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RESUMO

RODRIGUES, Adeline Conceicdo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2019.
Atividade do extrato fendlico de pitanga sobre a formacido de biofilmes por Serratia
liquefaciens. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Maria Cristina Dantas
Vanetti e Uelinton Manoel Pinto.

Biofilme é um conglomerado de células aderidas a uma superficie, envolvidas em uma matriz
de exopolimeros (EPS). E resistente a antimicrobianos tornando dificil sua erradicacio.
Alternativas para o controle do biofilme estdo sendo pesquisadas € 0os compostos naturais t€m
apresentado importantes resultados ao interferirem na comunicagdo pelo mecanismo de
quorum sensing. Visando avaliar o efeito de concentra¢des sub-inibitérias (sub-MIC) do
extrato fendlico de pitanga (Eugenia uniflora L.; EFP) sobre a formagdo de biofilme de
Serratia liquefaciens 1.53. Pitangas foram coletadas, despolpadas e realizou-se a extragdo
purificando os compostos fendlicos utilizando extracdo em fase sélida (mini-coluna C18). Os
compostos fenodlicos totais foram quantificados pelo ensaio do reagente Folin-Ciocalteu,
identificados por andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por
Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometric (LC-ESI-MS/MS) e a
concentracdo inibitéria minima (MIC) para S. liquefaciens 1.53. Foram determinadas as
concentracdes sub-MIC foram avaliadas sobre a formacdo de biofilme total e sobre os
componentes da matriz do biofilme nos tempos de 7, 48 e 168 h. Foi avaliada a
susceptibilidade do biofilme de 48 h formado na presenga do EFP a agentes antimicrobianos e
seu efeito combinado com os antibidticos ampicilina (30 ug.mL'l), canamicina (10 ug.mL'l) e
getamicina (10 pg.mL™). O EFP apresentou 231 mg de dcido gélico equivalente (AGE). 100
g de polpa de compostos fendlicos totais e os flavonoides majoritérios identificados foram
elagitaninos e derivados glicosilados de quercetina. Em concentracdes sub-MIC, o EFP
diminuiu a formagdo do biofilme total e os componentes da matriz dos EPS, polissacarideos,
proteinas e DNA, nos tempos de 7 € 48 h e, em contrapartida, aumentou em 168 h. O EFP nao
alterou o nimero de células vidveis de S. liquefaciens 1.53 aderidas ao poliestireno no tempo
de 48 h nem a susceptibilidade ao tratamento com 200 mg.L"' de dicloroisocianurato e 0,1
mg.mL'1 de canamicina comparados ao controle. O EFP, em uso combinado com os
antibidticos, apresentou efeito antagdnico com os mesmos. Nesse contexto, o uso de
concentracdos sub-MIC do EFP apresentou efeitos divergentes na formacdo do biofilme em
funcdo do tempo de andlise, diminuindo o biofilme em menor tempo e aumentando em tempo

maior de cultivo. O EFP ndo alterou a susceptibilidade do biofilme ao tratamento com



antimicrobianos comparado ao controle e atuou como antagonista com antibidticos. Sendo
assim, a utilizacdo do EFP € controversa, pois pode apresentar efeitos indesejaveis,
aumentando o biofilme no tempo maior de contato, além de apresentar efeito antagdnico com

antibioticos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Adeline Conceicdo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2019.
Activity the phenolic extract of pitanga on the formation of biofilms of Serratia
liquefaciens. Advisors: Nélio José de Andrade. Co-Advisor: Maria Cristina Dantas Vanetti
and Uelinton Manoel Pinto.

Biofilm is a conglomerate of cells adhered to a surface, wrapped in a matrix of exopolymers
(EPS). It is resistant to antimicrobials making it difficult to eradicate it. Alternatives for
biofilm control are being investigated and natural compounds have shown important results
by interfering in communication by the mechanism of quorum sensing. In order to evaluate
the effect of subinhibitory concentrations (sub-MIC) of the phenolic extract of pitanga
(Eugenia uniflora L., FEP) on the biofilm formation of Serratia liquefaciens 1.53. Pitangas
were collected, pulped and extraction was carried out by purifying the phenolic compounds
using solid phase extraction (mini C18 column). The total phenolic compounds were
quantified by the Folin-Ciocalteu reagent assay, as well as identified by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) and by Chromatography Electrospray Ionization Tandem
Mass Spectrometry (LC-ESI-MS/MS). The minimum inhibitory concentration (MIC) for S.
liquefaciens 153 was performed. The sub-MIC concentrations were evaluated on total biofilm
formation and biofilm matrix components at 7, 48 and 168 h. The susceptibility of the 48 h
biofilm formed in the presence of FEP to antimicrobial agents and their combined effect with
the antibiotics ampicillin (30 ug.mL'l), kanamycin (10 pg.mL'l) and getamycin (10 pg.mL’l).
The FEP showed 231 mg gallic acid per 100 g'1 pulp AGE. de polpa 17,133.1 per liter
(AGE.L™) of total phenolic compounds and the identified major flavonoids were ellagitannins
and glycosylated derivatives of quercetin. In sub-MIC, concentrations, the FEP decreased of
the total biofilm formation and matrix components such as EPS, polysaccharides, proteins and
DNA after 7 and 48 h cultivation and increased after 168 h. The FEP did not change the
number of viable cells of S. liquefaciens L53 adhered to the polystyrene in the time of 48 h
nor the susceptibility to treatment with 200 mg.L™" of dichloroisocyanurate or 0.1 mg.mL™" of
kanamycin in comparision with the control. The EFP combined with antibiotics showed an
antagonistic effect. In this context, the use of sub-MIC concentrations of EFP showed
divergent effects on biofilm formation as a function of the time of cultivation, reducing
biofilm in a shorter time and increasing in time of culture. The EFP did not alter the
susceptibility of the biofilm to antimicrobial treatment compared to control and acted as an

antagonist with antibiotics. Therefore, the use of EFP is controversial, as it may present
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undesirable effects, increasing the biofilm in the longer time of contact, besides presenting an

antagonistic effect with antibiotics.
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1 INTRODUCAO

Biofilme € uma comunidade de micro-organismos que se aderem a superficies bidticas
ou abidticas com producio de exopolimeros (EPS). E resistente a antimicrobianos
representando um grande problema para sua erradica¢do. Na industria de alimentos também
pode comprometer a estrutura e funcionamento de equipamentos e tubulacdes levando a
corrosdo, entupimento e deficiéncia na troca e transferéncia de calor.

Em bactérias de importancia para a industria de alimentos como as do género Serratia,
Pseudomonas, Escherichia e Salmonella, algumas etapas da formacao do biofilme podem ser
reguladas por um mecanismo de comunica¢do conhecido como quorum sensing. Esse
mecanismo é dependente da densidade celular e envolve a producdo ou deteccao de moléculas
sinalizadoras e a ativacdo de genes especificos. Sob regulacdo do quorum sensing, bactérias
alteram a expressdo genica e modificam fen6tipos como o biofilme, motilidade, conjugacdo,
viruléncia, atividade de proteases e lipases, entre outros.

Bactérias pertencentes a espécie S. liquefaciens estdo associadas a deterioracdo de
alimentos, principalmente de fontes proteicas. S. liquefaciens 153 estd dentro do grupo das
bactérias proteoliticas predominantes isoladas de leite cru e secretam proteases altamente
estdveis ao tratamento térmico, com importante atividade residual que podem levar a
alteracoes do leite UHT.

Compostos naturais t€ém sido estudados na atuacdo da inibicdo do biofilme em
concentragdes sub-inibitdrias, associados a interrup¢do do quorum sensing. Os compostos
fendlicos tém se destacado e apresentaram atividade sobre a inibicdo do quorum sensing e
sobre a formacdo de biofilmes em diversas bactérias. Além disso, proporcionaram aumento da
susceptibilidade das células a a¢do de antibidticos.

Pitanga (Eugenia uniflora L.) € uma fruta nativa do Brasil, pertencente a familia das
Mirt4ceas e destaca-se pela relevante quantidade de compostos fendlicos. Esses compostos
sdo caracterizados como compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal. Sdo
metabolitos secundérios de plantas e estdo presentes em frutos, folhas, flores, caules e cascas.
As frutas e folhas de pitanga sdo associadas a propriedades terapéuticas e o fruto apresenta
importante atividade antioxidante, antimicrobiana e, mais recentemente explorada, anti-
quorum sensing.

Nesse contexto, o extrato fendlico de pitanga (EFP) poderia desempenhar atividade
sobre a formagdo do biofilme em S. liguefaciens. Até o momento, nenhum trabalho foi

divulgado sobre a interferéncia dos compostos fendlicos presentes em pitanga sobre a



formacdo de biofilme e este estudo objetivou avaliar o efeito do extrato fendlico de pitanga
(EFP) em concentragdes sub-inbitdrias, sobre a formagdo de biofilme em S. liquefaciens L53.
Considerando o potencial dos compostos fendlicos presentes em pitanga e a busca por
alternativas de controle do biofilme o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do extrato
fendlico de pitanga (EFP) em concentracdes sub-inibitérias minimas (sub-MIC) sobre a
formacdo de biofilmes por S.liquefaciens 1.53 bem como avaliar a sua susceptibilidade ao
antibidtico canamicina e ao sanitizante dicloroisocianurato de sédio e o efeito combinado do

EFP com os antibiéticos ampicilina, canamicina e gentamicina.



2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
2.1 Biofilme

Biofilme ¢ definido como uma comunidade de micro-organismos aderidos a uma
superficie bidtica ou abidtica que se multiplicam e produzem EPS (O’TOOLE et al., 2000;
DONLAN, 2002; ANDRADE, 2008; GRUPTA et al., 2016). Sob a forma de biofilme, os
micro-organismos adquirem vantagens como a protecdo ao meio ambiente proporcionada pelo
EPS, disponibilidade de nutrientes, cooperatividade metabdlica e aquisicio de novas
caracteristicas genéticas pela transferéncia horizontal de genes (DAVEY e O’TOOLE, 2000).

Biofilme se forma em ambientes naturais, médicos e industriais. E resistente a
antimicrobianos tornando dificil sua erradicacdo (L()PEZ, et al., 2010). Na industria de
alimentos a maior resisténcia dos micro-organismos presentes no biofilme pode ocasionar
perda na qualidade e seguranca de produtos alimenticios e gerar grandes prejuizos
econdmicos (DONLAN, 2001). Além disso, pode comprometer equipamentos ao provocar
bioincrustacdes e corrosdo do metal, gerando uma reducio da eficidcia nos processos de
transferéncia de calor e diminui¢do no fluxo em tubulacdes (VIDELA e CHARACKLIS,
1992; BEECH et al., 2005).

Numerosos fatores influenciam a formacdo e o desenvolvimento de biofilme,
incluindo géneros, espécies e estirpes bacterianas. Além dessas, outras varidveis como
propriedades celulares caracteristicas do substrato e intensidade do fluido também sdo fatores
importantes para a sua formacdo, que ocorre em um processo gradual e dindmico, seguindo
algumas etapas. Essas etapas incluem a fixacdo reversivel e fixacdo irreversivel,
desenvolvimento da arquitetura, maturacdo e dispersdo de células planctonicas (DONLAN,
2002; O’TOOLE et al., 2000; GU e REN, 2014).

Na primeira fase de formacdo de biofilme, fixacdo reversivel, ocorre adesdo das
células a superficie. Esse primeiro contato das células com a superficie pode ocorrer de forma
ativa, proporcionado pela motilidade bacteriana ou pelo transporte direto das células em sua
forma planctonica. Nessa etapa, algumas caracteristicas celulares como a presenca de
fimbrias, proteinas, lipopolissacarideos (LPS), EPS e flagelos irdo desempenhar papel
importante na fixacdo, proporcionando as interagdes hidrofébicas entre a célula bacteriana e a
superficie (DONLAN, 2002; SIMOES et al., 2008). As ligacdes quimicas entre as superficies
e bactérias nessa etapa sao forcas Van der Waals e ligacdes eletrostaticas, estando as bactérias
fracamente ligadas a superficie, podendo o biofilme ser removido (ANDRADE, 2008;
DUFOUR et al., 2012). As propriedades da superficie também apresentam caracteristicas

importantes no processo de fixacdo e adesdo bacteriana para a formacao de biofilme. Textura,



rugosidade, hidrofobicidade, carga superficial, pH, temperatura e composicao nutricional para
um pré-condicionamento da superficie sdo varidveis importantes nesse processo inicial de
adesdo (SREY et al., 2013).

Ap6s a fixacdo inicial, as células aderidas iniciam a producdo do EPS que promove a
transicao da fixagao reversivel para irreversivel. A partir dessa etapa, as células bacterianas
estdo permanentemente ligadas e sdo dificeis de se dispersarem (GU e REN, 2014). A
mudanca da fase reversivel para irreversivel inclui mudanca nas ligacGes fracas entre as
bactérias e superficie para ligagdes mais fortes e permanentes na presenca do EPS. Os tipos de
ligacdes nessa fase podem ser do tipo dipolo, ligacdes de hidrogénio, ligacdes idnicas ou
ligacdes hidrofébicas. Apds a fixacdo irreversivel € necessdria a aplicacOes de forcas de
cisalhamento ou quebra quimica das for¢as de fixacdo por enzimas, detergentes, surfactantes,
sanitizantes ou o uso de calor para a remocao do biofilme (ANDRADE, 2008; DUFOUR et
al., 2012).

A formagdo do biofilme evolui e entra na fase de desenvolvimento da arquitetura,
resultando em um actimulo e multiplicacdo de micro-organismos e uma continuada produgdo
do EPS que age fortalecendo a ligacdo entre as bactérias e estabilizando a col6nia contra
estresse ambiental (SREY et al., 2013).

O processo de desenvolvimento do biofilme passa para a etapa de maturacdo que
implica na geragdo de uma arquitetura mais complexa (STOODLEY et al., 2002) e entra na
fase de dispersdo, ultima etapa no ciclo de formagdo. Nesta fase, as células revertem-se a
forma planctonica, podendo causar nova colonizagdo ou aderir a uma nova superficie,
formando um novo biofilme (GU e REN, 2014; SOLANO et al., 2014). A dispersdao de
células do biofilme pode ocorrer como resultado de baixos niveis de nutrientes, pela
comunicagdo quorum sensing ou pela propria ruptura de agregados do biofilme. Os possiveis
mecanismos responsaveis ndo sdo bem compreendidos, mas envolvem perturbacdes externas,
como cisalhamento, processos internos do biofilme e uma baixa hidrofobicidade superficial
das células filhas recém-divididas (DONLAN, 2002).

O quorum sensing, conhecido como um mecanismo de comunicacdo bacteriana,
(FUQUA et al.,, 1994) estd envolvido na regulacdo das fases de formagdo do biofilme,
principalmente na fase de maturacdo, regulando a densidade populacional, a producdo do
EPS, a motilidade e a produgdo de metabdlitos secundarios (ANNOUS et al., 2009;
SKANDAMIS e NYCHAS, 2012; GU e REN, 2014). Esse mecanismo regula a formacao de
biofilmes em bactérias de grande importancia para a industria de alimentos como Serratia

(LABBATE et al.,, 2004; RICE et al., 2005; MOROHOSHI et al., 2007), Aeromonas



hydrophila (JAHID et al., 2015), Pseudomonas aeruginosa (HENTZER et al, 2002),
Escherichia coli (THAKUR et al.,, 2016) e Salmonella spp. (PROUTY et al., 2002;
CAMPOS-GALVAO, 2012; ALMEIDA et al., 2016).

2.2 Constituicao e funcao dos exopolimeros (EPS)

A formacdo e manuten¢do do biofilme dependem da producdo e da quantidade dos
EPS produzidos pelas células planctonicas. Os EPS sdo definidos como um conglomerado de
diferentes biopolimeros, formados por moléculas de alto peso molecular, secre¢des de micro-
organismos, produtos da lise celular e da hidrdlise de macromoléculas. Esses componentes
sao incorporados a matriz, formando sua estrutura e arquitetura tridimensional (FLEMMING
e WINGENDER, 2010; SHENG et al., 2010).

Os EPS sdo responsdveis pelo arranjo e integridade funcional do biofilme, além de
serem oOs principais componentes que determinam as propriedades fisico-quimicas e
biologicas do mesmo. Desempenham fungdes de adesdo, agregacido de células bacterianas,
coesdo, retencdo de dgua, barreira protetora, atividade enzimatica, fonte de nutrientes, troca de
informacdo genética, dentre outras (SIMOES et al., 2010).

A natureza quimica do EPS € diversificada sendo constituido por polissacarideos,
proteinas, 4cido desoxirribonucléico (DNA), lipidios e substincias humicas (MORE et al.,
2014). Dentre os componentes do EPS, os polissacarideos representam maior fragao, podendo
corresponder até 90%. Os polissacarideos do EPS podem ser encontrados sobre a forma
ordenada ou desordenada, em cadeias longas e finas, lineares ou ramificados (FLEMMING e
WINGENDE, 2010). A maioria € constituida por homopolimeros, como celulose, curdlano ou
dextrano, ou heteropolimeros como o alginato, gelana ou xantana. Os polissacarideos mais
presentes em biofilmes sdo o alginato, a celulose e o poli-N-acetil-glucosamina (LEMBRE et
al., 2012). Entre as fungdes atribuidas aos polissacarideos na matriz do biofilme estdo a
adesdo, morfologia das colonias, além da criacdo de arquiteturas distintas. Sao responsaveis
também pela estabilidade, protecdo e reservatério de nutrientes no biofilme (LIMOLI et al.,
2015).

Outro componente do EPS sdo proteinas, podendo representar quantidades
considerdveis do mesmo. Os componentes protéicos da matriz do biofilme incluem proteinas
extracelulares segregadas, adesinas de superficie celular e subunidades protéicas de apéndices
celulares como flagelos e pili. As proteinas desempenham diversas fungdes na formacao e na
dissolu¢do do biofilme. Estdo envolvidas na ligacdo das células a superficies, estabilizando a

matriz através de interagdes com componentes de exopolimeros e dcidos nucléicos,



desenvolvendo a arquitetura tridimensional e dissolvendo a matriz via degrada¢do enzimética
de polissacarideos, proteinas e dcidos nucléicos proporcionando a utilizacao de nutrientes para
o crescimento do biofilme (FONG e YILDIZ, 2015).

Além dos polissacarideos e proteinas, o &4cido desoxirribonucléico extracelular
(eDNA) é um componente estrutural importante do EPS, porém presente em menores
quantidades. Desempenha fun¢des importantes como conector intercelular, favorece a adesao
bacteriana, € responsdvel pela integridade estrutural e modulacdo do biofilme. Além disso, o
eDNA ¢ essencial para a formacdo da estrutura do biofilme em forma de cogumelos, sendo
responsdvel também pela transferéncia horizontal de genes. O eDNA pode remover ions Mg2+
e Ca® da superficie bacteriana e proporcionar a ruptura da membrana e lise celular. Esse
componente importante do biofilme pode ser gerado pelas bactérias durante seu crescimento,
por uma excre¢do ativa de DNA, bem como pela lise de uma subpopulacdo de células

bacterianas (OKSHEVSKY e MEYER, 2015).

2.3 Serratia

O género Serratia compreende bactérias na forma de bastonetes gram-negativos da
familia Enterobacteriaceae. Compreendem as espécies S. entomophila, S. ficaria, S. fonticola,
S. grimesii, S. liquefaciens, S. marcescens, S. odorifera, S. plymuthica, S. proteamaculans, S.
quinivorans, S. rubidaea e S. ureilytica. Essas bactérias movimentam-se por flagelos
peritriquios, sdo anaerdbias facultativas, quimiorganotréficas, com metabolismo respiratdrio e
fermentativo (HOUDT et al., 2007).

Serratia sao ubiquas e estdo associadas a deterioracao de alimentos, principalmente os
de fontes protéicas (SADE e BIORKROTH, 2013; MACE et al., 2013; VAN et al., 2014;
FOUGY et al., 2016). Este género encontra-se dentre os micro-organismos deterioradores
psicrotroficos mais abundantes no leite, sendo uma bactéria produtora de enzimas
proteoliticas que podem manter o potencial de deterioracio mesmo apds o tratamento térmico
(MACHADO et al., 2015). Além disso, é um patdégeno oportunista responsavel também por
infeccOes hospitalares como septicemia, do trato urindrio, do sistema nervoso central, da
corrente sanguinea, infec¢des de feridas cirdrgicas, pneumonia e endocardites (HOUDT et al.,
2007; SRINIVASAN et al., 2016).

Serratia utiliza o mecanismo de comunicacdo por quorum sensing para regular a
expressdo de fendtipos importantes como a formagdo de biofilmes e motilidade, além da
producdo de compostos como o antibidtico carbapenen, prodigiosina, pectatoliase, celulase,

proteases, lipases, chitiases, caseinase, nucleases e produgdo de biosurfactantes (HOUDT et



al., 2007). A comunicacao por quorum sensing nessa bactéria ¢ homdloga a descrita em outras
bactérias gram-negativas, como para Aliivibrio fischeri, envolvendo as proteinas LuxI, LuxR
e suas homologas. A proteina LuxI e suas homoélogas sintetizam as acil homoserina lactonas
(AHLs), que catalisam a ligagdo amida entre o S-adenosilmetionina (SAM) e o grupamento
acila (MORE et al., 1996). A proteina LuxR ou suas homélogas funcionam como receptores
citoplasmaticos de AHLs (WATERS e BASSLER, 2005) e normalmente, sdo ativadores
transcricionais (ZHU e WINANS, 1999; FUQUA e GREENBERG, 2002). As proteinas
homélogas a LuxI e LuxR foram identificadas em Serratia, sendo elas Smal e SmaR,
respectivamente (THOMSON et al., 2000). As proteinas homoélogas a Smal em Serratia
sintetizam AHL entre elas: N-butanoil-L-homoserinalactona (C4-AHL), N-hexanoil-L-
homoserinalactona (C6-AHL), N-3-oxo-hexanoil- L-homoserinalactona (3-oxo-C6-AHL), N-
heptanoil-L-homoserinalactona (C7-AHL), N-octanoil-L-homoserinalactona (C8-AHL) e 3-
hydroxy-octanoil-L-homoserina lactona (3-OH-C8-AHL) (HOUDT et al., 2007). Além das
AHLs, Serratia utiliza como molécula sinalizadora do quorum sensing o diéster de furanosil
borato (AI-2) (LAZARO-DIEZ et al., 2015; SUN et al., 2015; TAKAYAMA e KATO, 2016).
O AI-2 é um sinalizador utilizado tanto por bactérias gram-positivas quanto por gram-
negativas para comunicacdo intra e interespécies. A combinacdo da utilizacdo destes
sinalizadores permite a bactéria fazer censo de sua densidade populacional e de outras
espécies em um dado ambiente (WATERS e BASSLER, 2005).

Em §. liquefaciens MG1 a comunicacdo por quorum sensing também demonstrou ser
crucial para o desenvolvimento normal do biofilme e diferenciacdo celular. A formacgdo de
biofilme em um mutante de S. marcescens MG1, incapaz de sintetizar C4-AHL e C6-AHL,
resultou em um biofilme fino e ndo maduro com cadeias celulares diferenciadas. Os genes,
bsmA e bsmB estiveram associados a formacao e desenvolvimento do biofilme sob regulacao
do quorum sensing. Foi proposto que o gene bsmA codifica uma adesina, que controla o
tamanho dos agregados celulares enquanto o produto do gene bsmB codifica um efetor
positivo de agregacao bacteriana necessdria para ativar a agregacao (LABBATE et al., 2004).
Além disso, o quorum sensing regulou a expressdo do gene swrA envolvido na regulacdo de
lipase e protease em S. liquefaciens MG1 (RIEDEL et al., 2000). A motilidade em S.
liquefaciens também ¢é regulada pelo quorum sensing (EBERL et al., 1996). Nesse trabalho,
0s autores constataram que a inicia¢do da diferenciacdo de células méveis envolve moléculas
de sinalizag@o quorum sensing e que o gene swrl € homologo a familia lux/ sendo responsavel
pela sintesse das moléculas sinalizadoras. Do mesmo modo, foi verificado que o gene swrR é

homdlogo ao luxR (EBERL et al., 1996).



S. liquefaciens 1.53 estd dentre as bactérias psicrotroficas isoladas no leite cru por
Machado et al. (2015). Essa bactéria secreta uma metaloprotease resistente ao calor codificada
pelo gene ser2 capaz de hidrolisar caseinato de s6dio mesmo apds um tratamento térmico de 8
min a 95 °C (MACHADO et al., 2016). A protease Ser2 secretada por S. liquefaciens 1.53
apresenta atividade em ampla faixa de pH variando de 5 a 10 e temperatura de 4 a 60 °C. Essa
enzima pertence a familia das peptidases M10 e requer Ca*, Zn*" e pontes dissulfeto para sua
estabilidade (BAGLINIERE et al., 2017a). Além disso, € capaz de hidrolisar trés tipos de
caseina sendo elas k, B e a-caseina. Ser2 é altamente estdvel ao calor em leite desnatado,
semidesnatado e integral a 140 °C e mostrou atividade residual apds tratamentos térmicos
comumente usados em inddstrias de laticinios (BAGLINIERE et al., 2017b). Essa mesma
enzima levou a desestabilizacdo de leite UHT armazenado por 90 dias, com sedimentagdo e
formacdo de agregados indicando ser resistente ao tratamento UHT e ser uma causa de
desestabilizacdo do leite UHT (BAGLINIERE et al., 2017c¢).

2.4 Nova estratégia de controle de biofilmes

Quando presentes sob a forma de biofilme, os micro-organismos se tornam mais
resistentes a agentes antimicrobianos. Essa maior resisténcia esta associada a diversos fatores,
como a fase de crescimento lento das células do biofilme que leva a mudancas fisiologicas
que podem proporcionar um aumento na resisténcia (MAH e O’TOOLE, 2001). Outro fator
importante € a protecdo proporcionada pelas células mais expostas e pelo EPS que agem
formando uma barreira fisica que impede ou diminui o contato dos agentes antimicrobianos
com as células mais profundas (BRIDIER et al., 2011). Além disso, os EPS também sado
capazes de adsorver cdtions, metais, toxinas e conferir protecao contra radia¢des ultravioleta,
alteracdes de pH, choques osméticos e dessecacao de células (BOARI et al., 2009).

A diminui¢do da eficdcia dos antimicrobianos, que ao entrar em contato com as
moléculas organicas constituintes do biofilme, reagem com as mesmas, resultando na
diminui¢do da concentragdo do seu principio ativo, também contribui para um aumento da
resisténcia em biofilmes (BRIDIER et al., 2011). Além disso, a presenca de células mais
resistentes e maior ocorréncia de mutacdes e transferéncia horizontal de genes dentro do
biofilme também proporcionam maior resisténcia as células planctonicas (DRIFFIELD et al.,
2008; KAPLAN et al., 2011). Ainda, enzimas presentes na matriz também podem atuar na
protecao do biofilme contra agentes antimicrobianos, neutralizando compostos que poderiam
danificar células (STEWART et al., 2001; CIOFU et al., 2003; BRIDIER et al., 2011).

Uma estratégia muito estudada atualmente e que tem apresentado resultados

promissores na reducdo de biofilmes bacterianos é a inibi¢do do mecanismo de quorum



sensing (SRINIVASAN et al., 2016). O guorum sensing € conhecido como uma comunicagao
bacteriana que ocorre pela producgdo, liberacio e deteccdo de moléculas sinalizadoras, também
denominadas auto-indutoras. Essas moléculas sinalizadoras podem ser classificadas em trés
grupos principais, sendo elas acil homoserina lactonas, autoindutor-2 (AIl-2), também
conhecidas como furanosil borato diéster e autoindutor 3 AI-3 (MOREIRA et al., 2010). Em
funcdo do sistema quorum sensing, as bactérias sdo capazes de coordenar diversas funcdes
como a formagdo de biofilme, viruléncia, competéncia, esporulacdo, conjugacdo, produgdo de
bacteriocinas, sintese de antibidticos, enzimas, bioluminescéncia, produ¢do de pigmentos,
entre outros (MARCH e BENTLEY, 2004; SKANDAMIS e NYCHAS, 2012; NAZZARO et
al., 2013). Foi demonstrado que o quorum sensing regula a formacao de biofilme em diversas
bactérias. Esse sistema apresenta uma relagdo mutua direta com a producdo do EPS em
biofilmes (TANG et al., 2014; OKSHEVSKY e MEYER, 2015; TSENG et al., 2016).

Inibir a comunicagdo por quorum sensing resulta em bloquear a expressio do fenétipo
que estd sob regulacdo desse sistema, sem afetar a multiplicacio microbiana e, dessa forma,
diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcia visto que, ndo exerce pressdao de selecao
para estirpes resistentes a drogas (PAN e REN, 2009; YEO e THAM, 2012; KALIA, 2012;
BAIe RAIL 2011; NAZZARO et al., 2013; TAY e YEW, 2013).

A inibicdo do quorum sensing pode ocorrer por diferentes mecanismos incluindo a
inibicao da sintese, transporte ou secrecdo do sinalizador e da proteina receptora. Pode ocorrer
também pela semelhanca estrutural dos compostos inibitorios as moléculas sinalizadoras
utilizadas no mecanismo de comunicagdo, interferindo com sua atividade normal (TEPLITSK
et al., 2000; TRUCHADO et. al., 2012; KALIA, 2012; NAZZARO et al., 2013).

Alguns compostos naturais apresentaram capacidade em diminuir a formagdo do
biofilme, ao interferirem na comunica¢do pelo quorum sensing em diferentes bactérias
(VIKRAM et al., 2010; GANIN et al., 2012; LOUGHLIN et al., 2013). Entre os compostos
naturais, os fendlicos tém se destacado pelo seu potencial em inibir o quorum sensing.
Compostos fendlicos como naringenina, pertencente ao grupo dos flavonoides, presente em
frutas citricas (VIKRAM et al., 2010), extratos fendlicos de Rubus chamaemorus e Rubus
idaeus (frutos semelhantes a framboesas e amoras) (PRILHA et al., 2014) e compostos
fendlicos isolados como 4cido eldgico, 4cido tamico (HUBER et al, 2003),
epigalocatequinagalato (EGCG) (CASTILLO et al., 2014) bem como quercetina (GOPU et
al., 2015a), cianidina (GOPU et al., 2016) atuaram inibindo a formacao do biofilme por meio

da inibi¢do do quorum sensing em diversas bactérias. Além de diminuirem a formacdo do



biofilme, esses compostos aumentaram a sensibilidade do biofilme a agentes antimicrobianos
de forma sinérgica.

A atividade anti-quorum sensing de produtos naturais pode ser tdo importante quanto o
efeito antibacteriano e isso pode contribuir com o uso tradicional de antimicrobianos
(ADONIZIO, et al., 2008; SULTANBAWA, 2011). A combina¢ao desses inibidores com
outros agentes antimicrobianos pode gerar efeitos sinérgicos sobre a inativacdo bacteriana
(GIVSKOV, 2012) e pode ser uma proposta para uso combinado na reducdo e controle de

biofilmes bacterianos.

2.5 Eugenia uniflora L.

O Brasil apresenta uma diversidade de espécies de frutas nativas que vem sendo
estudadas e exploradas economicamente. A maioria dessas frutas fornecem nutrientes, sabores
acentuados, elevados teores de fibras, minerais, 4gua e compostos bioativos, contribuindo de
maneira benéfica com a satide da populacdo (NEGRI et al., 2016).

Dentre as muitas espécies nativas existentes no Brasil, destaca-se Eugenia uniflora L.,
sendo essa, uma planta arbustiva pertencente a familia das Myrtaceae de ocorréncia natural no
Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai podendo também ser cultivada para ornamentacdo bem
como arvore frutifera (AVILA et al., 2009).

A pitanga, quando madura, pode apresentar coloracio que vai desde o laranja,
vermelho a roxo escura. A diferenca na cor dos frutos influencia no teor de compostos
fendlicos presentes na mesma (HOFFMANN-RIBANI et al., 2009; BAGETTI et al., 2011;
DENARDIN et a., 2015). A composi¢ao da pitanga se constitui de 88,3% de umidade, 10,2%
de carboidratos, 3,2% de fibras, 0,9% de proteinas, 0,4% de cinzas, 0,2% de lipideos e 18 mg
de calcio em 100 g de fruto (TACO, 2006). Essa fruta possui duas classes de compostos
bioativos bem definidos sendo eles os flavonoides e os carotenoides. Apresentam também
quantidades importantes de vitamina C, vitamina A e fésforo (BAGETTI et al., 2011).

Os flavonoides s@o compostos fendlicos originados do metabolismo secundério de
plantas. Sdo compostos fenolicos presentes em muitas espécies de plantas sendo considerados
o grupo de constituinte mais importante do reino vegetal, estando presentes em folhas, flores,
caules, cascas e frutos (KAHKONEN et al., 1999; CROZIER et al.; 2009; HAMINIUK et al.,
2012). Esses compostos sdo produzidos pelas plantas quando as mesmas sdo submetidas a
diferentes situacdes de estresse e desempenham funcdes de protecdo contra herbivoros,
infeccOes microbianas, atracdo para polinizadores e animais semeadores, como agentes

alelopdticos, prote¢do a radiacdo ultravioleta e como moléculas sinalizadoras na formacdo e
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fixacdo de nitrogénio em nddulos radiculares (MANACH et al., 2004; CROZIER et al., 2009;
TIVERON et al., 2012; WAR et al., 2012).

Atribui-se aos compostos fendlicos importantes efeitos favoraveis ao organismo onde
sdo bem estabelecidas func¢des bioldgicas como atividades antioxidante, antiviral, antifingica,
anti-inflamatéria, anti-maldria, anti-oomiceto e antifebril. Também desempenham fungdes
antimicrobianas e anti-quorum sensing (VIKRAM et al.,, 2010; PRILHA et al., 2014;
HAMINIUK et al., 2012; CASTILLO et al., 2014; AKRAM et al., 2014; GOPU et al., 2015a;
DEHGHAN e SARRAFI, 2016). Associam-se a esses compostos, efeitos favordveis em
doencas como o cancer, doengas cardiovasculares, diabetes tipo II e doengas
neurodegenerativas (NIERO e MACHADO-SANTELLI, 2013; RODRIGUEZ-MORATO et
al.,, 2015; LIN et al., 2016; ANANTHARAIJU et al., 2016; FAHRIOGLU et al., 2016;
SHAILASREE et al., 2016; BASU e BHUYAN, 2017).

Os flavonoides identificados em pitanga incluem os flavonois miricetina, kampferol e
quercetina (HOFFMANN-RIBANI et al., 2009; BAGETTI et al., 2011; DENARDIN et al.,
2015). Tais compostos estdo classificados dentro do grupo de flavondis, dos flavonoides
presentes em alimentos. Os flavondis sdo tipicamente encontrados na forma glicosilada,
associados a por¢do de um agucar que muitas vezes € glicose ou ramnose, mas podem estar
associados também a galactose, arabinose, xilose e ao dcido glucurdnico. O flavondis mais
comuns incluem kaempferol, quercetina, isoramnetina, e miricetina e sdo tipicamente
encontrados como glicosideos conjugados. Fontes de flavondis incluem a cebola couve, alho-
pord, brécolis e mirtilos, assim como o vinho tinto e o chd verde (ROSS e KASUM, 2002;
DEL RIO et al., 2013).

O alto teor de compostos fendlicos presentes em pitanga reflete em seu potencial
antioxidante. A atividade antioxidante de extratos brutos metandlicos de pitanga roxa,
vermelha e laranja demonstraram que a pitanga apresentou importante capacidade
antioxidante (REYNERTSON et al., 2005; BAGETTI et al., 2011) e que é a fruta roxa,
apresentou maior capacidade quando comparada as frutas de outras cores (REYNERTSON et
al., 2005; BAGETTI et al.,, 2011). Além disso, quando testadas suas propriedades
antimicrobianas apresentou atividade contra uma diversidade de bactérias. O extrato fendlico
de pitanga atuou contra bactérias como como S. aureus (ZOLA et al., 2014; BORGES, 2016)
E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes e Bacilus cereus (ZOLA et al., 2014). Além dessas
bactérias, apresentou inibi¢do de bactérias cariogénicas como Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis € Streptococcus oralis

(OLIVEIRA et al., 2010) Ao extrato fendlico de pitanga também foi atribuido atividade sobre
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a inibicdo do quorum sensing, onde o extrato atuou inibindo a producdo do pigmento

violaceina em C. violaceum (RODRIGUES et al., 2016).
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4 METODOLOGIA
O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Higiene e Microbiologia de
Alimentos e de Compostos Bioativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos, em
parceria com o Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) e com o Departamento de Alimentos e Nutricio Experimental da Faculdade e Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.1 Preparo do material vegetal

Pitangas vermelhas maduras foram colhidas na regido de Ouro Preto — MG localizada
na latitude 20°23'08" sul, longitude 43°30229" oeste e altitude média de 1 179 metros. As
frutas foram coletadas de outubro a janeiro de 2016 e armazenadas a -20°C até atingirem a
quantidade suficiente para extracdo da polpa. As frutas foram lavadas em &4gua corrente,
folhas e talos foram removidos e feita a sanitizacdo com solugdo de hipoclorito de s6dio a 50
mg.L"! de cloro residual total, pH préximo a 9,5 por 15 min. Apds sanitizacdo, as sementes
foram removidas manualmente e a polpa foi separada, homogeneizada em multiprocessador

doméstico e congelada a -20 °C.

4.2 Extracao e purificacio dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram extraidos e purificados utilizando extragdo em fase
sOlida (SPE) conforme Bertoldi (2009) com modificacdes. As polpas de pitanga foram
descongeladas e misturadas com solucdo de etanol: metanol: acetona 1:1:1 (v/v/v) seguida de
filtracdo em papel Whatman n° 1. Posteriormente, os solventes foram evaporados em rota-
vapor a 40 °C (Biichi, Suica) e o extrato aquoso, chamado de extrato bruto, foi eluido em
minicoluna C18 Sep-Pak Vac 35cc 10g 20 cm’® (Waters Corporation, Estados Unidos). Os
compostos fendlicos adsorvidos na minicoluna foram eluidos com metanol e a fragdo aquosa
ndo adsorvida foi descartada. O metanol foi completamente evaporado e o extrato foi
concentrado em rota-vapor a 40 °C. Agua destilada foi adicionada até volume conhecido para

obter o extrato fendlico de pitanga (EFP).

4.3 Quantificacao dos compostos fendlicos totais

A quantidade de compostos fendlicos totais foi determinada pelo ensaio do reagente
Folin-Ciocalteu (SHAHIDI e NACZK, 1996). Uma aliquota de 0,6 mL do EFP foi diluida em
3,0 mL de reagente Folin-Ciocalteu diluido em agua destilada (1:10; v:v). Depois de 3 min de

repouso na auséncia de luz, foram adicionados 2,4 mL de solu¢do saturada de Na,CO3 (7,5%;
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m.v’"). Apés 2 h de repouso em auséncia de luz a absorbéncia foi determinada a 760 nm por
espectrofotometria de absorc¢ao (Kazuaki IL227, Pais). O teste foi feito em triplicata e o indice
de compostos fendlicos totais foi determinado pela curva padrio de 0 a 200 mg.L™' de 4cido
gélico e os resultados foram expressos em mg de 4cido gélico equivalente por 100 g de fruta

(mg AGE.100 g).

4.4 Identificacao e quantificacao dos compostos fenolicos
4.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector com arranjo de diodo
(CLAE-DAD)

A identificacdo dos flavonoides foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O cromatégrafo utilizado foi do modelo Infinity 1120 (Agilent), equipado
com injetor automdtico de amostras, bomba quaternéria e detector com arranjo de diodo
(DAD), controlado pelo software proprio da Agilent. A coluna utilizada foi a Prodigy Sp
ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido) com fluxo de 1 mL.min" a 25 °C, e
eluicdo com gradiente de solventes constituido por A: 4cido férmico 0,5% em dgua e B: 0,5%
acido férmico em acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos solventes consistiu em 8% de
B no inicio, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% a 25 min, de 90% em 30
min, 50% em 32 min, 8% em 35 min, com um tempo de corrida total igual a 35 min. A
corrida foi monitorada nos comprimentos de onda de 270, 370 e 525 nm. A identificacdao dos
picos foi realizada por comparacdo do tempo de retencdo, quando possivel, e similaridade
com espectro de absor¢cdo de padrdes comerciais € os espectros contidos na biblioteca do
proprio equipamento, previamente inseridos no método. Para a quantificacao foram utilizados
os padroes dos flavonoides cianidina, cianidina 3-glucosideo, delfinidina, quercetina 3-
glucosideo, miricetina (Extrasynthese, Genay France) e quercetina (Sigma, Chemical Co.,

EUA Extrasynthese, Genay France) (HASSIMOTTO et al., 2008).

4.4.2 Cromatografia Liquida — Espectrometria de massa (LC-MS)

A identificacdo de flavonoides e demais compostos fendlicos foi conduzida por Liguid
Chromatography — Mass Spectrometry (LC-MS) em aparelho de cromatografia liquida
modelo Prominence (Shimadzu, Japao) acoplado ao espectrometro de massas do tipo ion trap,
modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, Alemanha) e interface de ionizagdo por electrospray
(ESI, do inglés Electron Spray lonization). As condi¢Oes de separagdo foram as mesmas
utilizadas para a CLAE-DAD, conforme descrito no item 4.4.1. O ESI foi mantido em modo

positivo para antocianinas € modo negativo para os demais flavonoides. O detector de massas
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foi programado para realizar fullscan entre m/z 100-1000. A energia de ionizacao foi de 3000-
3500 V. Os compostos foram identificados pela comparagdao do espectro de massas obtidos e

a comparagao com o de padrdes comerciais e/ou dados de literatura.

4.5 Determinacio da concentracgio inibitéoria minima (MIC) e sub-MIC do EFP sobre S.
liquefaciens 1.53

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima (MIC) foi realizada pelo método de
dilui¢do em 4gar segundo Wiegand et al. (2008) com modificacdes. Uma populagdo de 10*
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC.mL™") de S. liguefaciens L53 isolado de
leite cru (MACHADO et al., 2015) foram inoculadas em forma de microgotas de 5 uLL em
agar cérebro-coracdo (BHI; Merck, Alemanha) adicionado de 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 mg
mg AGE. 100 g de polpa de fruta. Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 h a 30
°C. A MIC foi determinada como a menor concentragdo do EFP em mg AGE. 100 g de polpa
de fruta suficiente para inibir a multiplicacdo da bactéria e sub-MIC como a concentragcdao

inferior a MIC. A andlise foi realizada em triplicata.

4.6 Efeito de sub-MIC do EFP sobre a multiplicacio de S. liguefaciens 1.53 em caldo
BHI

Ap6s determinacdo da MIC e sub-MIC, foram feitas curvas de multiplicacdo de S.
liquefaciens 153 com sub-MIC do EFP, 0,8 e 1,0mg AGE. 100 g de polpa de fruta, para
avaliar se a concentracdo testada apresentaria algum efeito inibitorio sobre a multiplicacdo
microbiana em meio liquido. A curva de multiplicacdo foi feita em caldo BHI a 30 °C e em
intervalos de tempo de 1 h até o tempo final de 11 h. Foi realizado o plaqueamento por
microgotas em agar BHI (MORTON, 2001). Apés incubagdo a 30° C realizou-se a contagem
e o cdlculo de UFC.mL™.

4.7 Formacao de biofilmes
4.7.1 Formacio e caracterizacio da composicio do biofilme em microplacas de
poliestireno na presenca do EFP

A formacdo do biofilme e a quantidade dos trés principais componentes que
constituem a matriz dos biofilmes polissacarideos, proteinas e DNA foram avaliados em
microplacas de poliestireno contendo 96 pocos com concentracdes sub-MIC do EFP

determinadas previamente.
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S. liquefaciens 1.53 foram cultivadas a 30 °C por 24 h e, em seguida, uma aliquota de 1
mL desta cultura foi centrifugada a 2940. g e lavada duas vezes com solugdo salina (0,85%).
O centrifugado foi ressuspendido em caldo BHI e foram realizadas diluicdes seriadas para que
a concentracdo final fosse aproximadamente 10° UFC.mL". Em seguida, uma aliquota de 20
uL deste indculo padronizado foi adicionada em 180 pL de caldo BHI contidos em cada pocgo
da microplaca de poliestireno de 96 pocos. Em cada poco também foi adicionado EFP nas
concentracdes de 0,8 e 1,0 mg AGE. 100 g de polpa de fruta, separadamente. O controle
positivo consistiu em pogos contendo caldo BHI com indculo. Os controles negativos
consistiram de pogos contendo caldo BHI com indéculo mais 39,4 uM de 4-bromo-5-
(bromomethylene)-2(5H)-furanone (Furanona; Sigma-Aldrich, Brasil) ou 0,1 mg.rnL'1 de
canamicina (Sigma-Aldrich, Brasil). Os brancos consistiram em pog¢o contendo caldo BHI e
poco contendo caldo BHI adicionado do EFP ou furanona (39,4 uM) ou canamicina (0,1
mg.mL’l). As microplacas foram incubadas a 30 °C por 7, 48 e 168 h, sendo o caldo BHI, o
in6culo e o EFP ou furanona ou canamicina trocados a cada 24 h. Apds cada tempo de
incubac@o uma microplaca foi retirada para determinacdo do biofilme total e quantificacdo

dos polissacarideos, proteinas e DNA.

4.7.1.1 Determinacao do biofilme total

Ap6s os periodos de incubacdo o meio de cultura foi removido por inversdo da
microplaca sobre papel absorvente. As células aderidas foram coradas por 30 min com 200 pL
de cristal violeta a 0,1% (p.V’l) em agua. Em seguida, o corante foi descartado e os pogos das
microplacas lavados, por trés vezes consecutivas com 200 pL de 4gua destilada. As
microplacas foram secas em estufa a 40 °C por 15 min. O cristal violeta retido foi dissolvido
em 200 pL de etanol (95%) e a absorbancia medida a 590 nm (DO590nm) em leitor de
microplacas (MultiskanGO 1510, Thermo Scientific, Pais) (CONWAY et al., 2012). O teste

foi feito em sextuplicata com trés repeti¢des e o resultado expresso em média da DO5S90nm.

4.7.1.2 Quantificacao de polissacarideos, proteinas e DNA do biofilme

A quantidade dos trés principais componentes que constituem a matriz dos biofilmes,
polissacarideos, proteinas e dcidos nucleicos foi realizada conforme Fredheim et al. (2009).
Inicialmente, ap6s os periodos de incubag¢do o meio de cultura foi removido por inversao da
microplaca sobre papel absorvente e os pocos foram lavados trés vezes com solucdo fosfato

salina (PBS) pH 7,2.
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Para quantificar os polissacarideos, 40 mM de meta-periodato de sédio (NalOy;
Sigma-Aldrich, Brasil) em 4gua bidestilada foram adicionados em cada poco e mantido por
24 h a 30 °C. Este reagente € capaz de degradar as ligagdes [-1,6-polissacdridicas. Para
quantificar as proteinas, foram adicionados aos pogos 0,1 mg.mL'1 de protease K (Sigma-
Aldrich, Brasil) em 20 mM Tris-HCI pH 7,5 com 100 mM de NaCl. Este reagente € capaz de
degradar proteinas. Para quantificar DNA foram adicionados aos pogos 0,5 mg.mL'de DNase
I (Sigma-Aldrich, Brasil) em 5 mMde MgCl,. Apés cada tratamento, as microplacas foram
lavadas com PBS, coradas com cristal violeta 0,1 % (m.V'l) e determinada a DO 590 nm em
leitor de microplacas conforme descrito no item 4.7.1.1.

A propor¢do de polissacarideos, proteinas € DNA do biofilme de S. liquefaciens L53
foi calculada em relagdo ao biofilme total do respectivo tratamento e expressa em

porcentagem (%).

4.7.2 Avaliacao dos biofilmes em cupons de poliestireno na presenca do EFP

Biofilme de S. liquefaciens 153 também foi avaliado em cupons de poliestireno
conforme descrito por Rasmussen et al. (2005), com modificagdes. Os cupons de poliestireno
medindo 1,0 x 1,0 x 0,1 cm foram previamente higienizados com dgua e detergente liquido
neutro. Apds serem enxaguados em dgua destilada, os cupons foram transferidos para béquers
contendo dlcool 70% e deixados por 30 min em banho de ultrassom (BRANSON 1510,
Ultrassonic QR500, Pais). Posteriormente, os cupons foram descontaminados por radia¢io
ultravioleta de comprimento de onda 254 nm. A confirmacdo da descontaminagdo foi feita
incubando um cupom em caldo BHI a 30 °C por 24 h e, posteriormente, foi verificada a
auséncia de turvacdo do meio.

Os cupons de poliestireno foram colocados em microplaca de 24 pogos contendo caldo
BHI juntamente com o indculo padronizado de S. liquefaciens L53 a uma concentragdo final
de 10° UFC mL", conforme descrito no item 4.7.1. Em cada poco também foi adicionado 1,0
mg AGE.L"! do EFP. Além disso, foram realizados os controles positivos, negativos e os
brancos conforme descrito no item 4.7.1.

As microplacas foram incubadas a 30 °C por 48 h, sendo o caldo BHI, o in6culo e o
EFP ou furanona ou canamicina trocados a cada 24 h. Apds o tempo de incubacdo trés cupons
foram retirados para visualiza¢do do biofilme por microscopia confocal de varredura a laser,
quantificacdo das células aderidas e avaliacdo da susceptibilidade do biofilme formado na

presenca do EFP a antimicrobianos. O teste foi feito em triplicada e em trés repeticdes.
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4.7.2.1 Visualizaciao do biofilme por microscopia confocal de varredura a laser

Ap6s o periodo de incubacdo, os cupons foram removidos do meio de cultivo e
lavados duas vezes por imersdao em 0,2 M de solucao fosfato salina (PBS) pH 7,2 esterilizada
para remocgao das células ndao aderidas (MARQUES, 2007). Posteriormente, os cupons foram
incubados na auséncia de luz por 15 min com uma mistura de 0,02 mg.mL'1 de iodeto de
propideo (IP; Sigma-Aldrich, Brasil) e 0,002 mg.mL" de isotiocianato de fluoresceina (FITC;
Sigma-Aldrich, Brasil) em PBS pH 7,2, preparada imediatamente antes do uso. Em seguida,
os cupons foram lavados por imersdo em PBS pH 7,2 e analisados em microscépio confocal
de varredura a laser (LSM 510 META, Zeiss, Alemanha) utilizando o laser argbnio com
comprimento de onda de 458 e 514 nm. Utilizou o programa LSM Image Browser para

andlise das imagens.

4.7.2.2 Quantificacao de células aderidas

Ap6s o periodo de incubagdo os cupons foram removidos do meio de cultivo e lavados
com PBS pH 7,2 e, em seguida, foram imersos em 10 mL de solugado salina e submetidos por
10 min ao banho de ultrassom (BRANSON 1510, Ultrassonic QR500, Pais) para o
despendimento das células aderidas. Uma aliquota foi plaqueada em agar BHI pela técnica de
plaqueamento por microgotas (MORTON, 2001) e incubada a 30 °C por 16 h para quantificar

as células aderidas. O teste foi feito em triplicata com trés repeticdes.

4.7.2.3 Susceptibilidade do biofilme crescido na presenca do EFP a antimicrobianos
Ap6s a incubacdo por 48 h, os cupons foram enxaguados trés vezes com PBS pH 7,2 e
tratados com 200 rng.L‘1 do sanitizante dicloroisocianurato de sédio (NIPPOCLOR; CRT,
Brasil) por 15 min e com 0,1 mg.mL'1 canamicina (Sigma-Aldrich, Brasil) por 15 min,
separadamente. Apds o tempo de contato, os cupons tratados com dicloroisocianurato de
sodio foram imersos no agente neutralizante tiossulfato de sédio (Sigma-Aldrich, Brasil) a 1%
(m.v’') para a inativacio do principio ativo do sanitizante. Apds os tratamentos com o0s
antimicrobianos foram feitas quantificacdes de células vidveis conforme descrito no item

4.7.2.2.

4.8 Efeito combinado do EFP com antibioticos

4.8.1 Avaliacio do efeito combinado do EFP com antibiédticos
A avaliagdo do efeito combinado do EFP com os antibidticos canamicina, ampicilina e

gentamicina contra S. liquefaciens L53 foi realizada em células sésseis. O teste foi feito em
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microplacas de 24 pocos contendo 1 mL de caldo BHI com o inéculo padronizado com,
aproximadamente, 10° UFC.mL"' de S. liquefaciens 153, conforme descrito no item 4.7.1.
Além disso, cada poco continha 1,0 mg AGE. 100 g de polpa de fruta do EFP, 30 pg.ml" de
ampicilina, 10 pg.ml'de canamicina e 10 pgml”’ de gentamicina, separadamente. As
microplacas foram incubadas a 30 °C por 24 h. Aliquotas foram retiradas e plaqueadas em
dgar BHI conforme descrito no item 4.7.2.2. para determinar o nimero de células vidveis. Os
controles consistiram em pogos contendo caldo BHI e indculo, pogos contendo caldo BHI,
in6culo e EFP e pogos contendo caldo BHI, in6culo e os antibidticos ampicilina, canamicina e

gentamicina nas concentracdes utilizadas no teste (GUPU et al., 2015a).

4.8.2 Efeito combinado do EFP com antibié6ticos

Para o efeito combinado do EFP com os antibidticos foi realizado o teste da
concentracao inibitdria fraciondria e determinado o indice de concentragao inibitéria fracional
(FICI). O teste consistiu na determinag¢dao da nova MIC do EFP e dos antibidticos testados em
combinagdo. As concentracdes dos antimicrobianos bem como o EFP escolhidas
corresponderam a 1/2, 1/4, 1/6, e 1/8 da MIC ou 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 vezes a MIC. As diluicdes
foram feitas diretamente na placa onde foram adicionada da populagdo de 10°UFC.mL™". As
placas foram incubadas a 30 °C por 24 h e apds a incubacdo foram plaqueados e observado o
crescimento. A MIC foi considerada quando nao houve crescimento visivel. A FICI foi
determinada pela férmula: FICI= (MIC da droga A em combina¢ao/MIC da droga A) + (MIC
da droga B em combinagao/MIC da droga B). A FICI obtido foi interpretada em < 0,5,
sinergismo; 0,5 a 0,75, sinergismo parcial; 0,76 a 1,0, efeito aditivo; > 1,0 a 4,0, indiferente e

> 4,0, antagonismo (TIMURKAYNAK et al., 2006).

4.9 Analise estatistica
A significancia dos dados foi avaliada pelo teste ANOVA, empregando-se o teste de
Tukey, utilizado o software GraphPad Prism versio 5.00 para Windows (San Diego,

California, Estados Unidos). As diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Quantificacio dos compostos fendlicos totais

O EFP apresentou 231 mg AGE.100 g de polpa. De acordo com a quantidade de
compostos fendlicos obtida neste trabalho, a pitanga pode ser classificada como uma fruta
com médio conteudo desses compostos pela classificagdo sugerida por Rufino et al. (2010).
Segundo estes autores, as frutas podem ser classificadas em baixa quantidade de compostos
fendlicos quando apresentam conteido menor que 100 mg AGE.lOOg‘l, média quantidade
quando apresentam valores de 100 a 500 mg AGE.100 g e alta quantidade, quando os
valores sdo maiores que 500 mg AGE.100 g"' em amostras a base de matéria fresca.

O valor médio de mg AGE.100 g'1 encontrado nesse trabalho (231) € proximo aos
valores apresentados em pitanga vermelha por Bagetti et al. (2011) e Jacques et al. (2009)
que foram de 210 e 239,2 mg AGE.100 g respectivamente. Valores muito diferentes, como
433,84 mg AGE.100 g (DENARDIN et al., 2015) e inferiores a 95 mg AGE.100 g (ABE et
al., 2012) também foram encontrados na literatura em pitanga vermelha. Essas variacdes na
quantidade de compostos fendlicos em um mesmo alimento podem ocorrer por diversos
fatores, localizacdo geogréfica, condi¢cdes de cultivo, tipo de cultivar, sazonalidade, estagio de
maturagdo, dentre outros (MACHADO et al., 2008; MODESTO, 2013; DENARDIM et al.,
2015; SOUTO, 2017).

O importante contetido de compostos fendlicos observado pela pitanga confirmam seu
potencial de utilizacdo tornando-a uma fruta relevante para estudos, uma vez que estes
compostos apresentam fungdes bioldgicas importante como atividade antioxidante
(BAGETTI et al., 2011; BORGES, 2016) antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2010; ZOLA et
al., 2014; ) e anti-quorum sensing (RODRIGUES et al., 2016).

5.2 Identificacao dos compostos fenélicos
O perfil dos compostos fendlicos presentes no EFP estd apresentado na Figura 1, bem

como a identificacdo destes compostos na Tabela 1 e a quantificacdo na Tabela 2.
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Figura 1 - Cromatogrzima obtido por CLAE-DAD do EFP nos ¢

omprimentos de onda 270,

360e 525 nm. Picos 1 e 2: elagitaninos; pico 3: miricetina pentosideo; pico 4: dcido elagico;
picos 5, 6, 7, 8 e 9: quercetinas; pico 10: cianidina3-O-glucosideo (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo de flavonoides por LC-ESI-MS/MS do EFP.

Pico* TR [M-H] MS2 Composto
(min) (m/z)
1 4.2 783" 765/613/451/301/169 Elagitanino 1
633 301/169 Elagitanino 2
2 53 783" 765/613/451/301 Elagitanino 3
3 9.8 463 316/271/151 Miricetinapentosideo
301 257/245/229/145 Acido eldgico”
4 10.1 463 301/151 Quercetinagalactosideo
5 10.4 463 301 Quercetina3-0-glucosideo”
6 11.3 433 301 Quercetinapentosideo
7 11.7 433 301/151 Quercetinapentosideo
8 12.0 447 301/151 Quercetinaramnosideo
9 16.5 599 301/151 Quercetina glicosideo
609 463/301/151 Quercetinaglucosilramnosideo
10 7.716 447 284/255/147 Cianidina3-O-glucosideo”

*Picos identificados no cromatograma (Figura 1);
TR - tempo de retencio;

* Dupla carga;

®Identidade confirmada com padrdo comercial.

Tabela 2 - Contetdo de flavonoides identificados no EFP.

Composto fenélico %" %"
Elagitaninos®
Elagitanino 1/Elagitanino 2 13
Elagitanino 3 87
Total de elagitaninos 100 42.5
Acido eldgico - 6,2
Flavonol®
Miricetina pentosideo 17
Quercetina galactosideo 16
Quercetina3-0-glucosideo 6
Quercetina pentosideo 5
Quercetina pentosideo 7
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Quercetina ramnosideo 25

Quercetina glicosideo/ Quercetina glucosilramnosideo 23
Total de flavonol 100 48,9
Antocianina
Cianidina3-0-glucosideo - 2,3
Total de compostos fendlicos - 100

% dentro de cada classe;

® % em relagio ao total de fendlicos;
¢Acido elagico equivalente;
Quercetina3-glucosideo equivalente.

Os elagitaninos, representando 42% dos flavonéis do EFP, sdo compostos fendlicos
soliveis em dgua, de alto peso molecular, que quando hidrolisados liberam o 4cido eldgico.
Segundo Williner et al. (2003) e Landete (2011) essa classe de compostos apresenta
atividades antioxidantes e efeitos antimutagénico e anticarcinogénico estando relacionados
também efeitos prebidticos e anti-inflamatoérios. Entre os flavonoides identificados no EFP a
quercetina foi identificada como a maior representante (83%). Esse favonoide esta
classificado como flavonois e de acordo com Bentz (2009) representa 60 a 75% da ingestao
de flavonoides da dieta. Segundo alguns trabalhos, esse composto apresenta importante
atividade bioativa, como capacidade antioxidante e prevenc¢do de doencas como cancer,
aterosclerose, inflamacao cronica, diabetes e obesidade (HEIN et al., 2002; D'ANDREA,
2015; LESJAK et al., 2018). Além disso, também foram reportadas atividades antimicrobiana
e anti-quorum sensing (GOPU et al., 2015a; OUYANG et al., 2016; JAISINGHANI, 2017).

Os compostos fendlicos identificados no EFP estdo em acordo com os resultados de
outros trabalhos. Entretanto, pode haver uma variacdo em funcdo de fatores discutidos
anteriormente. Souto (2017) evidenciou que a miricetina representa 60% do total de
flavonoides da pitanga vermelha madura. Além disso, foram identificados derivados
glicosilados de quercetina, miricetina e kaempferol, bem como elagitaninos. Outros autores
também identificaram acido gélico, quercitrina, isoquercitrina, cianidin3-glucoside e rutina na

pitanga (KARWOWSKI, 2013; DENARDIN et al., 2015).

5.3 Determinacao da MIC e sub-MIC do EFP e das curvas de multiplicacao de S.
liquefaciens 1.53 na presenca das sub-MIC do EFP

A multiplicacdo de S. liquefaciens 153 foi avaliado na presenca de concentracdes de
compostos fendlicos que variaram de 0,6 a 1,6 mg AGE. 100 g de polpa de pitanga, alterando
0,2 mg AGE. 100 g de polpa de pitanga para cada teste e determinou-se que a MIC
correspondeu a 1,0 mg AGE.100™" de polpa. As concentracdes sub-MIC escolhidas para serem

trabalhadas nos testes posteriores corresponderam as concentragdes previamente testadas que
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equivalem 0,8 e 1,0 mg AGE. 100 g de polpa de pitanga. Ambas concentra¢des foram
avaliadas sobre o efeito na multiplicacao de S. liguefaciens 1.53.

Os resultados do efeito de concentragdes sub-MIC do EFP sobre a multiplicacdo de S.
liquefaciens 1.53 em caldo BHI durante 11 h de incubacgdo estdo mostrados na Figura 2. A
multiplicacdo de S. liguefaciens 1.53 na presenca das concentracdes sub-MIC de de 0,8 e 1,0
mg AGE. 100" de polpa de fruta e furanona ndo diferiram estatisticamente do controle sem

extrato (p > 0,05) (Figura 2). Desse modo, estas concentracoes sub-MIC do EFP foram

utilizadas nos ensaios de formacao do biofilme.

10+

Log UFC.mL"’

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Tempo (Horas)

— Controle 0,8 mg AGE.100 g Tde polpa de fruta
==+ 1,0 mg AGE.100 g 1 de polpa de fruta ---- Furanona 39,4 pM

Figura 2 - Curva de multiplicacdo de S. liquefaciens 1L.53 em cado BHI na auséncia e

presenca das concentracdes sub-MIC de 0,8 e 1,0 mg AGE. 100™" de polpa de fruta do EFP e
furanona 39,4 uM a 30° C.

5.4 Formacao de biofilme na presenca do EFP
5.4.1 Quantificacao e composicao do biofilme de S. liqguefaciens 1.53

A quantificacdo do biofilme total de S. liguefaciens .53 formado na presenca do EFP

em microplaca de poliestireno estd apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Efeito de diferentes concentracdo do EFP sobre a formacdo de biofilme total por S.
liquefaciens 1.53 em poliestireno nos tempos de 7, 48 e 168 h a 30 °C. EFP= 0,8 e 1,0 mg
AGE. 100" de polpa de fruta. Controles = 39,4 uM de furanona e 100 p g.mL'l de canamicina.
Letras mintsculas diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos no
mesmo tempo (p < 0,05) e letras maidsculas diferentes representam diferenga significativa
entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo (p < 0,05).

Concentracoes de 0,8 e 1,0 mg AGE. 100 g de polpa de fruta do EFP inibiram
completamente a adesdo por S. liquefaciens 1.53 ap6s 7 h de cultivo (Figura 3). Apds 48 h, o
EFP inibiu a formagdo do biofilme por S. liguefaciens 1.53 em 33,80 e 59,92% nas
concentracdes de 0,8 e 1,0 mg AGE. 100 g de polpa de fruta em comparacdo ao controle,
respectivamente e foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) (Figura 3). Além disso, estas
concentragdes sub-MIC do EFP apresentaram inibi¢ao do biofilme maior do que 39,4 uM da
furanona (p < 0,05), a qual inibiu em 15,41% do biofilme (Figura 3). Por outro lado, a
concentragdo do EFP 1,0 mg AGE.L™' aumentou em 10% a formagdo de biofilme apés 168 h
de cultivo (p < 0,05) (Figura 3). Canamicina, 100 pg.mL’, inibiu completamente o
crescimento microbiano, logo a adesdo e formacdo do biofilme nos tempos de 7, 48 € 168 h.

O resultado de diminui¢do do biofilme total observado nos tempos de 7 e 48 h por
concentracdes sub-MIC do EFP indica que esse composto apresenta atividade promissora na
inibicdo do biofilme formado por S. liqguefaciens 1.53. Estes resultados constratam com outras
pesquisas como a de Musthafa et al., 2010 no qual extratos de frutas como o abacaxi e sapoti
diminuiram a formacdo de biofilme por P. aeruginosa em concentracdes sub-MIC. Além

dessas, o trabalho de Truchado et al. (2012) revelou que extratos de banana e laranja em
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concentracdoes sub-MIC também diminuiram a formag¢do de biofilme por Klebsiella
pneumoniae. Em concordancia com os trabalhos anteriores, Gopu et al. (2015b) Oliveira et al.
(2016) demonstraram que concentracdes sub-MIC do extrato de jamboldo e morango silvestre
inibiram a formacdo de biofilme de Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas hidrophila, Chromobacterium violaceum e S. marcescens.

Dentre os compostos fendlicos identificados no EFP nesse trabalho, as formas
glicosiladas de quercetina e cianidina podem estar relacionados a inibi¢ao do biofilme por S.
liquefaciens 1.53 (Tabelas 1 e 2; Figura 1). Gopu et al. (2015a) demonstraram que a
quercetina em concentragdes sub-MIC inibiu a formacdo de biofilme de K. pneumoniae, P.
aeruginosa e Y. enterocolitica em 61, 72 e 80%, respectivamente. No trabalhos de Ouyang et
al.,, 2016 a quercetina diminuiu a formagdao de biofilme de P. aeruginosa em até 51%.
Vikram et al. (2010) e Castillo et al. (2014) também evidenciaram a inibicdo da formac¢ao do
biofilme de K. pneumoniae, Campylobacter jejuni, Obesumbacterium proteus e Vibrio
harveyi por outros compostos fendlicos isolados como, 4cidos p-cumdrico e dcido galico,
epigalocatequina galato e rutina em concentracdes sub-MIC. No entanto, Xiao et al., 2015
destaca que os compostos fendlicos presentes em alimentos ocorrem principalmente sob a
forma glicosiladas e de acordo com Xiao et al., 2014 essa glicosilacao pode alterar a atividade
bioativa do composto, reduzindo ou aumentando a mesma (XIAO et al.,, 2014). Ficou
demonstrado pelo trabalho de Quecan et al. (2018) que a atividade na inibi¢do do quorum
sensing pela quercetina foi diferente entre as suas formas aglicona e com a glicosilagdo sobre
a producdo de violaceina em C. violaceum.

A inibicdo do biofilme de S. liquefaciens L53 por concentragdes sub-MIC do EFP
sugere que esses compostos podem atuar por meio da interrupcdo do gudrum sensing. Prilha
et al., 2014 demonstraram que extratos de amora silvestre interromperam o quorum sensing
em Obesumbacterium proteus resultando na inibicdo da formacdo do biofilme. Além desse,
Gopu et al., 2015b e Ouyang et al., 2016 evidenciaram inibicdo do quorum sensing pelos
extratos de Syzygium cumini (L.) e quercetina que resultaram na inibi¢do do biofilme de K.
pneumoniae, P. aeruginosa e Y. enterocolitica. Ficou demonstrado por Paczkowski et al.,
2017 que os compostos fendlicos inibiram o quorum sensing pela ligacdo ndo competitiva dos
compostos naturais aos receptores do quorum sensing. Os autores destacaram a existéncia de
caracteristicas na estutura dos flavonoides que sdo essenciais para sua ligacdo a proteina
receptora. Outro trabalho como o de Almeida et al. (2018) avaliou o acoplamento molecular
de compostos naturais a proteina receptora do quorum sensing, proteina SdiA, de Salmonella

enterica sorovar Enteritidis PT4 578 onde os resultados demonstraram que 0s compostos
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fendlicos incluindo flavonoides e dcidos fendlicos foram capazes de ligar na proteina SdiA e
atuar como os inibidores do quorum sensing nessa bactéria (ALMEIDA et al., 2018). Além
desses Truchado et al., 2012 demonstraram que os compostos naturais atuaram inibindo o
quorum sensing pela degradacio dos sinalizadores utilizads nessa comunicagao.

O aumento na quantidade do biofilme total pelo EFP observado no tempo de 168 h
pode ser uma resposta adaptativa de S. liquefaciens 153, onde a exposicio a um agente
antimicrobiano natural, no caso o EFP em concentra¢des sub-MIC pode ter proporcionado um
estresse a bactéria que respondeu com um aumento na producdo de biofilme. Moréan et al.
(2014) demonstraram que compostos naturais como genisteina, dcido protocatecuico, extrato
de cranberry, 4cido p-hidroxibenzdico e resveratrol aumentaram a formagdo de biofilm de
Staphylococcus epidermidis. Em concordancia ao observado nesse trabalho, Plyuta et al.
(2013) e Corral-Lugo et al. (2016) evidenciaram que epicatequinas, vanilina, dcido gélico e
acido rosmarinico levaram a um aumento na formagdo de biofilme por P. aeruginosa PAO].
Além desses, Cho et al. (2013) testaram extratos metandlico de 522 plantas sob a formacao de
biofilme de P. aeruginosa PA14 e destes, 185 aumentaram a formacdo de biofilme de P.
aeruginosa PA14 em mais de 50 %. Dos compostos isolados, nove flavonoides foram
identificados entre eles a quercetina e kaempferol.

Os resultados do presente trabalho mostraram que o tempo € fator crucial e
determinante para a formagdo de biofilme por S. liqguefaciens .53, onde concentragdes sub-
MIC do EFP diminuiu o biofilme no tempo de 7 € 48 h e proporcionaram aumento do mesmo
no tempo de 168 h. No trabalho de Musthafa et al. (2010) os autores testaram a formagao do
biofilme na presenca de inibidores do quorum sensing no tempo de 12 h. Vikram et al. (2010)
Truchado et al. (2012) e GOPU et al. (2015a, b) e Ouyang et al. (2016) avaliaram a
interferéncia de inibidores do quorum sensing na formacao de biofilme por 24 h e Prilha et al.
(2014) realizou seu trabalho com inibidores do quorum sensing sob a formagdo do biofilme
no tempo de 48 h. Ja Castillo et al. (2014) testou inibidores do quorum sensing sob a
formacdo do biofilme no tempo de 72 h. Uma atenc@o mais criteriosa em relagao ao tempo de
formacdo do biofilme deve ser considerada em testes via nibi¢do do quorum sensing, pois

podem ocorrer efeitos contrarios e indesejdveis em um tempo maior de andlise.

5.4.2 Composicao do biofilme de S. liguefaciens 1.53 formado na presenca de EFP em
poliestireno
A composicao do biofilme formado por S. liguefaciens L.53 na auséncia e presenca de

concentracdes sub-MIC do EFP estd apresentada na Tabela 3 e Figura 4. A Tabela 3 apresenta
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os resultados em proporc¢ao ao biofilme total e a Figura 4 apresenta a composicdo do biofilme
em DO 590 nm. A soma das porcentagens dos componentes do biofilme ndo totaliza 100%
em relacdo ao biofilme total. Segundo Rivas et al. (2007), o uso da técnica de cristal violeta
para quantificagdo de biofilmes pode subestimar valores. Deve-se considerar também que,
além destes componentes, os biofilmes apresentam outras substancias complexas e variadas e

que interferem com a determinacdo da sua composi¢ao.

Tabela 3 - Efeito de diferentes concentracdo do EFP sobre a propor¢do de polissacarideos,
proteinas € DNA no biofilme formado por S. liquefaciens 1.53 nos tempos de 7, 48 e 168 h.
EFP= 0,8 ¢ 1,0 mg AGE. 100" de polpa de fruta. Controles = 39,4 uM de furanona e 100
ug.mL" de canamicina.

Proporc¢ao dos componentes da matriz do biofilme (%) / Tempo (h)

Tratamentos Polissacarideos Proteinas DNA
7 48 168 7 48 168 7 48 168
Controle 97,6  96,9** 955 212 332°4 3984 554 474" 2334

0,8 mg AGE.L ! 0,00 99,8 97,0"* 0,00 38,7* 40,6 0,00 52,2 20,0%

1,0 mg AGE.L 0,00 99,7°* 98,1°* 0,00 380" 39,9"* 0,00 54,0 248"

Furanona 394 pM 0,00 99,3"* 952°* 0,00 34,7* 368" 0,00 56,2"* 237"

100 pg.mL’

) . 0,00®®  0,00°® 0,00® 0,00 0,00 0,00 0,00* 0,00® 000"
canamicina

Os valores na mesma coluna (entre os tratamentos no mesmo tempo), seguidos por letra maitiscula diferente,
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey (p < 0,05). Os valores na mesma linha (para o mesmo
componente da matriz do biofilme ao longo do tempo) seguidos por letra mintscula diferente diferem entre si
pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade (p < 0,05).

No tempo de 7 h, apenas no controle foram quantificados os componentes do EPS uma
vez que houve inibicdo total da formacao do biofilme nos tratamentos com o EFP, furanona e
canamicina nesse tempo (Tabela 3 e Figura 4).

As duas concentracdes do EFP, 0,8 e 1,0 mg AGE.L! alteraram significativamente a
composicao de polissacarideos, proteinas e DNA do biofilme de S.liquefaciens L53 apds 48 h
de cultivo quando comparado com o controle (p < 0,05) (Figura 4). A maior concentragdo do
EFP avaliada reduziu 58,74% o contetido de polissacarideos, 69,41% de proteinas e 54,37%
de DNA demonstrando diminuicdo significativa dos principais componenente da matriz do
biofilme de S. liguefaciens L.53. A furanona também reduziu os trés componentes da matriz
do biofilme em relacdo ao controle, mas a reducdo foi estatisticamente menor que a pelo EFP.
Estes resultados corroboram com a diminuicao do biofilme total no mesmo tempo de cultivo.
Ja no tempo de 168 h observou um aumento na quantidade de polissacarideos e proteinas no

biofilme formado na presenca do EFP corroborando com o aumento no biofilme total.
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EFP= 0,8 e 1,0 mg AGE. 100" de polpa de fruta. Controles = 39,4 uM de furanona e 100
u g.mL'1 de canamicina. Letras minudsculas diferentes representam diferenca significativa (p <

28



0,05) entre os tratamentos no mesmo tempo e letras maiusculas diferentes representam
diferenca significativa (p < 0,05) entre o mesmo tratamento ao longo do tempo.

Foi observada maior propor¢cdo de eDNA da matriz do biofilme formado por S.
liquefaciens 1.53 no tempo de 48 h, comparado ao tempo de 7 e 168 h (Tabela 3) o que pode
apresentar alguma relacdo com o aumento do biofilme total no tempo de 168 h. Okshevsky e
Meyer, 2015 destacaram que o eDNA estd presente em menores quantidades no EPS, mas
constitui em componente extrutural importante. Kaplan (2012) demonstrou que a liberagcao de
eDNA esteve relacionado ao aumento da formagdo do biofilme induzida por concentra¢des
sub-MIC de antibidticos. Além desses, Marti et al. (2017) evidenciaram a relagdo entre
aumento eDNA e aumento do biofilme.

Concentracdes sub-MIC do EFP foi promissor na inibicdo dos componentes da matriz
do biofilme no tempo de 48 h. Os resultados do trabalho de Abraham et al. (2011) corroboram
com os observados pelo EFP nesse trabalho. Os autores demonstraram que o extrato
metanolico das frutas de Capparis spinosa, rico em compostos fendlicos, diminuiu a produgdo
do EPS em 46, 58, 66 € 67% em P. aeruginosa PAO1, S. marcescens, E. coli e P. mirabilis
via inibicdo do quorum sensing, respectivamente. Em concordincia com esses trabalhos,
extrato antocianico de jamboldo inibiu 68% da produ¢do do EPS de biofilme de K.
pneumoniae. A quercetina diminui em 79,9% do EPS de biofilme de K. pneumonia e
cianidina diminuiu cerca de 65, 75 ¢ 80% do EPS de biofilme de Y. enterocolitica, P.
aeruginosa e K. pneumonia respectivamente atuando pela inibicao do quorum sensing (GOPU

et al., 2015a, GOPU et al., 2015b, GOPU et al., 2016).

5.4.3 Microscopia do biofilme de S. liguefaciens 1.53 formado na presenca de
concentracoes sub-MIC do EFP

As imagens microscopicas dos biofilmes formados por S. liqguefaciens L53 por 48 h
feitas por microscopia confocal a laser podem ser visualizadas na Figura 4. O biofilme
formando por S. liquefaciens 1.53 na auséncia de EFP apresentou espessura de 21 um (Figura
4A) e 12 um na presenca de 39,4 uM de furanona (Figura 4C), os quais foram mais espessos
do que o biofilme formando na presenca de 1,0 mg AGE.L"' do EFP que foi de 6 um (Figura
4B).

Os resultados das imagens microscopicas mostraram que a formagdo do biofilme foi
menor quando o biofilme foi cultivado na presenca do EFP (Figura 4B) comparado ao

controle cultivado na auséncia do EFP (Figura 4A) e furanona (Figura 4C) indicando que o
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EFP diminuiu a formagao do biofilme por S. liquefaciens 1.53. Os biofilmes de S. liquefaciens
L53 formados por 48 h na auséncia do EFP e na presenca de 1,0 mg AGE.L'do EFP e 39,4

uM de furanona apresentaram mais células vivas (Figuras 4D, 4E e 4F).

Controle EFP: 1.2 mg AGE.100! de polpa 39.4 uM de furanona

A

Controle

Tratamento
com 2000
mg.L-1de

dicloroisocianu
rato de sodio

Tratamento
com 100
pg.mL-!

canamicina

Figura 4 - Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos biofilmes de S.
liquefaciens 153 formados por 4¢ h na auséncia do EFP (A, D, G, J) e na presenca de 1,0 mg
AGE.100" de polpa do EFP (B, E, H, K) e 39,4 uM de furanona (C, F, I, L). Biofilmes de S.
liquefaciens 153 formados por 48 h e tratados por 15 min com 2000 mg.L'1 de
dicloroisocianurato de sédio (G, H, I) e por 15 min com 100 pg.mL‘l canamicina (J, K, L),
bem como nio tratados (D, E, F). Células verdes fluorescentes sdo consideradas células vivas
e células vermelhas sdo consideradas células mortas.

ApOs o tratamento com os sanitizantes dicloroisocianurato de sodio (Figuras 4G, 4H,
4I) e canamicina (Figuras 4J, 4K, 4L) foi possivel observar reducdo no numero de células
aderidas ao biofilme, indicando que os sanitizantes testados removeram as células do
biofilme. Pode-se observar que, apds o tratamento com os antimicrobianos, o controle e

furanona apresentaram células mortas (Figuras 4G, 41, 4] e 4L). No entanto, no biofilme
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formado na presenga do EFP (Figuras 4H e 4K) nao se observa células mortas em vermelho.
E possivel observar células mortas nas imagens do controle e furanona quando tratadas com
os antimicrobianos, entretanto pela contagem das células vidveis houve redu¢do no nimero de
células no biofilme tanto no controle, na presenca do EFP e furanona.

As imagens microscopicas confirmam os resultados apresentados anteriormente de
diminuicdo significativa do biofilme total de S. liguefaciens 1.53 pelas concentra¢des sub-
MIC de EFP. As imagens evidenciam diminui¢do importante no biofilme, corroborando com
uma inibicdo significativa da quantidade de polissacarideo do biofilme quando cultivado na

presenca do EFP por 48 h.

5.4.4 Quantificacao das células aderidas no poliestireno na presenca do EFP e sua
susceptibilidade a antimicrobianos

A quantificacdo das células de S. liquefaciens 1.53 aderidas no poliestireno apos 48 h
de cultivo na auséncia e presenca de 1,0 mg AGE.L'do EFP e de 39,4 uM de furanona estd
apresentado na Tabela 4. Os biofilmes formados nestas condi¢des foram submetidos a
tratamentos com 200 mg.L'1 do sanitizante dicloroisucianurato de sédio e com 100 pg. mL" do
antibidtico canamicina por 15 min e, posteriormente, as células aderidas foram quantificadas

(Tabela 4).

Tabela 4 - Quantificacdo das células aderidas de S. liquefaciens .53 no poliestireno apds 48 h
de cultivo na auséncia e presenga do EFP e furanona e sua susceptibilidade a 2000 mg.L'1 de
dicloroisucianurato de s6dio e a 100 pg.mL™" de canamicina por 15 min.

Valores de log UFC.cm™ apés tratamento do

Contagem biofilme formado com antimicrobianos
inicial Dicloroisod .
losUFC.cm™ icloroisocianurato ..
(log ) de sédio (200 mg. L~ Canamlcmﬁ (100 pg.
1y mL™)
Controle 7,1+ 0,07** 4,2 +0,30™ 6,6 + 0,08
Formacao do EFP (1,0 mg aA oA N
biofilme no AGE.L") 7,1£0,04 4,4+0,17 6.8£0,15
polesirene Fural:ﬁ)‘ 4 iz 5.0 £0,69™ 6.3 +0,27*

Os valores na mesma coluna, seguidos por letra maidscula diferente, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey (p < 0,05). Os valores na mesma linha, seguidos por letra mindscula diferente diferem entre si pelo
teste Tukey a 5 % de probabilidade (p < 0,05).

O numero de células vidveis aderidas de S. liquefaciens 1.53 no poliestireno quando
cultivo na presenca de 1,0 mg AGE.L" do EFP ¢ de 39,4 uM de furanona ndo foram
estatisticamente diferentes do controle. O nimero de células vidveis dos biofilmes formados

na auséncia e presenca do EFP e furanona e, posteriormente, tratados com 200 mg.L'] do
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sanitizante dicloroisucianurato de sédio e 100 ug. mL" do antibiético canamicina por 15 min
ndo apresentam diferenca estatistica do log UFC.cm™ (p > 0,05) (Tabela 4) entre os
tratamentos e o controle. Esses resultados apontam que, apesar da importante diminui¢ao no
biofilme total e os componentes da matriz, essa diminuicdo nao foi suficiente para alterar a
susceptibilidade das células do biofilme comparado ao controle. Desse modo, o EFP testado
em sub-MIC sob a formacdo do biofilme por S. liguefaciens 1.53 ndo proporcionou vantagens
relacionadas a melhoria na susceptibilidade das células do biofilme ao tratamento com 200
mg.L'1 de dicloroisucianurato de sédio e 100 ug. mL™' de canamicina por 15 min.

E importante destacar que o nimero de células do biofilme nio esteve correlacionado
com o biofilme total determinada pelo método de coloracao pelo cristal violeta, capaz de corar
moléculas carregadas negativamente como a matriz do biofilme, células mortas e vivas (LI et
al., 2003; PEETERS et al., 2008; XU et al., 2016). A redugao observada esteve relacionanda a
diminui¢do nos componentes da matriz do biofilme polissacarideos, proteinas e DNA (Figura
4).

5.5 Efeito combinado do EFP com antibiéticos

Os resultados do teste do efeito combinado do EFP com antibidticos estdo

apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela S - Efeito combinado de 1,0 mg AGE.100™" de polpa do EFP com os antibidticos 30
pug.mL” de ampicilina, 10 pg.mL" de canamicina e 10 pg.mL™" de gentamicina e furanona
39,4 uM.

Crescimento (log UFC.ml )

Composto Composto
Compostos MIC Compostos Composto combinado com combinado com
sozinho 1,0 mg AGE.L'  furanona (39,4
.100 g de polpa uM)
90,41
mg i Inibiu
EFP AGF.L‘ > completamente
Furanona 295,5 Furanona 10 Inibiu i
uM (39,4 uM) completamente
39 Ampicilina
Ampicilina pg.{nL (30 pg.mL ™) 9,07 8,87 8,03
31 .. o
Canamicina L Canamicina 4 10 Inibiu
pg.l (10 pg.mL’l) completamente
Gentamicina ZnL' Gentamicina Inibiu 3.94 Inibiu
HE- (10 ug.mL™")  completamente ’ completamente
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O efeito combinado dos antibidticos canamicina e gentamicina com o EFP resultou em
aumento no log UFC.ml™ comparados ao antibidtico individualizado (Tabela 5). Ja o efeito
combinado dos antibi6ticos com furanona resultou em diminuicio do log UFC.ml" para

canamicina e gentamicina (Tabela 5).

Tabela 6 - MIC do EFP, antibidticos e furanona individuais e combinados para cdlculo da
FICI.

MIC
EFP e Compostos combinados com Compostos combinados com
antibiético  Individuais EFP Furanona
Compostos EFP FICI Compostos Furanona FICI
EFP ?fé‘éi’.lg - - - ié%?% 246uM 0,3
Furanona 295,5 UM - - - - - -
. , 234pgml” 452,05
Ampicilina 39 ug.mL . mg 11 2.43 295,5 uM 1,06
AGE.L'
. ,  155pgmL” 452,05
Canamicina 31 ug.mL . mg 10 7.75 2,46 uM 0.3
AGE.L'
. . L, 452,05
Gentamicina 7 ug.mL 28 ug.mL mg 9 3,5 2,46 uM 0,1
AGE.L'

FICT: Indice de Concentragdo Inibitéria Fracional,
Interpretagdo da FICI: < 0,5, sinergia; 0,5 a 0,75, sinergia parcial; 0,76 a 1,0, efeito aditivo; > 1,0 a 4,0,
indiferenca e > 4,0, antagonismo.

Pela classificacao do FICI, o EFP apresentou atividade antagbnica com os antibidticos
testados ampicilina, canamicina e gentamicina. Ja furanona apresentou efeito sinérgico com o
EFP e os antibidticos canamicina e gentamicina (Tabela 6).

Os efeitos antagdnicos observados no presente trabalho indicam que a sub-MIC do
EFP ndo apresentaram efeitos sobre o aumento da susceptibilidade das células aos antibidticos
testados, comparados ao controle. Contrariamente, a utilizacdo combinada de concentracdes
sub-MIC do EFP com antibidticos apresentou efeito antagdnico com os antibidticos testados.
Veras et al. (2011) demonstraram que isoquercetina apresentou antagonismo. Ademais, Cruz
et al. (2014) evidenciaram atividade antagénica do extrato hidroalcélico de cebola aos
antibidticos amicacina e gentamicina em E. coli e S. aureus. Em concordancia, Gongalvez
(2014) observaram efeito antagdnico do extrato hidroalcélico das folhas de E. uniflora L. com
os antibidticos amoxilina, ampicilina, gentamicina tetraciclina e vancomicina.

A atividade antagdnica do EFP com antibiéticos observada nesse trabalho pode estar
relacionada as propriedades antioxidantes dos mesmos, como foi colocado por Veras et al.
(2011) Souza et al. (2014) e Cruz et al. (2015) que associaram os resultados de antagonismo

obtidos as propriedades antioxidantes e quelantes dos compostos fendlicos que atuam se
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ligando aos antibidticos e impedindo sua agdo. Ainda de acordo com Secoli (2001) e
Granowitz e Brown (2008), o antagonismo pode ocorrer por quelagdo mutua dos compostos e,
ainda segundo Mandalari et al. (2007), essa interacdo pode ser devido a mecanismo de
competi¢do por locais especificos, ou a inibicdo da absor¢do do antibidtico pelas células
bacterianas ou a interac@o direta entre os compostos que desencadearia mudancas estruturais
que resultam na redugdo da atividade.

O efeito sinérgico obtido pela furanona com o EFP e os antibidticos canamicina e
gentamicina indicaram que a interrupcao do sistema quorum sensing em S. liquefasciens 1.53
proporcionou as células maior susceptibilidade aos antimicrobianos. Gupu et al., (2015a)
evidenciaram que concentragdes sub-MIC de quercetina resultaram em aumento na
sensibilidade de bactérias como K. pneumoniae, P. aeruginosa, Y. enterocolitica. Além
desses, Gopu et al., 2015b evidenciaram aumento na sensibilidade a eritromicina tetraciclina,
cloranfenicol, canamicina, gentamicina e ampicilina e Deepika et al., 2018 demonstraram que
rutina em concetragdes sub-inibitérias aumentou a sensibilidade ao antibidtico gentamicina.
Apesar do efeito combinado de inibidores do quorum sensing e antibidticos ser uma estatégia
promissora pelo seu efeito sinérgico, essa interagdo deve ser investigada, pois sub-MIC de
compostos naturais podem apresentar respostas indesejadas pelo EFP como observadas nesse

trabalho.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVA

O EPS foi eficaz na reducdo do biofilme de S. liguefaciens L53 no periodo de 48 h e
promoveu reducdo de polissacarideos e proteinas, principais componentes da matriz
exopolimérica. Entretanto no tempo de 168 h apresentou efeito contrario, aumentando os
mesmos. Apesar de apresentar reducao no biofilme total, o EFP ndo alterou o nimero de
células aderidas ao biofilme bem como nido alterou sua susceptibilidade a tratamentos com o
sanitizante dicloroisocianurato de s6dio e o antibidtico canamicina. Além disso, quando
testado em combinacdo com antibidticos obteve efeito antagébnico com os mesmos indicando
que a sua utilizagao pode nao ser vantajosa.

A busca por compostos naturais com capacidade em controlar o biofilme, atuando em
concentracdes sub-MIC € uma alternativa que estd sendo muito pesquisada, pois oferece
alternativas no controle do biofilme sem proporcionar riscos de aumento na resisténcia.
Entretanto essa avaliacdo deve ser detalha, pois os compostos naturais podem proporcionar
uma resposta contrdria a esperada, aumentando a formacao do biofilme de poderem atuar de
forma antagbnica com antibidticos, apresentando resultados indesejaveis.

Além dos fenotipos de S. liquefasciens averiguados nesse trabalho, o EFP também
pode ser testado sob outros que também apresentam grande impactos para a industria de
alimentos como por exemplo proteases, lipases e motilidade. Além disso pode-se testar
também a atuacdo de tais compostos sob fatores de viruléncia e sua capacidade
antimicrobiana e antifungica. Também pode averiguar a acdo do extrato em diferentes
bactérias incluindo deterioradoras e patogénicas. E importante enfatizar tque o estudo com
frutos nacionais valoriza o potencial desses alimentos, elucidam as funcdes bioativas dos
mesmos aumentando as informacgdes cientificas de tais além de proporcionarem alternativas

para possiveis controles microbioldgicos.
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