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RESUMO

PADRON IZACAO DA QUANTIFICACAO DE VIQLACEiNA
PRODUZIDA POR Chromobacterium v,iolaceum ATRAVES DE METODOS
COLORIMETRICOS

AUTORA: Camila Casagrande
ORIENTADOR: Prof Dr. Roberto Christ Vianna Santos

A regulacdo Quorum Sensing (QS) estd intimamente relacionada com o mecanismo de
formagao de biofilme em diversos microrganismos. Na espécie Chromobacterium violaceum
(CV) ¢ possivel verificar esta regulacdo através da producgdo da violaceina, um pigmento de
coloracdo violeta. O bloqueio da produgdo dessa proteina, tem sido utilizado como indicador
da inibicdo do QS. Para demonstrar a inibi¢do do QS ndo ha necessidade de inviabilizar a
bactéria, ou seja, ndo precisa haver a morte bacteriana. Entretanto, a quantificagao de violaceina
necessita de instrumentagdo laboratorial robusta e trabalhosa, além de exigir infraestrutura
onerosa e recursos humanos especializados. Neste contexto, objetivamos avaliar a produgdo e
inibicdo de violaceina, onde as leituras foram realizadas através do aplicativo Android
Photometrix UVC acoplado a uma camera endoscépica USB. Para avaliar o bloqueio da
producdo de violaceina, foi utilizado o 4cido salicilico, um produto de origem natural,
amplamente utilizado como analgésico, anti-inflamatorio e antifebril. Também foram
padronizadas as condig¢des ideais de crescimento de C. Violaceum e a produgdo do pigmento.
O microrganismo demonstrou melhor crescimento e producdo de violaceina, quando cultivado
em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) por 24h a 37°C. Foram estabelecidas as
concentracgdes inibitoria (125 pg/ml) e bactericida (2000 pg/ml) minima do acido salicilico
frente a CV. O 4acido salicilico em concentragdes sub-inibitdrias foi capaz de inibir a producdo
de violaceina e os resultados do método tradicional de leitura foram comparados com as
realizadas pelo aplicativo Android PhotoMetrix. Os resultados obtidos demonstram que nao ha
diferenca significativa, entre os métodos de leitura, indicando que essas tecnologias podem ser
grandes aliadas nas pesquisas, podendo ser bastante utilizadas como método de triagem,
favorecendo a descoberta de novas substancias com potente atividade de inibi¢ao de QS e
antibiofilmes.

Palavras-chave: Photometrix. Colorimetria. Bactéria. Violaceina. Acido Salicilico.



ABSTRACT

STANDARDIZATION OF THE QUANTIFICATION OF VIOLACEIN PRODUCED
BY Chromobacterium violaceurn THROUGH COLORIMETRIC METHODS.

AUTHOR: Camila Casagrande
ADVISOR: Prof Dr. Roberto Christ Vianna Santos

The Quorum Sensing (QS) regulation is closely related to the biofilm formation mechanism in
several microrganisms. In the Chromobacterium violaceum (CV) species it is possible to verify
this regulation through the production of violacein, a violet colored pigment. The blocking of
the production of this protein has been used as an indicator of QS inhibition. To demonstrate
QS inhibition there is no need to disable the bacteria, that is, there is no need for bacterial death.
However, quantification of violacein requires robust and laborious laboratory instrumentation,
in addition to a demanding costly infrastructure and specialized human resources. In this
context, we aimed to evaluate the production and inhibition of violacein, where the readings
were performed through the Android application Photometrix UVC coupled to an endoscopic
USB camera. To evaluate the blockage of violacein production, it was used salicylic acid, a
product of natural origin, widely used as an analgesic, anti-inflammatory and antifebrile. The
ideal conditions for C. Violaceum growth and pigment production were also standardized. The
microrganism showed better growth and violacein production, when cultivated in Brain Heart
Infusion (BHI) culture medium for 24h at 37°C. The minimum inhibitory (125 pg/ml) and
bactericidal (2000 pg/ml) concentrations of salicylic acid against CV were established. The
salicylic acid at sub-inhibitory concentrations was able to inhibit violacein production and the
results of the traditional method of reading were compared with those performed by the
Android PhotoMetrix application. The results obtained demonstrate that there is no significant
difference between the reading methods, indicating that these technologies can be great allies
in research, and can be widely used as a screening method, favoring the discovery of new
substances with potent QS inhibition activity and antibiofilms.

Keywords: Photometrix. Colorimetry. Bacterium. violacein. Salicylic acid.
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APRESENTACAO

Os itens INTRODUCAO e REFERENCIAL TEORICO apresentam uma detalhada
revisdo bibliografica acerca dos temas abordados nesta dissertagdao. O presente trabalho
originou um MANUSCRITO, que engloba os itens: Materiais ¢ Métodos, Resultados,
Discussao e Referéncias. O trabalho estd formatado em conformidade com o periddico
Biouffoling. Nos itens: DISCUSSAO ¢ CONCLUSOES estdo expostas as interpretagdes e
comentarios gerais a respeito dos assuntos tratados nesta dissertacdio. O item
REFERENCIAS reporta-se somente as citagdes que aparecem nos itens Introdugio e

referencial tedrico.



1. INTRODUCAO

O termo QS ¢ entendido como um sistema de autoindu¢ao com a finalidade de controlar
a multiplicacdo celular e regular diversas fungdes fisiologicas. Dessa forma, torna os
microrganismos mais resistentes ao meio, pois participa da prote¢do contra agentes
antimicrobianos, a¢ao do sistema imune, protecdo contra radiagao visivel dentre outros fatores.
O QS esté relacionado com a regulacao do mecanismo de formacao de biofilme em diversos
microrganismos, incluindo Chromobacterium violaceum (CV) (ABUDOLEH; MAHASNEH,
2017; FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994; OLIVEIRA,2005).

Os biofilmes caracterizam-se por aglomerados de microrganismos recobertos por uma
matriz extracelular coberta de polissacarideos (EPS) que podem estar aderidos a uma superficie
bidtica ou abiotica. Essa matriz servira como prote¢ao para 0s microrganismos contra agentes
fisicos e quimicos, como os farmacos. Dessa forma a sua resisténcia pode ser aumentada de 10
a 1000 vezes. Varios aspectos estdo relacionados com a formacdo do biofilme, mas um dos

principais processos € o Quorum Sensing (QS) (MICHELE MIGUEL et al., 2014).

A espécie C. violaceum (CV) € uma bactéria Gram-negativa, patdgena oportunista,
aerobica facultativa que em regides de clima quente ¢ encontrada majoritariamente em solos e
rios. Em CV ¢ possivel verificar a regulacao do QS através da producao da violaceina que ¢ um
pigmento de coloragdo violeta (OLIVEIRA,2005). O bloqueio da produgdo de violaceina tem
sido utilizada como indicador anti-QS. Alguns estudos afirmam que para demonstrar a inibig¢ao
do QS ndo ha necessidade de inviabilizar a bactéria, ou seja, ndo precisa haver a morte
bacteriana e sim a inibi¢do da produgdo da cor violeta (BURT et al., 2014; CHOO;
RUKAYADI; HWANG, 2006).

O bloqueio de QS e inibi¢do da formacao de biofilmes, sio mecanismos complexos e
ganham bastante atencdo dos pesquisadores. Em diversos estudos, os produtos de origem
natural destacam-se por possuirem potentes acdes antibiofilme (BOLIGON et al., 2012;
BOLIGON, 2013; PIANA et al., 2015; BEN YAKOUB et al., 2018; ALVES et al 2019). Nesta
pesquisa utilizamos o 4cido salicilico, um metabdlito secundério, extraido das cascas da arvore
do Salgueiro. Durante muito tempo foi amplamente utilizado como analgésico e anti-
inflamatério e com conhecida atividade antimicrobiana (ABUDOLEH; MAHASNEH, 2017;
KELLER; SURETTE, 2006).



Para avaliar a produc¢do e inibi¢do da violaceina, a técnica mais utilizada ¢ a quantificagdo da
absorbancia por espectrofotometro Espectramax. Esse equipamento ¢ bastante robusto,
entretanto tem alto custo e exige alguns cuidados no momento das analises, como por exemplo,
¢ importante ndo tocar na superficie otica das cubetas, tendo em vista que qualquer marca de
impressao digital, 6leo da pele ou qualquer particula, pode interferir nas leituras, além dos
problemas em relagdo a possiveis variacdes na eletricidade, do peso e tamanho elevados.
Diante disso, neste estudo, padronizamos as condigdes ideais de producao de violaceina
e avaliamos a inibicdo do QS pelo acido salicilico comparando as leituras da absorbancia
realizadas em espectrofotdmetro com um método portatil colorimétrico sofiware livre
PhotoMetrix UVC versao 1.0.7 acoplado a uma camera endoscopica. Esse aplicativo, permite
uma analise colorimétrica, realizada através de uma foto capturada por uma camera
endoscopica acoplada a um smartphone. Tendo em vista que esses equipamentos sao portateis
e de baixo custo, sao bastante utilizados em pesquisas de campo. Neste contexto buscamos uma
alternativa de analise de inibicdo de QS e que possa ser utilizada como uma rotina de triagem,

de modo a classificar rapidamente potenciais substancias com atividade anti-QS.



10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar o crescimento de C. violaceum em diferentes meios de cultura e comparar métodos

colorimétricos para a quantificagdo da violaceina, além de realizar testes de inibicao utilizando

o acido salicilico.

2.1.1 Objetivos especificos

>
>

Padronizar as condi¢des ideais para a produgdo de violaceina por C. violaceum,
Verificar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do &cido salicilico frente a C.
violaceum,

Verificar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do 4cido salicilico frente a C.
violaceum,

Quantificar a inibi¢do da violaceina pelo acido salicilico através de espectrofotometria
Avaliar a inibicdo da violaceina pelo acido salicilico através do aplicativo Android
PhotoMetrix;

Comparar os resultados da inibi¢ao obtidos através do espectrofotometro e Photometrix.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BIOFILMES

Microrganismos sao formas de vida microscopicas que apresentam estruturas simples e
se adaptam aos mais diferentes habitats, apresentando alta capacidade de desenvolver
comportamentos complexos (BONEZ, 2014). Estes podem apresentar resisténcia intrinseca,
que ¢ expressa naturalmente por determinada espécie, ou adquirida, a qual pode resultar da
mutacdo ou transmissdo de genes. Através da resisténcia os microrganismos desenvolvem
maneiras de “driblar” o mecanismo de acao dos farmacos, como a modifica¢ao do alvo dos
antimicrobianos, impermeabilizagdo da membrana plasmatica por alteragdo na conformacao
dos canais de porinas, alteragdo de proteina de ligacdo da penicilina, super-expressdo de
bombas de efluxo, inativacao enzimatica do farmaco, além da capacidade de formar biofilme

(AHMED et al., 2018).

O biofilme caracteriza-se por apresentar uma complexa estrutura de proteinas,
polissacarideos ¢ DNA em uma matriz polimérica extracelular. E encontrado no sistema
aquatico natural, tecidos biologicos, dispositivos médicos, entre outros. No biofilme, devido a
proximidade das células dos microrganismos, ocorre a troca de material genético e moléculas
de sinalizag¢do, o QS, apresentando um carater heterogéneo e cada comunidade de biofilme
modulando sua arquitetura em resposta a estimulos no processo interno e externo
(TACCONELLI et al., 2017). Microrganismos que vivem na forma de biofilme sdo
frequentemente mil vezes mais tolerantes aos antimicrobianos do que quando na forma
planctonica, revelando que alguns mecanismos envolvidos na resisténcia do biofilme diferem

dos mecanismos da resisténcia em microrganismos em sua forma planctonica (SINGH et al.,

2017).

Alguns mecanismos que conferem a resisténcia multifatorial dentro do biofilme sdo,
como por exemplo, o glicocdlice, que favorece a adesdo do biofilme a superficie; resisténcia
mediada por enzimas, responsaveis por degradar metais pesados e compostos fenolicos e
aromaticos; heterogeneidade no metabolismo e taxa de crescimento, onde microrganismos com
baixa atividade metabodlica ndo sdo atingidos pelos farmacos que conseguem adentrar o
biofilme (BARBOSA et al., 2014; DE ALMEIDA VAUCHER et al., 2015). Texturas variadas
de superficies, condi¢cdes adequadas como temperatura, pressdo, pH, composicdo do meio e
oxigénio também influenciam diretamente no crescimento e formacao do biofilme (OLIVERO-

VERBEL et al., 2014).
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Os microrganismos formadores de biofilme possuem a capacidade de se aderir a toda e
qualquer superficie, natural ou sintética representando um potencial fonte de contaminantes
tanto para inddstrias quanto para saide publica. Em industrias, acarreta no desgaste de
tubulagdes e dificulta a limpeza de materiais. J4 em relagdo a area da saude publica, colonizam
dispositivos médicos como cateteres e proteses que necessitam ser substituidos frequentemente
a fim de evitar infec¢des e, mais comumente, se formam na estrutura dentaria sendo um fator
determinante para o aparecimento da carie e doengas periodontais (BONEZ, 2014; HOEFLER
et al., 2006; MARCINKIEWICZ; STRUS; PASICH, 2013; TOASSI; PETRY, 2002).

Hé uma grande variedade de microrganismos capazes de formar biofilme, como
fungos, filamentosos e leveduriformes, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de multiplas
espécies além de alguns parasitas. Os biofilmes mais relatados sdo Staphylococcus aureus,

S.epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, ¢ Candida albicans (BONEZ,

2014).

3.2 ETAPAS DA FORMACAO DO BIOFILME

A formacdo do biofilme acontece em quatro estagios e tem como caracteristica
principal da primeira etapa a aproximag¢do dos microrganismos a superficie celular, chamada
de adesdo. A adesdo ocorre com auxilio de estruturas denominadas fimbrias e flagelos presentes
na superficie celular que possuem fun¢do locomotora, conferindo a motilidade necessaria para
os microrganismos chegarem a base da estrutura do biofilme. Além disso, nas etapas iniciais
de adesdo, a comunica¢do entre os microrganismos denominada QS desempenha sua funcao
sinalizadora. A adesdo do biofilme acontece devido a varios tipos de for¢as que atuam entre a
superficie inerte e a célula viva como forgas de Van der Waals, forcas eletrostaticas e interagdes

hidrofobicas (CARPENTIER; CERF, 1993).

Com o acumulo de nutrientes essenciais aos microrganismos, as células primarias se
reproduzem e dao origem a pequenas colonias, que tem a capacidade de atrair e agregar outros
microrganismos, denominados secunddrios, que se aderem aos primarios estabelecendo o
biofilme. Nesta fase, o biofilme torna-se irreversivel se ndo ocorrer uma remog¢ao mecanica ou

quimica (BONEZ, 2014; MICHELE MIGUEL et al., 2014).
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Apoés a fase irreversivel, acontece um aumento na densidade populacional e
componentes extracelulares gerados nessa estrutura sao depositados, iniciando a maturagao
do complexo formado, caracterizando-se por sua viscoelasticidade e aspecto gelatinoso.
Com o amadurecimento do biofilme a massa que se formou pode se desprender e liberar os
microrganismos que irdo migrar e colonizar outras superficies, processo esse que ocorre
repetidamente e de forma bastante acelerada, colaborando para a disseminacao dos
microrganismos. As etapas que resultam no biofilme formado podem ser visualizadas na

figural (CARPENTIER; CERF, 1993; BONEZ, 2014).

FIGURA 1- Representacdo mais aceita acerca da formagao do biofilme. (1) Os microrganismos
que nadam livremente. (2) Aderéncia ainda reversivel a superficie. (3) Os microrganismos
comegam a se dividir e formam micro-coldnias. (4) A medida que essas colonias crescem, elas
secretam uma mistura complexa de carboidratos, proteinas e lipidios que encapsulam os
microrganismos. (5) Biofilme em sua maturidade com arquitetura complexa. (6) Rompimento
do amontoado de células, liberando microrganismos que dardo inicio a uma nova colonizagao,
liberadas moléculas que causam lise celular e disseminacdo de matriz. Muitas células
planctonicas sdo liberadas e podem encontrar um novo habitat.

FONTE: Adaptado de GARNETT & MATTHEWS, 2012).

3.3 QS NA FORMACAO DO BIOFILME

A comunicagdo entre os microrganismos formadores de biofilme ¢ denominada QS. O
QS ¢ a sinalizagao utilizada para trocar informagdes entre as células microbianas e € expressa
quando uma determinada densidade populacional de microrganismos ¢ atingida. Essa
comunicacdo ¢ mediada por moléculas sinalizadoras que possuem fluxo constante de entrada e

saida na célula (KELLER; SURETTE, 2006; WILLIAMS etal., 2007). QS regula diversas
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fungdes fisioldgicas, as quais incluem, viruléncia, capacidade de locomogao, esporulagao,

formagao de biofilme, luminescéncia, dentre outras como pode-se observar na figura 3.

FIGURA 2- Resumo esquematizado das fungdes atribuidas ao Quorum Sensig

| Entrada para fase estaciondria | Densidade populacional |
X
| Erradica defesa do hospedeiro | . | Expressdo da virul&ncia |
| Libera bactérias do biofilme | - | Resisténcia aos antibidticos |
. | Toleréncia ao estresse oxidativo |
QUORUM
Transferéncia de DNA — SENSING —* | Fixag8o do nitrogénio
Formagdo do biofilme | - = - | Swarming e motilidade |
| Crescimento microbiano | « 5 E | Sobrevivéncia a ambientes hostis |
Produgdo de pigmento v Sintese de antibidticos |
Esporulagdo

FONTE: Adaptado de BHARDWAJ et al, (2013).

Bactérias Gram-negativas se comunicam por meio das lactonas homoserina aciladas
(AHLs) e as Gram-positivas utilizam oligopeptideos, substancias essas que se difundem
livremente através da membrana celular para o meio extracelular (OLIVERO-VERBEL et

al., 2014). Desse modo, sdo descritas quatro categorias principais de mecanismos:

1) Derivados de 4cidos graxos, denominados autoindutores-1 (Al-1), tendo

como principal representante as (AHLs), utilizadas pelas Gram-negativas;

2) Furanosil borato diéster, autoindutor-2 (Al-2), gerado para comunicacao

intraespécie e interespécie por Gram-positivas e Gram-negativas;

3) Autoindutor-3 (Al-3), que possuem estrutura semelhante as catecolaminas,

porém ainda nao descrita, proveniente de algumas bactérias Gram-negativas;

4) Peptideos de baixo peso molecular ou oligopeptideos utilizados por bactérias
Gram- negativas na comunicac¢ao interespécie das Gram-negativas (ALMEIDA; BRASIL,

2014; SOLA, 2012).

Dentre os distintos mecanismos, se tem conhecimento definido acerca de 3 classes
que regulam o biofilme: AHLs (autoindutor tipo 1), oligopeptideos e a classe

LuxS/autoindutor-2 (AI-2) (KELLER; SURETTE, 2006; SOLA, 2012), sendo as AHLs com
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melhor caracteriza¢do. Os componentes centrais dos sistemas QS sdo as proteinas LuxI e
LuxR. A familia LuxI sintetiza moléculas de N-acil-homoserina lactonas (AHLs)
denominadas AI-1 que se acumulam no ambiente proporcionalmente ao tamanho da
populacdo celular microbiana e se ligam a proteina LuxR que ¢ responsavel por ativar a
transcri¢do de genes alvo. O QS é um mecanismo bastante estudado, tendo como exemplos
o papel substancial que exercem sobre a regulagdo da expressdao de violaceina em C.
violaceum e no mecanismo de bioluminescéncia em Vibrio fischeri, bactéria marinha que
emite luz (OLIVERO-VERBEL et al., 2014; PINTON et al., 2010; SOLA, 2012). A figura

4 demonstra esquematicamente como ocorre a liberacao e atuagdo dessas moléculas

FIGURA 3 - Modelo de QS em bactérias Gram-negativas. As AHLs (pentagonos vermelhos)
sdo sintetizadas por proteinas tipo LuxI e detectadas por proteinas tipo LuxR. As proteinas
LuxR, quando ligadas ao autoindutor, ligam-se ao promotor especifico do DNA e ativam a
transcri¢do de genes alvo (xyz).

a
o a o
Q o L=
a AZL
/” ’/// - ~—
F {7 ™A ol M
/ QAHL \ gy o
=
- - "
LuxR — o
(ijj v < =
il — <o = v+ [ T o = ) |e
T e A4 \ N -
N~ e A /
a o
a O
-3 a

FONTE: Adaptado de VIANA, E. S.,(2006).

Nesse contexto, a estrutura dos biofilmes permite uma maior proximidade entre as

c¢lulas microbianas e, por conseguinte, favorece a troca de sinais intracelulares e extracelulares

por meio das moléculas auto indutoras que se acumulam no microambiente do biofilme. Dessa

forma, sugere-se que através da atenuacgdo do sistema de comunicagdo entre as bactérias, possa
ocorrer a diminui¢ao da viruléncia dos microrganismos. Visto que o QS ¢ um importante via
coordenadora dessa expressdo génica em patdogenos humanos e sua inibi¢do pode ter
aplicabilidade no controle bioldgico de infecgdes bacterianas que dependam desse sistema de

comunicacao.
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3.4 C. violaceum

Descrita pela primeira vez por Boisbaudran (1882) como uma coloragao violeta formada
sobre a farinha, CV ¢ classificada como uma bactéria nio fastidiosa e saprofita. E um Gram-
negativo, aerdbio facultativo, patdgeno oportunista em homens e animais, podendo causar
lesdes na pele e abcessos hepaticos, bem como sepse. E encontrada em amostras de solos e
dguas de regides tropicais e subtropicais de diversos continentes. Pertence a familia
Neisseriaceae, podendo se apresentar em forma de bastonetes curtos (ou coco-bacilos), movel

por possuir um tnico flagelo (BOISBAUDRAN, 1882; OLIVEIRA, 2005).

Sendo uma bactéria importante no ambiente, foi escolhido pelo Ministério da Ciéncia
e Tecnologia (MCT) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) como modelo para ser o primeiro microrganismo a ter seu genoma completamente
sequenciado (BOISBAUDRAN, 1882; OLIVEIRA, 2005). Esta bactéria esta relacionada ao
biofilme por meio do QS, onde CV regula a expressdo da violaceina, nome conferido ao
pigmento proteico de cor plrpura que caracteriza suas colonias que podem ser visualizadas
na figura 4.

Figura 4- Coldnias caracteristicas de C. violaceum.

Fonte: Arquivo pessoal

r

Existem evidéncias de que a produgdo da violaceina ¢ ativada na presenga de
moléculas de N-acil homoserina lactonas acetiladas (AHLs). AHLs pertencem as familias
LuxR e LuxI, mais especificamente pela N-hexanoil-Lhomoserina lactona (HHL), tornando
0 QS o unico mecanismo regulador génico até agora conhecido capaz de interferir na sintese
desse pigmento. Dessa forma, a violaceina atua como sinalizadora da comunicagdo entre

bactérias, fato este, essencial na formacdo dos biofilmes. Além disso, a violaceina possui
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também perfil antimicrobiano e antiviral, que vem sendo amplamente estudado por ser de

grande interesse para fins terapéuticos (OLIVEIRA, 2005).

3.5 SUBSTANCIAS ANTI QS E O ACIDO SALICILICO

A resisténcia bacteriana estd intimamente relacionada ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, o que torna esses compostos frequentemente ineficazes frente ao
tratamento de infecgdes e consequentemente do biofilme. Assim, estratégias que evitem a
adesdo e acumulacdo dos microrganismos vém sendo estudadas (BONEZ, 2014;

MARCINKIEWICZ; STRUS; PASICH, 2013).

Dada a importancia do QS durante a patogénese bacteriana, tem se buscado
substancias
denominadas anti-QS que podem atuar de varias maneiras, como pela destrui¢do das
enzimas sinalizadoras, pela sintese de anticorpos para essas moléculas ou via agentes que
interrompem o QS. (OLIVERO-VERBEL et al.,, 2014). As furanonas halogenadas,
produzidas pela macroalga marinha Delisea pulchra, foram as primeiras substancias anti-
QS identificadas. Podem ser encontradas substancias anti-QS de origem vegetal como
oroidina, 4cido ursoélico, naringenina, metil eugenol e extratos de alho, frutas comestiveis e
acido salicilico que tiveram agao frente a formagdo de biofilme (BONEZ, 2014; CHOO;
RUKAYADI; HWANG, 2006).

Descoberto pelo médico grego Hipdcerates o acido salicilico € encontrado nas plantas
do género Salix, popularmente conhecida como Salgueiro, sendo utilizado como analgésico,
anti- inflamatorio e antifebril desde 400 a.C. Em 1828 o seu principio ativo, salicina, foi
i1solado a partir da casca do salgueiro pelo farmacéutico francés Henri Leroux e o quimico
italiano Raffaele Piria e nomeado em 1899 quando foi industrializado (DALGLEISH et al.,
2007). E caracterizado por ser um Beta-Hidroxiacido (B-Hidroxiacido), com propriedades
queratoliticas (esfoliantes) e antimicrobianas, atuando na defesa contra diversos patdgenos.
Possui formula molecular C7HsO3 (Figura 5) e massa molar de 138,12 g/mol, apresenta-se
como um po cristalino branco, sem odor, com baixa solubilidade em agua (1g/460 ml) e

completamente solivel em solventes polares, como o éter (KUMAR, 2014).

FIGURA 5- Forma estrutural do acido salicilico
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OH

FONTE: PubChem, (2018)

3.6 PHOTOMETRIX E APLICATIVOS PARA QUANTIFICACAO

A realizagdo da quantificagdo da produgdo do pigmento violeta ¢ condicionada ao
espectrofotometro, onde ha a necessidade da utilizacdo de um padrao de violaceina para a
comparagdo dos testes, caso contrario, este equipamento fornece somente os valores de
absorbancia, ndo sendo possivel a sua quantificagdo. Em fungdo disso, muitos trabalhos
realizam a sua “quantificacdo” expressando em resultado em absorbancia (W. HU, T. CHEN,
Q. SHI, AND X. LOU, 2010; W. ZHAO, Y. SUN,L. DAL,; 2010; LANE et al, 2010). O
padrdo de violaceina ¢ escasso e custoso, o que o torna um fator limitante para as analises,
além de o ser espectrofotometro ¢ um equipamento robusto. Tendo e vista a dificuldade
laboral e a baixa portabilidade. Nesse contexto, com o desenvolvimento industrial e a
demanda por métodos rapidos, baratos e principalmente portateis, fez surgir novos
hardwares e softwares que podem ser utilizados em varios campos da pesquisa. Como um
dos principais exemplos de grande interesse esta o desenvolvimento de smartphones com
rapida capacidade de processamento (GALLEGOS et al, 2013; HOSSAIS et al, 2015;
STEMPLE et al, 2014).

Devido a toda tecnologia disponivel nesses dispositivos, varias pesquisas, foram
realizadas relacionando os a utilizacdo desses aplicativos e equipamentos comumente
utilizados. Alguns estudos compararam equipamentos complexos com o desempenho do
aplicativo. Lee e colaboradores (2014) e Wei e colaboradores (2013) realizaram este
contraponto frente a microscopio Optico, microscopio de fluorescéncia e espectrOmetro
respectivamente. Outros equipamentos também foram contrastados com a eficidcia dos
dispositivos, como por exemplo, medidor de turbidez, medidor de pulsa¢do sanguinea, sensor

de interferéncia, sensor de pH e outros tipos diferentes de sistemas de biodetec¢ao por imagem.
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(REMER,2015; HUSSAIN, K. AHAMAD, P. NATH, 2016; D. BUENO, R. MUNOZ, and J.
L. MARTY, 2016; MEI, et al ,2016;CEVENINI et al, 2016).

O uso de imagem digital, requer duas etapas indispensaveis: a aquisicdo ¢ a
digitalizagdo (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). A aquisi¢do ocorre por meio de
dispositivos eletronicos, como cameras fotograficas ou atualmente um smartphone. Esses
dispositivos captam uma cena real tridimensional e a convertem em uma imagem analégica.
Essa conversdo ¢ realizada por um sensor (CCD2 - Charge Coupled Device ou CMOS —
Complementary Metal-Oxide Semiconductor). Mas para que essa imagem possa Ser
processada no computador ou smartphone, a mesma deve ser digitalizada, onde cada ponto
¢ denominado de pixel. Cada localizagdo do pixel na imagem contém apenas um unico valor
numérico que representa o nivel de sinal naquele ponto, sendo que esses niveis de cores
podem variar de 0 a

255 (SOLOMON;BRECKON, 2011).

Em um sistema RGB (do inglés Red, Blue and Green), um pixel pode ser considerado
um vetor, composto por trés imagens monocromaticas, em que 0os componentes representam as
intensidades de vermelho (R), verde (G) e azul (B). Utilizando informagdes simples das
imagens, como os valores de cores baseadas no sistema RGB, consegue-se obter resultados
analiticos similares aqueles adquiridos com instrumentacdo analitica, caracterizando esta
estratégia em uma alternativa de menor custo para a realizacdo de determinadas medidas
instrumentais, como classificacdo de amostras baseadas em medidas colorimétricas (ASKIM;

MAHMOUDI; SUSLICK, 2013).

Na literatura sdo reportados trabalhos que utilizam aplicativos independentes em que a
determina¢do das imagens pode ser realizada sem controle de luminosidade e em condic¢des
ambientes, dessa forma facilitando a execugdo dos testes devido ao smartphone ser portatil e
de facil uso. Nesse sentido, cabe destacar a utilizacdo do PhotoMetrix Pro e UVC, que sdo
softwares livres utilizados em smartphone (HELFER,2017; HELFER,2018; BOCK, F.C. et al,
2018). O Photometrix UVC ¢ equipado com algumas ferramentas de analise como por exemplo,
a analise multivariada (dentre elas, minimos quadrados parciais, PLS) que tem como fungao
construir um modelo matematico a partir de dados multivariados, para prever de forma rapida,
propriedades de interesse das amostras, como parametros fisicos ou quimicos especificos. Na

figura 6 esta representado o esquema das etapas de funcionamento do aplicativo.
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Figura 6: Capturas da tela do smartphone demonstrando as etapas da analise.
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E um método de calibragio multivariada de 1* ordem em que as variaveis
dependentes e as independentes sdo transformadas em varidveis latentes e, em seguida,
correlacionadas entre si. O processo de calibracdo multivariada consiste basicamente em trés
fases: calibracao, validagdo e previsao. O aplicativo photometrix ja ¢ utilizado em diversos
estudos nos quais o objetivo ¢ quantificar uma amostra que possui coloracdo. Dentre estes
estudos pode-se encontrar dosagens de ferro em suplementagdo vitaminico, flaor, ph e cloro
em agua, determinacgdo de fosfato em fertilizantes, determinagdo in situ de H:O: durante os
processos de fenton, foto- fenton, andlise e classificacdo textural do solo, avaliacdo da
estabilidade de microcapsulas de betalainas extraidas da pitaya vermelha, dentre outros
(HELFER,2017; BAUMANN et al, 2019; SOUZAet al, 2019; SILVA 2018, MORALIS et al,
2017; KRIGGER, 2019).

Assim, o desenvolvimento de métodos capazes de suprir necessidades analiticas pode
ser considerado um desafio, portanto neste estudo, além de padronizar, otimizar e reduzir as
etapas da quantificagdo da producao da violaceina, inibir esse processo utilizando o acido
salicilico, farmaco amplamente conhecido como padrao para controle do QS, inovamos ao
trazer um método analitico alternativo, o aplicativo Android PhotoMetrix UVC versao
gratuita para Android, como forma de avaliar quantitativamente as amostras, propondo

também o uso de camera endoscopica USB e processamento de dados para tal finalidad
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Resumo

O QS esta intimamente relacionado com a regulagdo do mecanismo de formagao de biofilmes
em diversos microrganismos. O bloqueio da produgdo de violaceina em C. violaceum tem sido
utilizada como indicador da inibi¢do do QS. Entretanto a quantificacdo da violaceina continua
sendo um desafio, pois ¢ realizada através de, equipamentos e insumos de alto custo. Diante
disso, neste estudo, avaliamos a producdo e inibi¢do de violaceina através da comparagdo do
método tradicional de leitura espectrofotométrica comparado com o aplicativo Android
Photometrix UVC acoplado a cdmera endoscépica USB. Assim, foi padronizado o crescimento
de C. violaceum em diferentes meios de cultura e tempos de incubacao. Foi avaliada a inibi¢ao
do pigmento frente ao acido salicilico. Os resultados obtidos demostraram que C. Violaceum
tem uma melhor producdo de violaceina, quando cultivada em caldo BHI por 24 horas. Foi
estabelecido uma concentracdo inibitéria minima do pigmento (125 pg/ml) e uma concentracao
bactericida minima (2000 pg/ml). O &cido salicilico foi capaz de inibir a produgdo de
violaceina, mesmo quando testado em concentragdes sub-inibitdrias. As leituras realizadas com
o aplicativo quando comparadas com o método tradicional, ndo apresentaram diferenca
significativas, indicando que esta tecnologia pode ser uma grande aliada nas pesquisas que
envolvem inibicao de QS e biofilmes.

Palavras chave: biofilme, métodos colorimétricos, violaceina ¢ Smartphone
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Abstract

The QS is closely related to the regulation of the biofilm formation mechanism in several
microorganisms. The blockade of violacein production in C. violaceum has been used as an
indicator of QS inhibition. However, the quantification of violacein remains a challenge, as
it is performed through high-cost equipment and supplies. Therefore, in this study, we
evaluated the production and inhibition of violacein by comparing the traditional method of
spectrophotometric Reading compared with the Android application Photometrix UVC
coupled to a USB endoscopic camera. Thus, the growth of C. violaceum was standardized in
different culture mediums and incubation times. The pigment inhibition against salicylic acid
was evaluated. The results obtained showed that C. Violaceum has a better production of
violacein when cultivated in BHI broth for 24 hours. A minimum inhibitory pigment
concentration (125 pg/ml) and a minimum bactericidal concentration (2000 pg/ml) were
established. Salicylic acid was able to inhibit violacein production, even when tested at sub-
inhibitory concentrations. The readings performed with the application when compared to
the traditional method, showed no significant difference, indicating that this technology can
be a great ally in research involving QS inhibition and biofilms.

Keywords: biofilm, colorimetric methods, violacein and Smartphone
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1 Introducao

O Quorum Sensing (QS) ¢ um conhecido processo de comunicagdo entre oS
microrganismos formadores de biofilme. Trata-se de um sistema de autoindug@o com o objetivo
de regular a multiplicagdo celular e diversas funcdes fisiologicas microbianas. A sinalizagdo do
QS ¢ um mecanismo bastante estudado, tendo como exemplos o papel substancial que exercem
sobre a regulacdo da expressao génica do pigmento violaceina em C. violaceum (Remis et al.

2010; Nadal Jimenez et al. 2012).

A espécie Chromobacterium violaceum (CV) ¢ uma bactéria Gram-negativa, patogena
oportunista, aerdbica facultativa que em regides de clima quente € encontrada majoritariamente
em solos e rios. Em CV ¢ possivel verificar a regulagdo do QS através da produgdo da
violaceina, que ¢ um pigmento de coloragdo violeta (Oliveira 2005). O bloqueio da produgao
de violaceina tem sido utilizada como indicador da inibi¢do do QS. Alguns estudos afirmam
que para demonstrar esta atividade, ndo ha necessidade de inviabilizar a bactéria, ou seja, ndo
precisa haver a morte bacteriana e sim a auséncia da coloracdo violeta (Choo et al. 2006; Burt

et al. 2014).

Comumente, a avaliagdo da producdo e inibi¢do da violaceina ¢ realizada a leitura de
absorbancia da cor em espectrofotdmetro, como principal metodologia de quantificacdo do
pigmento. A espectrofotometria consiste em um método bastante robusto, entretanto, ndo ¢ um
método portatil, necessita de recursos humanos especializados e requer a utiliza¢do de padrdes
que possuem custo de R$ 3.300,00 cada mg. Diante disso, neste estudo comparamos, pela
primeira vez, a técnica tradicional de quantificacdo de violaceina, com um método portatil
colorimétrico, o software livre PhotoMetrix UVC versdao 1.0.7 acoplado a uma camera

endoscopica.

2 Materiais e métodos

2.1 Microrganismo e controle positivo utilizado

Foi utilizada para o estudo a cepa padrdo de C. violaceum (ATCC 12472) e como

controle positivo de inibicao utilizamos o acido salicilico obtido comercialmente através da
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empresa ALPHA QUIMICA® e solubilizado em Dimetilsulféxido (DMSO) na concentragio

maxima de 20%.

2.2 Preparacdo do inoculo

C. violaceum (ATCC 12472) foi cultivada em agar Base Sangue (Sigma-Aldrich”) e

incubada por 72 horas a 36°C em estufa bacterioldgica.

2.3 Padronizacdo da produgdo da violaceina

Este teste teve como objetivo avaliar se hd diferenca entre os meios de cultura em
relagdo ao crescimento de C. violaceum e consequentemente a producdo de violaceina. A
producdo do pigmento violeta foi quantificada em 3 diferentes meios de cultura, sendo eles
Brain Heart Infusion (BHI), Miiller Hinton Broth (MH) e Luria Bertani Broth (LB) na escala
0,5 (que corresponde aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/ mL) e 1 de MacFarland, equivalente
a3 x 108 UFC/ mL. Cada tubo conteve 2 mL de C. violaceum inoculado em caldo padronizado
por leitura em espectrofotometro e 1 mL de solugdo salina, obtendo-se um volume final de 3
mL. Os tubos foram incubados a 36°C durante 24, 48 ¢ 72 horas e a cada periodo realizou-se a
quantifica¢do da producdo da violaceina, retirando-se aliquotas de 200 pL, apos centrifugagao
e adi¢do de SDS 10% seguido de butanol. As amostras foram lidas em espectrofotometro no
comprimento de onda previamente estudado (585 nm). Os experimentos foram realizados em
triplicata (n = 3) e em trés dias diferentes, seguindo o protocolo estabelecido por Burt e

colaboradores (2014) como padrao para esse experimento.

.....

O teste de suscetibilidade ao acido salicilico foi realizado através do Método de
Microdilui¢ao em Caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute 2019, com pequenas
modificagdes). Em cada pogo foram adicionados 100 uL de meio BHI e posteriormente na
primeira coluna 100 puLL do composto, realizando dilui¢des seriadas obtendo concentragdes que
variam de 2 mg mL™! a 0,00390 mg mL"!. Posteriormente, adicionou-se 15 uL da suspensio
bacteriana padronizada. Além disso, os controles para o meio e para a bactéria, bem como um
controle com o DMSO foi realizado para cada concentragdo do composto. As placas foram
incubadas por 24 horas a 36°C. Apos, determinou-se a CIM como a auséncia da coloracao
violeta produzida por CV e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) como a menor
concentracdo que inibe o crescimento microbiano visivel. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata (n = 3) e em dias diferentes.
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2.5 Ensaio de inibi¢do do Quorum sensing

A inibi¢do do QS foi realizada com base no protocolo descrito por Burt e
colaboradores (2014), com algumas modifica¢des. Para tal, realizou-se a quantificacao de
violaceina. 1 mL da concentragdo sub-inibitdria foi adicionado a por¢des de 2 mL de BHI
inoculado de C. violaceum (ajustado para D.O 600 nm) e incubado por 24h a 36°C. Cada
amostra incubada a 24 horas foi centrifugada durante 5 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante descartado. A partir do extrato de violaceina, o sedimento foi ressuspenso em
150 puL. de BHI, ao qual adicionou-se 150 pL de SDS a 10% para lise bateriana. Apos 5
minutos a temperatura ambiente, adicionou-se 675 puL. de uma solugdo de N-butanol saturado
com agua, agitou-se com o auxilio de vortex para dissolver a violaceina presente no meio e
apos centrifugou-se durante 5 minutos a 13000 rpm, respectivamente. O sobrenadante foi
transferido para uma placa de 96 pocos e a D.O. foi medida em espectrofotdometro a 585 nm
em de placas de 96 pogos. O branco da leitura (BHI estéril) foi subtraida das medi¢des. O

ensaio foi realizado trés vezes em trés dias diferentes.

2.6 Determinacao do inibidor de Quorum sensing (violaceina) por Photometrix

Em todas as analises colorimétricas, as imagens digitais foram obtidas por meio de
uma camera endoscopica (SmartCam, modelo Intelligent Endoscope, 7 mm, e resolugdo de
640 x 480 pixels) conectada a um Smartphone (modelo Nexus 5, LG, EUA) via conexado
USB. A camera USB foi posicionada lateralmente dentro da camara contendo uma lampada
LED branca para ilumina¢do com controle de intensidade de luz. Um orificio no centro da
peca foi utilizado para a introducdo de um frasco transparente de polipropileno (tipo
Eppendorf, 2 mL, Cralplast, Brasil). A camara foi fabricada em acido polilatico usando uma

impressora 3D de acordo com Helfer e colaboradores (2017).

As imagens na regido de interesse (ROI) de 64 x 64 pixels foram capturadas apos a
reacdo colorimétrica e processadas por meio de um smartphone equipado com o software
livre PhotoMetrix UVC versao 1.0.7 (GHELFER.NET Inc.), disponivel na loja Google Play.
O modo de calibragdo multivariada por regressdao PLS foi selecionado no sofiware usando
valores de histograma RGB. Previamente a determinagdo de violaceina nas amostras,
avaliou-se a condi¢do experimental de luminosidade medida por lux (17,5, 20,25, 25,5, 32,25

e 37,25), os melhores resultados foram avaliados com a intensidade RGB.
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O controle da intensidade luminosa da lampada LED foi medido em cinco valores
utilizando software movel gratuito (CPU-Z para Android, 164 versao 1.29, 2019), disponivel
no Google Play. O experimento foi realizado com trés repeticdes (n=3). A preparacdo da
curva de calibracao para o método baseado em smartphone foi realizada conforme Tabela 1.
Para a constru¢do do padrao da curva de calibragdo foi utilizada uma mistura de reagentes e

corantes com padrao.

Tabela 1: Mistura de reagentes e corantes utilizadas para a construgao da curva de calibragao.

Sequencia Reagentes Volume Concentragdo
(mL) (o)

1 Azul hidroxinaftol 2.8 0.1

2 Butanol 15.3 99.4

3 Dodecil sulfato de sédio (SDS) 8.02 10

4 Cristal violeta 1.82 0.015

Total volume= 27.94 mL

A sequéncia numérica apresentada na Tabela 1 € a ordem dos reagentes acrescentados
para construir a curva de calibragao, apos serem adicionados a um frasco de 50 mL, foram
agitados manualmente por 5 min. A prepara¢do da amostra para o método baseado em
smartphone foi realizada conforme descrito anteriormente na se¢do 2.5. No entanto, na
determinag¢do da inibicdo do Quorum sensing pela Violaceina foi utilizado 500 pL do

sobrenadante.

2.7 Anadlise estatistica

Todos os dados numéricos obtidos nos ensaios descritos anteriormente foram
tabulados em planilhas do Software Statistica 7. Os resultados de densidade Optica foram
expressos em média £+ erro padrdo e submetidos ao teste t (comparados com o controle
positivo), considerando-se diferenca estatistica quando p < 0,05. Os resultados serdao
expressos em tabelas e graficos. Para realizacdo dos graficos, utilizou-se o sofiware

GraphPad Prism®.
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3 Resultados e discussao

Segundo o protocolo realizado por Burt e colaboradores (2014), a quantificagao da
producdo de violaceina ¢ feita usando caldo LB. Afim de aprimorar e validar esta
metodologia comparou-se a producao do pigmento violeta em diferentes meios e percebeu-
se um aumento significativo quando a cepa bacteriana ¢ cultivada em caldo BHI. A figura 1
demonstra a producao do pigmento nos meios de cultura Caldo Luria Bertani (LB), Muller
Hinton (MH) e Brain Heart Infusion (BHI), com inocuos ajustados nas escalas 0,5 e 1 de
McFarland pelos tempos de 24, 48 e 72 horas. Observa-se diferenca significativa da
producdo de violaceina, quando a C. violaceum ¢ cultivada em caldo BHI (1C) comparados
com o crescimento em LB (1A) e MH (1B), na escala 1 de McFarland, incubada durante 24

horas a 36 °C.

Figura 1- Cultivo de C. violaceum em diferentes meios de cultura LB (1A), MH (1B) e BHI
(1C), nos tempos de 24, 48 e 72 horas de incubagdo, com in6culos ajustados em escala de
Mcfarland de 0,5 e 1. (***) indicam diferenca estatistica onde p < 0,05.
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C. violaceum ndo ¢ considerada uma bactéria exigente, em condi¢do aerobia, ¢ capaz
de crescer em meios com carboidratos simples, como a glicose, frutose, galactose e ribose,
utilizando as vias de Embden-Meyerhoff, ciclos de Krebs e do glioxilato. A cepa € capaz,
ainda, de utilizar aminodacidos e lipidios como suplementos energéticos (Choo et al. 2006;
Bosgelmez- Tinaz et al. 2007). O caldo BHI, por sua vez, possui peptona e infusdo cérebro-
coragdao que servem de fonte de nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas, essenciais ao
crescimento microbiano. Baixas concentragcdes de glicose, carboidrato que os
microrganismos usam para a fermentacdo, e fontes de carbono de dificil metabolismo, tais
como amido, lactose, manitol e sacarose, favoreceram a producao de violaceina, tornando o
caldo BHI um meio de cultura completo para o crescimento de C. violaceum (Creczynski-
Pasa & Antonio 2004; Wood et al.

2006) . A tabela 2 compara os componentes de cada meio de cultura.

Tabela 2: Composi¢do dos meios de cultura

BHI MH LB
Infusdo cérebro- Infuséo de Triptona
coragao 17,5 g/L carne 300,0 10,0 g/L

Pepton g/L Extrato de
a Caseina acida Levedura 5,0 g/L
10,0g/L hidrolisada 17,50 g/L Cloreto de Sodio
Dextros Amido 5,0 g/L
ez20 1,50
ag/L g/L

Cloreto de sodio -
5,0 g/L

Fosfato dissddico - -
2,5g/L

Com relagao ao tempo de incubagdo, leva-se em conta a fase de laténcia (fase lag) que
¢ caracterizada pela adaptacao do microrganismo ao meio ambiente. Nesse periodo, a contagem
de microrganismos ndo apresenta aumento de niumero de células devido a necessidade de
sintese ou renovagdo de certos sistemas enzimaticos para o processamento dos nutrientes do
meio de cultivo. J& na segunda fase, chamada de fase exponencial (fase log) nota-se um
aumento do numero de células em ritmo constante, diretamente proporcional ao tempo de
geragdo. Nessa fase os microrganismos se encontram em plena atividade de multiplicagao
celular e o suprimento de nutrientes ¢ superior as necessidades do microrganismo. E na fase
exponencial que obtemos um maior numero de células microbianas viaveis, o que pode ser

observado durante as primeiras 24 horas de incubag¢ao em caldo BHI. A escala 1 de McFarland,
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equivalente a 3 x 108 UFC/ ml indica o dobro da densidade populacional da escala 0,5, o que
explica o consumo acelerado do meio de cultura, e como consequéncia favorecendo a produgao

de violaceina (Mannik et al. 2009; Burt et al. 2014; Vasavi et al. 2017).

Apos ser estabelecido o meio de cultura ideal, foi realizado o teste de microdiluigdo em
caldo, onde avaliamos a CIM (concentra¢ao inibitéoria minima) e CBM (concentragao
bactericida minima) da C. violaceum frente ao acido salicilico. A CIM foi caracterizada pela
auséncia da coloracdo violeta produzida pela CV, ja para determina¢do da Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) foi observada a auséncia de crescimento de C. violaceum. Os
resultados obtidos demonstram que o acido salicilico € capaz de inibir a produgdo do pigmento,

assim como impedir o crescimento do microrganismo quando utilizado em concentragdo maior

(Tabela 3).

Tabela 3. Concentracao inibitdria minima e concentra¢ao bactericida minima do acido salicilico
frente a C. violaceum.

Chromobacterium violaceum

CIM CBM
Ac. Salicilico 125 ug/ml 2000 pug/ml

Composto

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima, CBM: Concentragdo Bactericida Minima

O acido salicilico ¢ um metabolito secundario, extraido da casca de uma arvore
popularmente conhecida como Salgueiro e ¢ utilizado como analgésico, anti-inflamatorio e
antifebril desde a Era Romana .(Dalgleish et al. 2007) encontrado nas plantas de espécie Salix,
¢ caracterizado por ser um Beta-Hidroxiacido (B-Hidroxidcido), com propriedades
queratoliticas (esfoliantes) e antimicrobianas, atuando na defesa contra diversos patogenos.
Possui formula molecular C7HgO3 e massa molar de 138.123 g/mol, apresenta-se como um po
cristalino branco, sem odor, com baixa solubilidade em 4gua (1 g/460 ml) e completamente
solivel em solventes polares (Chow et al. 2011).

Em concentragdes sub-inibitorias o acido salicilico, inibiu em até 75% a produgdo de

violaceina, na concentracdo de 0,5 #g/ml como podemos observar nas figuras 1A (leitura em
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espectrofotometro) 1B (leitura no Photometrix). Em seu estudo Chow e colaboradores (2011)
verificaram, através do uso do &cido salicilico, a inibi¢do do biofilme formado por P.

aeruginosas, que ¢ Gram-negativa assim como a C. violaceum.

E possivel observar que o 4cido salicilico inibiu significativamente a producio de
violaceina. As concentrac¢des acima de 2.000 pg/ml inibiram o crescimento de C. violaceum, ¢
consequentemente a produgao de violaceina. Em concentracdes inferiores (125 pg/mL), houve
a inibi¢do da sintese do pigmento sem inibi¢do do crescimento microbiano, esses resultados

sugerem que o acido salicilico atue de forma inibitoria sobre o sistema QS de C. violaceum.

Figura 2: Graficos demonstrando a inibi¢ao da violaceina frente ao acido salicilico. (A) leitura
em espectrofotdmetro e (B) leitura no Photometrix. (***) indicam diferenca estatistica onde p<
0,05.
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Para a andlise da inibicdo do QS, utilizando parametros operacionais baseado no
aplicativo, entdo, realizamos uma varredura de comprimento de onda de 400 a 700 nm usando o
espectrofotometro para determinar o perfil de absorcdo da mistura de corantes utilizado como

padrao (0,1%) comparados com o pigmento violaceina (0,0625) (figura 3).
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Figura 3- Perfil de absorcdo do corante e violaceina.
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Observou-se que o perfil de absorbancia ¢ semelhante para as duas substancias
avaliadas, sendo que em 585 nm hé maior intensidade para ambas. Assim, esse comprimento
de onda foi fixado para as demais andlises. A iluminagdo ¢ o pardmetro mais significativo
para a analise. Este foi avaliado em diferentes intensidades (17,5 a 37,25 lux), as menores
intensidades apresentaram diferenca significativa (p> 0,05) entre os canais R, G ¢ B. Porém
a maior intensidade ndo apresentou diferencas significativas (p <0,05) entre os canais (figura

4).

Figura 4: Histograma da intensidade da escala RGB
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O RGB ¢ um sistema de cores que origina diversas outras cores por meio das cores
basicas iniciais, vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue), os valores desta escala variam
do 0 (cores mais escuras) até 255 (cores mais claras) (Ajovalasit et al. 2015). De acordo com
o conjunto de resultados obtidos, utilizou-se a iluminagdo méxima (37,25 luxes) por
apresentar maior intensidade para os canais RGB. Os volumes nao foram avaliados tendo
em vista que o item 2.5 descreve que o volume maximo de sobrenadante extraido ¢ de 500
uL, sendo este o minimo utilizado para analise de UVC. Desta forma, todas as determinacdes

requerem menor volume de amostras e geram menor quantidade de residuos.

A figura 5 demonstra a correlagdo das curvas de calibragdo dos valores de
absorbancia em espectrofotdmetro (A) e no Photometrix (B). Comparando as duas curvas,
podemos observar que os R? sdo semelhantes, o que indica que tanto no espectrofotdmetro,
quanto no Photometrix, a inclinagdo da reta, quanto a leitura da concentragdo do corante,

foram praticamente a mesma.

Figura 5: Curvas de calibragdo (A) Espectrofotometro (B)Photometrix.
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Os parametros de regressao PSL foram avaliados de acordo com o coeficiente de

determinagdo (R*Cal) que para todos os modelos apresentou boa linearidade superior a 0,99 e



34

nao foram observadas diferengas significativas (p >0.05) entre as duas curvas. Também foram
calculados os erros de calibragao (RMSEC) e validacao cruzada (RMSECV) que demonstraram
valores satisfatorios (tabela 4) (Neto & Fonseca 2016; Helfer et al. 2017).

Tabela 4: Parametros da regressao PSL

Parametros SDS e butanol SDS e agua
Calibracdo da amostra 27 27
Previsdao da amostra 15 15

Numero de fatores 7 8

RCal 0.992 0.995
RMSEC 0.011 0.008
RMSECV 0.020 0.030

R2Cal (coeficiente de determinagdo), erros de calibragdo (RMSEC) e valida¢do cruzada (RMSECV)

De acordo com diversos estudos, quando se bloqueia a producdo da violaceina
produzida por C. violaceum tem-se um indicativo da inibi¢ao da produgdo do biofilme e que
para esse bloqueio ndo ha necessidade de morte bacteriana, ou seja, mesmo com a bactéria
viavel o sistema QS € paralisado, apenas com a inibicdo da producdo do pigmento

(Bosgelmez- Tinaz et al. 2007; Borges et al. 2014; Hossain et al. 2017; Reina et al. 2019).

Na tabela 5 comparamos os valores de SD (desvio padrao) e RSD (desvio padrdo
relativo) das leituras de inibi¢do de violaceina realizadas através dois métodos, € podemos
observar uma concordancia de 91 a 97% entre o aplicativo e espectrofotometro. Indicando
um resultado promissor em relagdo a utilizacdo do aplicativo nas anélises em organismos

VIVOS.
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Tabela 5 concordancias entre os métodos espectrofotometro e Photometrix

Espectrofotomeiro Photometrix
SD RSD SD RSD Concordancia

(%)

0.016 5.6 0.02 539 95.87

0.002 0.6 0.01 5.24 91.69

0.003 3.6 0.01 6.93 91.24

0.001 0.9 0.01 832 97.60

0.005 6.3 0.01 8.66 91.07

SD (desvio padrao) e RSD (desvio padrao relativo)

Helfer e colaboradores (2017) utilizaram o mesmo dispositivo para detectar
adulterantes (cloreto, hipoclorito, peréxido de hidrogénio e amido) no leite. Outros estudos
foram desenvolvidos utilizando aplicativos de smartphones para da detec¢cdo de substancias
alérgicas em alimentos, quantificagdo de enzimas, proteinas e carboidratos. Em todas as
pesquisas, o aplicativo PhotoMetrix UVC demonstra ser uma atualizagdo importante para
andlise quimica de colorimetria, apresentando resultados satisfatorios e melhorando a
aplicabilidade, mobilidade e usabilidade. Além disso, a constru¢do de uma camera compacta,
para aquisi¢cao de imagem por camera endoscopica USB conectada ao smartphone melhora
a resisténcia a fontes externas de interferéncia e, portanto, a qualidade dos resultados
(Coskun et al. 2013; Dutta et al. 2017; Gee et al. 2017).

As analises quimicas colorimétricas realizadas através de smartphones vém se
destacando em pesquisas de campo. Principalmente, por que esses instrumentos sao de facil
acesso, baixo custo e permitem armazenamento e processamento de dados no mesmo
dispositivo, além, de permitirem comunicagao sem fio (via internet, bluetooth, comunicacao
de campo proximo) e conexdao via USB com outros aparelhos, como por exemplos as
cameras endoscopicas. Este tipo de cadmeras pode ser adquirido comercialmente por baixo
custo (cerca de US$ 10), sendo bastante utilizado para aplicagdes domésticas e automotivas

(Neto & Fonseca 2016; Gee et al. 2017).

Em nosso estudo, pela primeira vez, comparamos o método tradicional de
espectrofotometria com o software livre PhotoMetrix UVC versao 1.0.7 com a producado de
violaceina. O QS ¢ a comuni¢cdo mediada por moléculas, entre os microrganismos
formadores de biofilmes, ou seja, uma sinalizagdo utilizada para trocar informagdes entre as

células microbianas e ¢ expressa quando uma determinada densidade populacional de
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microrganismos ¢ atingida. Esta sinalizagdo regula a produ¢ao da pigmento violaceina na C.
violaceum, € a quantificacdo deste ¢é relevante para o entendimento dos mecanismos do QS

e possiveis inibidores de biofilme (Keller & Surette 2006; Williams et al. 2007).
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Conclusao

A Chromobacterium violaceum demonstrou maior producao do pigmento violaceina em
caldo BHI com ino6culo ajustado na escala 1 de Macfarland. O acido salicilico foi capaz de
bloquear a produgdo de violaceina em até 75% nas concentragdes sub-inibitérias e inibir o
crescimento da bactéria em concentragdes altas. O software PhotoMetrix UVC versao 1.0.7
mostrou-se bastante eficaz na quantificacdo de violaceina, ndo apresentando diferencga
significativa das leituras, quando comparadas com o espectrofotdmetro. Diante disso, podemos
concluir que o PhotoMetrix pode ser utilizado como método alternativo nas triagens de
substancias com possiveis atividade anti-QS e antibiofilme, facilitando as pesquisas e

reduzindo os custos.
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5. CONCLUSAO GERAL
Fundamentando os objetivos propostos neste estudo e os resultados experimentais

obtidos, podemos concluir que:

A C.V demonstrou maior producdo de violaceina, quando cultivada em BHI, com inculo
ajustado a escala 1 de Mcfarland;

O 4cido salicilico frente a C. violaceum inibiu o crescimento microbiano na CIM de 125
ug/ml;

O 4cido salicilico frente a C. violaceum eliminou o microrganismo na CBM de 2000 xg/ml;
O é4cido salicilico foi capaz de bloquear em até 75% a producdo da violaceina na
concentragdo de 0,5 ug/ml;

Nao houve diferenca significativa nas leituras realizadas pelo espectrofotdometro quando

comparadas com o Photometrix;
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