas; sistema Rhl que detecta C4-
homoserinolactonas e sistema Pqs que detecta quinolonas%. A dispersdo pode
ocorrer devido a vdarios mediadores, como, por exemplo, 6xido nitrico (indu¢do da
atividade de fosfodiesterase), ramnolipideo (acdo biossurfactante) e &acido cis-2-

decendico (produzido pela prépria P. aeruginosa)®.

1.5 Antartica

A Antértica, o continente mais extremo e isolado do planeta, apresenta
condic¢des desafiadoras para sobrevivéncia de microrganismos nativos, como baixas
temperaturas, altas altitudes, ventos fortes, baixos niveis de nutrientes, baixa e
transiente precipitacdo, limitada umidade, rdpida drenagem, grande exposicdo a
irradiacio UV e ciclos de gelo e desgelo™*°. J4 a Peninsula Antdrtica recebe
material do mar, de aves e de mamiferos, sendo o clima fortemente influenciado por
areas de baixa pressao, tendo uma taxa de precipitacdo que excede a de evaporacao e
uma temperatura anual média de -1,8 °C 3132

A noroeste dessa peninsula estd localizada a Ilha Rei George, com uma drea
de 1300 kmz, sendo mais de 90% coberto por gelo e neve, com forte influéncia
glacial®®. Ela é a maior das ilhas Shetland do Sul que é constituida de rochas
vulcanicas e plut@nicas34. A Baia do Almirantado, localizada na ilha Rei George, € a
maior enseada das Ilhas Shetland do Sul, tendo uma area de 131 km? e uma
profundidade méxima de 530 m®>. Essa baia apresenta caracteristicas de um fiorde
com 3 entradas, Ezcurra (sul-oeste); Mackellar (norte) e Martel (norte—leste)35 , além
de hospedar trés estacOes de pesquisa, Arctowski (Polonia), Ferraz (Brasil) e Machu
Picchu (Peru)36.

Microrganismos, o recurso mais rico de novos compostos bioativos, sao os
componentes de biomassa dominante dos ecossistemas da Antdrtica® ~°. Devido a
adversidade do clima, esses microrganismos desenvolvem diversas estratégias de

sobrevivéncia, como, por exemplo, interacOes antagonistas interespecificas que
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podem acarretar na liberacdo de compostos com atividade antimicrobiana e
potencialmente antibiofilme’.

Na literatura, sdo relatadas bactérias isoladas de solo Antartico com efeito
antibidtico frente a microrganismos de origem alimentar em baixas temperaturas™.
Mojib et al.” mostra que pigmentos de bactérias provenientes de lagos Antérticos,
téem atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis. Por fim, Lo
Giudice er al®® descreve interacdes inibitérias entre bactérias isolados do mar
Antartico.

Entretanto, bactérias que produzam compostos com atividade antibiofilme
ainda ndo foram relatadas. Porém, considerando que moléculas com essas funcdes
antibiofilme sdo geralmente metabdlitos secunddrios secretados por diversos
microrganismos, quando submetidos a algum tipo de estresse como, por exemplo, a
competicdo entre eles e a adversidade do clima, pode-se hipotetizar que os
organismos psicrofilos (incapazes de se desenvolver acima de 20 °C) e psicrotréficos
ou psicrotolerantes (crescem a 0 °C, mas possuem 6timo de crescimento acima de 20

°C) sdo potenciais fontes de compostos antibiofilme.
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2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo realizar a bioprospec¢ido de compostos
com atividade antibiofilme a partir de microrganismos isolados da ilha Rei George.

Sao os objetivos especificos:

(1) Rastrear a atividade antibiofilme e antibidtica em cole¢do de microrganismos
oriundos do ambiente Antértico sobre S. epidermidis (ATCC 35984) e P. aeruginosa
(ATCC 27853);

(i1) Rastrear a atividade antibiofilme do filtrado oriundo do ambiente antartico
mais promissor sobre isolados clinicos patogénicos de S. epidermidis;

(ii1))  Identificar o isolado mais ativo por seqiienciamento do gene 16S rRNA;

(iv)  Avaliar a agdo antibiofilme dos filtrados por microscopia eletronica de
varredura;

(v) Fracionar via técnicas de cromatografia o extrato obtido a partir do isolado

mais ativo.
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3. Trabalho experimental em formato de artigo cientifico

A revista escolhida para submissdo do presente trabalho foi FEMS
(Federation of European Microbiological Societies) Microbiology Ecology, cuja
primeira publicacdo foi em janeiro de 1985 e até entdo ja foram publicados 77
volumes sobre temas relacionados a microbiologia. Os trabalhos podem apresentar
formas cultivaveis ou nao de qualquer tipo de microrganismo.

Esse periddico teve indice de impacto, em 2010, de 3,456 (ISI Journal
Citation Reports®, Thomson Reuters, 2010). Suas publica¢des incluem artigos de

pesquisa e revisoes.
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Resumo

A formacdo de biofilme por Staphylococcus epidermidis e por Pseudomonas
aeruginosa esté relacionada a infeccdes hospitalares mais resistentes, que aumentam
o tempo de hospitalizacdo e o risco de morte do paciente. Em adi¢do, usar
antimicrobianos pode nao ser efetivo, devido a protecio que o biofilme exerce.
Assim, o objetivo desse trabalho é buscar compostos antibiofilme em bactérias
isoladas da ilha Rei George (Peninsula Antartica). Realizou-se o cultivo 98 bactérias
da Antartica, para obtencdo dos extratos brutos. Ensaios de quantificacdo de
crescimento bacteriano e de formacdo de biofilme utilizando S. epidermidis e P.
aeruginosa, foram feitos para analisar a atividade desses extratos. As imagens da
microscopia eletronica de varredura (MEV) foram usadas para comparar biofilmes
tratados e ndo-tratados com os extratos. A extragdo em fase sdlida e a cromatografia
em camada delgada foram utilizadas para caracterizar o extrato do isolado S221.2.
73,5% dos filtrados testados apresentaram alguma bioatividade. Em adicd@o, a maioria
dos isolados antarticos mostraram agdo (antibiofilme ou antibacteriana) contra S.
epidermidis. Entretanto, contra P. aeruginosa apenas 5,1% desses isolados foram
ativos. O extrato do isolado S22L.2 (Pseudomonas sp) foi parcialmente purificado,
mostrando como possiveis componentes ativos aminas, aminodcidos e polifendis,

compostos que vém sendo descritos como tendo atividade antibiofilme.

Introducao

Com o avanco da medicina, dispositivos médicos como cateteres
intravenosos, marca-passos cardiacos e proteses articulares t€ém sido cada vez mais
utilizados. Conseqiientemente, tem se observado um aumento no risco intrinseco de
infec¢des associadas a esses implantes, devido a fatores de viruléncia relacionados a
formacdo de biofilme, o que acarreta em aumento no custo do tratamento e no tempo
de hospitalizacdo (Hall-Stoodley et al., 2004). Biofilmes sdo agregados microbianos,
englobados por uma matriz de substancia extracelular polimérica, que se aderem a
superficies bidticas e abidticas, sendo regulados pelo sistema “quorum sensing”. Esse
sistema realiza a sinalizacdo célula-célula por meio de moléculas autoindutoras,
adaptando a expressdo de determinados genes de acordo com a densidade

populacional. Esses sinais moleculares pertencem a diferentes classes quimicas,
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sendo as acilhomosserinolactonas (AHL), presentes em bactérias Gram-negativas, a
classe melhor compreendida atualmente. Além disso, também sdo conhecidos
oligopeptideos autoindutores, tipicos de bactérias Gram-positivas, assim como o
autoindutor-2 (AI-2), encontrado tanto em bactérias Gram-positivas quanto em
Gram-negativas (Macedo & Abraham 2009).

Compostos antibiofilme podem inibir a adesdo de microrganismos a
superficies, por meio do bloqueio da biossintese de pili e pelo revestimento das
superficies com moléculas inibidoras do “quorum sensing” (IQS). As moléculas IQS
podem inibir a formacdo de biofilme em qualquer estdgio, inclusive apds a fase de
maturacdo (Macedo & Abraham 2009). Deste modo, a busca por compostos 1QS,
geralmente metabdlitos secunddrios secretados por diversos microrganismos, se faz
necessdria, visto que infec¢des originadas por biofilme sdao até 1000 vezes mais
tolerantes a antibidticos que as causadas por microrganismos de vida livre (Pan &
Ren 2009).

A Antdrtica, continente mais extremo e isolado do planeta, apresenta
condic¢des desafiadoras para sobrevivéncia de microrganismos nativos, como baixas
temperaturas e baixos niveis de nutrientes (Block et al., 2009). Além disso, os
microrganismos sdo os componentes de biomassa dominante desses ecossistemas
(Pointing et al., 2009). Dessa forma, devido a adversidade do clima, esses
microrganismos desenvolvem diversas estratégias de sobrevivéncia, como, por
exemplo, interacdes antagonistas interespecificas que podem acarretar na producao
de compostos com atividade antimicrobiana e potencialmente antibiofilme (Lo
Giudice et al., 2007).

Esse estudo tem como objetivo realizar a bioprospeccdo de compostos
antibiofilme e antibacterianos em microrganismos isolados da ilha Rei George,
Peninsula Antéartica, com atividade contra Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa, microrganismos estreitamente relacionados a infeccoes

por biofilmes.
Material e Métodos
Localizagcdo e amostragem

A geleira Wanda localiza-se na costa leste da Baia do Almirantado, ilha Rei

George, Peninsula Antartica (Figura 1). Ela se estende por uma drea de 1,63 km? e se
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comunica com a Baia do Almirantado por meio de um lago pré-glacial (da Rosa et
al., 2009). Amostras de solo (S4, S5, S6 e S7) e neve (N1, N2, N3, N4 e N5) foram
coletadas préximas a geleira e amostras de dgua (A1, A2 e A3) foram obtidas do lago
pré-glacial formado pelo derretimento da geleira e da 4gua que flui pela baia (Figura
1). Todas as amostras foram coletadas assepticamente em frascos de polipropileno,
durante a 28" Expedi¢cdo Antartica Brasileira (2009-2010) no verdo do hemisfério sul,

e mantidas a 4°C até o processamento.

Cultivo de microrganismos

Foram utilizados 98 microrganismos isolados de amostras de solo, neve e
dgua da ilha Rei George, Peninsula Antértica. Para o rastreamento de atividade
antibiofilme e antibacteriana, os isolados foram cultivados em meio liquido (LB,
TSB, PCB, R2A e nutriente, dependendo da origem da amostra) por quatro dias a 25
°C e 150 rpm, em frascos de 250 mL. O isolado S22L.2 também foi cultivado em
fermentador de quatro litros (Biostat® B plus, Sartorius Stedim Biotech, EUA), nas
mesmas condi¢des descritas acima. Ao final do tempo de incubacgdo, o cultivo
bacteriano foi centrifugado a 10.000 rpm por uma hora e esterilizado por filtracdo em

membrana de 0,2 um, para obtencao dos filtrados bacterianos.

Ensaio de antiformacdo de biofilme e de inibicdo do crescimento bacteriano

Este ensaio foi realizado conforme Stepanovic ef al. (2007), com algumas
modificagdes. Brevemente, em placas de 96 pocos, foram adicionados 50 pL de
caldo LB e 100 uL do cultivo de Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) ou de
cepas de S. epidermidis formadores de biofilme isoladas de cateter venoso central. A
cada um dos pocos também foram adicionados 100 puL dos filtrados bacterianos.
Como controle positivo utilizou-se 100 uL do cultivo de S. epidermidis e 150 uL de
agua, também foram usados 250 pL de LB como controle negativo para avaliar a
esterilidade do experimento. A inibi¢do do crescimento bacteriano foi verificada por
meio da leitura da densidade 6ptica a 600 nm no momento da adicao dos filtrados e
apo6s incubacgdo a 37 °C, por 24 horas. Para verificacdo da atividade antibiofilme, as
placas foram lavadas com solugdo salina 0,9% estéril. Ap6s fixacdo a 60 °C por uma
hora, as células aderidas foram coradas com cristal violeta 0,4% por 15 minutos, a
temperatura ambiente. O corante ligado as células foi solubilizado em DMSO 99,5%,

sendo a concentracdo de células aderidas estimada por meio da leitura da densidade
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Optica a 570 nm. Os ensaios utilizando Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)
foram realizados da mesma maneira, com excecdo do tempo de incubagdo que foi

reduzido para seis horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Microscopia eletronica de varredura

A visualizacdo da atividade antibiofilme de alguns filtrados bacterianos foi
realizada como descrito por Trentin et al. (2011). Resumidamente, S. epidermidis
(ATCC 35984) foi cultivado como descrito na secdo anterior, na presenca de
Permanox ™ (Nalge Nunc International, EUA) ou de laminula de vidro. Apds 24
horas de incubagdo a 37 °C, as amostras foram fixadas, desidratadas, secadas e
metalizadas para a visualizagdo em microscépio eletronico de varredura (JEOL JSM-

6060).

Identificacdo bacteriana

A extracdo de DNA foi realizada como descrito em Majumdar et al. (1991).
Para identificagdo do isolado, a regido 16S do RNA ribossomal foi amplificada
utilizando os primers universais F27 e R1492. Os amplicons foram purificados,
usando o kit de purificagdo UltraClean® GelSpin® DNA Extraction (MO-BIO,
EUA) e o sequenciamento foi realizado com a versdo 3.1 do kit BigDye® Terminator
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, EUA). Posteriormente, foi realizada a
eletroforese capilar no analisador genético ABI PRISM® 3130xI (Applied
Biosystems, EUA) e as seqiiencias foram analisadas pela versdo 4.1.4 do software

Sequencher (Gene Codes Corporation, EUA ).

Caracterizagdo do extrato

O extrato bruto do isolado S22L.2 foi submetido a trés processos:
(a) autoclavagem, 121 °C por 30 minutos;
(b) enzimatico, nesse tratamento incubam-se a proteinase K (100 pg mL'l) e o extrato
a 37 °C, por 16 horas. Apds inativa-se a enzima de duas maneiras: em dgua fervente,
por 10 minutos ou em PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil, I mM) a 37 °C, por uma
hora;
(c) filtragdo, utilizando-se os filtros de centrifuga Centricon® 3 e 10 (Millipore,

EUA), segundo instru¢des da bula.
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Extracdo em fase solida (EFS)

A coluna de fase reversa (Bond Elut C18, Agilent, EUA) empacotada com
500 mg de octadecilsilano (C-18) e com capacidade para 6 mL foi ativada com
metanol, metanol:dgua (50:50) e 4gua. Para a eluicdo da amostra, utilizou-se agua,
metanol:dgua (50:50), metanol, metanol:cloroférmio (50:50) e cloroférmio. Foram
colhidas fracdes de 6 mL, o solvente foi evaporado (SpeedVac SPD1010, Thermo
Electron, EUA) e, posteriormente, as amostras foram retomadas em solucdo aquosa
de DMSO 2%, (concentracdo de 7,5 mg mL'l). Essas amostras foram utilizadas nos

ensaios de atividade bioldgica.

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada utilizando placas analiticas silica gel 60 F,s4 (Merck,
Alemanha). Como fase movel, utilizou-se dois sitemas: (a) AAAA (acetato de
etila:dgua:acido acético:acido férmico - 9:2,3:1:1) e (b) BAW (butanol:acido acético
glacial:dgua - 5:1:4). O sistema cloroférmio:metanol (4:1) ndo permitiu a separacao
da amostra (dados nao apresentados). Os reveladores utilizados foram: UV-254 nm,
UV-365 nm e vapor de iodo como reveladores universais; ninhidrina, para detectar
aminas e aminodcidos; anisaldeido para terpendides, fenilpropandides, esterdides e
saponinas; cloreto férrico e reagente natural seguido de PEG 4000 (polietilenoglicol)

para polifendis e hidréxido de potdssio para cumarinas e antraquinonas.

Resultados e Discussao

Rastreamento da atividade antibiofilme e antibiotica

Dos 98 microrganismos utilizados, 67 foram identificados como bactérias
Gram-negativas e 31 como bactérias Gram-positivas. A prevaléncia de bactérias
Gram-negativas foi observada em todos os tipos de amostra, correspondendo a
61,1%, 82,6% e 71,4% do total de bactérias isoladas de solo, dgua e neve,
respectivamente. O predominio de bactérias Gram-negativas em ambientes antarticos
tem sido relatado por diversos estudos (Bowman et al., 1997; Li et al., 2006;
Shravage et al., 2007).

Utilizando o filtrado obtido do cultivo dos isolados antarticos, avaliou-se a
habilidade dos mesmos em inibir a formacao de biofilme de S. epidermidis e de P.

aeruginosa, bem como a inibicdo do crescimento desses microrganismos. Como
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mostrado na figura 2, 43 filtrados apresentaram acdo antibiofilme e 29 acgdo
antibidtica contra S. epidermidis (ATCC35984). Entretanto, apenas 5 filtrados
tiveram atividade antibiofilme e nenhum deles apresentou atividade antibidtica
contra P. aeruginosa (ATCC27853). Somente atividades acima de 35% de inibicao
sdo consideradas.

Esses resultados demonstram o grande potencial das bactérias do continente
antdrtico em controlar microrganismos patogénicos, visto que 73,5% dos filtrados
testados apresentaram alguma bioatividade. Destaca-se que a maioria dos isolados
antarticos mostraram acgado contra S. epidermidis, e que apenas 5,1% dessas bactérias
foram ativas contra P. aeruginosa, evidenciando uma maior dificuldade na busca por
moléculas ativas contra essa bactéria.

Dentre os 43 isolados antérticos com agdo antibiofilme contra S. epidermidis,
21 apresentaram atividade superior a 70% (figura 3). Desses destacam-se os isolados
S221.2, S32N4 e S42L.1 que além da grande inibi¢do na formacgdo de biofilme, ndo
interferiram no crescimento bacteriano, indicando um possivel novo mecanismo de
acdo dos filtrados, que dificultaria o surgimento de resisténcia bacteriana, visto que
ndo age como antibiotico.

Considerando os 29 filtrados que apresentaram acdo antibacteriana contra S.
epidermidis, sete apresentaram atividade superior a 70% (figura 4). Em relacdo aos
cinco isolados ativos contra a formacao de biofilme de P. aeruginosa, a atividade
ficou em torno de 40% (figura 5). Cabe destacar que os isolados N52R1, S32P1 e
A22P1 ativos contra P. aerugionsa também apresentam a¢ao antibiofilme contra S.
epidermidis e que os filtrados S22R1 e NI12T1 mostraram-se antibacterianos para
esta bactéria. No material suplementar, encontram-se todos os resultados do

rastreamento da atividade antibiofilme e antibiética.

Atividade do filtrado S22L2 sobre isolados clinicos

O filtrado do isolado S221.2 foi utilizado para testes de inibi¢ao de formagao
de biofilme de 13 linhagens de S. epidermidis isoladas de cateter venoso central,
devido a sua alta atividade antibiofilme observada no rastreamento e a auséncia de
efeito no crescimento bacteriano. A susceptibilidade dos isolados clinicos, frente ao
extrato bruto de S22L.2 variou de 12 a 92% (figura 6). A grande variabilidade da
susceptibilidade dessas bactérias demonstra que o fato de serem isolados clinicos

oriundos de diferentes pacientes, ja € suficiente para torna-las bastante diferenciadas,
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mesmo sendo provenientes de um ambiente hospitalar. Essa grande heterogeneidade
dos isolados clinicos frente a0 mesmo tratamento é também relatada por Antunes et

al. (2010 e 2011).

Microscopia Eletronica de Varredura

Os isolados S221.2, S32N4 e S42L.1, os quais apresentaram alta atividade
antiformacdo de biofilme de S. epidermidis (ATCC 35984), 73, 78 e 76% de agao,
respectivamente, e pouco efeito sobre o crescimento desse microrganismo, tiveram
seus filtrados selecionados pra visualizagdo por microscopia eletronica de varredura
(MEV) (figuras 7 e 8).

As imagens da MEV mostraram que os biofilmes ndo tratados (controles)
mostraram-se uniformes, densos e apresentavam matriz (figuras 7A e 8A). Por outro
lado, quando S. epidermidis foi submetido ao tratamento com os filtrados houve uma
reducdo bastante significativa no numero de células aderidas e na producdo de
matriz, observando-se apenas pequenos agregados ou células isoladas (figuras 7BC e
8BCD).

A visualizagdo da acdo de extratos sobre biofilmes de distintas origens vem
sendo reportada. Extratos aquosos de plantas da Caatinga inibiram a formacdo de
biofilme de S. epidermidis (ATCC35984) (Trentin et al., 2011), enquanto extratos
metanodlicos de Cassia spectabilis apresentaram essa mesma agao frente a Candida
albicans (Sangetha et al., 2009). Por fim, o suco de ‘“cranberry” demonstrou a¢do
antibiofilme sob cateteres urindrios, evitando a colonizacdo por Proteus mirabilis

(Morris & Stickler 2001).

Identificacdo do isolado S22L.2 e caracterizagdo de seu extrato bruto

O isolado S22L2, identificado por meio do seqiienciamento da regido 16S
rRNA como Pseudomonas sp., foi cultivado por quatro dias a 25 °C em fermentador
de quatro litros, coletando-se aliquotas a cada 24 horas. A maior atividade
antibiofilme contra S. epidermidis (ATCC35984) foi verificada apés 48 horas de
cultivo (86% de inibicao).

Esse extrato mais ativo teve sua atividade aumentada apds ser autoclavado, a
inibicdo de biofilme passou de 86% para 91%. Isso pode ter ocorrido devido a
formacdo de novos compostos ativos, ou a degradacdo de algum inibidor. O

tratamento enzimdtico resultou na diminuicdo da atividade em cerca de 30%, o que
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pode ser explicado pelo fato de algum composto de origem peptidica ter sido
degradado, porém esse componente nao deve ser o Unico responsavel pela atividade.
Por fim, a separacao utilizando Centricon® nio foi efetiva, visto que todas as quatro
fracdes (maior e menor que 10 kDa e que 3 kDa) apresentaram atividade, reforcando
a hipétese da presenga de mais de um componente ativo.

Esse filtrado com maior atividade foi submetido a extracdo em fase sélida
(EFS), obtendo-se seis fracdes, sendo que apenas a fracdo metandlica apresentou
atividade, inibindo 51% da formacdo de biofilme por S. epidermidis (ATCC35984).
Entretanto, o filtrado bruto apresentava 86% de atividade. Essa reducdo pode ser
explicada, devido a algum mecanismo sinérgico que tenha sido prejudicado pela
separacdo da amostra, devido a degradacdo de algum composto ou ainda a retencao
de algum componente na coluna mesmo apds lavagem. A extracdo liquido — liquido
também foi realizada, porém nao se mostrou efetiva (dados nio apresentados).

Todas as fragdes obtidas na EFS, incluindo o extrato bruto e a lavagem da
coluna foram submetidas a cromatrografia em camada delgada (CCD). Na CCD, a
fracdo ativa foi positiva para ninhidrina (Rf 0,3), reagente natural (Rf 0,6) e UV-365
nm, tanto se utilizando a fase mével AAAA quanto BAW, ainda os valores
aproximados de Rf, acima citados, sdo em relacdo a ambas fases moveis.

A revelagdo com ninhidrina pode indicar que os compostos com atividade
possuem grupamentos aminas ou aminodcidos (figura 9), sugerindo a presenca de
peptideos. Como mencionado anteriormente, oligopeptideos sdo as moléculas
responsaveis pelo sistema de QS de bactérias Gram-positivas. Dessa forma, andlogos
dessas moléculas, como aminas e aminodcidos podem perturbar a comunicacio
bacteriana e assim inibir a formacao de biofilme. A filoseptina-1 € um peptideo
secretado por anfibios (Zhang et al., 2010) capaz de inibir a formacao de biofilme de
S. aureus, via a modulacdo do sistema QS. Da mesma forma, catelicidinas e
peptideos sintéticos relacionados também apresentam essa atividade de inibi¢do
(Dean et al., 2011). Em adi¢do, como reportado por Pettit et al. (2000), a amida
esteroidal anprocide possui atividade contra isolados clinicos de bactérias Gram-
positivas.

Por outro lado, a revelacdo com reagente natural pode indicar a presenca de
polifendis nos compostos ativos. Os polifendis, particularmente os flavondides, t€m
sido descritos como efetivos agentes contra bactérias, fungos, virus e protozodrios

(Cowan, 1999; Cushnie & Lamb 2005). O efeito inibitério dos polifendis na
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formacdo de biofilme pode ser devido a capacidade dos fendis ligarem-se firmemente
a proteinas, formando complexos com proteinas extracelulares e com componentes
da parede celular, causando a inibicdo da adesdo da bactéria a superficies (Tsuchiya
et al., 1996; Jagtap & Karkera 2000). Exemplos dessa atividade sao relatados em
extratos de plantas contra S. aureus (Marino et al., 2010) e Streptococci (Song et al.,
2007).

A avaliacio com outros reveladores permite descartar a presenca dos
compostos terpendides, fenilpropandides, esterdides e saponinas (revelados por
anisaldeido), cumarinas e antraquinona (revelados por hidréxido de potdssio).
Entretanto, estudos quimicos mais avangados de isolamento e purificagdo sdo
necessarios para identificar os principais componentes funcionais do extrato S221.2,
assim como ensaios adicionais para determinar o mecanismo de a¢ao dos mesmos na

atividade antiformacdo de biofilme de S. epidermidis.
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Figura 1: Localizacdo do ambiente estudado. (A) mapa do continente Antértico; (B)
mapa da ilha Rei George, mostrando em destaque a geleira Wanda; (C) foto de
satélite da geleira Wanda, mostrando os pontos de coleta (N = neve, S =soloe W =
agua). A e B, adaptado de Simdes et al. (2004); C, fornecido pelo Laboratério de
Monitoramento da Criosfera, FURG, Rio Grande, RS, Brasil.

Figura 2: Atividade bioldgica dos filtrados obtidos do cultivo das bactérias isoladas.

Figura 3: Filtrados com maior atividade antiformacdo de biofilme para S. epidermidis
(apenas atividades maiores que 70% foram mostradas); o controle positivo equivale a

100% de formacao de biofilme; as barras de erros representam o desvio padrao.

Figura 4: Filtrados com maior atividade antibidtica para S. epidermidis (apenas
atividades superiores que 70% foram mostradas); o controle positivo equivale a

100% de crescimento bacteriano; as barras de erros representam o desvio padrao.

Figura 5: Filtrados com atividade antiformacdo de biofilme contra P. aeruginosa; o
controle positivo equivale a 100% de formacdo de biofilme; as barras de erros

representam o desvio padrao.

Figura 6: Filtrado S22L2 frente a diferentes isolados clinicos, mostrando varidvel
atividade antiformacdo de biofilme; o controle positivo equivale a 100% de formacao

de biofilme; as barras de erros representam o desvio padrao.

Figura 7: Imagens de microscopia eletronica de varredura de S. epidermidis em
permanox ™. (A) controle positivo para formacio de biofilme; (B) presenca do
filtrado de S22L.2; (C) presenca do filtrado de S42L1. Escala utilizada: 700 vezes de

ampliacao.

Figura 8: Imagens de microscopia eletronica de varredura de S. epidermidis em
laminulas de vidro. (A) controle positivo para formacao de biofilme; (B) presenca do
filtrado de S32N4; (C) presenca do filtrado de S42L1; (D) presenca do filtrado de

S221.2. Setas indicam a presenca da matriz exopolissacaridica. Escala utilizada:
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16.000 vezes de ampliacdo. 1: 700 vezes de ampliagdo e 2: 3.300 vezes de

ampliacao.

Figura 9: CCDs, as amostras aplicadas foram 1: extrato bruto de S221.2; 2: primeira
fracdo EFS; 3: fracdo aquosa; 4: fracdo metanol:dgua - 50:50; 5: fracdo metandlica,
(fracdo ativa); 6: fracdo metanol:cloroférmio — 50:50; 7: fracdo cloroférmio e 8:
lavagem da coluna. A e B: ninhidrina, sendo A: fase mével AAAA e B: BAW. Ce
D: UV-365 nm, sendo C: fase mével AAAA e D: BAW. Setas pretas apontam para

as possiveis bandas responsdveis pela atividade antibiofilme.
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Material Suplementar
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Figura 1: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros
representam o desvio padrdo (d.p.). Setas apontam para isolados com atividade

antibiofilme.
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Figura 2: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacdo de biofilme (barras

pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
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equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros
representam o d.p. Setas apontam para isolados com atividade antibiofilme e

antimicrobiana.
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Figura 3: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 4: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antérticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdao de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 5: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 6: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antérticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdao de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 7: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 8: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antérticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdao de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 9: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 10: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de S. epidermidis perante filtrados dos isolados antérticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdao de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Setas apontam para isolados ativos.
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Figura 11: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagao de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Seta aponta para isolado com atividade antibiofilme.
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Figura 12: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacgdo de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p.
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Figura 13: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagao de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p.
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Figura 14: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacgdo de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Seta aponta para isolado com atividade antibiofilme.
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Figura 15: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagao de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Seta aponta para isolado com atividade antibiofilme.
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Figura 16: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formacgdo de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p.
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Figura 17: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagao de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Seta aponta para isolado com atividade antibiofilme.
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Figura 18: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p. Seta aponta para isolado com atividade antibiofilme.
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Figura 19: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagao de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p.

160

140

120 T ll -

100 +—1H W

40

Crescimento bacteriano e
Formag3ao de biofilme (%)

20

S42P1 S42P2 S42P3 S42P4  S42R1 S42R2 S42T1 S42T2

Isolados Antarticos




58

Figura 20: Crescimento bacteriano (barras brancas) e formagdo de biofilme (barras
pretas) de P. aeruginosa perante filtrados dos isolados antarticos; o controle positivo
equivale a 100% de crescimento e de formagdo de biofilme; as barras de erros

representam o d.p.
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4. Conclusoes e Perspectivas

Os resultados encontrados nesse estudo evidenciaram o grande potencial dos
microrganismos do continente antdrtico em controlar o crescimento e formacdo de
biofilmes patogénicos, visto que 73,5% dos filtrados testados apresentaram alguma
bioatividade frente aos dois modelos estudados S. epidermidis e P. aeruginosa. Além
disso, a maioria dos isolados antdrticos mostraram ac¢do contra S. epidermidis e
apenas 5,1% das bactérias da Antéartica foram ativas contra P. aeruginosa,
demonstrando uma maior dificuldade na busca por moléculas ativas contra essa
bactéria.

O isolado S22L.2 (Pseudomonas sp) mostrou-se bastante promissor, gracas a
sua alta atividade antibiofilme e a ndo interferéncia no crescimento bacteriano. Por
i8so, o filtrado S22L.2 foi testado contra isolados clinicos de cateter venoso central e
sua acdo foi visualizada por microscopia eletronica de varredura. Em adicdo, o
extrato do isolado S22L.2 foi fracionado para elucidacdo de seus componentes e
maior compreensdo de sua atividade. As técnicas de extracdo em fase sélida e
cromatografia em camada delgada descartaram a presenca dos compostos
terpendides, fenilpropandides, esterdides, saponinas, cumarinas e antraquinona. Por
outro lado, as aminas, os aminodcidos e os polifenéis parecem ser o(s)
responsavel(is) pela bioatividade. Essas trés classes de compostos vém sendo
relatadas como antibiofilme por diversos autores Zhang et al. (2010), Dean et al.
(2011), Pettit et al. (2000), Cowan (1999), Cushnie & Lamb (2005), Tsuchiya et al.
(1996), Jagtap & Karkera (2000), Marino et al. (2010) e Song et al. (2007).

Estudos quimicos mais avangados de isolamento e purificagao sdo necessarios
para identificar os principais componentes funcionais do extrato S22L.2, assim como
uma melhor caracterizacdo do mecanismo de acdo do mesmo. As perspectivas desse
trabalho sdo:

(1) Purificac@o dos outros extratos com maiores atividades e o sequenciamento da
regido 16S rRNA desses isolados antdrticos ativos.

(2) Testes de citotoxicidade serdo necessdrios para aplicagdo clinica dessas
moléculas.

(3) Ensaios de impregnacao desses compostos ativos em dispositivos médicos.
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5. Anexos

Normas para correcao do Trabalho de Conclusao de Curso de Biomedicina.

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
COMISSAO DE GRADUACAO
BIOMEDICINA

Orientacoes aos componentes das Bancas Examinadoras

Solicitamos aos Examinadores que analisem as monografias em relacio a sua
qualidade cientifica e metodoldgica, clareza da apresentacdo e adequacdo da
Discussdo em relacdo aos resultados obtidos. E importante, também, observar se a
secdo da monografia referente ao artigo cientifico estd em conformidade com as
normas do periddico cientifico escolhido pelo aluno e orientador. Cabe lembrar que o
nivel de exigéncia deve ser adequado a um trabalho de conclusio de curso de
graduacao e nao de um de pds-graduagdo.

Adicionalmente, devem ser levadas em consideracdo as normas estabelecidas pela
Comissao de Graduagao para a redagdo da monografia. A Comissao de Graduacao do
Curso de Biomedicina agradece a participacdo dos Examinadores nesta atividade tdo
importante do curso, encorajando-os a estarem presentes no dia da apresentacdo;
contudo, a presencga ndo serd de carater obrigatorio. Solicitamos que cada membro da
Banca Examinadora emita um parecer acompanhado de um conceito (A, B, C ou D),
conforme os padrdoes da UFRGS, e o envie ao orientador do aluno até, no maximo,
um dia apds a apresentagdo oral.

Atenciosamente,

Comissao de Graduagdo do Curso de Biomedicina

Rua Sarmento Leite, 500 — 1° andar — Sala 151
Campus Centro — 90050-170 — Porto Alegre — RS.
biomedicina@ufrgs.br
Fone/Fax: (51) 3316.3155
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Normas para apresentacio oral e escrita do trabalho experimental do estagio
em pesquisa e monografia

1. O trabalho experimental do aluno, realizado obrigatoriamente durante a
atividade Estagio em Pesquisa e Monografia, deverd ser apresentado na forma escrita
e oral ao final dos seis meses da atividade.

2. Aquele aluno que optar por realizar o Estdgio Curricular Supervisionado
em Biomedicina em atividade de pesquisa, sob a orientacio do mesmo
Professor/Pesquisador € na mesma linha de pesquisa do Estidgio em Pesquisa e
Monografia, poderd apresentar o seu trabalho ao final dos seis meses deste segundo
estagio.

Do trabalho escrito:

1. O trabalho escrito deverd ser organizado da seguinte forma:

a. Folha de rosto com titulo, nome do aluno, nome do orientador, nome do

co-orientador quando existente, curso € ano;

b. Agradecimentos e dedicatéria (quando existentes);

c. Indice geral;

d. Resumo;

e. Introdu¢do compreensiva;

f. Trabalho experimental na forma de artigo cientifico, seguindo a formatagao

exigida pelo periddico onde seria submetido, ainda que os resultados obtidos

sejam apenas preliminares;

g. Conclusdes e Prespectivas;

h. Bibliografia adicional que nao esteja presente no artigo cientifico;

1. Anexos.
2. O aluno podera optar por escrever o artigo cientifico, referido no item f acima, na
lingua inglesa.
3. O trabalho devera ser impresso em folha A4, com tipo de letra tamanho 12,
paginas numeradas a partir da folha de rosto e respeitando as seguintes margens:

a. Margem esquerda: 4,0 cm;

b. Margem direita: 2,5 cm;

c. Margem superior: 2,5 cm;

d. Margem inferior: 2,5 cm.
4. O aluno devera entregar uma cépia impressa do trabalho escrito para cada membro
da Banca Examinadora pelo menos 15 dias antes da apresentacdo oral.
5. O aluno devera entregar a Comissdo de Graduagdo uma cépia impressa € uma na
forma eletronica, em CD, do trabalho escrito, apds terem sido efetuadas as corre¢des
solicitadas pela Banca Examinadora.

Da apresentacao oral:

1. O aluno devera apresentar oralmente o seu trabalho no dia e horario determinados
pela Comissao de Graduagdo para este fim.

2. Sera alocado a cada aluno 20 minutos para a apresentacdo oral e 10 minutos

adicionais para argiiicdo dos membros da Banca Examinadora.

Da Banca Examinadora:
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1. A Banca Examinadora serd constituida de dois professores, pesquisadores ou
doutorandos indicados pelo orientador do aluno.
2. Nao seréd exigida a presenga dos integrantes da Banca Examinadora no dia da

apresentacao oral.
Do conceito final:

1. O conceito final do aluno serd calculado a partir dos conceitos emitidos pelos
integrantes da Banca Examinadora e do orientador do aluno.
2. O orientador também devera emitir um conceito pelo Estagio de Pesquisa
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