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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a producdo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa PAO1 como indicador de viruléncia deste importante microrganismo crescido em
membrana de celulose bacteriana. Pseudomonas aeruginosa sdo capazes de aderir e colonizar
guase todos os materiais, formando comunidades chamadas de biofiime. O aumento da
densidade celular promove alteragbes no padréo de expressdo génica através de um processo
denominado quorum sensing. Essa modificacdo leva ao aumento na producgdo de fatores de
viruléncia pela comunidade bacteriana, e a formagdo dos biofilmes. Neste estudo foram
realizados trés diferentes processos de cultivo: cultivos em membrana de celulose, submersos e
submersos estaticos. O estudo da producdo de ramnolipideos sobre uma matriz inerte
(membrana de celulose bacteriana) mostrou-se promissor.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, fatores de viruléncia, quorum sensing, membrana
de celulose, ramnolipideos.

INTRODUCAO

P. aeruginosa séo capazes de aderir e se desenvolver em quase todos os materiais, formando
comunidades chamadas de biofilme. As etapas de formacéo incluem a fixacdo reversivel em
uma superficie, posterior aderéncia irreversivel, crescimento de microcolénias, maturacdo do
biofilme e dispersédo de células para outras superficies e materiais (FLICKINGER et al., 2011).
Com o aumento da densidade celular nos biofilmes, ocorre uma alteracdo na expressédo dos
genes bacterianos através de um processo denominado quorum sensing (QS). O QS pode ser
descrito em quatro etapas: (1) sintese de moléculas sinalizadoras de pequeno porte; (2)
liberac@o dessas substéncias indutoras; (3) recepcdo destas moléculas por células adjacentes; e
(4) alteracBes na regulacdo dos genes quando had aumento da indugéo simultanea (SANDOZ;
MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007). A alteracdo na expressdo dos genes dentro do biofilme
promove um aumento na produgdo de fatores de viruléncia pela comunidade (FLICKINGER et
al., 2011). Neste estudo foi analisada a producédo de ramnolipideos, um dos fatores de viruléncia
deste microrganismo, através do crescimento de Pseudomonas aeruginosa PAO1 em cultivos em
estado sélido sobre membrana de celulose bacteriana, em cultivos submersos e submersos
estaticos. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um modelo de estudo de
viruléncia de P. aeruginosa PAO1 crescida sobre membrana de celulose bacteriana.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismo e Pré-indculo
O microrganismo utilizado foi a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 mantida a -80 °C em
meio Luria-Bertani (LB) acrescido de 20% (v/v) de glicerol. Os pré-inéculos foram realizados em
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio LB, inoculados com 1 mL da
suspensdo de células bacterianas e incubados a 37°C por 6 horas sob agitacdo de 200 rpm.

Cultivos de P. aeruginosa PAO1 e Producéo de Ramnolipideos

Cultivos estado sdlido (CES) em membrana de Celulose Bacteriana: Os ensaios para CES
foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo uma membrana de
aproximadamente 10-12 cm de diametro e 165 mg de massa seca obtida como descrito por
Goelzer et al. (2009). As membranas foram esterilizadas por 20 min, a 121°C, resfriados e
inoculados com o pré-indculo em uma proporgdo de 2% de volume de pré-indculo (D.O.g0 entre
0,6 e 0,8) em dois volumes de solu¢cdo umedecedora: 8,5 mL por membrana no primeiro ensaio,
e 10 mL no segundo. A solugcdo umedecedora utilizada era constituida de meio de sais
(contendo por litro: 3,0 g KH,PO,4; 7,0 g K;HPO4; 0,2 g MgSO,4.7H,O e 1,0 g (NH,)2SO,)
acrescida de glicerol (3% v/v). Também foram realizados ensaios adicionando 10,0 g de triptona
por litro da solugdo umedecedora. As membranas inoculadas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C durante 9 dias.

Cultivos Submersos (CSb): Os ensaios para CSb foram realizados em frascos Erlenmeyers 250
mL, contendo 50 mL de solugdo umedecedora (mesma acima) com uma proporcdo de 2% de
volume de pré-indculo. Também foram realizados ensaios adicionando 10,0 g de triptona por
litro da solugdo umedecedora. Os frascos foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C, sob
agitacao de 200 rpm durante 9 dias.

Cultivos Submersos Estéticos (CSbE): Os ensaios para CSbE foram realizados em frascos
Erlenmeyers 150 mL, contendo 17 mL de solugdo umedecedora (mesma acima) com uma
proporcdo de 2% de volume de pré-indculo. Também foram realizados ensaios adicionando
10,0 g de triptona por litro da solugdo umedecedora. Os frascos foram incubados em estufa
bacteriologica a 37°C durante 9 dias.

Extracdo e Quantificacdo de Ramnolipideos

Os volumes coletados apos os 9 dias de incubagéo foram centrifugados a 4.000 rpm por 10
min e os sobrenadantes foram submetidos a extracdo com CHCIl;:MeOH (3:1) (extrato organico
bruto) e quantificacdo indireta dos ramnolipideos pelo método de fenol-sulfarico (DUBOIS et al.,
1956).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Uma vez que os ramnolipideos sdo um dos fatores de viruléncia deste microrganismo, e que
a o controle da sintese destes compostos é regulado pelo QS, a producdo desta classe de
glicolipideos foi escolhida para se avaliar a viruléncia de PAOL.
Na primeira tentativa de avaliar a producdo de ramnolipideos por CES em membrana de
celulose utilizou-se 8,5 mL de solugdo umedecedora por membrana de celulose (assim como
descrito por Amaral et al., (2014). No entanto, no referido trabalho, utilizou-se a cepa de P.
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aeruginosa UFPEDA 614, cuja melhor taxa de crescimento é a 30°C (CAMILIOS-NETO et al.,
2011), enquanto que para a cepa PAO1l a temperatura é de 37°C. Dessa forma, durante as
primeiras tentativas de cultivo notou-se que a membrana perdeu muita agua para o ambiente,
comprometendo o crescimento bacteriano e a producéo de ramnolipideos (Fig. 1 A). Fato que se
deve a maior taxa de evaporagdo proporcionada pela maior temperatura de cultivo (37°C).
Deste modo, optou-se por um aumento na quantidade de solugdo umedecedora utilizada (de
8,5 mL para 10 mL), o que proporcionou um incremento na producdo de ramnolipideos (Fig. A).
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Figura 1 Producdo de ramnolipideos nos diferentes processos de cultivo, na presenga e auséncia de
triptona

O processo de CES utilizando membranas de celulose é particularmente diferente das CES
utilizando outros suportes solidos. Esta diferenca esta relacionada a necessidade da membrana
de celulose em ficar todo o periodo do cultivo submersa na solugdo umedecedora, ja que, como
anteriormente apontado, esta perde agua muito facilmente para o ambiente (AMARAL et al.,
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2014). Assim, o processo descrito neste trabalho ndo é uma CES classica, pois o sistema
impossibilita a formagao dos poros (fase gasosa continua entre as particulas soélidas).

Em relagdo aos outros dois tipos de cultivo, cultivos submersos e submersos estaticos, o
cultivo em membrana de celulose bacteriana mostrou-se mais eficiente para a produgdo de
ramnolipideos, alcan¢gando uma média de 3,0 g/L (Fig. 1 A e C). A maior producdo dos
ramnolipideos nos cultivos solidos sugere um estimulo positivo do processo no sistema de
viruléncia da bactéria. Adicionalmente, tentou-se uma outra forma de estimulo do sistema de
viruléncia de PAO1, adicdo de triptona (forma hidrolisada da caseina) nos diferentes processos
de cultivo. A presenca de peptideos poderia estimular o QS da PAO1, j& que para consumir estes
compostos primeiramente 0 microrganismo precisa expressar as proteases extracelulares que
apresentam regulacdo transcricional por este sistema (SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER,
2007). Houve um aumento consideravel na producédo de ramnolipideos nos cultivos submersos e
uma diminuigdo significativa de producdo de ramnolipideos nos cultivos submersos estaticos e
na CES (Fig. 1 B e C). Mais estudos precisam ser feitos, e no momento nédo € possivel tragar
nenhuma conclusdo mais elaborada da possivel fungéo deste composto na variagdo da produgéo
de ramnolipideos, tdo pouco qual é a relacdo deste com os diferentes processos de cultivo.

CONCLUSOES
Neste trabalho estabeleceu-se um modelo padréo para comparagcdo da produgdo de
ramnolipideos como indicador de viruléncia. O estudo da producéo de ramnolipideos sobre uma
matriz inerte (membrana de celulose bacteriana) mostrou-se promissor. A utilizacdo deste
sistema podera proporcionar avangos na compreensdo do metabolismo microbiano durante a
producdo de ramnolipideos por CES assim como proporcionar insights sobre os fatores de
viruléncia, o QS e a producgdo de ramnolipideos.
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