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RESUMO

A secrecdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana é uma das estratégias empregadas por
bactérias como resposta aos estimulos negativos promovidos durante a competicdo
interespécies. Em sua fase estacionaria Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli podem
sintetizar exometabolitos difusiveis cuja acdo € inibir mutualmente as células expostas,
garantindo o equilibrio de ambas as popula¢ées num determinado sitio. A primeira pode levar
vantagem em razdo da producdo de piocianina. Entretanto, a excrecéo de indol e acetato pela
E. coli pode equilibrar esta vantagem. Este trabalho teve o objetivo de detectar a influéncia
do indol e acetato sobre a sintese de piocianina e adesdo da P. aeruginosa, bem como a acao
da piocianina sobre as células viaveis de E. coli, bem como de sua adesdo. Para isso, foram
conduzidos ensaios in vitro de determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), de
extracdo e quantificacdo de piocianina e da adesao, pelo método do cristal violeta. A sintese
de piocianina por Pseudomonas aeruginosa foi reduzida em até 50% na presenca do indol.
Por outro lado, ndo foi observada alteracdo na producdo do pigmento na presenca de acetato,
isoladamente ou associado com concentracGes menores que 0,5 mM, refletindo um aumento
de mais de 20% da producéo de piocianina. O indol também se mostrou eficaz na reducéo da
adesdo de celulas de Pseudomonas aeruginosa, comparadas ao controle. Para as linhagens de
E. coli, a CIM de piocianina foi 37,5 pug/mL, reduzindo também a adeséo celular. Observou-
se que apesar da inibicéo ter ocorrido, nenhum exometabdlito promoveu efeito biocida nas
linhagens avaliadas. Os resultados contribuem para a auxiliar a compreensdo dos mecanismos
ecolégicos que ocorrem durante a competicao entre estas duas espécies bacterianas em meio
aquoso.

Palavras-chave: Piocianina, Indol, Acetato, Ecologia microbiana, Coexisténcia
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ABSTRACT

The secretion of metabolites with antimicrobial activity is one of the strategies employed by
bacteria in response to negative stimuli promoted during interspecies competition. In its
stationary phase Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli can synthesize diffusible
exometabolites whose action is to mutually inhibit the exposed cells, ensuring the balance of
both populations in a given place. The former may have an advantage due to the production of
pyocyanine. However, the excretion of indol and acetate by E. coli can balance this advantage.
This study aimed to detect the influence of indol and acetate on the synthesis of pyocyanin and
adhesion of P. aeruginosa, as well as the action of pyocyanin on viable E. coli cells, as well as
its adhesion. For this purpose, in vitro tests were conducted to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), extraction and quantification of pyocyanin and adhesion by
the violet crystal method. The synthesis of piocyanin by Pseudomonas aeruginosa was reduced
by up to 50% in the presence of indol. On the other hand, no change in pigment production was
observed in the presence of acetate, alone or associated with concentrations lower than 0.5 mM,
reflecting an increase of more than 20% in piocyanine production. Indol was also effective in
reducing the adhesion of Pseudomonas aeruginosa cells compared to control. For the E. coli
strains, the MIC of pyocyanin was 37.5 pg/mL, also reducing cell adhesion. It was observed
that despite the inhibition having occurred, no exometabolite promoted biocidal effect in the
evaluated strains. The results contribute to the understanding of the ecological mechanisms that
occur during the competition between these two bacterial species in aqueous medium.

Key words: Pyocyanin, Indole, Acetate, Microbial ecology, Coexistence



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Cultura de Escherichia coli, linhagem UFPEDA 224, desenvolvida em agar

UL T B I ettt ettt e et e e e e e e e e e et e e e et e e e et et e e e ee et eeeee e eeere e e eeereneraarenes 12

Figura 2 — Cultura de Pseudomonas aerugiosa, linhagem TGC04, desenvolvida em agar King

Attt n—t—nt 11 n 1111111111111 1111111111181 118118181888 14
Figura 3 — Formula estrutural da ploCIaNING ..........ccceeviiieiieiieiiee s 15
Figura 4 — Passos da biossintese de piocianina por Pseudomonas aeruginosa................... 15
Figura 5 — Etapas de formacdo de um biofilme em Pseudomonas aeruginosa .................. 17
Figura 6 — Aspectos da extragdo de PIOCIANING ..........ccveiiieiiieiie e 22

Figura 7 — Influéncia do indol e acetato na producdo de piocianina por Pseudomonas
Lo UL ] T = N I X TSR 28

Figura 8 — Influéncia do indol e acetato na producdo de piocianina por Pseudomonas
Lo UL 1] T = N I X TSR 29

Figura 9 — Comparacdo do percentual de adesdo entre as linhagens de Pseudomonas

aeruginosa tratadas com indol (48 h) e o controle (auséncia de indol) ............cccceevvvrenen. 31

Figura 10 — Comparacdo do percentual de adesdo entre as linhagens de Escherichia coli

tratadas com 37,5 pg/mL de piocianina e o controle, sem piocianina (48 h)..........ccccccvenee. 33



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Condices do ensaio da acdo de exometabdlitos de Escherichia coli sobre a

producéo de piocianina por Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGCO4 ........cccccevvvevveennne. 24
Tabela 2 — Concentracéo inibitoria minima sobre linhagens de Escherichia coli................ 26

Tabela 3 — Concentragdes de piocianina (pug/mL) exibida por TGC02 e TGCO04 na presenca de
exometabOlitos de ESCheriChia COli..........cooviiiieiie it 27

Tabela 4 — Densidade Otica e caracteristicas dos biofilmes formados pelas linhagens de

Pseudomonas aeruginosa na presenga de indol em 48 N.........ccccoeiiiiiiiinic i, 29

Tabela 5 — Densidade otica e caracteristicas dos biofilmes formados pelas linhagens de

Escherichia coli na presenca de 37,5 pg/mL de piocianinaem 48 h ........cccovvvviiiiinincnne, 32



SUMARIO

1 INTRODUGAOD. .ttt ettt ettt st st st ettt et ststststetees st et ststststeseetet st ststststsestotsestsessssassens 12
L1 BIOFILIMES .tit ittt ettt ettt ettt ettt e bt e e st te e e e bbe e s bt e e e abe e e stbe e e ebbeeeabeeesabeeeenbeeeabbeesbeeesabeeeatreeans 16
1.2 ESCHERICHIA COLL....uuiiiitiii ittt e ittt e ettt e st e e e tte e ette e st e e stbe e e st e e e sbbeesbaeesabeeesabeesbeeesnbeeesnbeeessreeans 12
1.3  PSEUDOMONAS AERUGINOSA ......uveiitieeitee e ittt e itteeaiteeesteeestteesstsesssbeeessbeeessbesesssesaaseeesseeessseeans 13
1.4 RELACOESECOLOGICAS ENTRE BACTERIAS .....ccciiitiiieeiitiieeecitieeeeesittreeesetteeeesstaneeesnraeeeeenens 19
2 OBJIE T IV O ittt e e e e e ettt e e e e e e e et e e et eeetiee e rerreeete e et rrrteee e e et rrrreeaeeas 21
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt eitie e ittt e itte e sttt eeete e e ette e s tee e stte s e sbaeesbaeesabeeessteeabeeessbeeessteesnbeeesrbeeessreeans 21
2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .uoiiiuvieiitie e ittt e sttt e s ette e aetee e etteeeettesabaeestbeeseteeesbaeesabesssstesabeeessreessnreeans 21
3 MATERIAL E METODOS ...ttt es sttt er s enessseas sttt srererans 22
3.1 LOCAL DE ESTUDO .....uttiitiieittteaitteesteeestteeastseeasteaeasteeassseeasteaeasteeesssaeasseessteeessseeasseesnseeesseeeans 22
3.2 IMICRORGANISMOS ... .uiiiitiieiitte ettt e stee e sttt e e stee e et e e stteeaatseeasteeeasbeeessaeeassseesnteeessseeasaeeanseeessneeans 22
3.3 PRODUCAO, EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DE PIOCIANINA ......cciviiiitiieiiieecreesiteeesieeesnee s 22
3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIAMINIMA ......occooiiiiiieiiitiiee et 24
3.5 TESTE IN VITRO DA ACAO DO INDOL E ACETATO SOBRE A SINTESE DE PIOCIANINA............... 24
3.6 ENSAIOS IN VITRO DE FORMAGAO DE BIOFILME .......ccciiieiiieeiieeeiieessireesteeesineesssneesnsaeesnneeans 25
3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO ..uiiiiiiiiiiieeiiee e ittt e sttt eestteeestteeatseessteesstaaeasaseessbaeesnseeansseesnreeesnneeans 26
4 RESUL T AD S L.ttt ittt ittt ettt ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e et e eiste e e it e e asreeeire e e et e e eanreeeres 27
4.1 ACAO ANTIMICROBIANA DA PIOCIANINA SOBRE ESCHERICHIA COLI ...cccvvieiiiieciiee e 27

4.2 TESTE IN VITRO DO INDOL E ACETATO SOBRE A PRODUGCAO DE PIOCIANINA POR PSEUDOMONAS

L] 1 N[0 1 27
4.3 ENSAIO IN VITRO DA FORMAQAO DE BIOFILME DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA..........ceeevennnn. 30
4.4 ENSAIO IN VITRO DA FORMAQAO DE BIOFILME DE ESCHERICHIA COLL.c.uvvviiiiiieiiiiieeeeiie e, 33
5 DISCUSSAQ .ottt ettt et et e et e e et st st st et ettt e e et e s et et et et st st et et et st et neses st et seet st srararans 35
6 CONCLUSAO ..ottt ettt ettt e et e st st st st et et ee s s s es et st ee et st st st et st et es s nsesestessestsesesearas 40

REFERENCIAS ...ttt 41




12
Ravilly, RAA. Associacdo dos exometabdlitos na interacéo entre... 2019.

1 INTRODUCAO
1.1 Escherichia coli

A E. coli é um bacilo Gram-negativo facultativo, ndo formador de esporos, medindo
entre 1,1-1,5 um por 2,0-6,0 um, mével devido a presenca de flagelos peritriquios. A bactéria
pertence ao grupo coliforme, sendo considerada o Unico coliforme fecal verdadeiro, pois ocorre
no trato intestinal de animais de sangue quente (THAKER, 2007; BARBOSA et al., 2009;
APHA, 2012; SHARMA et al., 2016).

Em 1884, o pediatra e microbiologista alemdo Theodor Escherich, descobriu uma
bactéria de répido crescimento, inicialmente denominada por Bacterium coli commune,
posteriormente alterado por Migula, para Escherichia coli, em homenagem ao seu descobridor
(SHULMAN et al., 2007; ZIMMER, 2008). Caracteristicas importantes relacionadas a ecologia
e fisiologia da E. coli (Figura 1), tais como ocorréncia, facilidade no manejo e alta taxa de
crescimento, tornaram a bactéria um organismo modelo desde o inicio do século XX
(BLOUNT, 2015). Desde sua descoberta, a E. coli contribuiu para importantes pesquisas e
descobertas no ramo da ciéncia, servindo como base de estudos inovadores sobre fisiologia
bacteriana, virologia e biologia molecular. A bactéria também foi o organismo em que os
aspectos mais basicos da vida foram primeiramente explorados, por exemplo, o cddigo genético
e 0s processos de replicacdo, transcricao e traducdo do material genético celular (CRICK et al.,
1961; NIREMBERG et al., 1965; DAEGELEN et al., 2009; KAWECKI et al., 2013).

Figura 1 — Cultura de Escherichia coli, linhagem UFPEDA 224, desenvolvida em agar

nutriente

Fonte: Ray Arruda, 2019)
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A temperatura 6tima de crescimento em E. coli é 37°C. A bacteéria utiliza fermentacéo
como via metabdlica alternativa e assimila diferentes acucares, incluindo uma variedade de
mono- e dissacarideos, entretanto ndo possui a capacidade de crescimento em polissacarideos
complexos, por ndo constituir de hidrolases necessarias para quebra destes compostos. E. coli
forma dois importantes exometabolitos: indol e acetato. Em condi¢Bes de estresse celular,
levados por pressdes exercidas pelo ambiente, com destaque a competicdo, ambos
exometabolitos resultam na perturbacdo do crescimento de outros microrganismos
competidores (FABICH et al., 2008; LEE et al., 2011).

O indol é formado a partir da metabolizacdo do triptofano (CHU et al., 2011).
Concentraces entre 0,5 a 1 mM podem regular as respostas da E. coli aos estresses exercidos
quando em competicdo com Pseudomonas aeruginosa (GAMSTER et al., 2014). O indol é
importante metabdlito em E. coli, pois modula caracteristicas fisiologicas importantes, tais
como quimiotaxia (BANSAL et al., 2007), motilidade (LOPES et al.,, 2011), adesdo a
superficies (HIRAKAWA et al., 2009) e protecdo contra uma variedade de antibiéticos (LEE
et al., 2010).

Por outro lado, o acetato € formado, em aerobiose, como subproduto do metabolismo,
quando a taxa de absorc¢éo da fonte de carbono, por exemplo, glicose é maior que sua conversao
para biomassa e CO>. Primariamente o0 acetato serve como fonte alternativa de energia, porém
0 composto pode atuar retardando o crescimento de organismos competidores, mesmo em
concentracdes cerca de 6,09 mM, possivelmente pela inibicdo da sintese proteica (KLEMAN;
STROHL, 1994; MEY et al., 2007).

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Figura 2) ¢ um bacilo ndo fermentador Gram-negativo,
aerdbio, dotado de flagelo monotriquio e medindo 0,5 um de largura, por 1,5 pum de
comprimento. A bactéria é o principal membro do grupo das pseudomonadas fluorescentes e
inicialmente foi descrita como Bacterium aeruginosarum, Bacillus pyocyaneus e Pseudomonas
pyocyanea (MIGULA, 1894; 1900 apud BERGEY’S MANUAL, 1984; YI-CHI; ZAO-HONG;
YING, 2015). P. aeruginosa ocorre preferencialmente no solo e na d&gua doce e fresca. Uma de
suas maiores caracteristicas diz respeito a alta adaptabilidade as variadas condi¢des fisico-

quimicas, conferindo ubiquidade, bem como uma destacada versatilidade metabdlica e
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resiliéncia em varios ambientes com alta carga de pressdo seletiva, atribuindo a espeécie,
vantagens seletivas sob condi¢cdes desfavoraveis (PIRNAY et al., 2005; ARRUDA, 2013).

Figura 2 — Cultura de Pseudomonas aeruginosa, linhagem TGCO04, desenvolvida em

agar King A

Fonte: Ray Arruda, 2018)

Versatil metabolicamente, P. aeruginosa pode assimilar diferentes moléculas
organicas dentre carboidratos, proteinas, acidos graxos, hidrocarbonetos e outros substratos,
sendo descrito na literatura o uso de mais de 90 moléculas como fonte de carbono e energia.
Além disso, apresenta resisténcia a uma série de compostos antimicrobianos. Isto é atribuido a
baixa permeabilidade de membrana, que atua como barreira seletiva, como também a sua
habilidade em formar biofilme. Neste contexto, P. aeruginosa é dotada de diversos mecanismos
gue a conferem vantagens frente a outros microrganismos, os quais incluem a producao de
enzimas inativadoras, motilidade, producdo de alginato, utilizacdo de bombas de efluxo,
mutacbes cromossdmicas e a sintese de betalactamases, dentre outros (MAIA et al., 2009;
SCOTT-THOMAZ, 2010; STREETER; KATOULI, 2016).

A bactéria sintetiza pelo menos seis pigmentos, importantes para sua manutencdo nos
diferentes ambientes: fluoresceina (amarelo), pioverdina (verde), aeroginosina A (vermelho),
aeroginosina B (vermelho), piomelanina (marrom) e piocianina. Este ultimo, de coloragéo azul
brilhante € um composto fenazinico, sintetizado exclusivamente por 90-95% das linhagens e
seu principal mecanismo de acdo envolve a reducio e eliminagéo do fon ferro (Fe**). Porém, a
piocianina apresenta outras atividades, tais como antibacteriana e antifingica (FERGUSON et
al., 2007; ABU et al., 2013; JAYSEELAN; RAMASWAMY; DHARMAJ, 2014). Em

complemento, o pigmento esti associado & participacdo nas reages de Oxido-redugdo que
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culmina na producéo e acumulo de perédxido e superdxido de hidrogénio (O’MALLEY et al.,
2003; BAHARI et al., 2017).

A piocianina (Figura 3) foi a primeira fenazina natural descrita na literatura. O
composto deriva da via do &cido chiquimico, a partir do &cido corismico e possui duas
subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina em sua composi¢cdo (MAVRODI et al., 2001;
DIETRICH et al., 2013).

Figura 3 — Formula estrutural da piocianina (adaptado de Rada e Leto, 2013).

see

A Figura 4 ilustra os passos de sintese da piocianina.

Figura 4 - Passos da biossintese de piocianina por Pseudomonas aeruginosa.
(adaptado de MAVRODI et al., 2001).

PASSOS CONTROLADOS PELOS
GENES phzA1B1CIDIEIF1Gl e
phzAIB2C2D2EIF2G2
COOH COOH COOH
PhzMm
S — =<
COOH T NADH NAD*
. CH
-\C FENAZINO-1- metionina homocisteina + H70 3
ACIDO CORISMICO CARBOXILICO ACTDO 5 -}[[IIL}'[_\AIZDA-I- PIOCIANINA
CARBOXILICO BETAINA

A conversdo do acido corismico em &cido fenazino-1-caroxilico (PCA) é codificada
por dois operons e controlada por sete genes. Em seguida, dois passos sao sugeridos para a sintese
de piocianina, regulados por outros dois genes, phzM e phzS, a partir do PCA. No primeiro é
formado o &cido 5-metilfenazina-1-carboxilico betaina, catalizado pela enzima metiltransferase
fenazina-especifica (PhzM), que é uma S-adenosilmetionina transferase metil-dependente. Ja o

segundo passo € catalisado pela enzima mono-oxigenase flavina dependente (PhzS), que promove
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a hidroxilacdo da betaina do &cido 5-metilfenazina-1-carboxilico betaina em 1-hidroxi-5-metil
fenazina, isto é, piocianina, de cor azul brilhante (JAYASEELAN; RAMASWAMY e
DHARMARAJ, 2014; MAVRODI et al., 2001). A sintese de piocianina é regulada pelo sistema
rhl, responsavel pelo fenbmeno de quorum-sensing, processo dependente da densidade celular e
mantido pela secrecdo e assimilacdo de autoindutores, especialmente homosserrina lactonas
(BAHARI et al., 2017; PRICE-WHELAN et al., 2006; PRICE-WHELAN et al., 2007; KIPNIS et
al., 2006).

1.3 Biofilmes

Nos microambientes, as bactérias podem exibir dois estilos de vida: o primeiro,
planctdnico, caracterizado pela vida livre, em que as células se dispersam isoladamente, parte
de um importante processo de proliferacdo e propagacdo do microrganismo no ambiente
(TRENTIN et al., 2014). A segunda, sessil, representada por estruturas complexas denominadas
por biofilmes. O termo biofilme foi cunhado no final dos anos 1970, porém os estudos que
sugerem tais formacdes datam da década de 1930 (COSTERTON, 1995). Entretanto, ha cerca
de 30 anos é estabelecido que os biofilmes constituem o sistema preferencial de vida
microbiana. Entretanto, ndo € consenso entre a comunidade cientifica, pois parte dos
especialistas acreditam que tais estruturas sejam “bergarios” para células planctonicas,

considerada por eles, a forma preferencial de vida microbiana (EMERENINI et al. 2015).

Os biofilmes sdo compostos por comunidades biologicas com elevado grau de
organizagdo, porém altamente dindmicas, envoltas por uma matriz polimérica de aspecto
gelatinoso, composta por exopolissacarideos (EPS), frequentemente encontrados aderidos em
superficies sélidas e nos ambientes umidos (MANGWANI; KUMARI; DAS, 2015). Ressalta-
se que a organizacao das células em biofilmes oferece vantagens que tornam as bactérias mais
resistentes e virulentas, visto que protege as células da perda de umidade, aumenta
proporcionalmente a concentracdo de nutrientes, proporciona as trocas horizontais de material
genético, por meio de plasmidios e dificulta a penetracdo de antibidticos convencionais,
tornando as células menos susceptiveis a agentes antimicrobianos (ITO et al., 2009; MITTAL
et al., 2015).

O biofilme possui uma arquitetura extremamente organizada. A matriz extracelular
representa tipicamente 60-65% do volume do biofilme, ao passo que as células representam de
5-35% (JAMALA et al., 2018). Diferentes tipos de componentes estdo presentes nas matrizes
poliméricas extracelulares: agua (97%), proteinas (>2%), polissacarideos (1-2%), DNA (<1%),

RNA (<1%) e ions. O fluxo de nutrientes essenciais dentro de um biofilme é atribuido ao teor
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de 4gua (LU; COLLINS, 2007) e a arquitetura exibida, seja na forma de pilar, seja na forma de

cogumelo, também depende da natureza e concentracdo de nutrientes (KLAUSEN et al., 2003).

Os modelos atuais de organizacdo e arquitetura dos biofilmes bacterianos foram
propostos a partir de estudos com Pseudomonas aeruginosa (PASSOS DA SILVA et al., 2017).
O ciclo de formacdo de biofilmes, dependendo do autor, pode ser dividido em 4 ou 5 etapas,
quando a migracdo das células plancténicas em direcdo ao substrato € considerada
(BUSSCHER et al. 1995). Neste trabalho, sera considerado que as etapas de formacdo de um
biofilme sdo quatro (Figura 5), a saber: (I) adesdo ou fixacdo inicial (reversivel), (II)
desenvolvimento precoce da estrutura de biofilme (irreversivel), (IIl) maturacdo e (IV)
dispersdo (SUTHERLAND, 2001; LAVERTY et al., 2014).

Figura 5 — Etapas da formag&o de um biofilme em Pseudomonas aeruginosa

s Liberacgao
‘ Biofilme maduro dé
Células Agregados ou | kl
A ; T g celulas
planctonicas | microcolonias -
; -
5 % e / -
Inicio do QS -~
Y "o
-

Adesiao reversivel Adesio irreversivel

QS — Quorum sensing
Fonte: Trentin et al. (2014)

Na etapa de adesdo (I), o biofilme pode ser formado em ambientes que apresentem
condicdes favoraveis ao microrganismo. A presenca dos nutrientes regera se a adesdo ocorrera
de forma definitiva, razdo pela qual esta etapa pode ser interrompida. A superficie ou matriz
para adesdo das células, também denominado por substrato condicionante, pode ser de natureza
abidtica (metal, vidro, rocha, concreto, ceramica, madeira e plastico, dentre outros). As
superficies bidticas podem ser exemplificadas por células epiteliais, tecidos animais e tecidos
vegetais (BELOIN et al., 2008; HENRIQUES et al., 2013).
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Condicbes ambientais, forcas eletrostaticas e hidrodindmicas repulsivas podem atuar
sobre a adesédo de células em determinadas superficies, inibindo assim formacé&o do biofilme,
dessa forma essa fase se caracteriza como reversivel visto que em condi¢fes ndo favoraveis o
microrganismo pode se dispersar em busca de um novo ambiente (BELOIN et al., 2008). O
sucesso na adesao de bactérias Gram-negativas, por exemplo Escherichia coli, € extremamente
dependente da presenca de apéndices celulares como pili e flagelos, essenciais para que as
células bacterianas superem as forcas repulsivas atuantes entre a superficie celular e a superficie
do material de adesdo, ambas de carga negativa. Neste contexto, os apéndices celulares
encontrados nas diferentes linhagens de células bacterianas contribuem ao processo primario
de formacéo do biofilme, auxiliado também por forcas eletrostéticas, tais como forcas de van
der Waals e pontes de hidrogénio, dentre outras (DOREL et al., 2006; MACIA et al., 2014;
JAMALA et al., 2018).

Apos a adesdo do microrganismo a superficie, ocorre a ligacdo definitiva e irreversivel
das células bacterianas a matriz, caracterizada por um intenso processo de multiplicacdo e
divisdo celular que se inicia por meio de estimulos quimicos ocorridos no interior da matriz
exopolissacaridica. Todo esse processo culmina na formacdo de microcolbnias, que se
coordenam entre si em multiplos aspectos, tais como a troca de substrato, distribuicdo de
metabolicos e intermediarios, assim como excrecdo de produtos finais do metabolismo
(COSTERTON et al, 1999; JAMALA et al., 2018).

A terceira etapa da formacdo de um biofilme € denominada por maturacéo. Nela, o
namero de células bacterianas aumenta e o biofilme adquire uma conformacéo tridimensional
em pilar ou cogumelo, unidos por canais intersticiais preenchidos com agua que auxiliam no
transporte de nutrientes, bem como a dispersdo de metabolitos e gases. Nesta etapa também,
mais EPS é produzido. Conforme a densidade populacional bacteriana aumenta, os niveis de
sinalizadores quimicos ou autoindutores podem se acumular e induzir a transcricdo de genes
especificos, os quais atuam na regulacdo de varias respostas, dentre elas, motilidade, resisténcia,
producdo de matriz exopolissacaridica e expressao de flagelina. Este processo de comunicagdo
quimica, densidade celular dependente, em que moléculas de baixa massa molecular,
produzidas em niveis basais, ap0s serem assimiladas, participam da transcricdo de genes
especificos € definido por Quorum sensing (QS) (TRENTIN et al., 2013; JAMALA et al.,
2018).

A quarta e Ultima fase do biofilme consiste na dispersao celular. Esta fase ndo é mais

considerada um evento passivo, mas sim totalmente orquestrada, que desencadeia 0
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desprendimento de células na sua forma planctonica da matriz polimérica do biofilme. As
celulas que irdo sofrer a disperséo reprimem a expressdo de genes que codificam EPS e fimbrias
e, simultaneamente, aumentam a expressdo de genes que culminam na sintese de proteinas
quimiostaticas e flagelinas. Além disso, a regido de dispersdo é mais frouxa em razdo da
expressao de liases, que participam da quebra e liberacdo das células plancténicas em direcdo
do fluxo (KUMAR et al., 2017).

1.4 Relagdes ecoldgicas entre bactérias

As interacOes entre duas populagdes bacterianas podem ocorrer, em tese, por meio de
oito tipos de relac6es ecoldgicas, denominadas por positivas (comensalismo, protocooperacao
e mutualismo) ou negativas (inibicdo mutua por competicdo, competicdo pela utilizagdo de
recursos, amensalismo e parasitismo). O neutralismo, como sugere o nome, ndo ha

interferéncias entre as populagcdes (ODUM, 2004).

Essas interacdes se ddo pelo reconhecimento ambiental, seguido da transferéncia de
informacBes moleculares e genéticas que incluem uma diversidade de mecanismos e classes
moleculares (JIMENEZ et al., 2012; BRAGA et al., 2016). Os microrganismos dificilmente séo
encontrados em habitats como populaces axénicas. As populacdes existentes nos variados
habitats, tais como solo, sedimento, rizosfera, agua e até o ar, revelam uma populacédo mista,
extremamente diversa, sugerindo que as interacdes realizadas por eles sdo essenciais para sua
implantacéo e manutencéo, bem como na existéncia do préprio ecossistema, implicando no fato
de que a interacdo resulta o equilibrio e ndo a exaustdo ou eliminacdo dos organismos

competidores, uma vez que cada um possui papel definido no meio (FAUST; RAES, 2012).

Em ambientes naturais o0s microrganismos comumente formam comunidades
complexas multicelulares que respondem coletivamente a sinais advindos do local em que estao
inseridos. Estas comunidades podem ser formadas por bactérias da mesma espécie ou bactérias
de espécies distintas (LOPES et al., 2011; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). Nos ambientes
aquaticos, espécies distintas podem coexistir sob competicdo em comunidades mistas na forma
de biofilmes. Geralmente, a relacdo de antagonismo ocorre nesses ambientes, representada pela
antibiose, originada pela competicdo por nutrientes, interaces diretas entre competidores ou
inducdo a resisténcia (BENNING et al., 2003).

No contexto das interacfes entre bactérias, os sistemas de sinalizagdo dependente de

densidade celular, QS, também participam e regulam as respostas. Os autoindutores se
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caracterizam por baixa massa molecular, facil assimilagéo e producéo em niveis basais. Dentre
eles, os mais estudados s&o acil-homosserinas lactonas, alguns antibidticos, compostos volateis,
peptideos de sinalizacdo e piocianina, dentre outros (DUAN et al., 2009; FLEMMING et al.,
2016; MADSEN et al., 2016). As propriedades desses sinais e a resposta por eles desencadeada
sdo importantes para garantir o desenvolvimento e resisténcia bacteriana em ambientes naturais
onde coexistem centenas de espécies bacterianas (JAYARAMAN e WOOD, 2008).

Moléculas autoindutoras sintetizadas e excretadas por microrganismos podem nao s
estimular mecanismos de QS em outras espécies que estejam inseridos em um mesmo ambiente,
como também sdo capazes de gerar a inducdo do efeito Quorum quenching (QQ), que se da
qguando determinado composto quimico atua na inibicdo da sinalizacdo quimica que ocorreria
entre microrganismos, ou seja, € a inibicdo do mecanismo comum de Quorum sensing
(WEIHUA et al, 2012). Algumas especies bacterianas podem utilizar o efeito QQ visando seu

estabelecimento no meio.

Atualmente o acesso do homem a agua potavel tem se tornado uma questdo bastante
preocupante em nivel mundial. A distribuicdo de uma agua com a melhor qualidade sanitaria
possivel é essencial para 0 consumo humano, visto que sua contaminacao resulta num meio

para transmissdo de doencas.

Parametros fisicos, quimicos e biolégicos podem ser empregados visando atestar a
qualidade da &gua, agentes bioldgicos como bactérias, fungos e protozoarios sdo importantes
fontes de contaminacéo da agua (CANTUSIO; SANTOS; FRANCO, 2008). Escherichia coli,
¢ aceita como o principal indicador de contaminacdo fecal e sua presenca pode determinar a
potabilidade da dgua (BRASIL, 2005).

Dessa forma, o presente trabalho possuiu o intuito de buscar compreender a interacéo
ecoldgica existente entre Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, visto que de certa forma
essa relacdo pode mascarar uma provavel contaminacdo da agua, caso a presenca da

Pseudomonas aeruginosa impeca a detec¢do nos testes da Escherichia coli nas amostras.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade de exometabdlitos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli, importantes para a coexisténcia entre estas espécies em meio aquoso.

2.2 Objetivos especificos
¢+ Produzir, extrair e quantificar a piocianina sintetizada pelas linhagens de P. aeruginosa;
+ Determinar a concentracgdo inibitéria minima de piocianina nas linhagens de E. coli;
% Testar o efeito do indol e acetato frente a producéo de piocianina nas linhagens de P.
aeruginosa;
+ Identificar o efeito do indol sobre a formacdo de biofilme das linhagens de P.
aeruginosa;

++ Analisar o efeito da piocianina sobre a formacéo de biofilme das linhagens de E. coli;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de estudo

Os estudos e experimentos foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia
Ambiental (LAMA), localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal

da Paraiba — UFPB campus I.

3.2 Microrganismos

Foram utilizadas trés P. aeruginosa, duas selvagens e uma padrdo, UFPEDA 416,
cedida pela Prof® Glaucia Manoella de Souza Lima, curadora pela colecdo de cultura do
Departamento de Antibidticos da UFPE. Os isolados selvagens TGC02 e TGCO04, séo
originados de solo de posto de gasolina da cidade de Jodo Pessoa, Brasil (CAVALCANTI et
al., 2019). Todas as linhagens exibiram a sintese de piocianina pelo cultivo a 30°C por 72h em
caldo King A (KING et al., 1954) e agar cetrimida (GENHARDT et al., 1994).

Quatro E. coli, trés selvagens, provenientes de ralos de saldes de beleza da regido
metropolitana de Jodo Pessoa, AV01, AV12 e AV14 (VIANA et al., 2017) e uma linhagem
padrdo UFPEDA 224, igualmente cedida da colecdo do Departamento de Antibidticos da
UFPE.

Os isolados escolhidos, atenderam o critério de serem provenientes de ambientes,
considerados para este estudo, com elevado grau de pressdo seletiva. Os isolados selvagens de
P. aeruginosa e E. coli estdo registrados no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associados (SisGen), sob o numero, respectivamente,
A6B80BD e ABDDG69C.

3.3 Producdo, extracdo e quantificacdo de piocianina

Para estimular a producdo de piocianina, a inoculacdo das linhagens de P. aeruginosa
foi realiza por meio da transferéncia de 1 mL de uma suspensdo preparada com células de
cultivo recente em com solucdo de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo n° 1 da escala de
MacFarland, para erlenmeyers contendo 200 mL de caldo King A (HASSANI et al., 2011), cuja
composicdo, em g/L é: peptona de carne (20,0), MgCl2 (1,4), K:HPO4 (10,0) e glicerol (10,0
mL/L), pH 7,2£0,2 (KING; WARD e RANEY, 1954). A incubacdo ocorreu sob agitacéo
constante de 150 rpm a 29+£1°C (Nova Instruments NI 1713) por 72h, periodo necessario para

a sintese de piocianina, correspondente a fase estacionaria tardia (EL-FOULY et al., 2015).
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A extragéo da piocianina foi conduzida segundo adaptacdo da metodologia descritas
por Devnath, Uddin, Ahamed (2017). O contetdo dos frascos contendo as células e o pigmento
dissolvido foi transferido para tubos falcon com capacidade para 50 mL e em seguida
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e a extracdo da
piocianina foi realizada com a adicéo de cloroférmio na proporcéo 2:1. Os tubos foram agitados
vigorosamente em vértex (Warmnest VX-28) e deixados em repouso por uma hora até
formacdo de duas fases. A piocianina na forma protonada ficou retida na fase do cloroférmio,
que se tornou azul (Figura 6A). Apds o periodo, adicionou-se uma solugdo de HCI 0,2 mol/L a
uma aliquota da fase protonada, e novamente levou para o vértex obtendo-se a piocianina em
sua forma écida, de cor vermelha (Figura 6B). Ap6s novo periodo de repouso de uma hora até
separacdo total das fases. A forma &cida foi reservada para a neutralizacdo com solucdo tampao
Tris-Base até obtencdo da piocianina (Figura 6C).

Figura 6 - Aspectos da extracdo de piocianina: A - forma protonada (azul), B - forma
acida (vermelha), C — piocianina isolada

Crédito da imagem: Ray Arruda

Apos 1h de repouso, a concentragdo da piocianina foi quantificada pela medida da
densidade oOptica da solugao acidificada em A= 690 nm (Quimis U2M), tomando como base
uma curva padrdo, preparada com piocianina com 98% de pureza (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) (r=0,9999).
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3.4 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima
A determinacdo da CIM da piocianina sobre E. coli foi realizada pela técnica de
microdiluicdo (MARTINS et al., 2014). O teste foi realizado para aplicacdo nos ensaios in vitro

de inibicdo da formagdo do biofilme.

Em placas de microdilui¢do foram adicionados aos pogos, 100 pL de Caldo Nutriente
e 100 pL da solucdo de piocianina. Por meio de uma diluicdo seriada 1:2, foram obtidas
concentracdes de 300 até 18,75 pg/mL. Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo das
linhagens teste nos pocos, preparadas em solucdo de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo n®

1 da escala de MacFarland.

As placas foram incubadas a 37°C por ate 48 horas para a realizagdo da leitura. Os
valores de CIM foram determinados pela analise visual da inibicdo do crescimento em cada
poco, verificado pela presenca de turbidez, comparando os testes com o controle. A CIM foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100% o crescimento bacteriano observado
nas cavidades. O experimento foi realizado em triplicata (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016).

3.5 Teste in vitro da acédo do indol e acetato sobre a sintese de piocianina

O teste teve por objetivo conhecer o efeito da adicdo das concentracdes de
exometabolitos de E. coli sobre a sintese da piocianina por TGC02 e TGC04. Os exometabdlitos
foram testados isoladamente e em combinacdo. Os resultados nortearam o ensaio in vitro da

inibicdo do biofilme de P. aeruginosa por exometabolitos de E. coli.

Células de cultivo recente de TGC02 e TGCO04 foram suspensas em solucdo de NaCl
0,85% e a turbidez foi padronizada com o tubo n° 1 da escala de MacFarland. Em seguida, 5
mL da suspensdo foram transferidos para frascos contendo 50 mL de caldo King A, adicionado
de indol nas concentracdes 0,25; 0,5e 1,0 mM (GAMSTER et al., 2014) e acetato de sddio 1,0,
2,0 e 4,0 mM (KLEMAN; STROHL, 1994), totalizando 16 condicdes, incluindo controle
(Tabela 1). Os frascos foram incubados sob agitacdo constante de 150 rpm a 29+1°C por 72h

(El-Fouly et al., 2015). O teste foi conduzido em triplicata.
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Tabela 1 — Condi¢des do ensaio da acdo de exometabdlitos de Escherichia coli sobre a

producéo de piocianina por Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGC04

Condigbes Indol (mM) Acetato (mM) | Condiges Indol (mM) Acetato (mM)
1 0,00 0,00 9 0,50 0,00
2 0,00 1,00 10 0,50 1,00
3 0,00 2,00 11 0,50 2,00
4 0,00 4,00 12 0,50 4,00
5 0,25 0,00 13 1,00 0,00
6 0,25 1,00 14 1,00 1,00
7 0,25 2,00 15 1,00 2,00
8 0,25 4,00 16 1,00 4,00

3.6 Ensaios in vitro de formacéo de biofilme

O ensaio foi realizado pela técnica do cristal violeta, com adaptacdes a metodologia
descrita por Khare e Arora (2011). Foram testadas duas condi¢des, das quais se buscou verificar
a perturbacdo na formacéo ou manutencéo do biofilme de E. coli ou P. aeruginosa na presenca,

respectivamente de piocianina e indol.

O ensaio foi realizado em tubos de microdiluicdo, contendo 1 ml de caldo nutriente
(para E. coli e para P. aeruginosa). Aos tubos foram adicionados 10 pl de solucéo da cultura
teste, preparadas em solucdo de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo n° 1 da escala de
MacFarland. Foram preparados 12 tubos para cada microrganismo-teste. Em seguida, o sistema
foi incubado estaticamente a 30°C por um periodo de 96 h. A cada intervalo de 24 h, o volume
de um dos tubos era descartado e as paredes lavadas de 3-5 vezes com agua destilada, para
remocdo de qualquer célula planctbnica que possa ter se depositado, reservando-se
posteriormente os tubos para secagem de 1h. Em seguida, foram transferidos cerca de 1,5 ml
de cristal violeta 1% (Newprov, Pinhais-PR, Brasil) e ap6s 20 minutos, o corante foi descartado.
O excesso de corante nas paredes foi removido com agua destilada. Uma vez seco, os tubos
receberam 1,5 ml de etanol P.A. (Quimica Moderna, Barueri- SP, Brasil). Ap6s um repouso por
30 minutos, a densidade Optica da solucdo de cristal-violeta-etanol foi determinada a 590 nm
(UV-1601-1601 PC, Shimadzu). O experimento foi conduzido em triplicata.
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A partir da determinacdo da absorbancia das amostras foram calculados: (1) o
percentual de adesdo das células aderidas, empregando a diferenca entre as densidades Opticas
do teste pelo controle, dividindo pela densidade dptica obtida no teste, multiplicando por 100.
O valor encontrado significa uma adeséo fraca (< 40%), moderada (> 40-80%) ou forte (> 80%)
(RODRIGUES et al., 2010); (2) a presenca de células aderentes, conhecida se o valor da
absorbancia no teste for maior que trés vezes a absorbancia do caldo empregado no ensaio
(PAGANO et al., 2004); (3) a razdo entre as densidades dpticas do controle, em, comparacao
ao obtido no teste. Se esta relacdo foi > 1, indica que a presenca do exometabdlito é indiferente

quanto a formacéao do biofilme, enquanto < 1, revela um efeito aditivo (LEWIS et al., 2002).
3.7 Tratamento estatistico

Os resultados como média + desvio padrdo das amostras. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t the student e Anova One-Way, com teste de Dunnett visando refinar os
resultados, para avaliar a diferenca dos resultados do teste de contato na presenca e na auséncia
de exometabolitos no meio de formacdo de biofilme e coloracdo com violeta de cristal. Foi

utilizado o programa Graph Prism 8%, considerando significativa se o p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Acdo antimicrobiana da piocianina sobre Escherichia coli

Foi observado um efeito antagdnico da piocianina em todas as linhagens de E. coli
testadas no experimento, em que as linhagens UFPEDA 224, AV01, AV12 e AV14 tiveram seu
crescimento inibido pela presenca da piocianina. A Tabela 2 mostra os resultados, nos quais o

CIM do pigmento foi estabelecido, a partir da detec¢cdo de células viaveis em 72 horas.

Tabela 2 — Concentracéo Inibitéria Minima sobre linhagens de Escherichia coli

Concentragao UFPEDA 224, AV01, AV12, AV14
(ng/mL) 24h 48h 72h

300,0 -I-1-1- -I-1-1- -I-1-1-

150, SERE SERE SERE
75,0 SERE SERE SERE
375 - 1-1- SERE SENE

18,7 Rl [+ R

(+) indica viabilidade das células ap6s periodo do contato

Todas as linhagens testadas apresentaram sensibilidade a mesma concentracdo de
piocianina. A CIM para as quatro linhagens de E. coli foi de 37,5 ug/mL. Observou-se que nas
linhagens UFPEDA 224 e AV12, a piocianina exibiu um efeito antimicrobiano inicial na
concentracdo de 18,7 ug/mL com 24h, entretanto, o crescimento microbiano foi verificado no

intervalo seguinte, permanecendo assim até o final do ensaio.

4.2 Teste in vitro do indol e acetato sobre a producédo de piocianina por Pseudomonas
aeruginosa

Ambos exometabdlitos promoveram alteracdes na producdo da piocianina para 0s
isolados TGCO02 e TGCO04, especialmente o indol. Os resultados estdo sumarizados na Tabela
3 e ilustrados nas Fig. 7 e 8. As concentracdes de piocianina estdo expressas como a média dos

trés ensaios, com desvio padrédo de +0,10.
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Tabela 3 — Concentragdo de piocianina (pug/mL) exibida por TGC02 e TGCO04 na

presenca dos exometabdlitos de Escherichia coli (dp £0,1)

Exometabdlitos Pseudomonas aeruginosa
Condigdes
Indol (mM)  Acetato (mM) TGCO02 TGC04
1 0,00 0,00 52,3 52,8
2 0,00 1,00 61,3 54,1
3 0,00 2,00 52,5 54,2
4 0,00 4,00 52,5 53,6
5 0,25 0,00 53,1 55,0
6 0,25 1,00 50,9 53,5
7 0,25 2,00 68,0 52,3
8 0,25 4,00 57,2 53,1
9 0,50 0,00 40,5 38,0
10 0,50 1,00 39,2 35,5
11 0,50 2,00 48,6 40,1
12 0,50 4,00 48,8 41,2
13 1,00 0,00 31,8 28,8
14 1,00 1,00 34,0 35,9
15 1,00 2,00 45,2 37,4
16 1,00 4,00 43,5 40,5

Na auséncia dos inibidores, os isolados TGC02 e TGCO04 produziram um pouco mais
de 50 pg/mL de piocianina. Apenas o indol, na concentracédo a partir de 0,5 mM, garantiu maior
perturbacdo aos isolados de P. aeruginosa do ponto de vista da producdo de piocianina,
reduzindo a sintese cerca de 40 e 50%, para TGC02 e TGCO04, respectivamente. Em
contrapartida, a concentracdo de 0,25 mM de indol ndo promoveu reducdo da sintese de
piocianina para ambos isolados. Este mesmo resultado foi observado nas condicGes testadas
com o acetato, isoladamente. Surpreendentemente, comparada ao controle, houve um aumento
de 15% na producdo de piocianina no isolado TGC02 na presenca de 1 mM de acetato. Nas
demais condigdes, a concentracdo de pigmento ndo foi diferente ao observado no controle, com

0 aumento de acetato no meio.
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Quando associados, indol e acetato, ambos TGC02 e TGCO04 também exibiram uma
reducdo da producéo de piocianina, a medida que a concentragdo de indol aumentou. Entretanto,
ressalta-se que a concentragéo do pigmento obtida foi maior quando comparadas aos resultados
nas condi¢des apenas em presenca do indol.

Figura 7 - Influéncia do indol e acetato na producéo de piocianina por Pseudomonas
aeruginosa TGCO02. A coloracgdo do gréfico de superficie demonstra o nivel de producéo de
piocianina, em que a proximidade do roxo indica uma menor taxa de produgéo enquanto a

proximidade do vermelho mostra uma maior taxa de produgéo do pigmento
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Figura 8 — Influéncia do Indol e Acetato na producdo de piocianina por Pseudomonas
aeruginosa TGCO04. A coloragéo do grafico de superficie demonstra o nivel de producdo de
piocianina, em que a proximidade do roxo indica uma menor taxa de produgéo enquanto a

proximidade do vermelho mostra uma maior taxa de produgéo do pigmento.
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4.3 Ensaio in vitro da formacao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa
Os resultados referentes a formacdo de biofilme de P. aeruginosa UFPEDA 416,

TGCO02 e TGCO4 (48 horas), na presenca do indol, estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 — Densidade Otica e caracteristicas dos biofilmes formados pelas linhagens de

Pseudomonas aeruginosa na presenca de indol em 48h

Linhagens Indol POt PA (%) TA PCA DO::DO¢
(mM)  (ABS)
UFPEDA 416 0,5 1,334 21,1 Fraca + 0,8
TGCO02 0,5 0,366 50,3 Moderada + 0,5
TGC04 0,5 1,850 43,9 Moderada + 0,6
UFPEDA 416 1,0 1,554 32,3 Fraca + 0,7
TGCO02 1,0 0,224 25,4 Fraca + 0,7
TGC04 1,0 1,618 35,8 Fraca + 0,6

DO - densidade 6tica (590 nm) com desvio padrdo de 0,01, PA — percentual de adesdo das células ao
substrato condicionante, TA — tipo da adesdo, PCA — presenga de células aderentes, DOc:DOt — razdo
da DO do controle e do teste. DO dos controles: UFPEDA 416 (1,052), TGC02 (0,167) e TGCO04 (1,038)
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A adesdo das linhagens de P. aeruginosa foi perturbada em fungdo da
concentracgdo do indol presente. A concentracdo de 0,5 mM do exometabdlito favoreceu
mais 0s isolados selvagens do que a linhagem padrdo UFPEDA 416. O aumento da
concentragdo do indol reduziu a adesdo ao substrato condicionante, entretanto, nas duas
condicdes testadas, havia células com potencial aderente. Isto é conhecido determinando-
se a média da densidade 6ptica do meio, em mesmo comprimento de onda (PAGANO et
al., 2004). Neste caso foi de 0,062+0,001. A presenca de células aderentes no ensaio é
conhecida pelo teto estabelecido, representado por trés vezes este valor (0,186). Assim,
todo valor de absorbancia acima deste teto é indicativo da presenca de células com
potencial adesdo ao substrato condicionante. Para as linhagens testadas, esta adesdo foi
fraca, com excecdo para TGC02 e TGCO04 na presenca de 0,5 mM de indol.

Adicionalmente, o célculo da raz&o entre as absorbancias no controle e no teste
revelam o efeito da substancia bioativa sobre a adesdo das celulas. Valores entre 0,5 e 1
indicam um efeito aditivo (LEWIS et al., 2002), ou seja, mesmo reduzindo a producgéo de
piocianina, o indol ndo interferiu na adeséo das células de P. aeruginosa UFPEDA 416,
TGCO02 e TGCO04 e mesmo ocorrendo fraca ou moderada, em todas as condi¢des, o efeito
foi aditivo.

No ensaio da formacdo do biofilme, quando comparadas as densidades épticas do
controle (isolados de P. aeruginosa em caldo) com as densidades Opticas dos isolados
submetidos ao estresse representado pela presenca do indol nas concentracfes de 0,5 e 1,0 mM,

observou-se uma reducdo significativa no percentual de adesao (Figura 9).

O percentual de adesdo de P. aeruginosa UFPEDA 416 em caldo foi de 93,5%. Ao
correlacionar este percentual com os resultados do tratamento com indol, a reducdo foi
significativa, porém ndo houve diferenca estatistica nas concentracdes testadas de indol, 0,5 e
1,0 mM. Um percentual de adesdo semelhante foi observado com P. aeruginosa TGC04 em
caldo, 93,3%, resultando uma diferenca significativa entre o percentual de adesdao do controle
com relacdo ao tratamento com indol, assim como entre as concentracGes testadas do

exometabolito, apontando um efeito mais perturbador da adesdo com a concentracdo 0,5 mM.

Por outro lado, os resultados obtidos com P. aeruginosa TGC02, nas concentracdes de
indol testadas, comparadas ao controle, observou-se uma diferenca estatistica da aderéncia das

celulas na maior concentracdo de indol testada.
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Figura 9 — Comparacdo do percentual de adesdo entre as linhagens de Pseudomonas
aeruginosa tratadas com indol (48 h) e o controle (auséncia de indol): A — UFPEDA 416; B —
TGCO02 e C — TGCO4. A analise de variancia one way seguida do pos-teste de Dunnett foi
utilizada para avaliar os dados de formagéao de biofilme, considerando significativos * p < 0,05;
** p< 0,01.
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4.4 Ensaio in vitro da formacéo de biofilme de Escherichia coli

A Tabela 5 sumariza os resultados referentes a formacéo de biofilme de E. coli
UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14 (48 horas), na presenca da CIM de piocianina, 37,5
ug/mL.

Tabela 5 — Densidade Otica e caracteristicas dos biofilmes formados pelas linhagens de

Escherichia coli na presenca de 37,5 pg/mL de piocianina em 48h

Linhagens DOt pj (%) PA (%) TA PCA DO.:DOx
(ABS)

UFPEDA 224 0,137 9,5 Fraca + 0,9

AV02 0,172 11,0 Fraca + 0,9

AV12 0,128 29,3 + 1,4

AV14 0,189 15,3 Fraca + 0,8

DO - densidade 6tica (590 nm) com desvio padrédo de 0,01, Pl — percentual de inibigdo da adesdo no
substrato condicionante, PA— percentual de adesdo das células ao substrato condicionante, TA —tipo da
adesdo, PCA — presenca de células aderentes, DOc: DOt —razdo da DO do controle e do teste

DO dos controles: UFPEDA 224 (0,124), AV02 (0,153), AV12 (0,181) e AV14 (0,160)

A concentracdo inibitéria minima de piocianina perturbou a adesao das linhagens
de E. coli de forma estatisticamente significativa, comparada ao controle (Figura 10). No
entanto, esta inibicdo ndo ocorreu de forma completa, mesmo no caso do isolado AV12.
Quando comparados os valores percentuais obtidos neste e no teste de adesdo de P.
aeruginosa na presenca do indol, ficou evidente que a piocianina possui mais atividade
frente E. coli do que o indol a P. aeruginosa.

Ressalta-se, no entanto, que em todas as condi¢des, incluindo a que resultou uma
inibicdo da adesdo das células cerca de 30% (AV12), havia presenca de células com
potencial aderente, mesmo esta adesdo ter sido considerada fraca. Em complemento, a
razdo entre as absorbancias no controle e no teste revelam o efeito aditivo da piocianina
sobre a adesdo das linhagens de E. coli, com excecdo para AV12, tratada como indiferente,
uma vez que quando os valores desta razéo estdo acima de 1, indicam tal efeito (LEWIS et
al., 2002), ou seja, mesmo inibindo a adesdo, na condi¢do do teste, as células de AV12,
embora perturbadas, ainda exibiam condi¢des de adesdo ao substrato condicionante,

mesmo que de forma fraca.
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Figura 10 — Comparagdo do percentual de adesdo entre as linhagens de Escherichia coli
tratadas com 37,5 ug/mL de piocianina e o controle, sem piocianina (48 h): A— UFPEDA 224;
B - AV02 e C - AV12. A andlise de variancia teste t student foi utilizada para avaliar os dados

de formacéo de biofilme, considerando significativos ** p < 0,01; *** p < 0,005
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5 DISCUSSAO

Hé duas formas de vida microbiana na natureza: planctonica e séssil. A segunda, mais
ocorrente, garante a formacao de comunidades mistas, com elevado nivel de organizacdo, cuja
manutengdo da populacdo em coexisténcia € garantida por meio de varios mecanismos, nos
quais a concentracao de nutrientes e a sinalizacdo quimica se destacam (HIBBING et al., 2010;
TASHIRO et al., 2013).

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aerébio, membro das
pseudomonadas fluorescentes (ABDUL-HUSSEIN; ATTIA, 2016), caracterizada por uma
notavel versatilidade metabdlica, que a confere ubiquidade, assegurando a persisténcia em
ambientes que exercem diferentes graus de pressao seletiva (PIRNAY et al., 2005; MAIA et
al., 2009). Cerca de 90-95% das linhagens produzem piocianina (MAVRODI et al., 2001),
pigmento envolvido na producdo de espécies reativas de oxigénio (MULLER; MERRET,
2014), pelos quais se acredita constituir um dos principais mecanismos que garantem vantagem
da P. aeruginosa frente outras bactérias (EL-FOULY et al., 2015).

E de conhecimento na comunidade cientifica de que em meio aquoso, P. aeruginosa e
E. coli podem interagir (GONZALES-SILES; SIOLING, 2016). Esta associacdo por vezes
representa perturbacdes especialmente aos coliformes, porem com efeito bioestatico e ndo
biocida (VASCONCELOS et al., 2010; VIANA et al., 2017). Para evitar um dano maior que a
estase da populacdo de E. coli, a bactéria lanca do seu arsenal metabolico, visando a sua
manutencdo no meio, até encontrar condi¢des favoraveis para seu crescimento (CHU et al.,
2012; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017).

Dessa forma pode-se observar a acdo inibitoria da piocianina frente as bactérias
testadas, onde as linhagens UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14 possuiram uma mesma
concentracdo inibitéria minima do exometabdlito testado, onde o CIM estabelecido foi de 0,178
mM de piocianina. Diversos trabalhos na literatura abordam a acéo inibitdria que a piocianina,
onde seu primeiro relato de acdo antimicrobiana ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial,
em um estudo que relata a inibicdo do crescimento de E. coli (WAKSMAN; WOODRUFF,
1940). Acredita-se que o efeito causado pela piocianina, seja ele biocida ou bioestéatico, é
dependente de sua concentracdo e relatos indicam que sua atividade envolve diferentes
mecanismos de agdo intracelular, podendo atuar a nivel de cadeia respiratdria e rompimento do
mecanismo de transporte ativo pela membrana, diminuicdo no suprimento de oxigénio para as

células, levando ao acumulo de superdxido e peroxido de hidrogénio. Além disso, a piocianina
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pode degradar o fluxo de elétrons, promovendo um efeito toxico nas células afetadas (BARON;
ROWE, 1981; PRICE-WHELAN et al., 2007; JAYASEELAN et al., 2014).

Mesmo quando aplicadas em concentragdes sub-inibitorias, caracteristicas
importantes das enterobactérias podem ser alteradas na presenca da piocianina, cinética de
crescimento, perfil bioquimico, mecanismos contra o estresse oxidativo, motilidade e producéo
de biofilme séo alguns dos possiveis alvos da acdo do composto fenazinico (ANDRADE et al.,
2016). Geralmente, a investigacdo do efeito gerado pela interagdo composto
antimicrobiano/bactéria é realizada apenas para morte (concentracdo bactericida minima) ou
inibicdo do crescimento (concentracdo inibitdria minima) da linhagem bacteriana testada e dar-
se menos importancia ao estudo de fatores de viruléncia comumente expressos, como adesinas
de superficie polissacaridicas (BRAGA et al., 2000; PAGANO et al., 2004).

Fendmenos ocorridos na superficie externa bacteriana, como a sintese de biofilme, sdo
tdo importantes para seu estabelecimento quanto 0s mecanismos que ocorrem no interior
celular. Dessa forma, nosso experimento avaliou a acdo da piocianina sobre a adesdo de
linhagens de E. coli (UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14), observando seu efeito quanto a
formacdo de biofilme, ja estabelecidos em 24 e 48 horas, em superficies de poliestireno. Em
nossas condigdes experimentais, a piocianina demonstrou uma potente atividade antiadeséo
contra os isolados de E. coli, onde todas as linhagens tratadas apresentaram taxa de adesdo ao
poliestireno menores que 20%. Resultados que se assemelham aos ensaios realizados por
Pagano e colaboradores (2004), onde a acao da linezolida e vancomicina foi visualizada perante
a adesdo celular bacteriana a superficie do poliestireno, relatando um efeito antiadeséo

ocasionado pelos compostos.

Da mesma maneira foi avaliado a acdo do indol, um importante exometabdlito
sintetizado por E. coli, testado em isolados de P. aeruginosa (UFPEDA 416, TGC02 e TGCO04)
visando estabelecer seu efeito perante a adesdo celular bacteriana em superficie de poliestireno.
Resultados se mostraram dependentes a concentracdo testada, onde a concentracdo de 1 mM de
indol causou maiores reduc@es na adesdo quando comparado a concentracdo de 0,5 mM. Dados
contrarios a nossos resultados foram relatados por Kim e colaboradores (2015), onde foi
mostrado que o indol, na concentracdo de 0,4 mM, foi capaz de estimular a sintese de biofilme
em P. aeruginosa. Relatos cientificos indicam que linhagens de P. aeruginosa sao capazes de
sintetizar um composto quimico chamado de antranilato, que pode antagonizar os efeitos do

indol sobre a formacéo de biofilme (LEE et al., 2007; KIM et al., 2015). Fator esse que néo foi
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observado em nossos experimentos, visto que a reducdo da taxa de adeséo celular foi relatada

quando ocorreu o contato com o indol.

Outro experimento foi realizado visando estabelecer a relagdo que ocorre entre
exometabolitos produzidos por E. coli e suas a¢gBes na viruléncia bacteriana mediada pela
sintese de piocianina, realizado em dois isolados de P. aeruginosa (TGC02 e TGCO04). Dentre
0s exometabdlitos testados, o indol se mostrou mais inibitério a produgdo de piocianina por
ambas TGCO02 e TGCO04, quando comparado ao acetato, possivelmente em razdo de sua
toxicidade. Por outro lado, sabe-se que o acetato também pode promover efeito negativo sobre
organismos coexistentes com E. coli. Concentracdes cerca de 20mM de acetato podem retardar
0 crescimento ou inibir a formacdo de proteinas em organismos competidores, porém tal
concentragdo ndo ocorre naturalmente (MEY et al., 2007). Molina-Santiago et al. (2017)
demonstraram que o acetato foi um dos principais mecanismos de defesa de E. coli K-12
MG1655 frente P. putida DOT-T1E.

Por outro lado, enfatiza-se que o acetato reduziu o efeito inibitorio do indol sobre os
isolados TGC02 e TGCO04, quando as duas moléculas estavam associadas, especialmente nas
condicdes em que a concentracdo do indol foi 0,25 mM, como observado na condi¢cdo 2mM de
acetato e 0,5 mM de indol, quando TGCO02 produziu 68 pug/mL de piocianina, representando
um aumento cerca de 20% em relagdo ao controle. Este aparente equilibrio € sugestivo de que
0 acetato pode ter sido utilizado como fonte adicional de carbono, baseado numa observacao
prévia de utilizacdo de acetato por uma linhagem P. putida na presenca de E. coli (MOLINA-
SANTIAGO et al., 2017).

E. coli excreta de 10 a 30% do fluxo de carbono da glicose para o acetato em meio
contendo glicose, mesmo quando a cultura esta totalmente aerada (FARMER; LIAO, 1997). O
acetato também pode ser consumido por E. coli em termos de fornecer suporte nutricional ao
crescimento sob condicOes de estresse, podendo ser metabolizado por duas vias alternativas: a
primeira, Pta-AckA, reversivel e a segunda, pela acetil-coA sintetase, irreversivel e de alta
afinidade (ENJALBERT et al., 2017). Ressalta-se que por também servir como fonte alternativa
de carbono para producdo de biomassa e energia para P. aeruginosa, o acetato € um

exometabdlito menos danoso para a célula (LOPES et al. 2011).

E importante lembrar que embora houve um maior aporte de carbono, via acetato, em
algumas condicOes, isto ndo promoveu diferencas significativas na produgdo de piocianina

quando a concentracdo de indol foi igual ou maior que 0,5 mM, reforcando a hipétese de que o
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indol é uma molécula potencialmente mais inibitoria. Conhecer a quantidade de indol e de
acetato produzidos quando E. coli é perturbada em seu ambiente pode contribuir para a

elucidacdo da dinadmica populacional das duas espécies em comunidade mista.

Kuznetsova et al. (2013) reportaram a reducdo da producéo de piocianina em trés
linhagens-padréo de P. aeruginosa quando cultivada em cultura mista com a E. coli, atribuindo
esta reducdo a presenca de exoprodutos, sem nomea-los. Entretanto, Chu et al. (2012)
estudaram o crescimento de E. coli em cultura mista, identificando o indol como molécula anti-
qguorum sensing para P. aeruginosa, 0 que garantiu a persisténcia de E. coli no meio. Em
complemento, Lee et al. (2009) demonstraram que o indol, na concentracdo de 1,0 mM inibiu
444 genes de P. aeruginosa, incluindo aqueles que regulam a producéo dos intermediarios da
sintese da piocianina, tais como phzC2, phzD2, phzE2 e phzF2, imprescindiveis na conversao
do acido 5-metilfenazina-1-carboxilico betaina (PCA), em 1-hidroxi-5-metil fenazina, i.e.,
piocianina (MAVRODI et al., 2001).

A biossintese de piocianina € mediada pelo sistema de quorum sensing (QS) via
sistema PQS (MANGWANI et al., 2015). O QS é um mecanismo de sinalizacdo quimica
dependente da densidade celular, utilizado pela P. aeruginosa para garantir, dentre outras
respostas, a estabilidade de sua populacdo em um determinado ambiente sob pressdes de
diferentes naturezas (BRUGER; WALTERS, 2016). Adicionalmente, a piocianina foi descrita
como sinal fisiologico, assumindo o papel de regulador de sensores de quorum sensing,
controlando genes durante a fase estacionaria de P. aeruginosa (DIETRICH et al., 2006). A
participacdo da piocianina como sinalizador molecular em P. aeruginosa foi identificada como
importante fator durante a formacdo e estabilidade de biofilmes (KHARE; ARORA, 2011;
SKARIYACHAN et al., 2018), bem como acredita-se que a piocianina é requerida como
autoindutor da expressao de certas caracteristicas fenotipicas de P. aeruginosa, dentre elas, a
biossintese de agentes tensoativos, favorecendo com isso, a degradacdo de hidrocarbonetos
(DAS; MA, 2013; VIANA et al., 2018).

As interacBes microbianas ocorrem com o intuito de promover a estabilidade das
populacdes no ambiente, garantindo o reconhecimento de substratos, bem como da
transferéncia de informacdes genéticas, resultando uma diversidade de fenotipos (JIMENEZ et
al., 2012; BRAGA et al., 2016). No mundo microbiano, a competi¢cdo é um evento comum e
esperado. No entanto, evidéncias sugerem que as interagdes interespécies sdo fracas, uma vez
que podem ser resolvidas pela separacdo espacial (GHOUL; MITRI, 2016). Para os

microrganismos, o equilibrio entre as populagbes traz muito mais vantagens do que a
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eliminacdo de uma determinada populacdo. Isto talvez reforce e justifique o fato da reducédo da

producdo de piocianina, porém, ndo mais que a metade.

Portanto, atraves de relatos elucidados nesse estudo, pode-se afirmar que E. coli e P.
aeruginosa possuem a capacidade de sintetizar e excretar compostos quimicos que sao capazes
de prejudicar a aderéncia do biofilme caso venha ocorrer uma possivel interacdo entre essas
espécies. Fortalecendo dessa maneira relatos que indicam que E. coli e P. aeruginosa podem
estabelecer uma relagdo de antibiose, onde a E. coli pode sintetizar compostos que inibem o
crescimento da P. aeruginosa e o contréario também se faz verdadeiro, porém, ambas as espécies
ndo visam a deplecdo umas das outras do ambiente em que estdo inseridas (KUSNETSOVA et
al., 2013; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). Resultados esses que nos ajudam a construir
novas estatégias experimentais antiaderéncia, que se mostra como um fator essencial para

contornar o estabelecimento e manutengédo de espécies bacterianas na forma de biofilme.
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6 CONCLUSAO

Nas condicdes estabelecidas e avaliadas por este estudo, os exometabolitos
sintetizados por Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, possuem atividade inibitéria na
interacdo microbiana. Demonstrando que espécies bacterianas possuem a capacidade de
sintetizar e excretar compostos quimicos capazes de atuar em diversos alvos celulares e também
em seu biofilme, porém, esses compostos ndo possuem o intuito de debelar espécies do meio,

apenas visam a inibicdo do seu crescimento, ocasionando assim apenas um efeito bioestéatico.

A piocianina produziu um efeito inibitorio, concentracdo-dependente, sobre as
linhagens de Escherichia coli testadas, além de causar uma interferéncia na adeséo celular dos
isolados a superficie. Resultados observados para as linhagens UFPEDA 224, AV02, AV12 e
AV14.

Os exometaodlitos indol e acetato, produziram efeitos anti Quorum sensing nas
linhagens de Pseudomonas aeruginosa avaliadas, onde as linhagens UFPEDA 416, TGCO02 e
TGCO04 apresentaram variacbes na producdo de piocianina, quando em contato com 0s
exometabolitos. O indol também gerou uma reducdo na adeséo celular das linhagens testadas

no estudo.
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APENDICE B — Curva de calibracéo da piocianina
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