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NOTA

O presente Trabalho de Conclusdo de Curso apresenta-se no formato de artigo
cientifico, conforme previsto no art. 18 da decisdo 02/2013 da Comissdo de Graduagdo do
Curso de Ciéncias Biologicas, a qual regulamenta a atividade de ensino Trabalho de
Conclusdo do Curso de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O
artigo sera submetido ao periddico Memorias do Instituto Oswaldo Cruz e a redagdo segue as
instrugdes para autores do mesmo, as quais se encontram devidamente anexadas ao final do
trabalho. No entanto, decidiu-se por adotar a lingua portuguesa ¢ a numeragdo das paginas

devido a praticidade de leitura e correcdo pelos membros da banca examinadora.
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“Cada metro cubico de terra e de humus é um mundo que
pulula com centenas de milhares dessas criaturas (os
artropodes), representando centenas de espécies. Junto a elas
existem microbios em quantidade e diversidade ainda maiores.
Em um sé grama de terra, ou seja, menos de um punhado,
vivem cerca de 10 bilhées de bactérias, pertencentes a até 6 mil
espécies diferentes.

A vida inteira dos organismos microscdpicos e dos que
mal sdo visiveis para nds se desenrola em espagos que o ser

humano, um dos maiores animais da Terra, costuma ignorar.”

Edward O. Wilson — Bidlogo
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Resumo: O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos conhecidos impulsiona
a busca por novos compostos e por alternativas para o controle de micro-organismos
patogénicos. A prospecgdo de novas moléculas tem sido realizada a partir da microbiota
associada a diversos organismos, entre os quais estdo os artropodes. O objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia da fonte de carbono sobre o potencial de bactérias
associadas ao carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus em produzir
compostos com atividade antibidtica e anti-biofilme. Os resultados demonstram a
capacidade dos isolados em produzir moléculas que interferem no crescimento ¢ na
formacgdo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis, dois
patogenos de importancia médica e veterinaria. A melhor atividade antimicrobiana foi

obtida apds 96h cultivo utilizando glicose na concentracdo de 1,5% como fonte de



carbono para o crescimento dos isolados. Este trabalho demonstra o potencial

biotecnolédgico das bactérias associadas ao carrapato bovino.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus epidermidis; Biofilmes

Bacterianos

Summary: The development of antimicrobial resistance leads to the search for new
compounds and alternatives for control of pathogenic micro-organisms. Novel
molecules have been discovered from the microbiota associated with various organisms,
including arthropods. The aim of this study was to evaluate the influence of carbon
source on the production of antibiotics and anti-biofilm compounds by cattle tick-
associated bacteria. The results show the ability of isolates to produce molecules that
interfere with growth and biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus epidermidis, both pathogens of medical and veterinary importance. The
best antimicrobial activity was obtained after 96 h cultivation using glucose at
concentration of 1.5% as carbon source. This work demonstrates the biotechnological

potential of cattle tick-associated bacteria.
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INTRODUCAO

Biofilmes bacterianos sdo definidos como comunidades de bactérias aderidas de
maneira irreversivel a uma superficie e envoltas por uma matriz de substancias
poliméricas produzidas pela propria comunidade (Worthington et al. 2012). A
agregacdo de bactérias formando biofilmes ¢, atualmente, considerada a forma de vida
mais comum apresentada por esses organismos no ambiente. Além das bactérias, outros
grupos de procariotos como as Arquéias e até mesmo eucariotos como leveduras,
fungos filamentosos e algas unicelulares possuem a capacidade de desenvolver
biofilmes microbianos (Orell et al. 2013).

Micro-organismos vivendo como biofilmes sdo uma grande preocupagdo no
mundo todo em diversos setores como induastria, medicina ¢ saude, alimentagdo, entre
outros. Parte dessa preocupacdo deve-se ao fato da dificuldade de remocdo dos
biofilmes e também a sua resisténcia aumentada aos tratamentos com antibioticos. Essa
resisténcia aos antimicrobianos estd associada a diversos fatores caracteristicos dos
biofilmes, entre eles a protecdo conferida pela matriz de substancia poliméricas
extracelulares (EPS), produzida pelo biofilme, que ¢é responsavel tanto por manter as
células unidas (coesdo), quanto por manter a colonia fixa ao substrato (adesdo) (Simoes
et al. 2010). O controle de biofilmes na area médica ¢ de suma importancia, uma vez
que diversos patdogenos que se apresentam sob esse modo de vida, entre os quais
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, possuem grande recalcitrancia
aos tratamentos com os antibidticos conhecidos e estdo relacionados a diversas
infeccoes em ambientes hospitalares e veterindrios (Breidenstein et al. 2011;

Schoenfelder et al. 2010)



E nessa perspectiva que a procura por novos compostos com atividade
antimicrobiana emerge. Demain & Sanchez (2009) discutem a importincia desta
constante busca por novos antimicrobianos e o papel dos compostos oriundos do
metabolismo secundario de micro-organismos e plantas nesta corrida. Uma das
alternativas ao uso de antimicrobianos convencionais ¢ a prospec¢do de moléculas para
modular a atividade dos biofilmes, porém sem atividade sobre o crescimento celular. O
uso dessas moléculas baseia-se principalmente nos sistemas de comunicagdo presentes
nos biofilmes, entre estes o sistema Quorum Sensing (QS), no qual a comunicagdo
célula-célula dentro do biofilme ¢é realizado por moléculas auto-indutoras como as acil
homoserina lactonas (AHLs) e os peptideos auto-indutores (PAI) (Camilli & Bassler
2006). Diversos estudos tem objetivado a procura por compostos similares a estes com a
finalidade de modular a atividade dos biofilmes microbianos, uma vez que o sistema de
QS tem influéncia sobre a adesdo, a formacdo e a expressdo de fatores de viruléncia

pelo biofilme (Worthington et al. 2012).

A prospeccao destas moléculas bioativas ocorre a partir dos mais diversos
ambientes, entre os quais estd a propria microbiota de outros organismos, como 0s
artropodes. Neste estudo, foi investigada a capacidade de bactérias isoladas de carrapato
bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus em produzir compostos com atividade
sobre Pseudomonas aeruginosa PA14 e Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, dois
patdégenos de importancia médica e veterinaria capazes de apresentar-se na forma de

biofilmes.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Neste estudo, Pseudomonas aeruginosa PA14 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 foram utilizadas como modelos para formacao de biofilme bacteriano. As
bactérias associadas ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram
previamente isoladas do ovario e do o6rgdo de gené dos artropodes por Zimmer et al.
(2013) e identificadas com base no sequenciamento de 16S rRNA como Bacillus

amyloliquefaciens OV12 e Microbacterium testaceum GO18, respectivamente.

Condicoes de cultivo e obtencao do sobrenadante

Todas as cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram cultivadas em meio
solido Luria-Bertani (LB: peptona 10g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 10g/L; agar
10g/L) a 37°C. A produgdo de metabolitos por Bacillus amyloliquefaciens OV12 e
Microbacterium testaceum GO18 foi realizada em cultivo submerso utilizando meio
mineral M63 (de Breij et al. 2010) modificado (KH,PO4 [13,6 g/1]; KoHPO4 [7 g/1];
(NH4)2S04 [2g/1]; MgS04.7H,0 [IM 1mL/L]), suplementado com diferentes fontes de
carbono orgénico (glicose, sacarose, amido, lactose) na concentragdo de 1,5%. Cada
bactéria foi previamente crescida em meio LB por 48h e o indculo foi obtido
resuspendendo as coldnias em solugdo salina estéril 0,9% e ajustando-se a densidade
otica em 0.3 para leitura em 600nm (ODggo) (Epoch Microplate Spectrophotometer -
Biotek). O cultivo foi realizado em frascos erlenmeyer (250 mL) contendo 90 ml de
meio mineral suplementado e 10 mL do in6culo bacteriano, mantidos a temperatura de
37°C, com agitagdo de 150 rpm durante 4 dias. A cada 24h foram coletadas aliquotas e o
sobrenadante foi obtido por centrifugacdo (10.000 rpm/30min), filtrado em membranas

de 0.22 um e congelado para utilizagdo nos ensaios posteriores. Os cultivos aqui



descritos foram conduzidos em duplicata, os controles foram mantidos sob as mesmas
condicdes e formulados apenas com o meio mineral e a respectiva fonte de carbono.

Cinética de crescimento

O crescimento do cultivo bacteriano foi acompanhado em intervalos de 24h
mediante a coleta de 200 pl do cultivo e leitura da absorbancia no comprimento de onda
de 600nm (ODggo) (Epoch Microplate Spectrophotometer-Biotek).

Ensaio de atividade anti-biofilme

Os ensaios de atividade anti-biofilme foram conduzidos em placas de 96 pogos
de poliestireno (Costar 3599 Corning, Inc. NY, USA), de acordo com o protocolo
descrito por Zimmer et al (2013). Pseudomonas aeruginosa PA14 e Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 foram as cepas utilizadas como modelo para formacdo de
biofilme nos ensaios. O ensaio de inibicdo da formacdo de biofilmes foi realizado
adicionando-se 80 ul de suspensdo bacteriana, 40ul de caldo LB e 80 ul do
sobrenadante do cultivo bacteriano a ser testado e incubando para crescimento a 37°C.
Ap6s 24h, o contetido dos pocos foi lavado gentilmente 3 vezes com 200ul de solucdo
salina estéril 0,9%, as bactérias aderidas a superficie do pogo foram fixadas em estufa
por 1h a 60°C e depois coradas com 200pul de cristal violeta por 15 min a temperatura
ambiente. O excesso de corante foi retirado cuidadosamente pela lavagem das placas
em agua corrente e as células aderidas aos pocos foram resuspendidas em etanol 99% e
levadas para leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570nm. Os
controles de formagdo de biofilmes foram feitos usando apenas o meio mineral,
suplementado com as respectivas fontes de carbono, no lugar do sobrenadante dos
cultivos bacterianos. O crescimento celular foi estimado pela diferenga de absorbancia

(600nm) entre o tempo Oh e 24h apo6s a incubacdo. Como controle de crescimento para



Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis foram usados Gentamicina (8
pg/ml) e Rifampicina (8 pg/ml), respectivamente. Todos os ensaios bioldgicos aqui

descritos foram conduzidos em triplicata.

RESULTADOS

O crescimento em diferentes fontes de carbono das bactérias isoladas de
carrapato bovino, previamente identificadas como Bacillus amyloliquefaciens OV12 e
Microbacterium testaceum GO18, estd representado nas figuras 1 e 2. Verificou-se que
ambas apresentaram um crescimento muito superior quando submetidas aos meios de
cultivo suplementados com glicose ou sacarose como fonte de carbono. Com relagdo ao
amido, destacamos que as caracteristicas intrinsecas do substrato, como a turbidez
gerada pelo amido na solucdo, podem ter interferido diretamente nos resultados e,
portanto, decidimos realizar os demais ensaios apenas com os filtrados obtidos a partir
dos cultivos de glicose, sacarose e lactose.

Com relagdo a atividade anti-biofilme apresentada por Bacillus
amyloliquefaciens OV12 sobre Pseudomonas aeruginosa PAl14, observamos que o
filtrado com a melhor atividade foi obtido apds 96h de cultivo na presenca de glicose
como fonte de carbono, reduzindo em mais de 50% a formagdo de biofilme por esta
bactéria patogénica (Figura 3). Para os filtrados de Microbacterium testaceum GOI18,
que foram testados contra Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, os melhores
resultados também foram obtidos utilizando glicose como fonte de carbono e nos
tempos finais do cultivo, uma vez que reduziu em 75% a capacidade de S. epidermidis

de formar de biofilmes (Figura 4).



Com a inteng@o de investigar se a atividade anti-biofilme apresentada estava
relacionada com uma atividade antibidtica, analisamos o crescimento celular das
bactérias apos 24h de cultivo. Os resultados indicam uma reducdo do niimero de células
superior a 50% para Pseudomonas aeruginosa PA14 (Figura 5) e proximo a 70% para
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (Figura 6), quando incubados para
crescimento juntamente com os filtrados de 96h obtidos com glicose como fonte de
carbono dos cultivos de Bacillus amyloliquefaciens OV12 e Microbacterium testaceum

GO18, respectivamente.

DISCUSSAO

Associagdes entre bactérias e artropodes sdo comuns e causam multiplos
impactos sobre o modo de vida do hospedeiro, como altera¢des nas taxas reprodutivas,
na obten¢do de alimento e até mesmo na protecdo do hospedeiro devido a acdo de
metabolitos produzidos pelos simbiontes (Duron & Hurst 2013). Estudos avaliando a
microbiota associada a outras espécies de carrapato descreveram a presenca dos géneros
Bacillus sp. e Microbacterium sp. em diversos estagios de desenvolvimento desses
animais (Rudolf et al. 2009).

Nosso estudo mostra que as bactérias isoladas do carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram capazes de produzir compostos com
atividade inibitoria sobre o crescimento celular que, por consequéncia, interferiu na
formagdo de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis, em
um meio de cultivo quimicamente definido contendo apenas glicose como fonte de
carbono. Esses resultados diferem dos encontrados por Zimmer et al. (2013), que

cultivando os mesmos isolados em um meio complexo (caldo LB peptona 10g/L;



extrato de levedura 5g/L; NaCl 10g/L) demonstraram a atividade anti-biofilme desses
micro-organismos, porém sem efeito sobre o crescimento celular dos patogenos. Neste
sentido, fica evidente que a presenca de glicose induz os micro-organismos a
produzirem moléculas com efeito antibiotico, visto que o meio LB ndo contém glicose
em sua composi¢ao.

A glicose ¢ importante no metabolismo energético de grande parte dos
organismos. O ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
apresenta uma fase parasitaria e uma de vida livre, que inicia com a queda das fémeas
ingurgitadas no solo e segue com a postura dos ovos (Zimmer 2012). A partir dai o
desenvolvimento embrionario do carrapato depende do estoque de nutrientes obtidos
pela fémea durante a fase parasitaria, sendo o sangue bovino a unica fonte de alimento
para o desenvolvimento do carrapato e parte de seus nutrientes sdo transformados e
transferidos para os ovos (Campos et al. 2006). As alteragdes no metabolismo de
carboidratos se relacionam diretamente com mudangas morfologicas no
desenvolvimento de Boophilus microplus (Moraes et al. 2007) ¢ o embrido utiliza a
glicose materna, armazenada na forma de glicogénio nos odcitos, para obtengdo de
energia durante a fase inicial da embriogénese. J& em uma segunda fase ele passa a
utilizar glicose proveniente da gliconeogénese no proprio embrido e aumenta os niveis
de glicose até a eclosdo larval (Guizzo et al. 2012). Sendo assim, € plausivel pensar que
B. amyloliquefaciens OV12 e M. testaceum GO18 produzam antibidticos na presenca
deste carboidrato, uma vez que os mesmos foram isolados de duas estruturas das
fémeas, orgdo de gené e ovarios, as quais estdo diretamente relacionadas com o
desenvolvimento da prole, onde o metabolismo de glicose ¢ imprescindivel. Ainda, a

capacidade de produc¢do de compostos bioativos por estas bactérias associadas ao



carrapato pode estar relacionada com uma estratégia de defesa do organismo durante a
fase de vida livre, onde as ameagas € 0 contato com 0s micro-organismos presentes no
solo, como bactérias do género Pseudomonas, aumentam.

Recentemente, estudos tém descrito compostos com capacidade de interferir na
adesdo celular bacteriana e na formacdo de biofilmes e que também apresentam acao
sobre o crescimento celular. Schillaci et al. (2009) descreve a acdo de um composto
isolado do organismo marinho Paracentrotus lividus que apresenta atividade
antimicrobiana sobre células planctonicas de Staphylococcus epidermidis ¢ o mesmo
composto, quando aplicado em concentragdes subinibitorias, foi capaz de inibir a
formag@o de biofilmes pela mesma cepa. Trentin et al. (2013) demonstrou que atividade
de taninos sobre a formagdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa pode estar
relacionada ao efeito bacteriostatico apresentado por esses compostos.

Com relagdo a producdo de biomoléculas com atividade sobre o crescimento e a
formag@o de biofilme obtida neste estudo, verificamos uma forte influéncia da fonte de
carbono escolhida para suplementar o meio de cultivo. As cepas de B.
amyloliquefaciens OV12 e M. testaceum GO18 apresentaram elevado crescimento
durante cultivo submerso quando a fonte de carbono disponivel era glicose ou sacarose
em comparagdo com os demais carboidratos fornecidos (Figuras 1 e 2). Porém, as
melhores atividades sobre o crescimento e formagdo de biofilme das bactérias
patogénicas apresentadas por Bacillus e Microbaterium foram obtidas na presenca de
glicose (Figuras 4 e 5), que curiosamente ¢ considerado como interferente na producao
de diversos antibidticos (Sanchez et al. 2010). Além dos nutrientes, outros fatores
influenciam a produgdo de moléculas com atividade bioldgica por micro-organismos,

como disponibilidade de precursores, indugdo por enzimas e taxa de crescimento.
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Nossos resultados evidenciam que a melhor produtividade foi alcangada apds 96h de
cultivo, de acordo com Demain (1998), que relaciona a produgdo de metabdlitos
secundarios a baixas taxas de crescimento, o que ocorre depois do consumo de grande
parte do nutriente disponivel no meio, a partir da fase estacionaria de crescimento.
Recorrendo a literatura, € possivel confirmar que B. amyloliquefaciens ¢ descrito
como produtor de diversos compostos bioativos. He et al. (2013) demonstra a influéncia
das condig¢des de cultivo sobre o acimulo e a produtividade de macrolideos ¢ Yuan et
al. (2012) relata seu potencial de atuar como agente de biocontrole sobre diversos
patogenos associados a plantas. Yin et al. (2010) constataram a presenca de um gene
responsavel pela produgdo de AHL-lactonases, fato que demonstra a possibilidade desse
micro-organismo em interferir no sistema QS mediado pelas N-acylhomoserina

lactonas, amplamente utilizado por bactérias Gram-negativas.

Ja M. testaceum tem sua presenga geralmente associada a plantas e ao solo, com
forte influéncia sobre a microbiota presente nesses substratos. A interferéncia da fonte
de carbono na producdo de substancias com atividade antimicrobiana por essa bactéria
foi descrita por Dikin et al. (2007) e, recentemente, Morohoshi et al. (2009) e Wang et
al. (2010) mostraram que esse micro-organismo também ¢ capaz de degradar N-

acylhomoserina lactonas.

Nosso estudo refor¢a a capacidade destes micro-organismos em produzir
compostos com atividade antimicrobiana e demonstra o potencial biotecnologico, bem
como a diversidade metabodlica - que pode ser alcancada pela variagdo no meio de

producdo - das bactérias associadas ao carrapato bovino.
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ANEXO 1 - Figuras

Cultivo Bacillus amyloliquefaciens OV12
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Figura 1 — Crescimento celular (OD 600nm) do cultivo de Bacillus amyloliquefaciens OV12 em
diferentes fontes de carbono. Os valores representam as médias e os desvios padrdao dos

cultivos conduzidos em duplicata.

Cultivo Microbacterium testaceum GO18
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Figura 2 - Crescimento celular (OD 600nm) do cultivo de Microbacterium testaceum GO18 em
diferentes fontes de carbono. Os valores representam as médias e os desvios padrdo dos

cultivos conduzidos em duplicata.
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Formacdo de biofilme por P. aeruginosa
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Figura 3 — Formagao de biofilme (%) por P. aeruginosa (eixo Y) frente aos filtrados brutos do
cultivo de Bacillus amyloliquefaciens OV12 obtidos em diferentes tempos de cultivo (eixo X)
e distintas fontes de carbono. Os valores representam a média e o desvio padrdao de 03
ensaios independentes. * indica diferenca significativa em relagdo aos controles de formagdo
de biofilme (teste-t de Student, p < 0,05).
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Formacaode biofilme de S. epidermidis
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Figura 4 — Formagao de biofilme (%) por S. epidermidis (eixo Y) frente aos filtrados brutos do
cultivo de Microbacterium testaceum GO18 obtidos em diferentes tempos de cultivo (eixo X)
e distintas fontes de carbono. Os valores representam a média e o desvio padrdao de 03
ensaios independentes. * indica diferenca significativa em relagdo aos controles de formagao
de biofilme (teste-t de Student, p < 0,05).
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Figura 5 — Efeito dos filtrados do cultivo de Bacillus amyloliquefaciens OV12, obtidos em
diferentes tempos e fontes de carbono, sobre o crescimento celular (OD 600nm) de
P.aeruginosa. (C) = indica o controle para cada tratamento. CA = gentamicina (8 pg ml). Os
valores representam a média e o desvio padrdo de 03 ensaios independentes. * indica

diferenca significativa em relagdo aos controles (C) (teste-t de Student, p < 0,05).
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Crescimento Celularde S. epidermidis
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Figura 6 — Efeito dos filtrados do cultivo de Microbacterium testaceum GO18, obtidos em
diferentes tempos e fontes de carbono, sobre o crescimento celular (OD 600nm) de S.
epidermidis. (C) = indica o controle para cada tratamento. CA = rifampicina (8 pg ml). Os
valores representam a média e o desvio padrdo de 03 ensaios independentes. * indica
diferenca significativa em relagdo aos controles (C) (teste-t de Student, p < 0,05).
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