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RESUMO

Contaminacdes alimentares podem ser consideradas as causas mais
significativas de mortalidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo
as infec¢Bes bacterianas as responsaveis pela maioria dos casos. Dentre elas
destacam-se as causadas por espécies de Staphylococcus, que sao nocivas tanto
pela infeccdo do organismo hospedeiro, quanto pela intoxicacdo por enterotoxinas
termoestaveis presentes em alimentos contaminados e mal acondicionados. Neste
contexto, nota-se a importancia do desenvolvimento de novos métodos para o
controle destes agentes patogénicos. Uma alternativa ao emprego de conservantes
sintéticos € a utilizacdo de biossurfatantes, como os ramnolipideos (RL) que, além
de apresentarem alta estabilidade a temperatura, pH e concentracdo salina,
apresentam baixa toxicidade e sdo biodegradaveis. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana dos RL sobre culturas de Staphylococcus aureus
(ATCC 8095, ATCC 25923 e cepa campo) em diferentes valores de pH (5, 6, 7 e 8).
A atividade antimicrobiana foi avaliada pela determinacdo da concentragao inibitoria
minima (CIM) e da concentracdo bactericida minima (CBM) utilizando a técnica de
microdiluicdo em caldo. O pH mostrou efeito significativo sobre a atividade
antimicrobiana. Em pH 5, a concentracédo de 19,6 mg L™ de RL mostrou efeito
bactericida, frente as linhagens ATCC 8095 e ATCC 25923 e de 78,1 mg L™ para a
cepa campo. Em pH 6, os RL mostraram efeito bacteriostéatico frente a ATCC 8095
e ATCC 25923 com CIM de 39,1 mg L™ e bactericida em concentracdo igual a 2500
mg L™. Concentragcbes muito maiores foram necessérias para obter-se 0 mesmo
nivel de inibicdo em pH 7 comparado ao pH 6. Em pH 8 ndo obteve-se inibicao
dentro do intervalo de concentracdes estudado. Analises espectrofotométricas de
FTIR mostraram alteracdes em fosfolipideos e proteinas que foram evidenciadas
pelo deslocamento de bandas caracteristicas destes grupos, sugerindo que os RL

promovem desestabilizacdo das interacfes destes na bicamada fosfolipidica.

Palavras-chave: atividade atimicrobiana, biossurfatantes, pH ramnolipideos,

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Food contamination can be considered one of the most significant causes of
mortality in developed and developing countries, and bacterial infections are
responsible for most cases. Among them are those caused by Staphylococcus
species, which are harmful both due to infection of the host organism or intoxication
by the thermostable enterotoxins present in contaminated and poorly conditioning
food. In this context, it is important to develop new methods aiming to control
pathogens growth. An alternative to the use of synthetic preservatives are the
biosurfactants such as rhamnolipids (RL), which show high stability to temperature,
pH and salt concentration, have low toxicity and are biodegradable. The objective of
this study was to evaluate the antimicrobial activity of rhamnolipids against
Staphylococcus aureus strains (ATCC 8095, ATCC 25923 and cepa campo) at
different pH values (5, 6, 7 and 8). Antimicrobial activity was measured by minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) using
micro broth dilution technique. The pH revealed to have significant influence at the
RL antimicrobial activity. At pH 5, RL in the concentration of 19.6 mg L™ or greater is
bactericide against ATCC 8095 and ATCC 25923 strains and 78.1 mg L™ are
required for cepa campo . At pH 6, the RL present bacteriostatic for ATCC 8095 and
ATCC 25923 showing MIC of 39.1 mg L™ and MBC at 2500 mg L™. Highest
concentrations are needed to reach the same level of inhibition in pH 7, if compared
to pH 6. At pH 8 there is no observed inhibition within the concentration range
studied. FTIR analysis showed modifications in phospholipids and proteins indicated
by the shift of these groups characteristic bands; suggesting that RL are involved in

destabilization of interactions in the phospholipid bilayer.

Keywords: antimicrobial activity, biosurfactants, pH, rhamnolipids,

Staphylococcus aureus.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC - american type culture collection (colecéo de cultura americana);

CBM — concentracéo bactericida minima;

CIM — concentragéo inibitéria minima;

DO - densidade otica;

FTIR — Fourier transform infrared (infravermelho com transformada de
Fourier);

MTT - brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio;

RL — ramnolipideo(s) (diRL: di-ramnolipideo e monoRL: mono-ramnolipideo);

TSA — tryptone soya agar (agar triptona de soja);

TSB — tryptone soya broth (caldo triptona de soja);

TSYEA - tryptone soya yeast extract agar (4gar triptona de soja e extrato de
levedura);

TSYEB - tryptone soya yeast extract broth (caldo triptona de soja e extrato de
levedura);

UFC — unidade formadora de colonias;

YE - yeast extract (extrato de levedura).
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1 INTRODUCAO

IntoxicacOes alimentares sdo foco de grande preocupacao no ambito da saude
publica, podendo ser consideradas uma das mais significativas causas de
morbimortalidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (BEHRMAN et
al., 1995). Nos EUA estima-se que ocorra por ano cerca de 76 milhdes de episodios
de doencas relacionadas a intoxicacdes alimentares, 325 mil hospitalizacdes e 5 mil
mortes (MEAD et al., 1999). No Brasil, de acordo com o Sistema de Informacéo
sobre Mortalidade (SIM), ha ocorréncia de uma média de 6.320 6bitos/ano (BRASIL,
2005).

As infeccbes bacterianas sdo responsaveis pela maioria dos casos de
intoxicacdes alimentares (KARRARAS, 2000). Dentre elas se destacam as causadas
pelas espécies do género Staphylococcus. Esse género de bactéria apresenta a
caracteristica de produzir enterotoxinas que sao termoestaveis e dificeis de serem
eliminadas. Uma vez contaminado por essas toxinas, o alimento, se ingerido, pode
causar uma série de complicacBes gastrointestinais podendo evoluir para quadros
mais severos. Neste contexto, nota-se a importancia de serem desenvolvidas novas
tecnologias para o controle desses agentes patogénicos.

Uma alternativa promissora na industria alimenticia para o controle de
microrganismos patdgenos é a utilizacdo de biossurfatantes, em detrimento aos
convencionais surfatantes sintéticos, pois os consumidores atuais estdo ndo apenas
se preocupando cada vez mais com o risco de intoxicacdes alimentares, como
também com a seguranca dos aditivos incorporados nos alimentos que irdo
consumir (IBRAHIM; YANG, 2008).

Uma ampla variedade de biossurfatantes vem demonstrando atividade
antimicrobiana, porém, atualmente a classe mais promissora € a dos ramnolipideos
(RL) produzidos por P. aeruginosa. Os RL apresentam baixa toxicidade, sao
biodegradaveis e considerados seguros para consumo; e seu uso em alimentos,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos foi aprovado pela U.S. Environmental
Protection Agency (NITSCHKE; COSTA, 2007).

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos RL ainda n&o foi elucidado

completamente, porém, por se tratar de moléculas com poder tensoativo, sabe-se



gue exercem agdo nos componentes de membrana celulares (NITSCHKE et al.,
2013).

O pH dos alimentos exerce grande influéncia no crescimento e viabilidade de
células microbianas. Cada espécie apresenta um intervalo de pH 6timo para seu
crescimento, sendo o de 6,5 a 7,5 para a grande maioria das bactérias, porém as
Gram-positivas, como o S. aureus, podem continuar viaveis em um intervalo que
varia de 4,5 a 8,5. Neste intervalo enquadram-se os alimentos classificados como de
baixa acidez: carnes e derivados, peixe, leite, ovo e a maioria dos vegetais (RAY,
2000), os mais frequentemente contaminados pelo patégeno. Pouco se sabe acerca
da influéncia de fatores intrinsecos sobre a atividade antimicrobiana dos RL; sendo o
pH um dos fatores importantes visando aplicacdo de RL em alimentos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia do pH na acao
antimicrobiana dos RL, principalmente dentro do intervalo no qual ha maior indice de

contaminacéo (5 a 8), frente a S. aureus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Staphylococcus aureus

Estafilococos foram primeiramente isolados de um ferimento purulento e
descritos por Robert Koch em 1878. Posteriormente, em 1880, o médico escocés
Alexander Ogston atribuiu a denominacéo de staphylo ao género que significa cacho
de uvas em grego e evidenciou sua patogenicidade para cobaias de camundongos.
Em 1884, Rosenbach admitiu duas espécies que as chamou de “aureus” e “albus”,
relacionando a presenca de pigmentos (GUERREIRO, 1984).

Estafilococos séo células esféricas com 0,5 — 1,5 um de didametro, apresentam-
se em arranjos individuais, aos pares, em tétrades, em cadeias curtas (3-4 células) e
em agrupamentos irregulares caracteristicos, em formato semelhante a cachos de
uva (Figura 1). Sdo Gram-positivos, iméveis, ndo esporulados, constantemente nao
capsulados ou com uma formacéo limitada de capsula. Apresentam parede celular
constituida de peptideoglicano e &cido teicdico. Sdo aerobios ou anaerébios
facultativos, quimiorganotréficos com metabolismo respiratério e fermentativo.
Normalmente sdo catalase-positivos e oxidase-negativos. As colbnias sao
geralmente opacas, podendo variar sua coloracdo do branco ao laranja. Geralmente
sao halotolerantes, crescendo em meios com até 10% de sal (NaCl), e a temperatura
otima de crescimento varia entre 30 e 37°C (WHITMAN et al., 2012). Podem crescer
na faixa de pH entre 4 e 9,8 com o 6timo entre 6 e 7 (FRANCO, 2008).

Figura 1- Microscopia de S. aureus, A) microscopia Otica (ampliacdo 1000x) e B)
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (ampliacdo 20000x).
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Fonte: <http://www.bacteriainphotos.com/staph.html> Acessado: 12/05/2016.
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Este género esta distribuido, principalmente na pele e mucosas de vertebrados
de sangue quente, mas também pode ser isolado em produtos alimentares, em
particulas de poeira e na agua. Algumas espécies sdo patdégenas oportunistas de
alguns animais, inclusive do ser humano, sendo a espécie aureus a mais tipica
(SANTOS, 2007).

Os mecanismos de patogenicidade atribuidos a S. aureus estdo relacionados
aos fatores de viruléncia como toxinas, enzimas e outras proteinas associadas a
membrana celular, mediadas por genes plasmidiais ou cromossémicos que
combinados conduzem a doenca (PEREIRA; SIQUEIRA JUNIOR, 1995).

S. aureus pode ser prejudicial a saude tanto por sua capacidade de
multiplicacdo e disseminacdo ampla nos tecidos, como pela producdo de
substancias extracelulares como as enterotoxinas, que sdo causas importantes de
intoxicacdes alimentares. Estas toxinas s&o produzidas principalmente quando
certas cepas de S. aureus crescem em alimentos, contendo carboidratos e proteinas
(FRAZIER; WESTHOFF, 1988).

A toxina estafilocécica pertence ao segundo grupo de toxinas mais bem
estudadas nas intoxicacdes alimentares. S. aureus € capaz de produzir uma
variedade de toxinas, sendo as principais as do tipo A, B, C1, C3, D e E (FRANKER,
1990), sendo as toxinas do tipo A e D as mais relacionadas as intoxicacdes. Estas
toxinas séo polipeptideos de cadeia curta (28 a 35 KDa) e Unica, compostas por uma
guantidade elevada de lisina, tirosina, acido aspartico e acido glutamico; contém
uma ponte dissulfeto ligada préximo ao centro da molécula, isso lhes conferem a
caracteristica de serem termoestaveis e apresentarem estabilidade em pH extremos
e radiacdo; logo, uma vez contaminado, é dificil eliminar a toxina do alimento
(ACHENSON, 2000); além disso, quando ingeridas ndo sdo degradadas pelas
proteases digestivas (ADAMS; MOSS, 2002)

Diferentemente das células bacterianas que sdo termolabeis, facilmente
eliminadas por processos de cozimento, as enterotoxinas sdo termoestaveis e
resistentes a temperaturas elevadas (FREITAS; MAGALHAES, 1990), por isso,
guando se trata de S. aureus as intoxicagdes sao mais recorrentes que as infeccoes.

S&o0 agentes comuns da intoxicacéo estafilocécica carnes cozidas, saladas de
batata, atum, frango, leite e seus derivados, assim como alimentos que utilizam leite
em sua composi¢ao, como cremes e tortas. Por ser uma bactéria halotolerante tanto

para NaCl quanto para nitratos, carnes curadas, como presuntos, também sao
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veiculos potenciais para estas bactérias. A contaminagcdo de queijos ja causou
varios surtos tanto antes como depois do advento do emprego do leite pasteurizado
na sua fabricacdo. Neste Ultimo caso, pode ocorrer contaminacdo poés-
processamento ou na utilizagdo de fermentos (starters) contaminados por S. aureus
(FRANCO, 2008).

A doenca gerada pela intoxicagdo causada por S. aureus denomina-se
gastroenterite estafilococica. Seus principais sintomas sdo nauseas, vOmitos,
contracdes abdominais, diarreia, sudorese e cefaleia, que podem durar de um a dois
dias, podendo evoluir para quadros mais severos, dependendo da susceptibilidade
do individuo (BALABAM, 2000).

No caso das enterotoxinas, acredita-se serem necessarias entre 10° e 10°
unidades formadoras de colbnias (UFC) de S. aureus por grama do alimento para
que a toxina seja formada em niveis capazes de provocar intoxicacdo. Como,
normalmente, a bactéria encontra-se presente em numeros baixos, é preciso que
ocorra a sua multiplicacdo (FRANCO, 2008). Ao controlar-se, portanto, fatores que
afetam o crescimento do patégeno, controlar-se-a também a producdo de

enterotoxinas, assim como 0s surtos de intoxicacao.

2.2 Ramnolipideos

Os ramnolipideos (RL) enquadram-se na classificacdo de biossurfatantes
glicolipidicos. Surfatantes sdo compostos quimicos que apresentam atividade
superficial, isto é, possuem predilecdo por interfaces de polaridades dissimilares e
sdo soluveis em solventes de ambas as polaridades. Esta propriedade advém de
suas estruturas anfifilicas (ou anfipaticas) que apresentam ao menos uma regido
hidrofébica e outra hidrofilica (DESAI; BANAT, 1997).

Biossurfatantes sao surfatantes de origem biolégica. Alguns microrganismos
sdo conhecidos como produtores de biossurfatantes, como bactérias, leveduras e
fungos. A porcdo hidrofilica dos biossurfatantes € normalmente composta por
sacarideos, aminoacidos ou grupos funcionais polares como acidos carboxilicos. A

parte hidrofébica é tipicamente uma cadeia hidrocarbonica alifatica (LANG;
WULLBRANDT, 1999).
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Os RL sé&o principalmente produzidos por Pseudomonas aeruginosa, e
apresentam-se como uma mistura de homélogos que diferem entre si pelo nimero
de moléculas de ramnose, que constituem sua porcao hidrofilica; e pelo tamanho
das cadeias de acidos graxos que formam a porcéo hidrofobica do composto (LANG;
WULLBRANDT, 1999).

Os homdélogos de maior predominéancia nas misturas de RL sdo os mono
(monoRL) e di-ramnolipideos (diRL), o primeiro formado por uma ramnose ligada a
duas moléculas de acido B-hidroxidecanoico; e o segundo constituidos por duas
ramnoses ligadas a duas moléculas de acido [-hidroxidecandico (Figura 2)
(NITSCHKE et al., 2011).

Figura 2- Estrutura quimica dos RL. A) mono-ramnolipideo (a-L-ramnopiranosil-
B-hydroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e B) di-ramnolipideo (a-L-ramnopiranosil-a-L-

ramnopiranosil-B-hydroxidecanoil-B-hidroxidecanoato).
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Os RL possuem as duas principais propriedades que um surfatante pode
apresentar, que é a forte atividade superficial e a auto-interagdo em agua, podendo
formar micelas, vesiculas e bicamadas dependendo do pH, concentracdo e
presenca de eletrdlitos da solucdo. Com isso, podem encapsular tanto compostos
polares em seu centro aquoso quanto compostos apolares em sua regido inter-
bicamada. Entretanto, apesar do importante efeito que os RL podem apresentar
sobre as membranas celulares, muito pouco é conhecido sobre seu mecanismo de
acao, principalmente no que diz respeito a interacées moleculares ramnolipideos-
fosfolipidios (HABA et al., 2014).

RL séo acidos fracos devido a presenca de um grupo carboxilico e apresentam
concentracdo micelar critica (CMC) dependente do ambiente quimico em que se
encontra, sendo reportado entre 50 a 200 mg L™ (SANCHEZ et al., 2007). Em seu
estudo Aranda e cols. (2007) demonstraram por meio da determinagdo da tensao
superficial que a CMC de diRL purificado é de 71,5 mg L™.

A forte atividade superficial, a presenca de varios congéneres de RL e a
dependéncia da morfologia de agregacdo de RL com o pH faz com que a
determinacdo precisa do pKa para estes sistemas seja dificultada (HABA et al.,
2014). Ishigami e cols. (1987) em seu estudo determinaram o pKa de RL como
sendo de 5,6. Porém estudos mais recentes, demonstraram por meio de varias
técnicas e em condicbes variadas de analise, que o pKa de RL é compreendido
dentro de um intervalo de 4,28 a 5,50 (HABA et al., 2014).

Alguns estudos mostraram a atividade antimicrobiana dos RL sobre diversos
microrganismos incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e
leveduras (HABA et al., 2003; ABALOS et al., 2001). Sabe-se que a membrana
citoplasmatica € o primeiro alvo de dano celular causado por surfatantes (NIELSEN
et al., 2005). Sotirova e cols. (2008), analisando o extravasamento de proteinas de
células bacterianas tratadas com RL, atribuiu ao biossurfatante a caracteristica de
permeabilizador de membrana, ou seja, os RL provavelmente formam agregados
moleculares na superficie da membrana celular, promovendo a formag&o de poros
transmembrana que servem como canais para o periplasma. Em adicdo, a interacéo
dos RL com proteinas de superficie pode causar uma remocao direta destas
proteinas por solubilizagcdo (SOTIROVA et al.,, 2008). O mesmo autor constatou

também, por meio de microscopia eletrénica de varredura, que a acdo dos RL altera
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o formato das células, por causar cavidades de diferentes formas e tamanhos na

membrana celular.

2.3 Acao antimicrobiana e resisténcia a antimicrobianos

O controle microbiano pode ser feito por meio de agentes fisicos como calor
radiacdo e filtracdo, e por agentes quimicos. Um agente antimicrobiano € um
composto quimico natural ou sintético que elimina ou inibe o crescimento
microbiano. Agentes que matam organismos sao frequentemente denominados
agentes cidas e os que inibem, staticos. Os agentes antimicrobianos podem ser
classificados como bacteriostaticos, bactericidas e bacteroliticos, de acordo com o0s
efeitos observados em uma cultura bacteriana. Agentes bacteriostaticos
frequentemente inibem a sintese proteica, devido a sua ligagdo aos ribossomos.
Quando a concentracdo do agente € diminuida, ele € liberado do ribossomo e o
crescimento € restabelecido. Muitos antibiéticos atuam por esse mecanismo
(MADIGAN; MARTINKO, 2006).

Agentes bactericidas ligam-se fortemente a seus alvos celulares e ndo sao
removidos pela diluicdo, promovendo a morte celular. As células mortas, no entanto
ndo sdo destruidas e o numero total de células mantém-se constantes. Alguns
bactericidas sdo também bacterioliticos, matando as células devido a lise e liberacédo
do conteudo citoplasmatico (MADIGAN; MARTINKO, 2006).

A membrana plasmética de um microrganismo, localizada no interior da parede
celular, € o alvo de muitos agentes de controle microbiano. Essa membrana regula
ativamente a passagem de nutrientes para o interior da célula e a eliminagéo celular
de dejetos. Danos aos lipideos ou proteinas da membrana plasmatica por agentes
antimicrobianos causam extravasamento do contetdo celular no meio circundante e
interferem no crescimento da célula (TORTORA et al., 2005).

Para serem eficazes os antimicrobianos devem apresentar uma série de
propriedades para sobrepujar as estratégias que as bactérias utilizam para evitar a
acdo destes: 1-devem alcancar os alvos moleculares, que sao primariamente
intracelulares. Para isso, o0 antimicrobiano, em quantidades suficientes, precisa
ultrapassar a membrana celular bacteriana; 2-devem interagir com uma molécula

alvo de modo a desencadear a morte da bactéria; 3-devem evitar a acdo das
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bombas de efluxo que jogam os atimicrobianos para fora da célula bacteriana; 4-
devem evitar a inativacdo por enzimas capazes de modificar o antimicrobiano no
ambiente extracelular ou no interior da célula (JACOBY, 2005).

Com frequéncia bactérias utilizam mais de uma estratégia para evitar a acao
dos antimicrobianos; assim, a acdo conjunta de multiplos mecanismos pode produzir
um acentuado aumento da resisténcia aos antimicrobianos. A resisténcia a
determinado antimicrobiano pode constituir uma propriedade intrinseca de uma
espécie bacteriana ou uma capacidade adquirida. Para adquirir resisténcia, a
bactéria deve alterar seu material genético, que ocorre de duas formas: inducdo de
mutacdo no DNA nativo e introducdo de um DNA estranho (genes de resisténcia)
que podem ser transferidos entre géneros ou espécies diferentes de bactérias
(LIVERMORE et al., 2001).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos sao

descrito por Livermore e cols. (2001) como sendo 4 (ilustrados na Figura 3):

1- Alteracéo de permeabilidade

A permeabilidade limitada constitui uma propriedade da membrana celular
externa de lipopolissacarideo das bactérias Gram-negativas. A permeabilidade
dessa membrana reside na presenca de proteinas especiais, as porinas, que
estabelecem canais especificos pelos quais as substancias podem passar para o

espaco periplasmatico e, em seguida, para o interior da célula.

2- Alteracao do sitio de agcdo do antimicrobiano

A alteracdo do local-alvo onde atua determinado antimicrobiano, de modo a
impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui um dos
mais importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem adquirir um gene
gue codifica um novo produto resistente ao antibiotico, substituindo o alvo original. S.
aureus resistente a oxacilina e estafilococos coagulase-negativos adquiriram o gene
cromossémico Mec A e produzem uma proteina de ligacdo da penicilina (PBP ou
PLP) resistente aos [B-lactamicos, denominada 2a ou 2', que € suficiente para
manter a integridade da parede celular durante o crescimento, quando outras PBPs
essenciais sdo inativadas por antibimicrobianos B-lactamicos. Alternativamente, um
gene recém-adquirido pode atuar para modificar um alvo, tomando-o menos

vulneravel a determinado antimicrobiano. Assim, um gene transportado por
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plasmideo ou por transposon codifica uma enzima que inativa os alvos ou altera a

ligagéo dos antimicrobianos como ocorre com eritromicina e clindamicina.

3- Bomba de efluxo
O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o
extracelular, isto €, o seu efluxo ativo, produz resisténcia bacteriana a determinados

antimicrobianos.

4- Mecanismo enziméatico

O mecanismo de resisténcia bacteriano mais importante e freqlente € a
degradagao do antimicrobiano por enzimas. As B-lactamases hidrolisam a ligacéo
amida do anel beta-lactadmico, destruindo, assim, o local onde os antimicrobianos (3-
lactamicos ligam-se as PBPs bacterianas e através do qual exercem seu efeito
antibacteriano. Foram descritas numerosas [-lactamases diferentes. Essas enzimas
sdo codificadas em cromossomos ou sitios extracromossdmicos através de
plasmideos ou transposons, podendo ser produzidas de modo constitutivo ou ser
induzido. A resisténcia quase universal de S. aureus a penicilina € mediada por uma

B-lactamase induzivel, codificada por plasmideo.

Figura 3- llustracdo esquematica dos mecanismos de resisténcia bacteriana.

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM o o ATM
oATM
ATM | BOMBA DE EFLUXO)
parede <@
bacteriana ATM X = — !- ¢
p— i , N ATM
- RN, &
- X plasmideo
membrana ;/’ 2 : # Y
bactoria
BTN 2 célula bacteriana A gones de
? -, resisténcia
&
ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERAGAO DO SiTIO DE AGAO)
Fonte:

<http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/oopa_web/mo

dulo3/mec_animacao.htm> Acessado: 13/05/2016.
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2.4 Métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana

2.4.1 Método de diluicdo em caldo

A técnica de microdiluicio em caldo € uma adaptacdo da macrodiluicdo em
caldo. E denominada de “micro” porque os testes sdo realizados em volumes
reduzidos em pequenos pog¢os de uma placa que contém 96 deles.

O método de diluicdo em caldo é empregado para determinar a concentracédo
minima de um agente necessaria para inibir ou matar um microrganismo. Os
agentes antimicrobianos sdo geralmente testados em diluicbes consecutivas, e a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de um organismo € considerada
como a concentracdo inibitéria minima (CIM) (MURRAY, 1999). As CIMs sao
consideradas excelentes ferramentas para determinar a suscetibilidade dos
microrganismos aos antimicrobianos e, portanto usadas para julgar o desempenho
de todos os outros métodos de susceptibilidade (ANDREWS, 2001).

Os fatores primarios que influenciam nos valores de CIM no método de diluigdo
em caldo sdo 0s mesmos tanto para a técnica de macrodiluichio como para a
microdiluicdo, ou seja, a sensibilidade do organismo, o diluente utilizado, o estagio e
a taxa de crescimento bacteriano (CHIRISTOFILOGIANNIS, 2000).

A leitura dos resultados pode ser feita tanto por meio de uma leitora de
microplacas como visualmente com o auxilio de um indicador de viabilidade celular.
Este indicador pode ser o sal brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) que muda de coloracdo do amarelo para o violeta (MTT-formazana) quando é
reduzido por enzimas metabdlicas presentes apenas em células viaveis (Figura 4)
(MOSMANN, 1983).
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Figura 4- Reacdo de reducdo do MTT (amarelo) para MTT-formazana (violeta).
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O material celular presente nos pocos em que ndo houve crescimento
microbiano pode ser cultivado em meio solido livre da droga para determinar a
concentracdo bactericida minima (CBM). A menor concentracdo testada em que nao

houve crescimento microbiano € denominada CBM (TORTORA et al., 2005).

2.4.2 Espectroscopia naregiao do infravermelho

A regido do infravermelho no espectro estende-se desde a regiao do visivel até
a regido das microondas. A caracteristica basica desta regido é que sua radiacao é
originada de emissdes térmicas de uma fonte aquecida. Convencionalmente é
medida em nimeros de onda (cm™) que vai de 10 até 10000 cm™, porém, a regido
de maior interesse fica entre 400 a 4000 cm™ (NAUMANN, 2000).

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) de
bactérias sdo padroes semelhantes a impressdes digitais que sao altamente
reprodutiveis e caracteristicos de cada bactéria. Eles mostram contornos gerais e
complexos ao invés de picos distintos (NAUMANN et al., 1988a). Isto significa que a
maioria da informacdo estad oculta por tras das bandas do espectro. Desde que
células intactas sdo analisadas, o espectro de FTIR de bactérias sdo imagens que
dao informacdes sobre a composicdo quimica total da célula (proteinas, membranas,
parede celular, acidos nucléicos, etc) (HELM et al., 1990).

O espectro de infravermelho de células microbianas intactas fornece
informacdes altamente especificas, as quais sdo usadas para diferenciar, classificar
e identificar diversas espécies e linhagens microbianas. A analise no infravermelho
de microrganismos também é (til na deteccéo in situ de componentes intracelular ou

estruturas como corpos de inclusdo, compostos de armazenamento, e end0sporos;
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no monitoramento e quantificacdo do gas carbénico metabdlico liberado em resposta
a varios substratos diferentes; e na caracterizacdo da interacdo célula-droga
(NAUMANN, 2000).

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) tem sido recentemente usada para identificar e diferenciar microrganismos
quanto a espécies e até mesmo quanto a linhagens com base nos dados espectrais.
Alguns estudos demonstram o emprego do FTIR no estudo de danos causados em
bactérias por varios fatores como aquecimento ou resfriamento, aplicacdo de
ultrassom e tratamento quimico (AL-QADIRI et al., 2008 a/b; LIN et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do pH no potencial antimicrobiano de ramnolipideos sobre
linhagens de Staphylococcus aureus.

3.1 Objetivos especificos

- Determinar as concentragfes inibitérias minimas e as concentracdes
bactericidas minimas de ramnolipideos sobre as linhagens de S. aureus em
diferentes valores de pH.

- Observar a acao dos ramnolipideos sobre o crescimento microbiano por meio
da construcéo de curvas de sobrevivéncia.

- Avaliar a acdo do biossurfatante sobre as linhagens de S. aureus por meio de

espectroscopia na regiao do infravermelho.
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4 METODOLOGIA
4.1 Meios de cultura

O meio de cultura liquido utilizado foi o TSYEB preparado na propor¢édo de 3 g :
0,6 g : 100 mL (TSB: YE: 4gua destilada). Os meios com pH de (6,0; 7,0 e 8,0) £ 0,2
foram ajustados com tampéo fosfato. O meio de pH 5,0 £ 0,2 foi ajustado com
solucées de HCl e NaOH 0,2 mol L™,

O meio solido utilizado foi o TSYEA preparado na proporgédo de 40 g : 6 g :
1000 mL (TSA : YE : agua destilada) e pH ajustado com solu¢cdes de HCI e NaOH
0,2 mol L* para 7,3 +0,2.

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 min.

4.2 Tampéo fosfato

Para o ajuste do pH desejado utilizou-se uma mistura das solu¢des de fosfato
de soédio monobasico (NaH,PO,) 0,1 mol L (A) e fosfato de sédio dibasico
(Na,HPO,4) 0,1 mol L™ (B) nas proporcdes da Tabela 1. Completou-se o volume para
200 mL com agua destilada e ajustou-se para o pH desejado com solucfes de HCl e
NaOH 0,2 mol L™

Tabela 1. Proporcgdes das solucdes de fosfato para tamponamento dos meios.

pH 6,0 7,0 8,0
A (mL) 86,8 39,0 5,3
B (mL) 13,2 61,0 94,7

4.3 Microrganismos

Foram utilizadas 3 linhagens de S. aureus: ATCC 8095, ATCC 25923 e cepa
campo.
Todos os testes foram realizados a partir de culturas armazenadas em freezer

a -20°C em caldo TSYEB preparado com 20% de glicerol.
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4.4 Padronizagado dos indculos

Os in6culos para os testes de microdiluicdo partiram de dois cultivos
subsequentes de 24 horas incubados em estufa a 37°C. Primeiramente, a partir do
estoque a -20°C, inoculou-se as culturas em placas de TSYEA. Apos 24 h transferiu-
se algumas colonias do primeiro cultivo para novas placas de TSYEA e cultivou-as
por mais 24 h. Posteriormente, foram coletadas, com alca esterilizada, aliquotas das
colénias que foram diluidas em solucdo salina (NaCl 0,86%) até que se obtivesse
uma densidade otica (DO) entre 0,09 e 0,11, o que corresponde a aproximadamente
10" UFC mL™. Para serem utilizadas nos experimentos, procedeu-se uma diluicdo no

fator de 10, ou seja, o inéculo inicial partiu de uma concentracdo de 10° UFC mL™.

4.5 Ramnolipideos

Utilizou-se o biossurfatante RL comercial (Rhamnolipid Inc.) em solucédo de
25%. Para os testes de microdiluicio os RL foram preparados inicialmente na
concentracdo de 5000 mg L™ em meios TSYEB ajustados com seus respectivos
valores de pH de andlise. Esta solucéo foi filtrada em microfiltro com poros de 0,22

um.

4.6 Determinacao da concentracao inibitéria minima

Para a determinacao da CIM foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo
segundo metodologia estabelecida pela Clinical and Laboratory Standards Institute
CLSI M7-A6 de 2003 (WOODS e WASHINGTON, 1995).

Primeiramente todos os 96 pocos da microplaca foram preenchidos com 100
pL do meio liquido TSYEB. Em seguida, coletou-se 100 pL da solugcéo contendo o
RL (5000 mg L) com micropipeta multicanal e misturou-se essa solu¢éo na primeira
coluna da placa. Desta primeira coluna coletou-se 100 pL de seu conteudo e
transferiu-o para a préxima coluna, misturando-se o meio novamente. Estes passos
foram seguidos sucessivamente até a coluna 10 da placa, conservando as duas

tltimas colunas sem RL com excec¢do dos quatro primeiros pocos da 122 coluna,
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onde foi adicionado RL na mesma proporcdo da 12 coluna. Deste modo obteve-se
uma placa cuja primeira coluna apresentava uma concentracao de RL de 2500 mg L
! e as seguintes até a coluna 10 apresentando sempre a metade da concentracédo
anterior. As colunas de 1 a 11 foram adicionadas de 20 uL do in6culo padronizado.
A coluna 11 foi o controle positivo, onde somente continha inéculo, sem RL. A
coluna 12 foi o controle negativo, ou seja, auséncia de inoculo (Figura 5).

ApOs o periodo de incubacédo a 37°C por 24h fez-se uma andlise visual de cada
poco a fim de constatar se houve inibicdo de crescimento em algumas das colunas.
Nas colunas que houve inibicdo foi aplicada posteriormente a técnica de
determinacao da CBM.

Para favorecer a anélise visual adicionou-se 20 pL de solucdo de MTT 1g L™,
qgue indicou a atividade metabdlica celular nos po¢os em que surgiu a coloracao

violeta.

Figura 5- llustracdo de microplaca de 96 pocgos utilizada nas determinac¢des de CIM.
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4.7 Determinacao da concentracéo bactericida minima

Para as concentragfes de RL que ndo apresentaram crescimento no teste de
CIM foram realizadas andlises de CBM. Parte do material destes pocos foi coletada
com o auxilio de uma alca esterilizada e transferida por meio de esfregaco a regides
delimitadas de placas de TSYEA pH 7,3 + 0,2, incubando-as a 37°C por 24 h. A
CBM foi designada pela visualizacdo da regido de maior concentragcdo em que nao

houve crescimento microbiano, conforme representado pela Figura 6.

Figura 6- Imagem de uma placa de determinacdo de CBM. Cada sec¢do da placa

corresponde a um pogo do ensaio de CIM, partindo do poco 1 até o 10 no sentido horario.

4.8 Analise dos resultados

Nas determinagfes de CIM todos os resultados foram confrontados com
controles positivos (presenca de cultura bacteriana sem tratamento) e controles
negativos (auséncia de inoculo). A CIM foi determinada como a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento microbiano em relacéo ao controle positivo. A técnica
de microdiluicdo em caldo foi suplementada pela determinagdo da CBM.
Representacdo esquematica ilustrada pela Figura 7.

A CBM foi atribuida a menor concentragdo que nao propiciou a formacéo de
colénias na placa. Nos casos em que foram constatadas CIM, porém, apés
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transferéncia para o meio solido, houve crescimento bacteriano em todas as
concentracbes testadas, atribuiu-se ao antimicrobiano naquelas condicbes a
denominacéo de bacteriostatico.

Os ensaios foram realizados em duplicata com no minimo quatro repeticdes

independentes. Os resultados foram expressos como a moda das repeti¢coes.
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Figura 7- Representacdo esquematica dos procedimentos utilizados para a
determinacgéo de CIM e CBM.
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4.9 Curva de sobrevivéncia

Para realizagdo das curvas de sobrevivéncia foram reproduzidas em macro-
escala as condi¢gbes dos pocos nos quais foram determinadas as CIMs em micro-
escala, ou seja, 0 preparo das culturas seguiu 0s mesmos procedimentos descritos
na secao 4.7.

Primeiramente padronizou-se os inéculos com DO entre 0,09 e 0,11 e realizou-
se uma diluicdo desta suspenséo de 1:10 (v/v). Em um tubo de ensaio, 1 mL desta
suspensao diluida foi inoculada em 5 mL de TSYEB tamponado no pH de interesse
para a curva controle (sem tratamento) e em outro tubo, o mesmo volume desta
mesma suspensao foi inoculada em 5 mL de TSYEB contendo RL na CIM (com
tratamento). As culturas foram mantidas em estufas na temperatura de 37°C até o
final do experimento.

Em intervalos determinados de tempo (0, 2, 4, 7 e 24 h), uma aliquota de 0,5
mL foi coletada de ambas as culturas (com e sem tratamento) e transferidas para
outros tubos contendo 4,5 mL de solugéo salina 0,86%. A partir desta diluicdo (10™)
foram realizadas diluicées progressivas (102, 1073, ...) de forma analoga a primeira,
sempre agitando-se a cultura vigorosamente (vortex) antes de cada coleta para
diluicdo.

De cada diluicdo foram coletadas gotas de 20 pL que foram entéo transferidas
para placas TSYEA, para posterior contagem das UFC em cada gota (Figura 8),
conforme método da gota, sugerido por Miles e Mirras (1938). As placas de TSYEA
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h para crescimento das colonias.

Este procedimento foi realizado simultaneamente para as culturas com e sem
tratamento para cada intervalo de tempo citado acima.

As curvas de crescimento foram realizadas apenas para as linhagens ATCC
8095 e ATCC 25923 de S. aureus e nos valores de pH de 5, 6 e 7. Na curva com
tratamento para o pH 5 foi utilizado o dobro da concentracdo do valor da CBM (39,1
mg L™). Para o pH 6, foi utilizada a CIM (39,1 mg L™) e a concentracdo inicial de
andlise (2500 mg L™?). Para o pH 7, como ndo houve CIM, foi utilizado o dobro da
maior concentracdo analisada, 5000 mg L™.

As contagens de UFC por gota foram realizadas nas secdes em que havia
entre 5 e 50 UFC por gota. Este nimero, por meio de calculos, foi transformado para

UFC por mL para construgéo da curva.
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Figura 8- Representagcdo esquematica dos procedimentos para realizagdo das curvas

de sobrevivéncia.

Amostra a
05mL ser contada

DiluicA0 st
05mL 05mL 05mL 05mL 05mL

(M M M M

4.5 mL de s.
salina 0,86%

107 102 102 10 10 10°

Gotas de 20 pL

4.10 Espectroscopia na regido do infravermelho

As analises de FTIR foram realizadas para as linhagens ATCC 8095 e ATCC
25923 empHG6e?7.

Foram realizadas duas culturas subsequentes de 24 h, incubadas em estufa a
37°C, em meio sélido TSYEA tamponado com tampdao fosfato nos respectivos

valores de pH de interesse.
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O material celular da segunda cultura foi suspendido com tampéo fosfato. Esta
suspensao foi submetida a centrifugacdo por 10 minutos a 10000 rpm. Descartou-se
0 sobrenadante.

A massa celular (pellet) foi adicionada de tampao fosfato e submetida a
agitacao (vortex). Padronizou-se a concentracdo celular desta solugao ajustando-se
sua DO para 2,0 = 0,1. Este conteudo foi dividido entre dois tubos, dos quais um
recebeu tratamento com RL e o outro foi usado como controle. Em pH 6 as amostras
foram tratadas com RL na concentracdo de 39,1 mg L™. Em pH 7 a concentracéo de
RL foi de 5000 mg L™. Os tubos foram incubados em banho termostéatico por 24 h a
37°C.

Realizou-se duas lavagens com agua milli-Q, e posteriormente o material foi
levado a estufa por 18 h a 65°C para secagem.

Os pellets depois de secos foram macerados com brometo de potassio (KBr)
anidro e prensados para formacao de uma pastilha para analise em espectrobmetro
FTIR. As andlises foram feitas em espectrofotbmetro de infravermelho com
transformada de Fourier (Shimadzu), no intervalo de abrangéncia espectral de 4000
a 400 cm™, em modo de transmitancia, com resolucdo de 4,0 e 32 scans por
amostra. As analises foram realizadas no aparelho disponibilizado pelo Prof. Victor
Deflon, presente no laboratério de Quimica Inorganica Estrutural e Bioldgica.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antimicrobiana dos ramnolipideos

Os valores de CIM e CBM de RL sobre as trés linhagens de S. aureus
analisadas (ATCC 8095, ATCC 25923 e cepa campo) em diferentes valores de pH

(5, 6, 7 e 8) estdo presentes no organograma representado pela Figura 9.

Figura 9- Valores de CIM de RL sobre S. aureus em diferentes valores de pH. *N&o foi

observada CIM e CBM dentro do intervalo de concentragdes analisado. # Inibicdo somente

na concentracdo 156,2 mg L™

CIM CBM
Espécie Linhagem pH de RL de RL
(mgL?) (mgL?)
5 — 9,8 19,6
6 — 39,1 o
7 — * *
8 E— * *
5 —t 9,8 19,6
6 — 39,1 o
S. aureus 4
7 E—— * *
8 — * *
5 — 19,6 78,1
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Pelas andlises de CIM e CBM foi constatado que em pH menores o efeito
antimicrobiano dos RL é mais pronunciado do que em pH neutro ou alcalinos. Em
pH 5, uma concentracdo de 9,8 mg L™ de RL é suficiente para inibir o crescimento
bacteriano das cepas ATCC 8095 e ATCC 25923. Neste mesmo pH, para as
mesmas cepas, o dobro desta concentracéo, ou seja, 19,6 mg L™ de RL ja passa a
atuar como bactericida.

O crescimento destas linhagens em pH 6 foi inibido pelos RL em uma
concentracdo de 39,1 mg L™, porém neste pH, dentro das concentracées analisadas,
os RL ndo demonstraram possuir poder bactericida.

A cepa campo mostrou-se mais resistentes que as outras linhagens frente aos
RL. Dentro do intervalo de concentracfes analisadas, somente em pH 5 os RL
mostraram poder bacteriostatico em uma concentracdo de 19,6 mg L™ e bactericida
em 78,1 mg L. Porém, em pH 6 esta cepa ndo apresentou comportamento
convencional. Neste pH houve uma inibicdo somente na concentracdo de 156,2 mg
L™, em concentraces menores houve crescimento, assim como em concentracdes

maiores (Figura 10).

Figura 10- Microdiluicio de cepa campo em pH 6. Em destaque coluna de

concentracgéo de 156,2 mg L™.

Pelas comparacbes dos valores de CIM e CBM da cepa campo com os das
outras linhagens observou-se sua maior resisténcia aos RL, a partir disso, pode-se
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inferir gue um maior numero de moléculas de RL é necessario para causar injaria a
cepa campo. Na concentracdo de 156,2 mg L™, como aponta estudo (SANCHEZ et
al., 2007), os RL encontra-se préximo de sua CMC (50 a 200 mg L™?). Acima desta
concentracdo, os monbmeros de RL passam a se agregar e formar micelas,
diminuindo o numero de moléculas livres para atuar nas células bacterianas.
Evidenciando que a forma de agregacdo das moléculas de RL, que podem formar
tanto, vesiculas como lamelas ou micelas (Figura 11), como aponta estudo de

Ishigami e cols. (1987); pode exercer influéncia na atividade antibacteriana de RL.

Figura 11- llustracdo esquematica de conversfes sensiveis a pH de agregados
moleculares de RL.
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Fonte: Ishigami et al., 1987.

Nos outros valores de pH, de forma analoga &s outras linhagens, o agente nao
apresentou poder inibitério nem bactericida.

Em pH 7 e 8, ndo foi evidenciada CIM e CBM, entretanto um comportamento
anbmalo foi notado no crescimento celular bacteriano, principalmente em
concentragdes mais elevadas de RL. Nestes casos, o material celular, ao invés de
formar um depdsito de células soltas no fundo céncavo dos pogos, como esperado,
formou uma estrutura espalhada e agregada nas paredes dos pocos. Por meio de
microscopia o6tica verificou-se que essa estrutura era devida a formacdes de cristais

(Figura 12), os quais nao foram observados em outras condigdes.
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Figura 12- Imagem da estrutura formada nos ensaios de CIM. A) microplaca de 96
pocos com ensaio de cepa campo em pH 7. B) Ensaio reproduzido em pog¢os maiores. C)
Visualizacdo em lupa (10x). D) Visualizacdo em microscépio 6tico (20x) E) e F) ampliacbes
de 1000x.

| A




35

Uma hipdtese para explicacdo deste fendmeno pode ser embasada no
proposto por Sotirova e cols. (2008), que sugeriu que os RL apresentam poder de
solubilizar proteinas de membrana celular. Compostos anfifilicos podem ser
capazes, por meio de interacfes hidrofébicas, de interagir com partes apolares de
proteinas. Se essa interacdo for mais forte que a estabelecida com os fosfolipidios
de membrana, essa proteina pode ser removida pelo surfatante, formando um
complexo surfactante-proteina, estabilizado pela solvatacdo das regides polares do
surfactante por moléculas de agua (ALBERTS et al., 2010). Esta estabilizacao
proporcionada com as condi¢des especificas necessérias descrita por von Hippel &
Schleich (1969) como temperatura, pH, presenca de sais, competidores de ligacbes
de hidrogénio, aditivos hidrofébicos (surfatantes) e solventes orgéanicos; tornou
possivel a cristalizacdo destes complexos RL-proteina.

Como sera evidenciado pela técnica da curva de sobrevivéncia, a formacdes
destes cristais interferiram na acao antimicrobiana dos RL.

As determinacfes de CIM e CBM evidenciaram que em pH menores o efeito
antibacteriano dos RL é favorecido. Como aponta o estudo de Ishigami e cols.
(1987) o pKa dos RL € em torno de 5,6 e como menciona Sen (2010) em pH 4,0
uma porcentagem de 97,5 das moléculas de diRL, estdo protonadas, na forma
neutra. E em pH 7,4 98,4% estdo na forma anionica (desprotonada). Com base
nesta informacédo pode-se inferir que a forma mais ativa dos RL é a forma neutra,
pois esta ndo promove repulsdo a carga negativa promovida pelos grupos fosfato da
bicamada lipidica, a qual pode ser permeada mais facilmente pelos RL. Sendo
assim, o tratamento em pH 5 se mostrou mais eficaz, seguido do 6.

Isso torna a aplicacdo dos RL em alimentos muito promissora, pois como
mencionado por (RAY, 2000), a maioria dos alimentos € levemente &cida, e é
justamente esta classe de alimentos que é foco de contaminacdo por S. aureus,

como carnes e derivados, peixe, leite, ovo e a maioria dos vegetais.

5.2 Curvas de sobrevivéncia

As curvas de sobrevivéncia foram realizadas para as duas linhagens nas quais

a acao antimicrobiana dos RL foi mais pronunciada, ou seja, as cepas ATCC 8095 e
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ATCC 25923, no pH 6 e 7, a fim de elucidar a diferenca no comportamento inibitério

dos RL nestes valores de pH (Figuras 13 e 14).

Figura 13- Curva de sobrevivéncia de S. aureus ATCC 8095 empH 6 e 7.
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Figura 14- Curva de sobrevivéncia de S. aureus ATCC 25923 empH6e 7.
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Nas curvas controle nota-se o comportamento tipico de crescimento
bacteriano. Nas primeiras duas horas ndo ha crescimento acentuado (fase lag); das
2 as 7 horas ha um crescimento exponencial (fase log) e das 7 as 24 horas tem-se a
fase estacionaria, quando o numero de novas células se equilibra com o de morte
celular. Porém quando submetido a tratamento com RL h& uma mudanca no perfil
das curvas.

Pela analise das curvas fica evidente a influéncia do pH na acéo dos RL. Nota-
se que em pH 7 € necessaria uma concentracao 128 vezes maior de RL para obter-
se nivel de inibicdo semelhante ao de pH 6 (comparacdo das curvas roxa e
vermelha).

Nota-se também a influéncia da concentracdo na acédo antibacteriana dos RL.
Em pH 6 foram realizados ensaios em duas concentracées, 39,1mg L™ (CIM) e 2500
mg L™ (comparacéo das curvas roxa e azul). Confrontando as duas curvas, nota-se
gue na maior concentracao houve acentuado morte da populacéo , evidenciado pelo
declinio das curvas nestas condicdes.

A construcao das curvas de sobrevivéncia em pH 6 na concentracdo de 2500
mg L™ revelou que RL apresentam poder bactericida, pois diferiu em mais de 3
unidades logaritmicas decimais da curva controle, o que reverte em um numero de
morte celular superior a 99,9% (SCHAWLBE et al., 2007).

Principalmente em pH 7 nota-se nas curvas que apos 7 horas de incubacdo, S.
aureus adquiriu uma certa resisténcia a acao dos RL. A partir deste momento passa
a ser notada a formacéo do agregado de estrutura cristalina. Por conseguinte, pode-
se inferir que ha uma associacao entre a formacédo desta estrutura e a resisténcia
adquirida.

O’Halloran e cols. (2015) demonstraram que S. aureus utiliza como estratégia
de evasédo de agentes imunolégicos a liberacdo de fragmento da Proteina A (SpA),
proteina de superficie presente apenas em S.aureus, que € um dos fatores de
viruléncia da espécie. A reducdo de sua liberacdo se da quando o sinal de triagem
nativo da SpA é substituido pela regido correspondente de outra proteina homoéloga
a SdrE. Isto explica a grande quantidade de cristais de proteina formada no meio de
cultura contendo RL. Como estratégia de defesa bacteriana, os fragmentos de SpA
vao sendo liberados e consequentemente complexados pela interacdo com as
moléculas de RL, bem como sua homdloga responsavel pela reducdo de sua

liberacdo. A formacdo deste agregado, favorecida pelas condicbes especificas
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complexas do meio, torna-se possivel a cristalizacdo destas estruturas, como pode
ser visualizado por microscopia (Figura 12, E e F). A formacéo destes cristais faz
com que a concentracdo de RL disponivel no meio va se reduzindo, até um ponto
em que as células bacterianas ndo sejam mais afetadas por sua acdo e continuem
crescendo.

Isso € muito bem evidenciado pelas curvas de sobrevivéncia onde até as 7
horas de incubacdo demonstram inibicdo, refletindo, neste intervalo, o esforgo
bacteriano em se defender da acdo dos RL, enquanto o biossurfactante ainda esta
presente solivel em concentragbes elevadas. Porém a partir das 7 horas de
incubacgao nota-se o crescimento bacteriano, sugerindo que a partir dai as moléculas
de RL livres para atuarem nas células vao se reduzindo por formarem complexos

com proteinas.

5.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelhos de material celular fornecem informagdes
referentes a fosfolipideos e proteinas de membrana, polissacarideos de parede
celular, proteinas e lipideos citoplasmaticos e acidos nucléicos (AL-QADIRI et al.,
2006b). Cada material celular apresenta um padrédo de bandas peculiar que permite
seu estudo. O material celular de S. aureus, apresentam dez bandas principais,
quatro agrupadas entre 3500 e 2800 cm™, e mais seis entre 1700 e 1000 cm™. A
regido entre 900 e 400 cm™ é denominada “fingerprint”, a qual contém uma série de
bandas aglomeradas. Esse grande niumero de bandas nessa regido se deve a todas
as possibilidades de deformacdes angulares das ligacdes das moléculas presentes
nas amostras, e por se concentrarem em um curto intervalo de nimero de onda, se
sobrep6em umas as outras, imprimindo um aspecto de uma Unica banda alargada,
principalmente quando se trata de uma amostra multicomponente, como o material
celular.

A classificacédo das bandas foi baseada no proposto por Naumann (2000).

Na primeira porcdo do espectro h4 uma banda alargada caracteristica
centrada em torno de 3300 cm™ e é um conjunto de sobreposicées de bandas
referentes a deformacbOes axiais de grupamentos N-H de proteinas, O-H

polissacarideos e agua.
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As bandas em nimeros de onda entre 3000 e 2800 cm™ representam a regiéo
dos lipideos, nela h& trés bandas, uma em ~2960 cm™ referente a deformacées
axiais assimétricas de C-H de grupos alquilas; outra em ~2925 cm™ atribuida a
deformacfes axiais assimétricas de C-H de carbonos secundarios; e a ultima em
~2854 cm™ referentes a deformacdes axiais simétricas dos grupos mencionados
anteriormente.

As quatro bandas seguintes entre 1650 e 1390 cm™ correspondem a funcées
presentes em proteinas. A banda em ~1655 cm™ é atribuida a amidas primarias de
proteinas a-hélice e folha-B, proteinas de estrutura secundaria, sendo esta
frequentemente a banda mais proeminente em espectros de infravermelho de
bactérias. Em ~1540 cm™ ha a banda caracteristica de amidas secundarias,
atribuidas as vibracdes das ligacdes N-H de proteinas. As duas proximas bandas
sao referentes a deformacgfes angulares de ligagbes C-H de carbonos secundarios
em proteinas e deformacfes axiais de C=0 de grupos carboxilas de proteinas,
respectivamente em ~1454 e ~1395 cm™.

A banda em ~1232 cm™ é atribuida a deformagdes axiais assimétricas de P=0O
que podem ser provenientes de grupos fosfodiésteres, fosfato livre e também de
grupos funcionais monoéster de fosfato. Tais grupos estdo presentes nos
fosfolipideos de membrana e carboidratos contendo fésforo como os acidos
teicdicos e lipoteicoicos das paredes celulares de bactérias Gram-positivas.

A regido espectral entre 1200 e 900 cm™ é geralmente dominada por
deformacgBes axiais simétricas de grupos fosfato de acidos nucléicos e uma
sequéncia complexa de picos principalmente devida a deformacgdes axiais de C-O-C
e C-O-P de vérios oligo e polissacarideos.

A regido entre 900 e 600 cm™, a regido “fingerprint”, exibe uma variedade de
bandas fracas sobrepostas devido a vibracdes de anéis aromaticos de aminoacidos
como fenilalanina, tirosina e triptofano e de varios nucleotideos.

As Firuras 15, 16, 17 e 18 sdo referentes aos espectros das amostras de
material celular de S. aureus com e sem tratamento de RL. Pela analise dos
espectros nota-se que ha um encurtamento de todas as bandas nas amostras que
receberam o tratamento em ambas as cepas e valores de pH. O encurtamento
destas bandas, como relatado por Lu e cols. (2011), evidencia injuria ao material

celular bacteriano. Como na maioria das bandas ha contribuicdes de deformacgdes



40

de ligacdes de grupos quimicos presentes em proteinas, lipideos ou constituintes de
parede celular, pode-se inferir que os RL apresentam a¢&o na superficie celular.

Figura 15- Espectro de FTIR de S. aureus ATCC 8095 em pH 6. Em verde amostra

controle e em azul amostra com tratamento de RL na concentracéo de 39,1 mg L™.
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Figura 16- Espectro de FTIR de S. aureus ATCC 25923 em pH 6. Em vermelho
amostra controle e em verde amostra com tratamento de RL na concentracéo de 39,1 mg L™
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Figura 17- Espectro de FTIR de S. aureus ATCC 8095 em pH 7. Em roxo amostra
controle e em marrom amostra com tratamento de RL na concentragdo de 5000 mg L™.
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Figura 18- Espectro de FTIR de S. aureus ATCC 25923 em pH 7. Em azul amostra
controle e em lilds amostra com tratamento de RL na concentragdo de 5000 mg L™.
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Pela analise das imagens, nota-se que 0S espectros das amostras que
receberam tratamento com RL apresentaram um deslocamento de duas unidades de
namero de onda a menos na banda proveniente de deformacdes axiais assimétricas
de C-H de grupos alquilas (~2960 cm™). Isso, segundo Casal e Mansch (1984),
fornece evidéncia de que houve desordem nas cadeias acila de fosfolipideos da
membrana. Sabe-se que nas membranas plasméticas, as cadeias acila de acidos
graxos de fosfolipideos estdo bastante orientadas, mantidas estaveis por interacdes
hidrofébicas. Uma desordem nesta estrutura faz com que menor energia seja
requerida para a vibracdo das ligacdes, devido a menor interagdo com grupos de
cadeias vizinhas, isto reflete em um deslocamento no espectro para a direita. Outro
deslocamento evidente ocorreu na banda referente a grupos P=0 (~1232 cm™),
sugerindo desestabilizacdo também na por¢éo polar de moléculas fosfolipidicas.
Pela analise das moléculas de RL, principalmente as de diRL, constata-se que
elas possuem um grande grupo polar e uma pequena por¢ao apolar (Figura 19), o
que lhes confere um formato de cone invertido. A composicdo majoritaria de
fosfolipideos da membrana celular de S. aureus é 58% de fosfatidilglicerol e 42% de

cardiolipina (EPAND et al., 2007). Fosfatidiglicerois apresentam o formato conico de
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suas moléculas, formato complementar ao dos RL, em contrapartida cardiolipina,
assim como os RL apresentam grande por¢cao polar, o que pode ser a causa da
desestabilizacdo da membrana evidenciada na espectroscopia. A insercdo de
moléculas de RL na bicamada, possivelmente confere uma curvatura em seu
arranjo, podendo promover a formacdo de poros transientes e até mesmo levar a
ruptura celular (HENZLER-WILDMAN et al., 2003).

Figura 19- Representacdo das estruturas quimicas de A) fosfatidilglicerol; B) diRL e C)

cardiolipina.

Fonte: adaptacao a partir de Sen, R. 2010, p.52.

Outro deslocamento que fornece evidencia da acdo dos RL é o deslocamento
da banda referente a deformacdes de ligacbes de amidas primarias de proteinas a-
hélice e folha-B (~1655 cm™), tais componentes estdo presentes em grande
guantidade nas membranas celulares, e assim como o ocorrido com as cadeias
acila, um deslocamento para a direita demonstra uma desestabilizacdo destas
estruturas na membrana.

Tanto em pH 7 quanto em pH 6 ha a constatacdo destas evidéncias, porém nas
concentracdes testadas (39,1 mg L™ em pH 6 e 5000 mg L™ em pH 7) ndo houve
diferenca significativa entre eles neste método, em concordancia com o obtido no
ensaio das curvas de sobrevivéncia (comparac¢do das curvas roxa e vermelha das
Figuras 13 e 14).

A espectroscopia do material formado nas paredes dos pocos (cristais) do
ensaio de CIM em pH 7 da linhagem ATCC 8095, revelou-se semelhante aos

espectros de células de S. aureus. Isso era esperado, pois se sabia que nesse
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material havia células aderidas. Como se pode observar na Figura 20, todas as
bandas sdo semelhantes as das Figuras 15-18, com exce¢do de uma banda
proeminente em torno de 700 cm™. Banda nesta regido indica a presenca de anéis
aromaticos pela deformacdo angular de —CH fora do plano ou a presenca de
compostos organicos sulfurados pelo estiramento da ligagdo C-S. Isto sugere a
presenca de proteinas com residuos arométicos como fenilalanina, triptofano e
tirosina e sulfurados como a cisteina e metionina, confirmando que esse material
que € formado nestas condi¢cdes € constituido por proteinas, provavelmente de
forma majoritaria por SpA, que se agrega pela acdo dos RL e precipitam formando

cristais.

Figura 20- Espectro de FTIR do material ( cristal) formado em pH 7.
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O espectro dos RL também foi realizado para verificar sua presenca nesses
cristais (Figura 21), porém nado foi possivel constatar sua presenca devido a
auséncia de suas bandas caracteristicas no espectro obtido (Figura 20). Isso pode
ser devido a baixa concentracdo de RL presentes nestes cristais, sendo sua bandas,

encobertas pelas bandas do material celular bacteriano que se encontra em maior
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concentracdo na amostra. O mesmo raciocinio pode ser levado em consideracao

para explicacéo da auséncia das demais bandas caracteristicas de proteinas.

Figura 21- Espectro de FTIR dos RL.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que dois fatores sdo importantes na acao de RL
frente a S. aureus: o pH e a concentracdo de RL. O primeiro esta relacionado com a
forma em que as moléculas de RL se apresentam em solucéo (anibnica ou neutra).
E a segunda, com a quantidade de moléculas livres capazes de permear a
membrana celular. Esta Ultima demonstrou-se afetada pela habilidade de S. aureus
em liberar proteinas de superficie, as quais possivelmente formam agregados com
0s RL e precipitam, principalmente em pH 7, ndo sendo possivel a determinacdo de
CIM neste pH. Porém em pH 5 os RL demonstraram poder bactericida e em pH 6
bacteriostatico. A curva de sobrevivéncia demonstrou que os RL podem ser
bactericidas em concentragbes mais elevadas.

As analises de FTIR sugeriram que os RL modificam o ambiente quimico de
fosfolipideos e proteinas de membrana, por causar uma desestabilizacdo de suas
interacdes na bicamada fosfolipidica. Sendo assim seu poder antibacteriano pode
ser atribuido a sua habilidade de promover tais modificacdes.

Portanto, pode-se considerar promissora a aplicacdo de RL em alimentos,
principalmente os de baixa acidez, pois sdo justamente estes 0s mais acometidos

por contaminacdes de S. aureus.
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7 PERSPECTIVAS

Para obter-se maior subsidio na discussdo da atuacdo dos RL na membrana
celular bacteriana, poder-se-ia realizar a determinacdo do pKa dos RL utilizados
(Rhamnolipid Inc.), assim como as CMCs nos valores de pH de analise. Tais
parametros forneceriam informacfes mais precisas sobre a forma mais ativa dos RL.

Andlises complementares como evidéncia de ruptura celular, permeabilizacdo
da membrana celular e microscopia eletronica de varredura, poderiam ser realizadas
para melhor elucidar o mecanismo de agéao dos RL.

Poder-se-ia estabelecer uma rota de separacdo dos cristais formados para
verificacdo de sua composicéo, investigando a presenca de RL nestas estruturas e
caracterizando as proteinas presentes por meio de eletroforese ou por difracdo de

raios-X.
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