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Resumo

Apresentamos nesta tese uma investigacdo dos processos fisico-quimicos da adesdo e
desenvolvimento de biofilmes da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa (Xf) em diferentes
superficies. Este estudo visa corroborar ou complementar diferentes aspectos dos modelos atualmente
em discussdo para biofilmes bacterianos, além de, num carater tecnoldgico, fornecer subsidios para
um eventual controle da formacdo dos biofilmes de Xf. Para isso utilizamos uma abordagem
diferenciada a comumente empregada em biologia - € mais proxima a ci€éncia dos materiais - visando
isolar e quantificar a relevancia dos parametros que contribuem na formacdo de um biofilme em
diferentes superficies, tentando aproxima-las do xilema da planta.

Nossos resultados mostram uma semelhanca de desenvolvimento (forma, tamanho e
quantidade) nos biofilmes de Xf cultivados em superficies de vidro e Si, e um melhor
desenvolvimento dos biofilmes em Si do que nas superficies de etil celulose, EC, e acetato de
celulose, AC. De um ponto de vista fenomenoldgico, os biofilmes apresentam diferentes estruturas,
taxa de desenvolvimento e tendéncias na expressdo génica entre superficies com e sem presenca de
celulose derivatizada.

Na caracterizagdo das superficies utilizadas consideramos o efeito do meio de cultura em suas
propriedades. Nas superficies de vidro e Si, constatamos a formacdo de um filme condicionante
devido a adsorcdo dos constituintes deste meio. O grau de hidrofobicidade das superficies de vidro e
Si diminui significativamente apds contato com o meio de cultura enquanto as superficies de celulose
derivatizada apresentam pouca (EC) ou nenhuma alteracao (AC); observamos também um aumento
do potencial de superficie (PS) para Si e EC e, ainda, uma diminuicao de PS em AC. Estas evidéncias
sugerem uma correlacdo entre PS mais altos e grau de hidrofobicidade baixos com a presenca de
biofilmes de Xf em maior nimero e tamanho. Além disso, medidas de espectroscopia de forca
utilizando ponta funcionalizada com a proteina de adesdo XadAl evidenciam também um
comportamento distinto na superficie de AC. Estes resultados apontam para a importancia da
interacdo eletrostdtica no processo inicial de adesdo da bactérias as superficies estudadas. Por fim, a
presenca de material extracelular ao redor dos biofilmes e células de Xf em superficies de vidro e Si
foi observada indicando a presenca de uma matriz exopolimérica protetora. Espectroscopia de
infravermelho mostra a presenca de polissacarideos — constituinte da matriz polimérica — desde o
estagio inicial de formacdo do biofilme, indicando uma possivel contribui¢io dessa matriz para o

processo de adesdo que precede o desenvolvimento do biofilme.
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Abstract

In this work, we report an investigation on relevant physicochemical processes of bacterial
surface adhesion and biofilm development for the phytopathogen Xylella fastidiosa (Xf) on different
surfaces. This study aims to corroborate or supplement different aspects of the bacterial biofilms
models currently under discussion and, in a technological point of view, provides experimental input
for an eventual control of Xf biofilm formation. For this purpose, we have used an approach not
commonly found in biology — and more similar to materials science — in order to isolate and quantify
the relevance of the parameters that contribute to the formation of a biofilm on different surfaces, as
well as trying to make these surfaces closer to the plant xylem.

Our results show a similar development (shape, size and quantity) for Xt biofilms grown on Si
and glass surfaces, and an improved development of biofilms grown on Si than on ethyl cellulose,
EC, and cellulose acetate, AC. Under a phenomenological point of view, biofilms present different
structures, rate of development and trends in gene expression between surfaces with and without the
presence of derivatized cellulose.

In order to characterize the surfaces, we considered the effect of culture medium on their
properties. In Si and glass surfaces, we observe the formation of a conditioning film due to adsorption
of the constituents of the culture medium. The degree of hydrophobicity of glass and Si surfaces
decreases significantly after contact with this medium. On the other hand, cellulose derivatized
surfaces present lower (EC) or no (AC) modifications of this property. In addition, we observed an
increase in the surface potential (SP) for Si and EC and also a SP decrease for AC. These evidences
suggest a correlation between higher SP values and lower degree of hydrophobicity with the presence
of biofilms of Xf in larger numbers and size. Furthermore, force spectroscopy measurements using a
functionalized tip with the adhesion protein XadAI also show a different behavior on the AC surface.
These results reveal the importance of electrostatic interaction in the initial bacterial adhesion for the
surfaces studied here. Finally, the presence of extracellular material around the Xf cells and biofilms
on glass and Si surfaces was observed indicating the presence of a protective exopolymeric matrix.
Infrared spectroscopy shows the presence of polysaccharides - a constituent of the polymeric matrix -
from the very initial stages of biofilm formation, indicating a possible contribution of this matrix for

the adhesion process which precedes biofilm development.
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Capitulo I

Introducao Geral

Muitas espécies de bactérias podem viver tanto em vida livre (planctonicas) quanto
parasitando um hospedeiro. Além disso, apresentam capacidade de se adaptar a mudancas subitas de
disponibilidade de nutrientes e a sistemas de defesa do hospedeiro. Em particular, um exemplo
relevante de adaptacdo bacteriana € seu crescimento em comunidades fixas, encapsuladas por uma
matriz exopolimérica, na forma de biofilmes. Hoje se reconhece que a formagao de biofilmes € um
aspecto importante em diferentes dreas incluindo biotecnologia, biocorrosdo, agricultura, imunologia
e desenvolvimento de biomateriais. O crescimento microbiano associado a biofilmes apresenta maior
resisténcia contra fatores externos como biocidas, detergentes, tratamentos antibidticos e sistemas de
defesa do hospedeiro que células planctonicas. Contudo, os mecanismos de formacdo dos biofilmes
ndo sao elucidados. O conhecimento destes mecanismos permitiria vérias aplicagdes tecnoldgicas,
como rotas de prevencdo de doencas e, ainda, o desenvolvimento de biomateriais que inibam a
formacdo dessas comunidades. Por essas razdes, o interesse cientifico no processo de formacdo de
biofilmes aumentou muito nos dltimos anos.

Sob aspecto geral, o processo de formagao do biofilme € mediado por uma série de fatores,
dentre os quais podemos citar a expressao génica, as condicdes nutricionais do meio em que se
encontra (temperatura, pH, nutrientes) e as propriedades da superficie disponivel para adesdo. Por
essa complexidade, as investigagdes em biofilme envolvem diferentes dreas de pesquisa, das quais
podemos mencionar microbiologia, quimica, fisica e engenharia, tornando o problema de cunho
interdisciplinar e, ainda, de interessante motiva¢do académica. A maioria das investigacdes sobre
biofilmes tem sido realizada através de ensaios bioquimicos, expressdo génica e descrigdes
fenomenoldgicas da formacdo dessas comunidades. Neste sentido, um dos objetivos deste trabalho é
contribuir para uma melhor compreensdo da formagdo de biofilmes em geral através de uma
abordagem mais completa e diferenciada a comumente aplicada em microbiologia. Para esta
finalidade, neste trabalho, empregamos uma série de técnicas experimentais visando isolar e
quantificar os fatores externos de influéncia ao longo de todo processo de formacdo do biofilme
bacteriano.

Em particular, este trabalho tem por objetivo um estudo da formacdo do biofilme da bactéria
fitopatogena Xylella fastidiosa (Xf) abordando diferentes fatores de influéncia ndo apenas dos

estdgios iniciais (adesdo celular) bem como no préprio desenvolvimento do biofilme. A bactéria Xf é
1



causadora da clorose variegada dos citros (CVC), doenga economicamente importante na inddstria de
citros no Brasil. O fator patégeno da Xf estd associado a formacao de biofilmes no interior do xilema
impedindo a distribui¢do de dgua e nutrientes na planta. Desta forma, o entendimento do processo de
formacdo do biofilme e seus fatores de influéncia poderiam permitir o desenvolvimento de rotas de
prevencdo da doenga no citros. Como detalharemos no préximo capitulo, a Xf € caracterizada por um
crescimento lento em comparacdo a outras bactérias, facilitando seu estudo em termos da
identificacdo de possiveis contaminagdes e a utilizacdo de técnicas mais especificas como
microscopia de forca atomica (AFM).

Outro aspecto original deste trabalho € a utilizacdo de superficies recobertas com celulose
derivatizada na investigacao da formacdo do biofilme de Xf. A maioria dos estudos sobre biofilmes
de Xf realizados in vitro tem utilizado vidro como substrato. Contudo, a celulose € constituinte
majoritario (90%) na composicao do habitat natural da Xf. Desta forma, a utiliza¢do de superficies de
celulose, mesmo que artificiais, torna o estudo in vitro mais proximo do problema real. Neste
trabalho, os substratos empregados foram analisados sob diferentes aspectos de suas propriedades
fisico-quimicas com a finalidade de verificarmos possiveis modelos para a adesdo bacteriana e a
subseqiiente formacao de biofilmes do microrganismo Xf.

Além disso, outros mecanismos especificos utilizados pelos microorganismos como
organelas, proteinas de adesdo e a producdo/secrecdo de substincias poliméricas ndo devem ser
desprezados na formacao do biofilme. Neste sentido, apresentamos um estudo da interagao entre uma
proteina de adesdo da Xf e cada uma das superficies previamente caracterizadas e, ainda, uma
investigacdo da produgdo de polissacarideos desde o inicio da formacao do biofilme.

Com a finalidade dessa ampla abordagem do problema descrito acima, os biofilmes de Xf
foram cultivados em substratos de vidro, silicio (Si), etil celulose (EC) e acetato de celulose (AC). A
formacdo dos biofilmes nestas condi¢Oes foi caracterizada por diferentes técnicas de microscopia
(6ptica, SEM, AFM). Ainda para este caso, a avaliagdo dos niveis de expressdo de genes relacionados
a degradacao de celulose também foi realizada através de Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativo em tempo real (QPCR). As propriedades das superficies empregadas e suas possiveis
modificagdes apds contato com meio de cultura foram caracterizadas por AFM (rugosidade), angulo
de contato (hidrofobicidade), espectroscopia de infravermelho (grupos funcionais) e, ainda, AFM no
modo Kelvin Probe (potencial de superficie). Além disso, medidas de espectroscopia de forca
(usando AFM) foram realizadas para estudo de adesdo especifica mediada por proteina. Por fim, a

contribuicao de substancias exopoliméricas na formacao inicial do biofilme foi investigada utilizando



Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexdo Atenuada Total (ATR-
FTIR).

Com o objetivo de dar uma seqiiéncia légica para os pontos discutidos neste primeiro capitulo,
esta tese estd estruturada como segue. No capitulo 2, discutimos alguns conceitos fundamentais para
o trabalho nesta drea, bem como as lacunas existentes na literatura que visamos preencher. No
capitulo 3, apresentamos a descricdo de materiais e métodos utilizados para a preparagao das
amostras observadas, bem como as técnicas empregadas para todas as abordagens mencionadas
acima. No capitulo 4, descrevemos os resultados experimentais e discussdes situando nossos
resultados no contexto da literatura atual. No capitulo 5, apresentamos uma discussdo geral de todos
os resultados apresentados no capitulo anterior. Por fim, as conclusdes e perspectivas futuras sio

apresentadas no capitulo 6.



Capitulo 11

Adesao celular e biofilmes bacterianos

2.1 Adesao Celular

O processo de adesdo € fundamental para o desenvolvimento e organizacao multicelular tanto
em organismos pluricelulares (animais e plantas) quanto em unicelulares (bactérias). Para o primeiro
caso, a adesdo celular é essencial na formacgdo dos tecidos, além de afetar vérias fungdes das células.
Além disso, as c€lulas de organismos pluricelulares podem apresentar até cinco diferentes tipos de
moléculas de adesdo (imunoglobulinas, caderinas, integrinas, selectinas € mucinas) responsaveis por
este processo [1]. Por outro lado, em organismos unicelulares a adesdo pode ser determinante na
patogenicidade (por exemplo, no desenvolvimento de infec¢des). As bactérias podem utilizar
diferentes mecanismos durante seu processo de adesdo. Dentre estes mecanismos podemos mencionar
interaces eletrostdticas e hidrofébicas' (ndo-especificas), assim como organelas (pili, flagelo) e
proteinas (adesinas fimbriais e afimbriais) especificas para adesdo [3]. A produgdo de substancias
exopoliméricas também tem sido citada como fator influente no processo de adesao bacteriana [4-6].

Em particular, a adesdo de células microbianas em uma superficie s6lida é considerada uma
etapa crucial para a formacdo de biofilme bacteriano [3, 7-9]. A literatura tem mostrado que a
formacdo de biofilmes estd relacionada com indmeras infec¢des médico-hospitalares, problemas
industriais (devido a corrosdao) e doencas em diferentes tipos de plantas [3, 10, 11]. No entanto, as
interacdes moleculares e fisico-quimicas que estdo envolvidas no processo de adesdo ainda sdo objeto
de intenso debate. Os diferentes mecanismos utilizados pelas bactérias para a adesdo envolvem véarios
fatores, incluindo propriedades fisico-quimicas das superficies, condicdes do meio em que se
encontram e caracteristicas proprias da espécie bacteriana [10, 11].

Rugosidade, hidrofobicidade, carga elétrica e grupos funcionais sdo propriedades fisico-
quimicas que tem sido consideradas como fatores determinantes na adesao de células bacterianas [11-
22]. Alguns autores mostram que o nimero de células aderidas e, ainda, a extensdo da colonizagao

microbiana aumentam em superficies de maior rugosidade [18, 19]. Outros estudos apontam que

1 . ~ » . 2, A . . .

Estas interagdes, que ocorrem apenas para moléculas imersas em dgua, tém sua origem no denominado efeito
hidrofébico. Neste efeito, as moléculas de dgua se organizam ao redor de uma molécula hidrofébica inserida em meio
aquoso através de pontes de hidrogénio, de forma a excluir esta molécula do meio [2].

4



também a hidrofobicidade do substrato é determinante na adesdo bacteriana [13-17]. O conceito de
hidrofobicidade se contrapde ao de molhabilidade®; superficies hidrofébicas apresentam baixa
molhabilidade. Embora vérios estudos [13, 17-19] considerem hidrofobicidade e rugosidade como
propriedades fundamentais na adesdo celular, apenas alguns deles [21, 22] t€ém questionado como
diferentes grupos funcionais na superficie podem influenciar no processo de adesdo. Gubner e
colaboradores [21] estudaram o efeito de diferentes substancias exopoliméricas (produzidas pelo
préprio microorganismo) na adesdo da bactéria marinha Pseudomonas species. Eles sugerem que a
composi¢do quimica e a concentragdo destes exopolimeros na superficie sdo mais importantes no
processo de adesdo do que hidrofobicidade e rugosidade.

Outra consideracao importante é a possibilidade de mudancas nas propriedades das superficies
devido a formagado de filme condicionante pela adsor¢ao de biomoléculas na superficie. A adsor¢ao
de moléculas na superficie, neste caso, € um processo que ocorre natural e inevitavelmente.
Mittelman [23] menciona que, sob condic¢des in vivo, a formagao de filmes condicionantes compostos
por proteinas e polissacarideos provenientes de sangue, ldgrimas, urina e saliva ocorre rapidamente
em biomateriais implantados e, ainda, que esse filme pode ser determinante na adesdo e colonizac¢ao
bacteriana. Por exemplo, o filme condicionante formado por proteinas do sangue favorece a adesao
da bactéria Staphylococcus aureus enquanto inibe a adesdo da bactéria Staphylococcus epidermidis
[24]. Embora a formagdo do filme condicionante tenha sido considerada como primeira etapa na
adesdo bacteriana e subseqiiente formacao de biofilme inclusive em trabalhos de revisao [3, 10, 25,
26], as mudancas das propriedades das superficies apds a formacdo deste filme e as possiveis
conseqiiéncias na adesao bacteriana ndo t€ém sido abordadas.

Como mencionamos anteriormente, 0 meio em que o microorganismo se encontra também ¢é
fator influente no processo de adesdo. Fletcher [27] observou que o aumento na concentracdo de
cations no meio de cultura afeta a adesdo da bactéria Pseudomonas fluorescens em superficies de
vidro. Deve-se considerar ainda que as propriedades da célula bacteriana, além de fator influente na
adesdo, podem ser afetadas pelo meio que envolve o microrganismo, incluindo as caracteristicas do
substrato disponivel para adesdo. A célula bacteriana apresenta a capacidade de expressar organelas,
proteinas, enzimas e substancias poliméricas que atuam e auxiliam em diferentes func¢des, incluindo
as relacionadas a adesdo. Essa expressdo ocorre através de regulacdo génica; esta regulacdo €
responsavel por fornecer o controle sobre a estrutura e funcao celular e, ainda, permitir a adaptacao
de um organismo a diferentes condi¢des. Alguns autores [28, 29] demonstraram que a

presenca/auséncia de fosfato inorganico no meio pode regular a secrecdo, ativacdo e localizagdao de

* Tendéncia de determinado liquido (por exemplo, 4gua) se espalhar na superficie sélida.
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proteinas de adesdo. De maneira semelhante, o microrganismo pode produzir substancias poliméricas
extracelulares (EPS)® para contribuir na adesdo celular. Marshall e colaboradores [9] sugerem que o
EPS estd envolvido na fase irreversivel de adesdo microbiana formando uma matriz protetora ao
redor das células.

E importante ainda mencionar que, tradicionalmente, os processos de adesdo tém sido
investigados por métodos de contagem utilizando simples anélise de imagens de microscopia, células
marcadas com reagentes ou através da quantificacdo de células removidas das superficies. Além
disso, os fatores de influéncia da adesdo mencionados acima tém sido abordados individualmente

através de observacdes fenomenoldgicas, desprezando-se a influéncia do conjunto.

2.2 Biofilme Bacteriano

Apds o processo de adesdo, diversas espécies bacterianas apresentam a capacidade de se
desenvolver como parte de um biofilme. Estas comunidades podem tolerar agentes antimicrobianos
em concentracdes 10-1000 vezes maiores que as necessdrias para matar bactérias planctonicas (livres
em solucdo) geneticamente equivalentes, tornando-os muito dificeis de serem erradicados em
hospedeiros vivos [30]. Além disso, em condi¢des ndo ideais, a formagdo do biofilme apresenta
vantagens em termos de defesa contra o meio e colonizagdo em um hospedeiro. Bactérias em
biofilmes podem suportar diminuicdo de nutrientes, mudancas no pH, temperatura, presenca de
antibidticos, etc., bem melhor que organismos planctonicos. Uma das caracteristicas do biofilme € a
formacdo de uma matriz exo-polimérica (predominantemente composta de exo-polissacarideos) que
as envolve. A literatura sugere que essa matriz contribui de maneira importante nos estagios iniciais e
finais do biofilme [31-33], proporcionando a agregacdo e eventualmente a sua estrutura final; pode
também estar envolvida na tolerancia a agentes antimicrobianos [30]. Porém sao poucos os trabalhos
onde esta sugestdo € avaliada através de métodos experimentais.

A formacdo de biofilme € composta por diferentes estdgios, iniciando-se pela adesdo na
superficie, seja de natureza bidtica ou abidtica, proliferacao bacteriana dentro de microcoldnias e
expansdo, formando estruturas altamente organizadas. O modelo mais aceito atualmente divide a
formag¢do do biofilme em cinco diferentes etapas (figura 2.2.1) [7]. A etapa 1 corresponde a adesao
reversivel das células na superficie (onde as células podem ser facilmente removidas por simples

processos de lavagem); a etapa 2 € referente a adesdo irreversivel mediada principalmente por

3 . , L. . . . . ., , L.
A matriz EPS é composta por uma série de constituintes dos quais podemos citar polissacarideos, proteinas, dcidos
nucléicos e fosfolipidios.
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interacdoes moleculares especificas; na etapa 3 inicia-se a primeira fase de maturacdo do biofilme,
caracterizada pelo inicio do desenvolvimento de sua arquitetura; a segunda fase de maturagdo, etapa
4, corresponde ao biofilme totalmente maduro, com alta densidade celular, e arquitetura de forma
complexa; e, por fim, a etapa 5 € referente a fase de desestruturacdo do biofilme, normalmente por

falta de nutrientes no interior do mesmo, resultando na dispersdo das células.

Figura 2.2.1: Esquema para modelo mais aceito dos estidgios de desenvolvimento do biofilme bacteriano. (1) Adesao

reversivel. (2) Adesdo irreversivel. (3) Inicio da maturaciio do biofilme. (4) Biofilme totalmente maduro com arquitetura

complexa. (5) Desestruturagio do biofilme e dispersdo das células que darfio inicio & novos biofilmes. [7].

Em recente trabalho de revisao, Monds e O’Toole [28] apresentam uma avaliacdo critica dos
recentes estudos sobre a formacdo de biofilmes, discutindo se esses dados satisfazem os critérios do
modelo aceito atualmente, considerado por eles um modelo ainda em desenvolvimento. Eles afirmam
que o modelo proposto acima deve ser abordado como um modelo que necessita de validagao
experimental, uma vez que vdrios de seus critérios ndo sdo compativeis com evidéncias
experimentais. Os autores discutem uma preocupac¢do em particular: que o apoio ao modelo da
formagdao do biofilme € baseado principalmente nas descricdes fenomenoldgicas das mudancas
morfoldgicas e estruturais do biofilme ao invés de uma compreensdo detalhada da causa dessas
alteracdes ao longo de seu desenvolvimento.

Vale mencionar que os mesmos fatores de influéncia no processo de adesdo microbiana,
descritos na secdo anterior, podem ser determinantes para o desenvolvimento estrutural e genético do

biofilme. Murga, Miller e Dolan [24], por exemplo, sugerem que o filme condicionante formado por



constituintes de sangue humano promovem a formac¢do de biofilmes. Outros autores observam uma
colonizagdo bacteriana mais extensa em superficies de maior rugosidade e hidrofébicas. Além disso,
diferentes estirpes bacterianas podem apresentar diferentes regulacdes gé€nicas e morfologias.
Marques e colaboradores [34] prepararam biofilmes de Xf utilizando diferentes estirpes da bactéria.
Eles observaram biofilmes com caracteristicas morfoldgicas distintas; por exemplo, estirpes do citros
formam biofilmes mais dispersos, com células menores e com espessa camada de material
exopolimérico, enquanto estirpes da uva apresentam biofilmes com células mais alongadas imersas
em material exopolimérico. Desta forma, deve-se considerar ainda que os fatores externos, a
regulacdo génica e a morfologia/estrutura do biofiolme podem estar correlacionados, tornando a

investigacao relativa a formacao de biofilmes um assunto de extrema complexidade.

2.3 Xylella fastidiosa

Com a finalidade de investigar a formagao de biofilmes sob diferentes aspectos, escolhemos
como modelo a bactéria Xylella fastidiosa (Xf). Esta bactéria Gram-negativa e, habitante do xilema, é
responsdvel por doencas economicamente importantes em vdrias culturas como citros, uva, café,
ameixa e péssego [35-37]. No Brasil, ela causa a clorose variegada do citros (CVC), uma doenca que
causa perdas anuais de aproximadamente US$100 milhdes para a agro-inddstria do citros. Por esta
razdo, a Xf foi o primeiro fitopatégeno com genoma completo sequenciado, atividade realizada por
consorcio de pesquisadores brasileiros [38]. A causa geralmente aceita para os sintomas induzidos
por esta bactéria nas plantas € a oclusdo vascular, levando a planta a estresse hidrico. Foi
demonstrado que esta bactéria cresce como biofilme [34] e que este pode ser um fator importante para
sua patogenicidade [39].

A Xylella fastidiosa apresenta formato de bastonete reto a ligeiramente curvo e de tamanho
varidvel (0,3 — 0,5 um de didmetro e 3 — 5 wm de comprimento) [40]. Além disso, essa bactéria é
aerébica e nio apresenta motilidade devido a falta de flagelos [41]. A condicdo ideal de crescimento
ocorre em temperaturas entre 26 — 28°C com pH entre 6,5 — 6,9 [42]. Outra consideragdo relevante é
que ela se caracteriza pelo crescimento lento (processo de divisdo 5 — 48 horas), sendo seus biofilmes
circulares e discretos com tamanhos varidveis decorrentes das condi¢des nutricionais utilizadas [43].

A Xf € transmitida naturalmente para as plantas por cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae)
que se alimentam da seiva bruta do xilema das plantas infectadas [43, 44]. Contudo, ela é uma
bactéria limitada ao xilema (cujo maior constituinte € celulose); por essa razao, sua sobrevivéncia

depende essencialmente da sua translocacdo pelo sistema vascular da planta hospedeira [37]. O
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mecanismo pelo qual a Xf se movimenta no interior dos vasos do xilema ndo é conhecido. Simpson e
colaboradores [38], ap6s identificarem genes precursores de celulases® no genoma da Xf de citros
(estirpe 9a5c), sugeriram que estes genes poderiam estar envolvidos na migracdo inter-vasos através
destas membranas; porém até o momento esse processo de migragdo nao foi confirmado.

Do ponto de vista de adesdo, dois modelos foram propostos para explicar a adesdo da Xf nos
vasos do xilema, considerado negativamente carregado. Leite e colaboradores [45] propuseram que
citions divalentes presentes no meio (por exemplo, Mg*'®) formem pontes com substratos
negativamente carregados e a superficie da Xf (considerada negativamente carregada pelos autores).
Por outro lado, Osiro e colaboradores [46] propuseram um modelo cujo processo de adesao depende
da atracdo eletrostdtica; neste caso eles assumem que a superficie da Xf é positivamente carregada,
alegando que esta possui um nimero maior de amino acidos com carga positiva que negativa na
superficie. Devemos considerar que, como mencionamos na se¢dao 2.1, vdrios mecanismos podem
estar envolvidos no processo de adesdo. Desta forma, é importante mencionar aqui o papel relevante
das adesinas na formacao inicial do biofilme de Xf. No genoma da Xf foram encontrados véarios
genes responsaveis pela adesdo [38]. As adesinas encontradas na Xf podem ser classificadas em dois
tipos: afimbrial e fimbrial. Adesinas fimbriais incluem pili de vdrios tipos, aparecendo como
filamentos nas extremidades da célula e, podem apresentar 0,4 a 1um de comprimento. Por outro
lado, as adesinas afimbriais sdo consideradas proteinas de superficie que contribuem na adesdo da
célula a superficie [47]. Entre as adesinas afimbriais podemos mencionar a XadAl. Feil e
colaboradores [47] realizaram ensaios de adesao com mutantes de XadA I (ou seja, que ndo produzem
a proteina) para Xf da estirpe de Temecula I; para essa mutante, eles ndo observam formacao de
biofilme, indicando a inibicdo da adesdo célula-superficie. Além disso, Caserta [48] observou que a
proteina XadAl para Xf da estirpe de citros apresenta alta expressdo durante toda a formacao do
biofilme, inclusive em estigios iniciais, indicando o envolvimento desta proteina tanto na adesdo da

célula a superficie quanto na adesao célula-célula.

* Enzimas responséveis por degradacio de celulose na parede vegetal celular.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos

3.1 Substratos e Filmes de Celulose Derivatizada

Laminulas de vidro redondas (15mm de didmetro, 0,13 - 0,17 mm de espessura - Waldemar
Knittel Glasbearbeitungs - GmbH Alemanha) foram utilizadas como substrato para experimentos de
AFM onde o uso da célula liquida e controle de temperatura foi necessdrio (biofilmes cultivados no
AFM). Placas de petri (35mm) estéreis com laminulas de vidro (10mm de didmetro, espessura 0,13 -
0,16 mm - Mattek Corporation Ashland, MA, EUA) foram utilizadas para todos os outros casos de
cultivos de biofilmes em vidro.

Substrato de silicio (<100>, wafers com 10cm de diametro) cortados em quadrados de
aproximadamente 2x2cm’ também foram utilizados no cultivo de biofilmes de Xf. Tanto as laminulas
de vidro redondas e substratos de silicio (Si) foram lavados com acetona, iso-propanol e dgua
deionizada para remover a contaminagdo organica; estes substratos foram posteriormente
esterilizados por autoclavagem. Esse procedimento ndo remove a camada OH formada naturalmente
na superficie de Si; desta forma, apesar de tratarmos ao longo desta tese como superficie de Si, deve-
se formalmente considerar uma superficie de 6xido de silicio.

Substratos de Si foram recobertos com filmes finos de acetato de celulose (AC) e etil celulose
(EC). Para obter os filmes de AC, tipicamente 0,7g de acetato de celulose em pé (Sigma-Aldrich) foi
dissolvido em uma solucdo contendo 7,4mL de acido acético, 13,8mL acetona e de 7,4mL de dgua
deionizada. Para os filmes de EC, uma solucdo de 0,3g de etil celulose em pd (Sigma-Aldrich)
dissolvido em 30mL de etanol foi preparada. Ambas as solu¢des foram espalhadas por spin coating
(3000rpm para AC e 1000rpm para EC) por 30s no substrato de Si apds o mesmo procedimento de
limpeza descrito acima. Os filmes foram secos em temperatura ambiente por toda a noite. Todas as

superficies foram também previamente esterilizadas por autoclavagem.

3.2 Estirpe bacteriana e condic¢oes de cultivo

Neste estudo, utilizamos a estirpe bacteriana 9a5c de Xf da subespécie pauca [49]. As células

bacterianas foram extraidas e isoladas da planta Citrus sinensis (laranja doce) e cultivadas em meio
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de cultura Periwinkle Wilt (PW) [50]. O meio de cultura PW € considerado de composicao complexa
e nao definida devido a presenca de phytone peptone e trypticase peptone; ainda assim € o mais
utilizado para o cultivo de todas as estirpes de Xf. Este meio também contém os compostos K;HPOy,
KH,PO4 e MgSO; e, ainda, o aminodcido glutamina e a proteina albumina de soro bovino (BSA).
Vale mencionar que existem controvérsias na literatura sobre a necessidade da presenca de BSA no
meio de cultura para o crescimento da Xf. Davis e colaboradores [50] relataram que esta proteina é
necessaria para este processo; Galvani e colaboradores [51], no entanto, observaram apenas um
crescimento mais lento de Xf na auséncia de BSA, concluindo que seu papel ndo € essencial. Além
disso, esta proteina € conhecida por adsor¢do espontanea em diferentes superficies [52, 53]. Por essas
razdes e, para um melhor entendimento da influéncia da presenca de BSA nos nossos resultados,
experimentos foram realizados com e sem BSA no meio de cultura PW conforme descrito em cada

Ccaso.

3.3 Cultivo de biofilmes de Xf

A preparacio do biofilme consiste em depositar uma aliquota do inéculo’ juntamente com
novo meio de cultura (liquido) sobre o substrato e manter em temperatura controlada (28°C). O
in6culo € obtido segundo um protocolo de preparacdo a partir de bactérias extraidas diretamente de
planta contaminada; essas bactérias sdo cultivadas primeiramente em placa de meio de cultura PW
sélido e, apds cerca de 20-25 dias de cultivo, sdo re-inoculadas em meio de cultura PW liquido onde
sdo cultivadas sob agitagdo, resultando no inéculo liquido final. Vale mencionar que, durante estagio
realizado na Universidade de Ulm (Alemanha), as bactérias de origem para preparacao do indculo se
encontravam congeladas, em maior concentracio do que um indculo usual. Devido a limitagdes
técnicas, nem sempre foi possivel a preparacdo do indculo sob agitacdo. Neste caso, utilizamos um
método nao usual de inoculagdo, preparando os biofilmes diretamente da solu¢do de bactérias
descongeladas em temperatura ambiente [54].

As condi¢Oes iniciais de inoculacdo, ou seja, a propor¢do indculo:meio de cultura, podem
influenciar no ciclo de desenvolvimento do biofilme. Embora diferentes propor¢des de inoculagio
tenham sido utilizadas ao longo desse trabalho, deve-se considerar que todas as amostras utilizadas na
comparacao do desenvolvimento do biofilme nas diferentes superficies (se¢ao 4.2) foram preparadas

a partir de mesmas condig¢des iniciais (inclusive preparadas no mesmo dia).

5 Z.: . . . . .
Bactéria em meio de cultura liquido rico em nutrientes.
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Outra consideracdo relevante € a confirmacdo experimental de termos biofilmes de Xf em
nossas amostras. Para isso, coletamos o DNA proveniente de diferentes biofilmes (experimentos
distintos) para posterior andlise via PCR e corrida eletroforética em gel de agarose 1%. Os resultados
confirmam que os biofilmes observados sdo compostos por células de Xf. Este experimento foi

realizado pela doutoranda Carolina Munari Rodrigues (Centro APTA Citrus Sylvio Moreira/IAC).
3.4 Microscopia ()ptica (MO)

Para a aquisicao de imagens dos biofilmes cultivados em superficie de vidro foi utilizado o
microscopio Optico invertido (Nikon Eclipse TE2000U), possibilitando a realiza¢do dessas medidas
em meio liquido no interior da placa de petri onde as amostras foram preparadas. Para biofilmes
cultivados em todas as outras superficies, o mapeamento das amostras foi realizado utilizando
microscépio 6ptico marca Zeiss (modelo AXIO Scope Al, Universidade de Ulm, Alemanha).

Nessa técnica os biofilmes podem ser identificados pelo contraste com a superficie e, também
por apresentarem predominantemente forma circular. Vale mencionar que para mapeamento
completo das superficies apds o cultivo dos biofilmes em diferentes intervalos de tempo foi utilizada
a lente de menor magnificagao (5x). Nessas condi¢des, estabelecemos como menor filme observado
aqueles com diametro de 30pum, uma vez que, nesta magnificagao, fica dificil determinar se os pontos
circulares para didmetros inferiores a este valor sdo efetivamente biofilmes ou contaminagio presente

na superficie.
3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

No microscopio eletronico de varredura um feixe eletronico é focalizado na superficie da
amostra; quando um elétron do feixe interage com um atomo (na superficie da amostra), ele sofre
tanto espalhamento eldstico com o nucleo atdmico quanto ineldstico com os elétrons deste dtomo.
Essas interacdes resultam em elétrons retro-espalhados ou na emissdo de elétrons secunddrios,
respectivamente. A aquisi¢do de imagens de SEM consiste na detec¢cdo desses elétrons em funcio da
posic@o do feixe eletronico. No caso dos elétrons retro-espalhados, os elétrons primdrios (do feixe)
apenas mudam sua trajetéria, sem perda de energia cinética e, por essa razao apresentam energia da
ordem da energia do feixe. Por outro lado, na colisdo ineldstica com os elétrons, ocorre a perda de
energia pelo elétron primdrio (do feixe) que € transferida para o elétron na superficie; o elétron
emitido nesse caso € denominado elétron secundario. Neste caso, os elétrons apresentam energia
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menor que 50eV. A imagem adquirida pela deteccdo de elétrons secundérios € o sinal mais
comumente utilizado; este sinal varia com a topografia da superficie da amostra, gerando diferencas
em contraste na imagem.

As imagens de microscopia eletrOnica apresentadas nesse trabalho foram adquiridas pela
deteccao de elétrons secunddrios através de um sistema de duplo feixe (feixe de ions focalizado, FIB
e SEM) modelo Quanta 3D FEG ou Hélios Nanolab™ (FEI Company, Universidade de Ulm,
Alemanha). Neste sistema, o feixe de fons (Ga), embora possa ser utilizado também na aquisi¢cao de
imagens, € normalmente usado para criar microestruturas em superficies através da remocdo ou
deposicdo de material. No presente trabalho, algumas imagens foram adquiridas utilizando o feixe de
ions na tentativa de diminuir o acimulo de carga na superficie; estes casos serdo especificados na
legenda na figura. Para a aquisi¢do das imagens, as amostras foram lavadas gentilmente com dgua e
secas em temperatura ambiente. Uma vez que nenhum tratamento ou cobertura foi realizado na
preparacdao das amostras antes de sua inser¢do em ambiente de vécuo, algumas células podem
apresentar efeitos de desidratacdo devido as condicdes de vacuo do sistema. Posteriormente, algumas
amostras foram metalizadas com filme fino de Pt (5nm) para otimizar as imagens SEM.

O objetivo das imagens de SEM ¢ caracterizar o crescimento da Xf em forma de biofilme sob
o aspecto fenomenolégico. Neste sentido, os diferentes tempos de cultivo da Xf apresentam
aglomerados/biofilmes com diferentes dimensdes, de maneira que as imagens apresentam diferentes
magnificacdes. Com a finalidade de facilitar a comparag¢do das imagens, as barras de escala foram
uniformizadas. Para cada amostra foram adquiridas cerca de 100 imagens e vdrias regides foram
mapeadas. As células podem ser identificadas por sua forma bastdo e tamanhos tipicos (secdo 2.3)
como ilustra a figura 3.5.1A. Assim como na microscopia Optica, os biofilmes podem ser
identificados pelo contraste e forma circular; é também pelo contraste que podemos distinguir se o
biofilme € composto de inica camada como mostra a figura 3.5.1B onde o biofilme aparece todo em
preto, ou multiplas camadas onde identificamos trés tonalidades de cinza (figura 3.5.1C) — ainda mais
evidente na imagem de maior magnificacdo na borda do biofilme (figura 3.5.1D). Outra considerac¢ao
relevante € o fato que para biofilmes cultivados em superficies de celulose, o biofilme, na maioria das
vezes, ndo € tao evidente (figura 3.5.2A, C). Ainda que se observe algum contraste, existe a divida se
este € por conta da morfologia do filme ou pela existéncia de biofilme de Xf; nestes casos, a
aquisicdo de imagem de maior magnificacdo foi realizada no topo da morfologia que acreditamos ser
biofilme, sendo confirmada pela existéncia de camada de células bacterianas (figuras 3.5.1E e 3.5.2B,

D).
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(A)  2um (B)  20um (C)

Figura 3.5.1: Imagens de SEM adquiridas para células e biofilmes de Xf aderidos em superficie de Si. (A) células
individuais ou em pequenos aglomerados; (B) biofilme de tnica camada; (C) biofilmes com muiiltiplas camadas; (D) borda
do biofilme em (C); (E) topo do biofilme em (C). A sigla BF indica biofilme na superficie. Nimeros indicam as diferentes

tonalidades de contraste.

Figura 3.5.2: Imagens de SEM adquiridas para células e biofilmes de Xf aderidos em superficies de AC (A, B) e
EC (C, D). (A, C) biofilme em superficie de celulose. (B, D) topo do biofilme.

3.6 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A microscopia de forca atdmica (AFM) faz parte do conjunto de técnicas de microscopia de
varredura por sonda e envolve diferentes modos de operacdo. Neste estudo, utilizamos a técnica para
aquisicdo de diferentes dados: topografia, fase, espectroscopia de forca e potencial de superficie,
como descrevemos a seguir. Todos os dados de AFM foram adquiridos utilizando o microscopio

Agilent AFM system Model 5500 (Agilent Technologies, Chandler, AZ, USA).
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3.6.1 Imagens de Topografia e Fase

A base da técnica de AFM consiste em monitorar a forca entre uma ponta de prova e a
superficie da amostra. Existem vdrias for¢as de interacdo entre ponta-amostra. Dependendo do regime
de for¢as envolvido, repulsiva ou atrativa, existem trés modos de operacdo para a microscopia de
forca atomica (figura 3.6.1A). Num regime de forca repulsivo, a ponta e a amostra estdo em contato,
por essa razdao denominamos modo contato. Devido a delicadeza de amostras bioldgicas, esse modo
de operacdo pode causar deformagdes e danos na superficie analisada, uma vez que a forca e 4rea
envolvidas na medida sdo pequenas (na ordem de 107N e nm? respectivamente) provocando uma
grande pressdo no local da medida. Por outro lado, no modo nio contato ndo existe um contato fisico
direto entre ponta e superficie (regime de forca atrativo) preservando a qualidade dos resultados. As
medidas ainda podem ser realizadas no modo contato intermitente onde existe a inversao no tempo
entre os regimes atrativo e repulsivo.

Para monitorar a forca de interagdo entre ponta e amostra, utilizamos uma ponta de prova
situada na extremidade de uma alavanca. No modo ndo contato (figura 3.6.1B), a alavanca vibra na
sua freqiiéncia de ressondncia através de um oscilador, por exemplo, um bimorfo. Ao aproximar a
ponta da superficie da amostra ocorre um amortecimento na amplitude de vibra¢do da alavanca que é
medido por meio de um feixe laser que incide sobre a alavanca e atinge um fotodetector sensivel a
posicdo (PSPD). A amplitude modificada é comparada com uma referéncia no sistema que deve ser
mantida constante. Uma vez alcangada a distncia ponta-amostra que fornece a amplitude de vibracao
de referéncia, um piezoelétrico (PZT) produz o movimento da superficie em relagdo a ponta ou da
ponta em relagcdo a superficie (dependendo do equipamento), realizando varreduras nas dire¢des X e
y.

Durante a varredura em x e y, a alavanca sofre variagdes na amplitude de vibracdo medida
pelo PSPD devido a mudanga na forca de interagdo entre ponta e amostra, provocada pelas diferencas
de alturas encontradas na superficie. O sinal de erro gerado (em relacdo ao set point estabelecido para
a medida) re-alimenta o movimento do PZT na direcdo z (modo de for¢ca constante). O nimero de
passos relativo a esse movimento é gravado em uma matriz que € convertida em alturas para a
imagem topografica através de um fator de conversao proveniente de calibracgdo.

O microscopio pode adquirir varios canais durante a varredura da amostra, simultaneamente a
imagem topografica. Em particular, no modo ndo contato, pode-se adquirir a imagem de fase.
Mudangas no amortecimento da oscilacdo da alavanca geram uma diferenca de fase entre o sinal

proveniente da alavanca (medido pelo PSPD) em relacdo ao sinal aplicado ao oscilador (figura
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3.6.1C). Deste modo, podemos detectar a presenca de materiais com diferentes propriedades
mecanicas como, por exemplo, viscosidade e elasticidade numa mesma amostra usando a imagem de
fase. Desta forma, a imagem de fase permite abordar qualitativamente as propriedades elasticas da

amostra observada.
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Figura 3.6.1: (A) Comportamento qualitativo do potencial de forca interatdmica em funcdo da distincia entre ponta de
prova e a superficie da amostra. (B) Esquema geral de montagem e funcionamento do AFM em modo ndo contato. (C)
Esquema geral para aquisicdo de imagem de fase [56]. (D) Imagem de SEM para ponta NSC19 MicroMash (imagem

disponivel em www.spmtips.com; acesso em 15 de agosto de 2011).

Todas as aquisicoes de topografia e fase apresentadas neste trabalho foram realizadas em
modo nao-contato utilizando pontas de Si com raio aproximadamente de 10nm e comprimento de
20 — 25 wm (NSC14 ou NSC19 MicroMash, Tallin, Estonia, figura 3.6.1D). Essas alavancas
apresentam constante de mola tipicamente entre 1,8 — 12,5 Nm' e freqiiéncia de ressonancia entre
110 — 220 kHz (em ar). As medidas foram realizadas em ar e também em liquido (conforme serd
descrito em cada experimento); neste dltimo caso, célula liquida e controlador de temperatura foram

utilizados. A morfologia das amostras foi analisada de maneira qualitativa, onde as informacdes de
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topografia e fase se completam. Em alguns casos, a rugosidade quadritica média (RMS) foi obtida

diretamente das imagens através da seguinte equacao [56]:

RMS = (3.6.1)

onde % € a altura e N o niimero de pontos (pixels) na imagem.

Além disso, experimentos de indentagdo na amostra com a ponta do AFM também foram
realizados. A indentacdo ¢ uma maneira de identificar a deposicdo de material na superficie. Esse
método ndo € preciso para sabermos a espessura do filme, uma vez que a indentacdo ndo
necessariamente alcanca a superficie do substrato. Contudo, padronizando as condicdes em que a
indentagdo foi realizada, podemos comparar a espessura do filme formado ao longo do tempo. Para
estes experimentos imagens de menor drea (5x5um?, cinco imagens por indentacdo) foram adquiridas
com set point em OV (ponta-superficie em contato) seguida de nova imagem de maior drea

(20x20pm?).

3.6.2 Espectroscopia de Forca

Outra interessante aplicagdo do AFM € o uso da alavanca como sensor de forca. Neste caso, a
deflexdo da alavanca ¢ monitorada durante o ciclo de aproximacao e retragdao da ponta em relacao a
superficie da amostra (figura 3.6.2); conhecendo a constante de mola da alavanca, torna-se possivel
converter a deflexdo sofrida pela alavanca em forga.

Numa curva de forca tipica (figura 3.6.2), podemos observar um ou mais saltos no valor da
forca durante o ciclo de retragdo. Esse salto ocorre no momento que a ponta se desprende da
superficie e corresponde a for¢a de adesdo ou ruptura entre os grupos funcionais na ponta e
superficie. Desta forma, a espectroscopia de for¢a via AFM torna possivel medir forcas entre
diferentes grupos moleculares através da funcionalizacdo quimica da ponta. Com a finalidade de
caracterizar a interacdo da proteina de adesdo XadAl e as diferentes superficies, curvas de forca

foram adquiridas utilizando pontas de Si sem funcionalizacdo e funcionalizadas com a proteina de

adesdo XadAl 6.

® Este método de funcionalizagdo das pontas com XadAl foi realizado pelo Dr. Richard Janissen (pés-doutorando)
baseado em literatura da area [57, 58].
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Figura 3.6.2: Desenho esquemadtico para curva de forca tipica em liquido [59]: (1) Aproximagdo da ponta que ainda estd
longe da superficie; (2) A uma pequena distincia, a ponta € atraida pela superficie; (3) A alavanca acompanha movimento
linear da amostra sofrendo deflexdo; (4) Retracdo da ponta em relagdo a amostra; (5) Ponta sofre desprendimento da

superficie; (6) ponta totalmente afastada da superficie.

Para a realizacdo de medidas de espectroscopia de for¢a, todas as pontas de Si (NSCI19
pmash, k = 0,17 — 1,7 N/m) foram mantidas em soluciao contendo dcido sulfirico e dgua oxigenada
na proporcao 3:1 (solucdo piranha) por 5 minutos. Em seguida, as pontas foram lavadas com dgua
deionizada. No caso das pontas funcionalizadas, apds o procedimento de limpeza com solugdo
piranha, as pontas foram imersas em 3-(glycidoxypropyl)trimethoxysilane (GOPTES) por 30 minutos;
em seguida, as pontas foram lavadas duas vezes com etanol e 4gua deionizada. As pontas foram entdo
secas em fluxo de N, e imersas em solucdo contendo proteina XadAl em tampao PBS por 30
minutos; em seguida, as pontas foram lavadas em tampdo TBSTT’ e tampdo TBS® por 1 minuto cada.
Por fim, as pontas foram lavadas em tampao PBS padrao por 1 minuto e estocadas no mesmo tampao
em temperatura ambiente até a realizacdo do experimento. Vale mencionar que a interagdo entre a
adesina XadAl e as superficies em estudo ocorrerd através de sua extremidade COOH.

Para verificar a eficiéncia da funcionalizacdo com XadAl, imagens de fluorescéncia foram
adquiridas para pontas distintas apés o procedimento de funcionalizag¢do descrito acima. Desta forma,
apos a imobiliza¢do da proteina na ponta de Si, a proteina foi, primeiramente, ligada a um anticorpo

especifico para XadAl (denominado primeiro anticorpo); em seguida, um segundo anticorpo marcado

0 tampdo TBSTT € composto de 20mM do tampao TRIS/HCI com 150mM de NaCl, pH 7,5, 0,1% (v/v) Tween 20,
0,5%(v/v) TritonX-100.
¥ O tampio TBS é composto de 20mM do tampdo TRIS/HCI com 150mM NaCl, pH 7,5.
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com fluor6foro se liga ao primeiro anticorpo permitindo validar a funcionalizacdo através de
microscopia de fluorescéncia. O mesmo procedimento foi realizado com a ponta de Si na auséncia da
proteina XadAl como medida de referéncia. As figuras 3.6.3 A e B mostram imagens de
fluorescéncia evidenciando a eficiéncia no processo de funcionalizacdo utilizado de maneira
reprodutivel. Além disso, imagens de fluorescéncia das pontas funcionalizadas com XadAl foram
adquiridas depois da aquisi¢ao das curvas de for¢a na superficie de interesse, como ilustra a figura
3.6.3C. As imagens adquiridas indicaram a presencga da proteina XadA I mesmo apds a aquisicdo das

curvas de forca.

Figura 3.6.3: Imagens de fluorescéncia para ponta de Si (A) sem funcionaliza¢do - controle negativo, e (B) funcionalizada

com a adesina XadAl — controle positivo. (C) ponta funcionalizada com a adesina XadAl — imagem adquirida apdés
sequéncia de aquisicdo das curvas de forca em superficie de etil celulose e Si. Imagens adquiridas com microscépio de

fluorescéncia (Nikon Eclipse TE2000U).

A figura 3.6.4 mostra curvas tipicas de for¢a, que se assemelham as descritas na literatura [60-
63]. Para medidas realizadas em ar (figura 3.6.4A), comumente se observa um salto também na curva
de aproximacdo. Esse comportamento ocorre devido a forca atrativa de van der Waals entre ponta e
superficie; essas forcas sdo consideradas fracas (~nN) e surgem devido a intera¢do entre dipolos
induzidos. Em medidas realizadas em liquido (figura 3.6.4B-D), a presenca de {ons na solu¢do blinda
esta interacdo e, assim, ndo observamos o salto na curva de aproximagdo. Vale mencionar que, para
todos os experimentos realizados, podemos separar as curvas de for¢a adquiridas em trés tipos: (1)
auséncia de adesdo, quando nenhuma forca € observada na curva de retracdo (figura 3.6.4B), (2)
interacdes nao-especificas, que podem ter origem hidrofdbica, eletrostitica e van der Waals (figura
3.6.4C) e (3) multiplos eventos de ruptura (figura 3.6.4D). Este tltimo caso foi observado em casos
que a ponta estava funcionalizada e, eventualmente em experimento controle (ponta de Si sem

XadA1l) na presenca de meio de cultura com BSA como discutiremos na secdo 4.4.1.
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Figura 3.6.4: Curvas de forga para (A) ponta de Si e superficie de Si em ar; (B-D) ponta com XadA 1 e superficie de Si em

tampao PBS. Todas as curvas mostram medidas realizadas nesse trabalho.

No método utilizado para a funcionalizagdo da ponta de AFM com a proteina de adesao
XadAl, ndo é possivel controlar o ndmero de proteinas imobilizadas na ponta. Considerando o raio de
curvatura da ponta, varias proteinas podem interagir com a superficie em cada ciclo completo da
curva de forca (aproximagao e retraciao) ocasionando uma dispersao das forcas medidas. Para nossos
experimentos, foram adquiridas cerca de 200 curvas de forca num mesmo ponto em cinco regides
distintas de cada uma das superficies (Si, EC e AC), totalizando aproximadamente 1000 curvas.
Considerando que utilizamos pontas com XadAl diferentes para cada superficie, no caso das
superficies que contém celulose, a ponta com XadA I foi caracterizada na superficie de Si antes e apOs
a aquisi¢ao das curvas de forgas nestas superficies; contudo, para esta caracterizagao utilizamos uma

estatistica de apenas 100-200 curvas para preservar a integridade da proteina na ponta. Esse controle
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garante o uso de pontas com mesmo comportamento para todas as superficies, uma vez que pontas
com XadA | distintas foram utilizadas para cada experimento.

Vale mencionar que para experimentos que envolvem proteinas, como € o caso, € necessario a
utilizagcdo de meio liquido apropriado para a preservacdo da conformagdo da molécula. Desta forma,
experimentos controle foram realizados utilizando pontas ndo funcionalizadas (NSC19 MicroMash,
Tallin, Estonia) em tampao PBS e meio de cultura PW com BSA. Estes experimentos permitem uma
caracterizacdo da ponta sem XadAl em cada uma das superficies e, também seu comportamento em
ambas as solugdes.

Outra consideracgdo relevante é como os espectros foram analisados. Primeiramente, as curvas
de deflexdo versus o deslocamento da ponta em Z foram convertidas em curvas de for¢a; na pratica

para converter essa forca utilizamos a seguinte relagao:

Forca (N) = Deflexio (V) x Sensibilidade (nm/V) x Constante de Mola da Alvanca (N/m) (3.6.2)

onde a sensibilidade é dada pela derivada da curva de deflexdo versus distancia ponta-amostra (ou
deslocamento Z do scanner) no regime linear da curva de forca. A constante de mola para cada
alavanca foi calibrada experimentalmente utilizando o método de flutuacdo térmica [64, 65]. Em
seguida, foi criada uma linha base utilizando como referéncia a parte da curva onde a ponta ji se
encontra suficientemente afastada para ndo interagir com a superficie (figura 3.6.5A); a partir dessa
linha de referéncia cada degrau observado na curva de retragdo foi medido. O conjunto de medidas
para cada experimento gerou uma distribuicdo de forcas representada por histogramas. Ajuste
gaussiano foi realizado para determinacao da forca média em cada caso.

Devemos mencionar também que, em principio, esta técnica pode medir tanto forcas
intermoleculares fracas (~>pN) quanto ligacdes covalentes fortes (~100nN) [66]. Contudo, ruidos
eletronicos gerados no sistema 6ptico do microscopio e pela excitacdo térmica da vibracdo da
alavanca devem ser considerados na resolucdo da forca medida. Desta forma, medimos o nivel de
ruido (pico-vale) para cerca de 200 e 800 curvas em experimentos sem e com XadAl na ponta,
respectivamente. A dispersdo das medidas de forca assim obtidas pode ser observada no histograma
da figura 3.6.5B, e associada ao nivel de ruido em nosso equipamento. Desta forma, consideramos

como nulos (F=0N) os valores de forca inferiores a esse nivel de ruido (9+5pN).
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Figura 3.6.5: (A) curva de forca tipica para interacdo XadAl com superficie de Si ou EC. (B) Histograma de forcas

correspondente ao nivel de ruido observado.

3.6.3 Potencial de Superficie (Kelvin Force Probe Microscopy)

Com a finalidade de caracterizar as superficies em termos de distribuicdo de carga, imagens
de Potencial de Superficie (PS) foram adquiridas através do modo Kelvin Probe Force Microscopy
(figura 3.6.6). Nesta técnica, diferencas de potencial AC e DC sdo aplicadas entre uma ponta
metalizada e amostra, de modo a cancelar a forca elétrica entre elas. Num modelo capacitivo simples
[67-69], isso ocorre quando a tensdo DC € igual ao potencial de superficie (PS, ou diferenca entre
fungdes trabalho) dos materiais que compdem a amostra e o revestimento da ponta.

Imagens do potencial de superficie foram adquiridas simultaneamente as imagens de
topografia e fase para os filmes de celulose (AC e EC) antes e apds contato com meio de cultura PW
e também de filme condicionante sobre Si. No caso das superficies em contato com PW, as amostras
foram lavadas e secas sob fluxo de N,. O contato elétrico entre a amostra € o controlador do AFM foi
feito utilizando cola prata e um pequeno fio metélico; esse procedimento permite manter a amostra
em potencial fixo (ou aterrada). As medidas foram realizadas sob baixo fluxo de N, evitando efeitos
devido a umidade. Para todas as aquisi¢Oes foram utilizadas pontas recobertas com platina (NSC19/Pt
Micro Mash, Tallin, Estonia). Todas as imagens de PS apresentadas nesta tese foram realizadas pelo
engenheiro Joao Hermes Clerici.

De maneira geral, os valores absolutos de PS ndo podem ser comparados entre amostras
diferentes. Desta forma, com a finalidade de comparar o PS nas duas superficies, os filmes foram
parcialmente raspados para expor a superficie do substrato de Si gerando um degrau. Neste caso

utilizamos o bisturi no lugar da indentacdo, uma vez que a preservacdo da cobertura metdlica da
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ponta é importante para a medida elétrica de boa qualidade. Apds a raspagem parcial do filme,
estabelecemos uma diferenca de PS entre Si e o filme de celulose correspondente, eliminando a
dependéncia com a ponta e realizando uma comparagdo quantitativa das diferentes amostras,
comparando os valores de PS* = PS(celulose) — PS(Si) [68]. O mesmo método foi utilizado para as
amostras apos contato com o meio de cultura PW com BSA.
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Figura 3.6.6: Esquema para funcionamento do AFM para aquisi¢des simultidneas de PS e topografia em modo ndo-contato
[69]. Neste modo, oscilagdo mecénica e elétrica sdo aplicadas na alavanca em diferentes freqiiéncias (@, e @,
respectivamente). A oscilacdo da alavanca € gravada em funcdo da posi¢cdo; essa oscilagdo é composta dos dois sinais
(mecanico e elétrico). Dois lock in’s sdo responsdveis por separar o sinal mecanico (Lock in 1) do elétrico (Lock in 2); o
primeiro isola a amplitude de oscilag¢do da freqiiéncia mecénica (@,) e o sistema de realimentacdo mantém a amplitude de
oscilagdo mecénica no set point adquirindo a imagem de topografia. O segundo, por sua vez, isola a amplitude de
oscilag@o da freqiiéncia elétrica (@,); o sistema de realimentag@o aplica um potencial DC para anular (ou minimizar) a

forca eletrostética entre a ponta e superficie. Esse potencial aplicado € registrado, compondo a imagem de PS.

3.7 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

com Reflexido Atenuada Total — (ATR-FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho permite a identificagdo quimica das espécies em
solucdo ou, ainda, filmes finos sobre a superficie. A base da técnica consiste na incidéncia de feixe de

luz de intensidade /) sobre a amostra e a detec¢do da intensidade do feixe refletido ou transmitido
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(dependendo da configuragdo do equipamento) pela amostra (/); esse procedimento € repetido para
diferentes comprimentos de onda, gerando o espectro no infravermelho. Dependendo da composi¢ao
quimica da amostra, a radiac@o serd absorvida para determinados comprimentos de onda; a absor¢ao
representa vibracdes de ligacdes quimicas especificas sendo possivel identificar o grupo de dtomos
envolvidos na vibragdo.

Espectros de ATR-FTIR foram adquiridos com um espectrometro Vector 70 (Bruker Optics,
Ettlingen, Alemanha) equipado com célula liquida e controlador de temperatura (BioATRCell II,
Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). A célula liquida é montada sobre um cristal de reflexdao
atenuada total de ZnSe com uma fina camada de silicio no topo; esta camada de Si permite a
comparacao dos dados obtidos para os biofilmes cultivados em superficie de Si. Para a aquisi¢ao dos
espectros, um volume de 20uL foi adicionado na célula liquida (mantida a 28°C) com meio de cultura
PW ou inéculo conforme serd descrito. Pelo menos 100 varreduras foram realizadas para cada
espectro com uma resolucdo espectral de 4cm™; o espectro foi adquirido entre 4000 e 800 cm™.

Vale mencionar que diferentes espectros de referéncia (background) foram utilizados para
cada experimento. O espectro de referéncia é medido antes do inicio do experimento e,
posteriormente, € subtraido do espectro da amostra. Como nossas medidas sao realizadas em solucao,
devemos subtrair o espectro da dgua (figura 3.7.1); ele possui banda larga na regido de interesse das
nossas amostras (1800 - 1470 cm™). Por essa razdo, devemos considerar que pequenas evaporacdes
de dgua podem interferir no espectro da amostra. Em alguns casos, utilizamos o primeiro espectro
como referéncia, contudo, considerando que dgua também estd contida nesta medida, devemos ser

cuidadosos na andlise de bandas ao longo do tempo nesta regido, conforme discutido ao longo desta

tese na apresentacao dos resultados.
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Figura 3.7.1: Espectro de ATR-FTIR para dgua autoclavada, PW com BSA e Xf em meio de cultura PW (com BSA).
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Os espectros adquiridos foram analisados qualitativamente, onde as bandas foram associadas
aos modos vibracionais dos grupos quimicos e, também quantitativamente, onde a altura das bandas
de interesse foi observada em func@o do tempo. Para este dltimo caso, um nimero de onda onde nao
h4 absorcdo e préximo 2 regido de interesse (2061cm™) foi utilizado como referéncia para cdlculo da
altura. Nas curvas de altura em func@o do tempo, a taxa de absor¢ao (o) para cada banda foi calculada
através do coeficiente angular. Deslocamentos das bandas ao longo do tempo, ou ainda, entre
diferentes experimentos foram analisados considerando a resolucdo espectral utilizada (4 cm™).
Deve-se considerar ainda que, geralmente, as vibragdes ocorrem num intervalo espectral e nao para
nimero de onda especifico. Sob as mesmas consideracdes, a deconvolucao das bandas foi realizada,

através de ajuste gaussiano, quando necessario.
3.8 Angulo de Contato

A caracterizacdo do grau de hidrofobicidade das superficies pode ser obtida através de
medidas de angulo de contato pelo método da gota séssil (sessile drop method). Nesse método,
utilizamos um gonidmetro automatizado (Ramé-Hart, 100-00, UNESP-Sorocaba) que, através de uma
camera CCD, captura a imagem da gota depositada sobre o material. Um programa de tratamento de
imagens determina o perfil desta gota e entdo calcula o angulo de contato (figura 3.8.1A); o angulo é
calculado no lado esquerdo e direito (20 vezes) e uma média fornece o valor para o angulo de contato
final.

Todas as medidas apresentadas nesse trabalho foram adquiridas em temperatura ambiente.
Consideramos o angulo medido menor que 10° para as medidas em que houve espalhamento
significativo da gota, impossibilitando o cédlculo do angulo de contato devido as limitagdes no
programa de andlise, sendo estas superficies consideradas completamente hidrofilicas. Vale
mencionar que a superficie € considerada hidrofdbica para angulos maiores que 90° e hidrofilicas
para menores que 90° (figura 3.8.1B). Contudo, neste trabalho, utilizamos o conceito de grau de
hidrofobicidade que € geralmente utilizado na literatura da area. O grau de hidrofobicidade das
superficies foi avaliado antes e depois de contato com meio de cultura PW . Neste tltimo caso, o erro
provém do erro da medida; enquanto para as superficies sem PW o erro foi obtido pelo desvio padrao
da média de um conjunto maior de amostras. Para a aquisicdo das medidas apds contato com PW,
todas as superficies (vidro, Si, AC e EC) foram esterilizadas por processo de autoclavagem e, em
seguida, colocadas em contato com meio de cultura PW com e sem BSA por intervalos de tempo de

3, 6, 12 e 24 horas. O meio de cultura foi removido com micropipeta no dia anterior as medidas; as
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amostras foram gentilmente lavadas com 4gua deionizada e vedadas (para evitar poeira) e

permaneceram em temperatura ambiente até o momento da medida.
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Figura 3.8.1: (A) Imagem de gota (dgua deionizada) sobre superficie de Si onde 0 representa o angulo de
contato medido. (B) Desenho esquemadtico para ilustrar o grau de hidrofobicidade; em superficies com menor

grau de hidrofobicidade se observa um melhor espalhamento da gota de dgua.
3.9 Anilise da Expressio Génica’

Neste trabalho, realizamos a andlise dos niveis de expressdao de trés genes relacionados a
degradacao de parede celular vegetal através da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR-
RT). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste num método de amplificagéolo de DNA (ou
cDNA) a partir de volumes pequenos de amostra (~ puL). Esse método consiste na repeticdo de um
ciclo de temperatura que atua juntamente com uma série de reagentes e, ainda, os primers do gene de
interesse. O primer é um fragmento de dcidos nucléicos que serve como ponto de partida para sintese
de DNA. Desta forma, ele reconhece o gene de interesse na fita dupla de DNA e, apenas esse
fragmento de DNA ¢ amplificado via PCR. Na primeira fase do ciclo, a denaturacdio do DNA ¢é
induzida pela elevacao da temperatura a 95°C; a seguir, numa condi¢do de temperatura mais baixa, os
primers identificam o fragmento de DNA para amplificagdo. Através da atuacdo de uma enzima de
polimerizacdo, a dupla fita para aquele fragmento é criada (figura 3.9.1A). O ciclo é repetido
inimeras vezes amplificando os fragmentos exponencialmente (figura 3.9.1B). Em complemento a
esta técnica, o PCR quantitativo em tempo real (qQPCR), de maneira simplificada, consiste no
monitoramento dos repetidos ciclos de PCR através de fluorescéncia. Para esta finalidade, €

necessario o uso de compostos fluorescentes que se liguem ao gene de interesse. O resultado ¢ um

? Procedimento realizado em conjunto com a doutoranda Carolina Munari Rodrigues e Dr. Juarez Pires Tomaz sob a
supervisdo da Pesquisadora Dra. Alessandra Alves de Souza (Centro APTA Citrus Sylvio Moreira/IAC).
' Criagdo de multiplas copias.
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aumento na intensidade da fluorescéncia proporcional ao logaritmo do nimero inicial de genes. Por
outro lado, o nimero de ciclos € inversamente proporcional ao nimero inicial de genes. Para
aquisi¢do destes dados, utilizamos RT-PCR modelo ABI PRISM 7000 Sequence Detector System
(Applied Biosystems, Centro APTA Citrus Sylvio Moreira/IAC).

--iidncia Alvoe BB - &4°(0

Lanii
SEQUe="

4] Dupla Fita

P

(B, . 4°ciclo
gene de Ampiificacao Exponenciai
interesse < —
é’ciclo
= { 2°ciclo
15 ciclo T s » 35°ciclo
DNA

— < 2% = g8 bilhdes de copias

22 = 2= 16 cépias 32 copias
4 copias 8 copias

Adptado de: Amdy Vierstraete 1999

Figura 3.9.1: Esquema para: (A) ciclo da PCR para amplificagio de DNA e (B) comportamento exponencial da
amplificacdo via PCR [70].

Como mencionado acima, a andlise de expressdo génica via qPCR-RT € necessédrio o uso de
primer que reconhecerd o gene de interesse na fita de DNA (ou cDNA). Os primers para
amplificacdo dos genes associados com degradacdo de parede celular vegetal foram desenhados pelo

Dr. Juarez Pires Tomaz (Centro APTA Citrus Sylvio Moreira/IAC) e sdo apresentados na tabela
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3.9.1. Como controle endégeno, foi utilizado o gene petC (XF0910), que codifica para ubiquinol
cytochrome C oxidoreductase (tabela 3.9.1). Os primers foram utilizados para PCR usando DNA da
Xf como molde. O amplicon’’ do tamanho correspondente aos fragmentos dos genes avaliados foi
verificado por corrida eletroforética em gel de agarose 2% (figura 3.9.2). Por este gel, podemos
observar que todos os primers apresentam forte banda em 100 pares de base. Considerando a largura

da banda e o limite de resolu¢dao da medida, os primers apresentam tamanho do fragmento esperado
(tabela 3.9.1).

Tabela 3.9.1: Genes avaliados e seqiiéncias dos nucleotideos dos primers usados para o
qPCR-RT. Siglas: F (forward) significa primer direto enquanto R (reverse) representa o
primer reverso. Os genes XF0810, XF0818 e XF2708 sdo responsaveis pela degradacdo de

parede celular vegetal; o gene XF0910 representa o controle endégeno.

Tamanho do

Gene Seqiiéncia do Primer Fragmento
(em pares de base)

XF0810 F -5 CATTGTGTCCCGTTACGCAT -3¥ 88
R -5 CAAGCGCAGCTTCAGTATCA -3

XF0818 F -5 GATGTCTACGTACAGCCGTA -3 99
R -5 GTAGCCGGCTTTCGCAAAAT -3

XF2708 F -5 - CTTACGTGGTCAAAAAGGGC-3 87
R -5 - CGTCCAGTGCATCATTCAGT -3

XF0910 F-5'TCCAGCCAGGTCAGCAGAACY¥ 151
(petC) R -5'ACCAAAAAAGTCAACAACACTAGGAA Y

XF0810 XF0810 XF0818 XF0818 XF2708 XF2708

() (+) () (+) () (+)
— — — <1222k,

Figura 3.9.2: Validacdo dos primers apdés amplificacdo por PCR e corrida eletroforética em gel de agarose 2%.

Para este estudo em particular, biofilmes de Xf foram cultivados por 7, 14 e 21 dias em

superficies de Si, AC e EC sob as mesmas condi¢des. Apos cada periodo de cultivados, o meio de

"""Pedaco de DNA formado como produto de eventos de amplificacdes naturais ou artificiais.
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cultura foi removido juntamente com as células livres em solu¢do; as amostras foram lavadas
gentilmente com dgua tratada com DEPC (Dietil-Pirocarbonato). Os biofilmes foram coletados por
raspagem seguida de centrifugacdo a 12000 rpm por 10min a 4°C também em &4gua tratada com
DEPC. Apos essa etapa, as células bacterianas foram armazenadas a -80°C para posterior extragdao do
RNA total.

O RNA total foi extraido utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) e tratado com DNase
utilizando o sistema de coluna da Qiagen (Rnase-Free Dnase Set). A concentragado e a integridade dos
RNAs foram analisadas no “RNA Nano Labchips™ através do aparelho Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies) utilizando o RNA Nano Labchips kit. Para sintese de cDNA foram utilizados 15 uL. do
RNA total e adicionados: 1uL de random primer e 1uL. dNTp (10mM) em &dgua tratada com DEPC
(Invitrogen). A mistura foi mantida a 65°C por 5 min. Apds esta etapa, foram adicionados os
seguintes reagentes: 4uL. de tampdo da 5X (Invitrogen), 2uL do 0,1M DTT (dithiothreitol), 1uL do
inibidor da RNase (Invitrogen) e 1uL de SuperScript II reverse transcriptase (200U/uL Invitrogen). A
sintese do cDNA foi conduzida a 42°C por 60 min no termocilador para realiza¢do da PCR.

Por fim, a seguinte reacdo foi submetida ao qPCR-RT: 2uL. de cDNA, 1uL de cada primer
(direto e reverso) e 12,5 uLL do “SYBR green PCR master mix” (Applied Biosystems), o volume final
foi ajustado para 25 uL com dgua autoclavada. As reagdes foram incubadas a 50°C por 2 min, 10 min
a 95°C e 40 ciclos de 15s a 95°C e 1 min a 60°C. Em todas as reacdes foram utilizadas uma amostra
controle sem cDNA para detectar possiveis contaminacdes. A detec¢do dos produtos de PCR foi
medida por monitoramento do aumento da fluorescéncia emitida pelo marcador SYBR green que esti
intercalado na fita dupla de DNA. O controle endégeno (petC) foi utilizado para normalizar as
amostras das possiveis diferengas de concentracdes de cDNA.

As medidas foram analisadas pelo método Ct comparativo ou método AACt [71]. Neste
método, duas normaliza¢des sao realizadas. Na primeira, normalizamos a amostra através de um gene
que expressa igualmente para todas as amostras, independentemente das condi¢des experimentais,
garantindo que o resultado final ndo seja conseqiiéncia de diferentes concentracdes das amostras, mas
da expressdo do gene de interesse. A segunda normalizacdo é realizada através de uma amostra de
referéncia (calibrador), uma vez que esse método prevé a andlise da mudanca de expressao génica em
relac@o a outra (calibrador). A partir dos resultados obtidos, duas anélises foram feitas: (1) niveis de
expressdao dos genes versus o tempo, onde como calibrador foi escolhida a amostra com 7 dias de
cultivo e, (2) comparacdo da expressdo génica entre as superficies, onde a superficie de Si foi

utilizada como calibrador, como serd descrito na se¢ao 4.2.2.
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Capitulo IV

Resultados e Discussoes

4.1 Formacao inicial do biofilme de Xf

Superficies de vidro foram inoculadas com Xf e meio de cultura PW no interior da célula
liquida do AFM com temperatura controlada a 28°C e, a partir desse momento, aquisicdoes de
topografia foram realizadas em meio liquido. Biofilmes iniciais de Xf, ocupando uma darea
aproximada de 15X15um2, foram encontrados apds apenas 6 horas da inoculacdo (figura 4.1.1). As
imagens foram adquiridas sem remover ou danificar o biofilme, sugerindo uma adesao irreversivel.
Virios estudos [4, 6, 72, 73] realizam imagens de AFM de células bacterianas utilizando
procedimentos de imobilizagdo artificial das células na superficie ou amostras secas onde efeitos de
desidratacdo podem ser observados na superficie da bactéria. Auerbach [73] realizou um estudo
morfolégico do biofilme da bactéria Pseudomonas putida por AFM. Ele mencionou que imagens de
melhor qualidade e estdveis sdo adquiridas em amostras lavadas e secas, e ainda, que amostras com
mais dias de cultivo sdo mais instdveis. Gamby e colaboradores [72] mencionam que a realizacio de
imagens de bactérias € mais facilmente adquirida em ar do que em meio liquido, apesar da segunda
op¢ao implicar em vdrias precaucdes como garantir a sobrevivéncia da bactéria. Desta forma,
consideramos que a aquisi¢do de imagens de topografia dos biofilmes de Xf in vitro, onde processos
artificiais de imobilizacdo ndo foram utilizados, representa um resultado original em termos do que
vem sendo apresentado na literatura.

Feil e colaboradores [47] alegam ndo haver evidéncias da formagdo de agregados célula-
célula, exceto apds a célula aderir a superficie. Considerando o fato do processo de crescimento e
divisdo da bactéria Xf levar pelo menos 5 horas (se¢@o 2.3), seria impossivel a formacdo de biofilme
com as dimensdes observadas (figura 4.1.1) apds apenas 6 horas de inoculagdo. Esse biofilme inicial
€ provavelmente conseqiiéncia da presenca de agregados de Xf previamente formados na solugdo
aderidos na superficie e, portanto, ndo um evento de adesdo de tnica célula. De maneira consistente
com as imagens de AFM, imagens de SEM adquiridas em superficies de Si inoculadas com Xf
mostram aglomerados celulares apds 4 horas de inoculagdo e, além dos aglomerados, biofilmes ja
formados apds 6 horas de inoculagcdo (figura 4.1.2). Em amostras apds 2 horas de inoculacdo,
nenhuma célula, aglomerado ou biofilme foi observado, sugerindo que adesdes irreversiveis nao

ocorrem antes de 2 horas de inoculacdo. Além disso, ndo observamos células individuais aderidas
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para esse intervalo de tempo, sugerindo uma adesdo mais rdpida via aglomerados presentes na
solug@o. Além de considerar o tempo de crescimento e divisao da bactéria Xf, outro indicio da adesdo
do aglomerado € a direcdo na qual as células se encontram aderidas na superficie (figura 4.1.2); note
que as cé€lulas se encontram paralelas uma as outras e ndo alinhadas longitudinalmente — o que
indicaria o processo de divisdo. Desta forma, embora agregados celulares ndo sejam normalmente
considerados responsdveis pela origem da formacdo de biofilmes [28, 47], essa possibilidade ndo

deveria ser desprezada, uma vez que a adesdo poderia ser facilitada pelo aglomerado.

51nm

Spm

Figura 4.1.1: Imagens de topografia (AFM) para biofilme em estdgio inicial observado apds 6 horas de inoculacdo em
superficie de vidro no interior de célula liquida do AFM. As aquisi¢des em (A) e (B, C) foram realizadas em

experimentos distintos indicando reprodutibilidade.

Figura 4.1.2: Imagens de SEM para aglomerados aderidos em superficie de Si apds 4 horas (A, B) e 6 horas (C) de
inoculacdo. Para 6 horas de inoculacdo também observamos biofilmes ja formados (D). Células apresentam aspecto

granular devido ao processo de desidratag@o.
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4.2 Formacao de biofilme de Xf em diferentes superficies

4.2.1 Morfologia e Estrutura

Biofilmes de Xf foram cultivados em superficies de vidro e silicio (Si), como mostra a figura
4.2.1. Para ambas as superficies, os biofilmes apresentam forma circular e diferentes tamanhos. Além
disso, biofilmes em estdgio inicial (pequenos aglomerados, fig. 4.2.1 setas pretas) também sdo
observados, evidenciando a continuidade no processo de formacdo de novos biofilmes. Biofilmes
com multiplas camadas e diametros largos (150-250um) sdo observados em ambas as superficies
apo6s 7 dias de cultivo. Como mencionado no capitulo 1, a superficie de vidro € largamente utilizada
nos estudos de formacdo e desenvolvimento de biofilmes in vitro. Por este motivo o desenvolvimento
de biofilmes de Xf cultivados neste tipo de superficie foi previamente caracterizado pelo nosso grupo
[74]. No presente estudo, caracterizamos o desenvolvimento do biofilme de Xf in vitro em superficie
de Si por MO e SEM como detalharemos adiante. Devemos mencionar aqui que os biofilmes
cultivados em vidro e Si com mesmas condicdes iniciais apresentam similaridade nao apenas em
relac@o a forma e tamanho ao longo do tempo, como também a quantidade de biofilmes de Xf (figura
4.2.1). Desta forma, devido a essa similaridade e também a facilidade de preparacdo da amostra para
SEM, a superficie de silicio foi utilizada como referéncia na caracterizagdo do desenvolvimento do

biofilme em diferentes superficies apresentada a seguir.

N

Figura 4.2.1: Imagens de MO de biofilmes de Xf cultivados por 7 dias em superficie de vidro (A) e silicio (B). As setas
brancas representam biofilmes com didmetro em torno de 220um. J4 as setas pretas representam biofilmes em estdgio

inicial com didmetro em torno de 30um, indicando a formag¢do de novos biofilmes.
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A figura 4.2.2 mostra biofilmes de Xf predominantemente encontrados para cada tempo de
cultivo analisado (7, 14, 21, 28 e 35 dias) em superficie de Si. Os biofilmes foram cultivados em duas
condi¢des: com reposi¢do de meio de cultura PW a cada 7 dias e sem reposi¢do do mesmo. Para
ambas as condi¢des observamos uma maior quantidade de biofilmes em estigio inicial'* (figuras
422A, E, H, I e L) em amostras com 7 e 21 dias, enquanto para amostras cultivadas por 14 dias
ocorre uma predominancia de biofilmes volumosos'? (figuras 4.2.2C, D, G, J, K). Por outro lado,
diferencas sdo observadas apds 28 dias de cultivo. Para biofilmes cultivados por 28 dias sem
reposicao de meio de cultura, podemos observar a predominancia de biofilmes em estdgio inicial (fig.
4.2.2L), biofilmes de uUnica camada (fig. 4.2.2M) e, ainda, marcas indicando regides onde havia
biofilmes que, possivelmente, foram totalmente desestruturados (fig. 4.2.2N, O, setas brancas). Essas
marcas ocorrem ainda mais freqiientemente em amostras apdés 35 dias de cultivo. A auséncia ou a
diminuicdo do nimero de biofilmes volumosos nessas amostras indicam que a evolugdo dos
biofilmes foi interrompida, provavelmente devido a falta de nutrientes para o processo de divisdao
celular. Ja para amostras com reposicdo de meio de cultura, ainda que o0 mesmo comportamento
descrito acima seja observado, biofilmes em estdgio inicial e também volumosos sdo encontrados na
superficie tanto para amostras com 28 dias quanto para amostras com 35 dias de cultivo, indicando
que os biofilmes continuam evoluindo.

A formacgdo de novos biofilmes serd determinada pela disponibilidade de nutrientes e seu
desenvolvimento pela difusdo de nutrientes no interior do biofilme. Matsushita e Fujikawa [75]
sugerem que o cultivo do biofilme ocorre primariamente pela difusdo de nutrientes. No caso da Xf
em particular, estudos prévios [74] indicam que a difusdo de nutrientes se torna lenta em biofilmes
volumosos, ndo apenas pelo tamanho dos biofilmes, como também pela presenca de matriz
polimérica extracelular envolvendo o biofilme, que serve como barreira extra na difusdo de
nutrientes. Quando realizamos a reposi¢do de meio de cultura, o experimento simula as condi¢des na
planta do ponto de vista de manutencdo de nutrientes. Desta forma, as amostras cultivadas nestas
condi¢des apresentam as mesmas caracteristicas de amostras in sifu, onde uma Unica amostra
apresenta biofilmes em todos os estidgios de formagdo [76]. Em geral, o estudo do biofilme in vitro
busca um entendimento de cada estdgio de formagdo do biofilme, de forma que se torne possivel a

determina¢do de um ciclo com etapas bem caracterizadas. Sendo esse também o objetivo do presente

"2 Como mencionamos na secdo 2.2, as etapas de formacdo do biofilme ndo sdo bem elucidadas. Assim, ndo hé
conhecimento de modelo experimentalmente validado para sua descricdo. Baseado no modelo mais bem aceito
atualmente [7], optamos por utilizar o termo ‘estigio inicial do biofilme’ para nos referir aos aglomerados de duas ou
mais células com até 80um de didmetro independente do nimero de camadas celulares (fig. 4.2.2A, E, H, I e L); jd o
termo ‘biofilme volumoso’ serd utilizado para denominar multicamadas celulares com didmetro maior que 80um (fig.
422C,D,G,]J, K).

33



trabalho, concentramos nossos estudos nos biofilmes cultivados sem reposicao de meio de cultura.
Considerando estas amostras, vale mencionar que ainda podemos observar biofilmes em estdgio
inicial para amostras com 7 (figura 4.2.2D), 14 (figura 4.2.2F) e 21 dias (figuras 4.2.2H-K),
geralmente nas proximidades de biofilmes volumosos, indicando o desprendimento de células e inicio
de novos biofilmes. Por essa razdo, a caracterizacao de cada amostra é sempre realizada considerando

os biofilmes predominantes.

Figura 4.2.2: Imagens de SEM de biofilmes cultivados em superficie de Si por 7 dias (A-D), 14 dias (E-G), 21 dias (H-K) e 28
dias (L-O). Setas brancas em (D, F, G, I, J) indicam biofilmes em estagio inicial; setas brancas em (N,O) indicam regides onde

havia biofilmes. Setas pretas: presenca de algum residuo.
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Os biofilmes cultivados nas superficies de Si, EC e AC foram mapeados por MO. Para todas
as superficies podemos encontrar biofilmes circulares e, ainda, um nimero significativamente maior
de biofilmes (cerca de 10 vezes) em superficie de Si que nas superficies de EC e AC (representado na
figura 4.2.3 A). Além disso, notamos a presenca de biofilmes com diferentes intervalos de tamanhos
para cada tempo de cultivo (tabela 4.2.1). Este resultado também mostra que os biofilmes atingem
tamanhos maiores quando cultivados na superficie de Si, como ilustra a figura 4.2.3B. Vale
mencionar que o maior biofilme encontrado na superficie de AC com 21 dias de cultivo (350um de
diametro) corresponde a metade do tamanho do biofilme encontrado na superficie de Si com apenas
14 dias de cultivo (660um de diametro). Para amostras ap6s 28 dias de cultivo, células espalhadas
sobre a superficie e alguns biofilmes em estigio inicial sdo predominantes para todas as amostras.

No modelo proposto para a formagdo do biofilme [7], o inicio do processo se d4 no momento
de adesdo, ainda reversivel; por sua vez, o ciclo € finalizado quando ocorre a desestruturacdo do
biofilme e as células migram para outras regides. Nao podemos afirmar que o ciclo do biofilme da Xf
¢ de 28 dias, uma vez que, para amostras com reposi¢ao de meio de cultura, existe uma continuidade
na formacgdo de biofilmes apds esse tempo de cultivo. Esse resultado sugere apenas que, a partir das
condi¢des iniciais utilizadas, ap6s 28 dias ndo hd nutrientes suficientes para a continuidade na
evolucdo e cultivo dos biofilmes. O tamanho méximo observado para o biofilme de Xf em cada
superficie poderia indicar o ciclo do biofilme, uma vez que sua desestruturagao deve comecar quando
ha falhas na difus@o de nutrientes por conseqiiéncia de seu tamanho. Desta forma, na superficie de Si
observa-se o maior biofilme com 14 dias (~660um de didmetro) o mesmo ocorrendo para superficie
de EC (~375um de diametro). J4 para a superficie de AC, o maior biofilme encontrado surge com 21
dias (~350um de diametro). Para nenhuma superficie encontramos biofilmes maiores que os
mencionados, mesmo para amostras com reposi¢ao de meio de cultura.

Os resultados apresentados nesta secao sugerem diferentes taxas de desenvolvimento do
biofilme de Xf para cada superficie, sendo que os biofilmes apresentam desenvolvimento mais rapido
na superficie de Si, ocorrendo de forma intermedidria na superficie de EC e lentamente na superficie
de AC. A maior quantidade de biofilmes na superficie de Si poderia indicar uma adesdo facilitada em
mais pontos nesse substrato que nas superficies com celulose; experimentos para a investigacdo da

influéncia da superficie na adesdo serdo apresentados na secdo 4.3.
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AC - 7 dias

(B)

Figura 4.2.3: Biofilmes cultivados em superficies de Si, EC e AC por 7 dias e observados por microscopia 6tica (A) e

microscopia eletronica de varredura (B).

Tabela 4.2.1: Intervalo de didmetros dos biofilmes observados para cada uma das superficies
apos 7, 14 e 21 dias de cultivo. O didmetro minimo representa o aglomerado que ja apresenta
forma circular. Desta forma, aglomerados de poucas células (2-5) aderidos na superficie ndo

foram considerados nesse intervalo.

Tempo de Intervalo de Didmetro do biofilme (lm)
Cultivo Si EC AC
7 dias 20-220 20 - 160 20-100
14 dias 20 - 660 20 - 375 20 - 200
21 dias 20 - 540 20 - 350 20 - 350
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Do ponto de vista estrutural, os biofilmes também apresentam diferencas dependendo da
superficie que se desenvolvem. Podemos observar biofilmes mais uniformes, e com bordas bem
definidas nas superficies de Si e EC (figura 4.2.4A-B, D-E, respectivamente); na superficie de AC,
contudo, isso ndo acontece (figura 4.2.4G).

Células individuais de Xf aderidas nas superficies foram freqiientemente observadas em todas
as superficies (figura 4.2.4C, F, H e J). Na superficie de EC (fig. 4.2.4F), as células se apresentam
sobre o filme com contorno bem definido e facil visualizacao na superficie. Contudo, também
observamos em poucas imagens células em depressdes na superficie e, ainda, células penetrando
defeitos presentes no filme de EC (fig. 4.2.4F). Por outro lado, na maioria das imagens observadas
para superficie de AC, as células se apresentam entrelacadas ao filme, muitas vezes dificultando a
visualizagao das mesmas por SEM (fig. 4.2.4H). Essa caracteristica pode ser melhor visualizada nas
imagens de topografia representadas pela figura 4.2.4(1). Além disso, notamos depressdes ao redor de
algumas células de Xf também na superficie de AC (figura 4.2.47J).

Desta forma, tanto a taxa de desenvolvimento do biofilme de Xf, como a estrutura do biofilme
ocorrem de maneira diferenciada para cada superficie. Esses resultados sugerem um fator de
dependéncia no desenvolvimento do biofilme em relagdo ao substrato. O desenvolvimento mais lento
dos biofilmes nas superficies de celulose sintética e, principalmente no caso da superficie de AC, a
observacao de uma estrutura diferenciada poderiam estar relacionados com o processo de degradacdo
de celulose. Diante destes resultados, investigamos a producao de enzimas de degradagcdo de parede
celular vegetal pela Xf (secdo 4.2.2), com a finalidade de relacionar a expressdo génica com o ciclo

de desenvolvimento do biofilme.
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Figura 4.2.4: Células aderidas e biofilmes em superficie de Si (A-C), EC (D-F) e AC (G-J). (A, D) biofilme com tnica
camada; (B, E) borda de biofilmes; (C, F, H-J) células individuais ou pequenos aglomerados celulares; (G) biofilme em

superficie de AC. Com excecdo da imagem em (I) adquirida por AFM, todas as outras imagens foram adquiridas por
SEM.
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4.2.2 Expressao Génica

Como mencionado na se¢do 2.3, a bactéria Xf apresenta a capacidade de degradar a parede
celular vegetal através da expressdo das celulases XF0810, XF0818 e XF2708. Nesta secdo
avaliamos os niveis de expressdo gé€nica para esses genes dos biofilmes de Xf cultivados durante 7,
14 e 21 dias em superficies de Si, EC e AC.

A figura 4.2.5 mostra os niveis de expressdo génica ao longo do tempo para biofilmes
cultivados em cada uma das superficies em estudo. Neste caso, amostras com 7 dias de cultivo foram
utilizadas como calibrador. Podemos notar que, nas amostras preparadas em ambos os filmes de
celulose (figura 4.2.5A, B), identificamos que os niveis de expressdo génica diminuem para biofilmes
com 14 dias e aumentam para biofilmes com 21 dias — ainda que, neste caso, ndo seja maior que a
expressdo em biofilmes com 7 dias. Por outro lado, comportamento oposto € observado para
biofilmes cultivados em superficie de Si (figura 4.2.5C).

Para avaliar as variagdes dos niveis de expressdo génica entre as diferentes superficies,
utilizamos as amostras cultivadas em superficie de Si como calibrador (figura 4.2.6). Nesta andlise,
podemos observar que os biofilmes cultivados por 7 dias apresentam uma maior induc¢do da
expressdo gé€nica em superficies de celulose do que na superficie de Si; enquanto para biofilmes
cultivados por 14 dias a expressdo dos mesmos genes ¢ reduzida nas superficies AC e EC. Estes
resultados indicam que a presenca de celulose na superficie ndo induz maior expressdo desses genes
durante todo o ciclo.

Vale mencionar que, a principio, a expressao dessas celulases na superficie de Si (sem filme
de celulose) ndo era esperada. Em geral, a regulacdo da expressdo de um gene especifico estd
associada a sistemas de sensores que detectam determinada substancia no meio em que a bactéria se
encontra. Como exemplo, podemos citar o sensor PhoR-quinase encontrado em vdrias espécies
bacterianas. Resumidamente, em condi¢des repletas de fosfato inorganico, esse sensor diminui a
atividade quinase; enquanto que em limitacdo de fosfato inorganico, de alguma forma, a atividade
quinase € estimulada e ativa o gene regulador PhoB que, por sua vez, ativa uma série de genes
associados a diferentes funcdes [77]. A regulacdo dos genes XF0810, XF0818 e XF2708 ndo é
conhecida. A expressdo dessas celulases em biofilmes de Xf cultivados em superficie de Si pode
indicar que a ativagdo desses genes nao estd associada a presenca de celulose, mas de algum outro
composto. Deve-se considerar que outros experimentos seriam necessdrios para elucidar a razdo da

expressao de celulases na superficie de Si, contudo, este ndo € o foco no presente trabalho.
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Sob um aspecto ndo tdao especifico, observamos uma diferenca de fase na indugdo/repressao
da expressdo das celulases XF0810, XF0818 e XF2708 entre a superficie de Si e as superficies
contendo celulose (AC e EC). Deve-se notar, contudo, que o comportamento da expressao € similar
para as superficies com celulose (AC e EC). Esses resultados sugerem possiveis mudancas na
expressao génica para diferentes superficies, evidenciando novamente as caracteristicas do substrato
como fator de dependéncia no desenvolvimento geral do biofilme, ou seja, morfolégico, estrutural e
genético. Desta forma, com a finalidade de entendermos quais caracteristicas das superficies podem
influenciar ou serem determinantes na formacgdo do biofilme de Xf, apresentamos na secdo 4.3 um

estudo abordando as propriedades fisico-quimicas das superficies utilizadas.
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Figura 4.2.5: Expressdo Génica das celulases para amostras coletadas nas superficies de AC (A), EC (B) e Si (C) versus o

tempo. Neste caso amostras coletadas com 7 dias de cultivo foram utilizadas como calibrador (referéncia).
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Figura 4.2.6: Expressao Génica das celulases para (A) amostras com 7 dias e (B) amostras com 14 dias. Neste caso

amostras coletadas da superficie de Si foram utilizadas como calibrador (referéncia).

4.3 Propriedades fisico-quimicas das superficies

4.3.1 Rugosidade, hidrofobicidade e filme condicionante

A figura 4.3.1 mostra imagens de topografia de cada um dos substratos utilizados para o
desenvolvimento de biofilmes de Xf e sua respectiva rugosidade quadratica média (equagao 3.3.1).
Qualitativamente, estas imagens mostram diferentes morfologias para cada uma das superficies. Sob
esse aspecto, ambas as superficies de celulose derivatizada apresentam morfologia do tipo grao.
Contudo, a superficie de EC também apresenta estruturas do tipo fibras e regides com depressoes,
formando um filme ndo homogéneo sobre o substrato de Si. As diferentes morfologias observadas
resultam em diferentes valores de RMS para cada superficie. Characklis e colaboradores [18]
observaram uma maior extensdo da coloniza¢cdo microbiana em superficies com maior rugosidade.
De maneira semelhante, Oh e colaboradores [19] notaram um ndmero menor de células da bactéria
Pseudomonas aeruginosa aderidas na superficie e, ainda, biofilmes menores quando a rugosidade do
substrato diminui. Entretanto, no presente estudo, o substrato de menor rugosidade (superficie de Si)
apresenta um melhor desenvolvimento do biofilme de Xf tanto em relacdo a quantidade quanto ao
tamanho (secdo 4.2).

Além disso, uma preocupagdo presente em estudos deste tipo é a formacdo do filme
condicionante pela adsor¢cdo natural de moléculas no substrato. Bakker e colaboradores [78]

observaram que o filme condicionante formado pela adsor¢io de componentes organicos

41



provenientes da dgua do oceano modifica a rugosidade e hidrofobicidade de diferentes substratos,
afetando a adesdo inicial do biofilme de trés diferentes espécies bacterianas. No presente estudo,
imagens de topografia mostram alteragdes na morfologia e uma diminui¢do significativa no valor de
RMS para superficies de vidro apés 3 horas em contato com meio de cultura PW sem BSA,
independente da presenca de Xf na solucdo (figura 4.3.2). Neste caso, a diminui¢ao da rugosidade do
substrato de vidro ndo afeta o desenvolvimento do biofilme, que é similar ao da superficie de Si. A
mudanca morfologica também foi observada em superficie de Si ap6s 2 horas em contato com meio
de cultura PW com BSA, ainda que, para este caso, o valor de RMS ndo tenha apresentado alteragcdes
significativas. Por outro lado, a superficie de AC, onde o biofilme apresenta lento desenvolvimento e
tamanhos menores que nas outras superficies, apresenta valor de¢ RMS menor que a superficie de EC.
Embora alguns autores sugiram que, em geral, superficies de maior rugosidade favorecam a adesdo e
colonizagdo bacteriana [18, 19], Li e Logan [20], ao estudarem 11 superficies e 8 espécies
bacterianas, ndo observam diferenga significativa no efeito da rugosidade na adesdo bacteriana. De
maneira semelhante, nossos resultados sugerem que, no caso da Xf, uma relacdo direta de
dependéncia da rugosidade com adesao/desenvolvimento do biofilme ndo é estabelecida.

As mudancas morfolégicas mencionadas acima indicam a formacdo do filme condicionante
através da adsorcao dos componentes do meio de cultura nos substratos de vidro e Si. Através de
indentagdes provocadas com a ponta de AFM na superficie da amostra, observamos inicialmente que
existe uma camada de cobertura macia sobre o substrato original, mais rigido. Podemos também
observar um aumento da espessura de poucos (até 10) nanOmetros apds 2 horas para
aproximadamente 50-100nm depois de alguns dias"”. A diferenca relativamente pequena (~50nm)
observada apds este periodo indica que uma maior adsor¢ao de moléculas ocorre durante os primeiros
dias atingindo, entdo, uma satura¢do. No caso dos filmes de celulose derivatizada (AC e EC), ndo
observamos alteracdes morfoldgicas apds contato com o meio de cultura PW por AFM. Contudo,
considerando que, inicialmente, estes filmes apresentam diferentes caracteristicas morfolégicas do
vidro e Si, a interacdo com o meio de cultura ndo deve ser desprezada ainda que ndo se observe a
formacdo de um filme continuo. A intera¢do dos constituintes do meio de cultura com o substrato,
independente da formacdo de filme condicionante homogéneo, pode modificar outras propriedades da

superficie além da rugosidade.

"> Experimentos foram realizados para 5, 15 e 20 dias, como descrito na se¢do 3.3.1.

42



8,9nm

-6,8nm

-3.,4nm
212nm 370nm
~115nm -470nm

0,95nm 1,686um

1,682um

(A) RMS = 3,8nm 1um (C) RMS ~ 0,2nm 1um

Figura 4.3.2: Imagens de topografia (AFM): superficie de vidro (A); superficie de vidro apds 3 horas em contato com
meio de cultura PW sem BSA (B); superficie de vidro ap6s 3 horas em contato com meio de cultura PW sem BSA na
presenga de Xf (C). Com excecdo da superficie de vidro (A), as imagens foram adquiridas em solug¢do (préprio meio de

cultura).

Outra propriedade relevante na adesdo bacteriana que tem sido mencionada na literatura € a
hidrofobicidade do substrato [13, 17]. Oliveira e colaboradores [79] observaram uma diminuicao do
nimero de células da bactéria Staphyloccocus epidermis quando o grau de hidrofobicidade do

substrato diminui. Comportamento similar foi observado quanto a adesdo das bactérias Alcaligenes
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denitrificans em superficies poliméricas [13]. Sheng, Ting e Pehkonen [17] observam que a
diminui¢do na hidrofobicidade em superficies de metal enfraquece a adesdo bacteriana. Todas as
superficies utilizadas nesse trabalho apresentam formalmente caréter hidrofilico (angulo de contato <
90°). Notamos que a superficie de vidro apresenta maior grau de hidrofobicidade que as demais
superficies (tabela 4.3.1). Contudo, a formacao do filme condicionante leva as superficies de vidro e
Si de um grau hidrofilico moderado para completamente hidrofilico apés 3 horas de contato com PW
com BSA como mostra a tabela 4.3.1. Para PW sem BSA, também se observa a mesma tendéncia,
embora a mudanca no grau de hidrofobicidade dessas superficies seja menos significativa no
intervalo de tempo analisado. Devemos lembrar que os primeiros aglomerados aderidos foram
observados apds 4 horas de contato do indculo e superficie de Si, ocorrendo o0 mesmo com a
superficie de vidro ap6s 6 horas (secao 4.1), sugerindo que a ades@o ocorre apds a formacao do filme

condicionante.

Tabela 4.3.1: Valores do dngulo de contato para cada um dos substratos utilizados para o cultivo de biofilme de
Xf sem contato com meio de cultura PW e apds contato com o meio de cultura por 3, 6, 12 e 24 horas. No caso
das superficies ap6s contato com meio de cultura PW o erro provém do erro da medida; enquanto para as

superficies sem PW o erro € obtido pelo desvio padrdo da média de um conjunto maior de amostras (secéo 3.5).

Composicao | Tempo de Angulo de Contato (°)
do meio de |exposicao ao meio Vidro Si EC AC
imersao de cultura
Controle (ar) - 79+.2 | 53+6 | 69+4 | 6328
PW sem BSA 3hs* 74+1 33+1 7243 60+1
6hs* 71+1 45+1 75+1 52+1
12hs* 63+1 34+1 70+4 51+1
24hs* 59+1 48+1 76+1
PW com BSA 3hs* <10 <10 26+1 63+1
6hs* <10 <10 3241 45+1
12hs* <10 <10 30+1 70+1
24hs* <10 <10 21+1 67+1

A tabela 4.3.1 também mostra os valores de angulo de contato para as superficies contendo
celulose derivatizada antes e apds contato com meio de cultura PW. Para PW sem BSA ndo
observamos alteracOes significativas no grau de hidrofobicidade de ambas as superficies, AC e EC. Ja
no caso de PW com BSA, apenas a superficie de EC apresenta uma diminuicdo no grau de

hidrofobicidade ainda que nao se torne totalmente hidrofilica como as superficies de Si e vidro.
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Esses resultados sugerem que a formacdo do biofilme de Xf € favorecida em superficies com
baixo grau de hidrofobicidade, ou seja, mais hidrofilicas. Em contraste a este resultado, a literatura
tem normalmente atribuido uma maior adesdo bacteriana e melhor formacdo do biofilme em
superficies com terminacdes hidrofébicas [13, 17-19]. Kefford e colaboradores [80], por exemplo,
observaram que a adesdo da bactéria Leprospira biflexa serovar patoc 1 (L. patoc) foi
significativamente maior em superficies hidrofébicas que hidrofilicas. Contudo, eles observaram que,
apesar da reducdo do grau de hidrofobicidade em substratos recobertos com a proteina BSA ou soro
fetal bovino, a adesdo bacteriana aumentou. De maneira semelhante ao reportado por esses autores,
nossos resultados sugerem que a natureza dos grupos funcionais na superficie pode ser mais
determinante na formagdo do biofilme de Xf que outras propriedades da superficie. Desta forma, o
efeito do meio de cultura PW sobre as superficies de vidro e Si pode ser a razdo da similaridade
observada no desenvolvimento dos biofilmes de Xf nessas superficies, uma vez que, com o
recobrimento, apresentam mesma natureza quimica e diferem, sob esse aspecto, das superficies de

celulose derivatizada.

4.3.2 Caracterizacao quimica por ATR-FTIR

Com a finalidade de investigar as diferencas nas superficies do ponto de vista quimico,
espectros no infravermelho foram obtidos para cada uma das superficies de celulose (AC e EC),
assim como para o filme condicionante formado pelo meio de cultura PW com BSA sobre a
superficie de Si como mostra a figura 4.3.3. Os espectros obtidos para as superficies de AC e EC sdo
compativeis com a literatura [81, 82]. Podemos observar que as superficies de celulose sdo
semelhantes pela presenca de grupos CHs; e C—O—C, contudo diferem pela presenga dos grupos C=0
e C-O na superficie de AC. Por outro lado, o filme condicionante formado pela adsorcdo das
moléculas do meio de cultura PW na superficie de Si apresenta grupos funcionais diferentes das
superficies de celulose, com excecdo dos grupos CH. Embora o contato com meio de cultura PW
produza efeitos diferentes nas superficies em relacdo as mudancas do grau de hidrofobicidade, nao
podemos desconsiderar a possibilidade que o meio de cultura PW altere ou acrescente grupos
funcionais nas superficies de celulose.

A figura 4.3.4 mostra os espectros no infravermelho para o meio de cultura PW com e sem
BSA e, também, para alguns dos seus componentes individuais. Para ambos os casos, as bandas de
infravermelho relevantes foram encontradas entre 1700 e 950 cm™. E evidente que as contribuicdes

dominantes no espectro de PW sao provenientes de aminodcidos e proteinas (glutamina e BSA,
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quando presente) e do grupo fosfato. As bandas observadas em 1656,8 cm” e 16664 cm™ sdo
associadas a estruturas de proteina enovelada e helicoidal, respectivamente [83]; as bandas em 1578,6
cm” e 1547,8 cm’ sdo atribuidas as ligagdes N — H, C — N e vibracdes assimétricas para COO"
deprotonado, enquanto a banda em 1408,9 cm™ corresponde a vibragdes simétricas para COO
deprotonado [84]. A vibracdo P = O relacionada aos produtos fosfodiester e polifosfato aparecem ao
redor de 1077,2 cm’! [83]. As bandas em 14549 cm’! e 1300,9 cm’! correspondem as ligagcoes
CH,/CHj3; e vibracdes C — N, respectivamente. A vibracao simétrica dos grupos fosforil normalmente

surge com banda ao redor de 989,4 cm.
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Figura 4.3.3: Espectros de IR adquiridos em cristal de ZnSe com superficie de Si. Os filmes de celulose, AC (A) e EC

(B), assim como o filme condicionante pelo PW (C) foram preparados no topo do cristal.
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Figura 4.3.4: Espectros de IR adquiridos em cristal de ZnSe com superficie de Si para os compostos BSA, glutamina e

K,HPO, e, ainda, para PW com e sem BSA foram obtidos em solu¢do sobre mesmo cristal através da célula liquida.

Diante da evidéncia da formacao do filme condicionante, as alturas de cada banda de absor¢ao
foram registradas ao longo do tempo na superficie do cristal (Si), como ilustra a figura 4.3.5 para as
bandas em 1077,2 cm™ e 1578,6 cm™. A tabela 4.3.2 mostra as taxas de absor¢do média para cada
uma dessas bandas. Embora algumas bandas apresentem baixa taxa de absorcdo (1578,6 cm™,
1454,9/1456,2 cm’! e 1408,9 cm'l, tabela 4.3.2), um aumento na intensidade de absor¢ao ao longo do
tempo € observado independente da presenca de BSA no meio de cultura PW, fornecendo evidéncia
adicional da formacdo do filme condicionante. A maioria das bandas apresenta dois regimes de
crescimento, como indicado na figura 4.3.5. O primeiro regime, ndo linear e que corresponde as duas
primeiras horas de aquisi¢do dos espectros, revela taxas de absor¢do mais altas que no segundo
regime, indicando uma maior taxa de adsorcdo das moléculas na superficie neste periodo; esse
resultado coincide com a observacdo da formagdo do filme com espessura estimada em alguns
nandmetros por AFM, permitindo, assim, associar o primeiro regime a cobertura inicial da superficie
do cristal. Apds esse periodo, a taxa de absor¢ao estabiliza (regime 2) indicando que um equilibrio
dinamico € alcancado para a concentracdo dos constituintes no filme formado inicialmente. Além
disso, € importante notar que a taxa de absorcao € sempre maior para as bandas atribuidas ao grupo

fosfato e independe da presengca de BSA no meio de cultura.
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Figura 4.3.5: Evolugio temporal para altura das bandas 1077,2 cm™ (vermelho) e 1578,6 cm™ (azul) na presenga (simbolo

fechado) e auséncia (simbolo aberto) de BSA no meio de cultura PW.

Tabela 4.3.2: Taxas de absor¢d@o (o) para cada banda observada no espectro do PW na presenca

e auséncia de BSA.

Taxa de Absorcio (o) [10°%]
Nimero de PW com BSA PW sem BSA
Onda (cm™) Regime1 | Regime2 | Regimel | Regime 2
1656,8 / 1666,4 6,8+0,4 1,9+0,1 8,3+0,2 3,9+0,1
1578,6 1,3+0,1 - 9,1+0,4 3,9+0,1
1454,9/1456,2 1,06+0,01 - 3,6+0,4 0,9+0,1
1408,9 2,2+0,1 - 8,1+0,4 3,8+0,1
1300,9 4,9+0,2 1,8+0,2 9,1+0,4 3,7+0,1
1077,2 15,5+0,1 4,1+0,1 16,2+0,1 4,9+0,1
989,4 8,7+0,6 2,4+0,3 15+1 4,6+0,5

Considerando todas as superficies utilizadas nesse estudo, os resultados obtidos sugerem
fortemente que os grupos funcionais presentes na superficie desempenham papel importante na
formacdo inicial e desenvolvimento do biofilme. Em particular, a presenca de grupos fosfato no filme

condicionante e a consequente diminui¢do de sua concentracdo no meio de cultura poderiam afetar
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diretamente o desenvolvimento do biofilme de Xf, uma vez que, de uma maneira geral, o fosfato
pode atuar como regulador na adesao e desenvolvimento de biofilmes. Danhorn e colaboradores [77]
observaram que a auséncia de fosfato livre no meio de crescimento aumenta a formacao de biofilmes
da bactéria fitopatdgena Agrobacterium tumafaciens. Por outro lado, na mesma condicdo de baixa
concentracdo de fosfato livre, a formagcdo de biofilme da bactéria Pseudomonas aureofaciens é
inibida [85]. No caso da Xf, ainda que a bactéria apresente o gene PhoR [86], considerado
responsavel pela sinalizagdo de outros genes via concentragdao de fosfato, nao temos conhecimento
sobre nenhuma atuagdo dos grupos fosfato na regulacdo génica. Mesmo assim, de modo especulativo,
podemos sugerir, que um estimulo a formacao do biofilme de Xf possa ocorrer devido a adsorcao de
grupos fosfato na superficie ou por diminuir a concentra¢do de fosfato livre no meio pela deposi¢ao
desta espécie na superficie.

Além disso, o fosfato parece também atuar como regulador no mecanismo de adesdo de
algumas bactérias. Wolf e colaboradores [29] demonstraram que a presenca de acetil-fosfato pode
atuar como sinal que permite, ordenadamente, ativar/desativar diferentes organelas que atuam
diretamente na adesdo reversivel (flagelo-dependente) e irreversivel (fimbria tipo IV-dependente)
durante a formacgdo de biofilmes de E-coli. Monds e colaboradores [28] em recente trabalho de
revisdo mencionam o papel do fosfato inorganico na regulacdo da secre¢do e/ou localizacdo da
adesina LapA, uma proteina necessdria para adesdo e formagdo do biofilme de Pseudomonas
fluorescens. Como ja mencionamos, nao ha conhecimento do mecanismo regulatério dependente de
fosfato no caso da Xf, tornando dificil qualquer especulacdo sobre uma possivel regulacdo das
adesinas via fosfato. Independente disso, um estudo do papel de adesinas na adesdo deve ser
considerado. Neste sentido, apresentamos o estudo de espectroscopia de forca realizado para a

adesina XadA I na se¢ao 4.4.

4.3.3 Potencial de Superficie (PS)

A figura 4.3.6 mostra imagens de topografia e PS para areas completamente recobertas com
filmes de EC e AC. Podemos observar variacdes de PS sobre a superficie de ambas as celuloses
indicando uma distribuicdo de carga ndo homogénea na superficie. Como mencionado na se¢do 3.6.3,
os filmes de celulose derivatizada foram raspados para estabelecer medidas de PS* a partir do
substrato de Si como referéncia (figura 4.3.7). Associando as imagens de topografia e PS, podemos
notar que o PS € sempre mais alto para a superficie de Si em relagdo a ambos os filmes de celulose.

Em particular nas bordas do degrau notamos novamente a inomogeneidade do PS na celulose que
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atinge valores mais baixos em algumas das estruturas tipo ‘grao’. As figuras 4.3.7(E, F) ilustram o
perfil do degrau formado apds a raspagem do filme; para calcular PS*, utilizamos cerca de cinco
perfis por imagem, considerando a regido mais homogénea dos filmes de celulose. Os valores médios
obtidos para PS* foram: (-97+13)mV para filmes de AC e (-343+87)mV para filmes de EC. Desta
forma, o filme de EC apresenta uma maior diferenca em relagdo a superficie de Si, mostrando um PS
mais negativo. Contudo, em vdrias imagens das amostras de EC depositado sobre Si, notamos que a
regido correspondente ao fundo da topografia aparece na imagem de PS com valores pré6ximos ao do
Si, como mostra a figura 4.3.7(C). Mesmo na regido ndo raspada do filme de EC, vemos que o PS
apresenta valores proximos ao do Si em varios pontos das imagens adquiridas. Este comportamento
se repete mesmo em regides mais espessas do filme, indicando que o recobrimento do substrato pela

EC ndo € uniforme.

149nm 0,54um

-200nm -0,18um

0,95V

0,24V -0,346V

Figura 4.3.6: Imagens de Topografia (A, B) e PS (C, D) de filmes de EC (A, C) e AC (B, D). A variacdo média para o
sinal de PS sdo (80£17)mV e (48+5)mV, respectivamente. Note-se as diferentes escalas e a varia¢cdo mais abrupta de PS

associada a mudanga na morfologia da superficie no caso da EC.
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Figura 4.3.7: Imagens de Topografia (A, B) e PS (C, D) de bordas dos filmes de EC (A, C) e AC (B, D) sobre Si.

(E) e (F) mostram perfil tracados na imagem de PS para superficie de EC e AC, respectivamente.

Os resultados apresentados nas sec¢Oes anteriores evidenciam mudangas nas superficies devido
a interagdo com o meio de cultura. Desta forma, para relacionar o PS das superficies a formagao do

biofilme, devemos considerar os efeitos do meio de cultura PW sobre as superficies. A figura 4.3.8
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mostra imagens de topografia e PS para superficie de Si apds 24 horas em contato com meio de
cultura PW com BSA No microscopio éptico notamos que a cobertura do substrato de Si era nao
homogénea; algumas regides mostravam a presenca de um filme mais espesso que associamos ao
processo de remog¢do e lavagem do meio de cultura. Por este motivo, optamos novamente por raspar o
filme e adquirir imagens na interface entre as duas regides. A imagem de topografia na figura 4.3.8A
mostra um degrau por volta de 1nm (figura 4.3.8B). Associamos o filme observado na figura a regiao
do filme condicionante que se encontra mais préxima do substrato, pois € mais fino que os
observados nos experimentos de indentacdo realizados em solugdo. Ainda assim, observamos
nitidamente uma diferenca de PS associada ao degrau observado na imagem de topografia (figuras
4.3.8A, C). Podemos notar pela imagem de PS (figura 4.3.8C) que o filme condicionante aumenta o
nivel de PS da superficie de Si; além disso, os perfis para os degraus observados (figura 4.3.8D)

fornecem um valor médio de PS* de (245+33)mV.
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0,41V
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Figura 4.3.8: Imagens de Topografia (A) e PS (C) de filme condicionante formado pelo meio de cultura PW com BSA

sobre Si com correspondentes perfis em (B) e (D), respectivamente.

De maneira semelhante a superficie de Si, os filmes de celulose derivatizada também
apresentam mudangas no PS apds contato com o meio de cultura (figura 4.3.9). Neste caso, o filme
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foi raspado ap6s contato da superficie com PW, consequentemente causando a remog¢ao pelo menos
parcial do meio de cultura na regido de referéncia (Si). Associando as imagens de topografia e PS,
notamos que, novamente, a regido ausente de filme de celulose apresenta PS mais alto. Quantificando
PS* dos filmes de EC e AC (figuras 4.3.9 E, F), obtemos os valores médios de (-153£11)mV e
(-195+£36)mV, respectivamente. Em particular, o filme de AC torna-se menos homogéneo do ponto

de vista elétrico ap0ds a exposi¢ao ao PW.
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Figura 4.3.9: Imagens de Topografia (A, B) e PS (C, D) na regifio do degrau dos filmes de EC (A, C) e AC (B, D) apds
contato com meio de cultura PW. (E) e (F) mostram perfis tragados na imagem de PS para superficies de EC e AC,

respectivamente.
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O diagrama na figura 4.3.10(A) resume os niveis de PS* para as vdrias amostras analisadas.
De maneira geral, o PS estd associado a fun¢do trabalho ou nivel de Fermi local, ou ainda ao HOMO
— highest occupied molecular orbital, ou orbital molecular ocupado de mais alta energia — de um
material; variagdes desta grandeza ao longo de um mesmo filme, como as observadas em nossos
resultados, indicam a presenca de estados localizados ou distribuicdo ndo homogénea de carga. Desta
forma, as mudancas de PS* apds a exposi¢do ao meio de cultura evidenciam modificacdes na
distribuicdo de carga tanto na superficie de Si como nos filmes de celulose derivatizada. Essas
modificagdes podem ser interpretadas levando em conta o efeito de dupla camada elétrica (EDL)
[87]. A EDL ocorre devido a formagdo de dupla camada de cargas sobre uma superficie quando
imersa em meio liquido; a primeira camada € resultado da adsor¢do de fons diretamente no substrato
devido a interacdes quimicas. A carga desta primeira camada sobre a superficie dependerd do PS
inicial da superficie e sua afinidade com os ions presentes no meio liquido. Devido a presenca desses
ions na superficie surge um novo potencial, atraindo fons de cargas opostas e dando origem a uma
segunda de camada de carga. Esta, porém, ndo estd ligada diretamente a superficie, uma vez que os
ions se apresentam livres. Sob esse aspecto, devemos considerar que, durante o processo de formagao
do biofilme, existe um processo dindmico de interacdo entre o substrato e constituintes do meio de
cultura utilizado. Ainda que as medidas de PS sejam realizadas em ar, nossos resultados evidenciam
mudancas na distribuicao de carga em todas as superficies devido a interacdo com os constituintes do
meio de cultura PW, uma vez que os valores de PS* sao significativos quando consideramos um

efeito de blindagem pelos fons presentes na solugao.
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Figura 4.3.10: Diagrama ilustrando (A) niveis de PS para os diferentes filmes observados em relacdo a superficie de Si e

(B) taxa de crescimento (em nimero e tamanho) dos biofilmes de Xf.
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Neste sentido, a influéncia do pH do meio liquido poderia ser determinante na interacdo entre
célula e superficie, uma vez que o pH estd diretamente relacionado com a natureza dos fons presentes
no meio de cultura e, consequentemente, nas variagdes de PS*. Wulff e colaboradores [88]
investigaram a formacgdo de biofilmes de Xf em vidro em fun¢do do pH do meio de cultura. Eles
observaram a formacdo de biofilme em solucdo com pH entre 6,6 e 7,5, sendo que um aumento
significativo ocorre em pH 6,8. Ainda neste trabalho, eles observaram uma inibi¢cdo dréstica na
formacdo de biofilmes e agregados em pH entre 6,0 e 6,6; entretanto, as células livres ainda
sobrevivem e voltam a formar biofilmes quando novo meio de cultura com pH 6,8 € adicionado na
amostra. Baseados nesses resultados, os autores sugerem que a mudanca de pH pode sinalizar a
necessidade da expressdo de genes responsaveis pela adesdao. Podemos, porém, entender também este
resultado considerando que o pH altera a concentracdo de ions na solugao e, portanto, variagdes de PS
em ambas as superficies (substrato e célula) podem ocorrer, influenciando os processos de agregacao.

Do ponto de vista da adesdo (e colonizagcdo) da Xf em superficies expostas ao PW, nossos
resultados mostram uma preferéncia por superficies com PS* médio mais alto (figura 4.3.8B),
principalmente se considerarmos que a amostra de EC contém fracdes da superficie de Si expostas ao
meio de cultura. De fato, interacdes eletrostaticas poderiam mediar a adesdo bacteriana bem como o
crescimento do biofilme. Como j& mencionado (se¢do 2.3), Osiro e colaboradores [46] propuseram
um modelo de adesdo da Xf dependente de atracdo eletrostdtica. Esse modelo foi proposto baseado
apenas na quantificacdo da produgdo de polissacarideos pelas bactérias e na argumentacdo de que a
célula bacteriana € positivamente carregada devido ao maior nimero de amino 4cidos positivos na
superficie. Por outro lado, através de medidas experimentais, Leite e colaboradores [45] sugerem que
a superficie da Xf é carregada negativamente. As contradi¢des na literatura mostram que a superficie
da Xf ainda ndo € bem conhecida. Contudo, considerando a presenca de vdrias proteinas superficiais
na Xf e, ainda, a capacidade das proteinas modificarem sua conformacdo, podemos ter variacdes na
distribuicao de carga superficial que permitiriam sua adesao em quaisquer superficies. No entanto, a
adesdo seria facilitada em superficies com um potencial mais adequado em fun¢do da carga nativa da
bactéria no meio de cultura considerado.

Ainda sob o aspecto de adesdo, a teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) tem
sido empregada para descrever a adesdo bacteriana a superficie em recentes pesquisas [89-91]. De
maneira simplificada, esta teoria descreve a interagdo entre duas superficies carregadas como uma
combinacdo de van der Waals e dupla camada elétrica. A expressdo para essa interagdo € dada por

[92]:
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onde A ¢é a constante de Hamaker, € € a constante dielétrica do meio, K é o parametro Debye Hiickel,
a; e ap sdo o raio de curvatura das superficies, Hp € a distancia entre elas e, por fim, Yo; € Yoo sd0 o0s

potenciais de superficie.

Note que esta expressdo € proporcional ao PS das superficies envolvidas no problema
(substrato ¢ membrana da bactéria). Nossos resultados mostram uma tendéncia de formagdao do
biofilme com dependéncia do PS em termos de estrutura e desenvolvimento, indicando que a teoria
DLVO poderia descrever ndo somente a adesdao, mas também como o biofilme vai se expandir pela
superficie. Vale mencionar que interacdes especificas via organelas e proteinas de adesdo ndo sao
previstas na teoria DLVO. Neste sentido, alguns modelos em extensdo a teoria DLVO té€m sido
propostos na literatura - como o XDLVO [89, 93]. Esta abordagem tem sido bem sucedida para
prever interacdes entre coldides ndo-carregados e superficies em meio aquoso. Contudo, em muitos
casos, o0 modelo XDLVO nio descreve satisfatoriamente a adesdo bacteriana [94]; essa discordancia
entre modelo e dados experimentais tem sido atribuida a presenca de exopolimeros produzidos pelas

bactérias.

4.4 Estudo de adesao especifica: proteina de adesao XadA I

4.4.1 Experimento controle: auséncia de XadA 1

Medidas de espectroscopia de for¢ca foram realizadas entre a ponta de Si na auséncia da
proteina de adesdo XadAl e cada uma das superficies de Si, EC e AC. As curvas de forca tipicamente
observadas nestes experimentos foram apresentadas na secdo 3.6.2. Vale lembrar que a aquisi¢ao
dessas curvas foi realizada em tampao PBS ou meio de cultura PW com BSA (secdo 3.6.2). As
curvas de retracao para cada ciclo mostram a auséncia de forcas na interacdo entre a ponta de silicio e
cada uma das superficies independentemente da solucdo utilizada, embora, em menor porcentagem,
se observe forcas associadas a interacdes nao-especificas. No caso das medidas realizadas em tampao
PBS, intera¢des nao especificas com variagdes entre 35 - 375 pN foram observadas algumas vezes em

superficies de Si e EC, representando menos de 3% das medidas realizadas (figuras 4.4.1A e B,
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respectivamente). Por outro lado, na superficie de AC este tipo de interacdo com a ponta de Si ocorre
com mais freqii€ncia, correspondendo a 21% das medidas realizadas (figura 4.4.1C). Neste caso, com
o ajuste gaussiano para forcas entre 15 - 75pN (intervalo onde se concentram essas interagdes),
observamos uma forca média em (32+13)pN. A figura 4.4.2 mostra a sequéncia temporal dos valores
obtidos a partir das curvas de forca realizadas nestas condi¢cdes experimentais. Podemos observar que
para Si e EC, as interacdes nao-especificas ocorrem apenas eventualmente (figuras 4.4.2A e B,
respectivamente). No caso da superficie AC, as interagdes nao-especificas ocorrem de maneira
diferenciada em cada regido, como mostra a figura 4.4.2C, indicando uma dependéncia com a regido;
por exemplo, para a terceira e quarta regido, as interacdes ocorrem em menor freqiiéncia. Estes
resultados podem ser correlacionados a presenga de dominios com grande variagdo de PS no filme de
AC exposto ao PBS (supondo um efeito similar ao observados para o meio PW, uma vez que

apresentam composicoes similares).
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Figura 4.4.1: Histogramas obtidos para as forcas de interacdo entre a ponta de Si e as superficies de Si (A), EC (B) e AC
(C). As medidas foram realizadas em solucdo tampdao PBS. Em todas as distribui¢des podemos observar uma
predominancia de forca nula. Os insets em (A) e(B) representam dispersdo na regido de forcas ndo-nulas (ndo-

especificas). Note as diferentes escalas utilizadas nos gréficos.
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Figura 4.4.2: Sequéncia temporal dos valores de forca de ruptura medidos para superficies de Si (A), EC (B) e AC (C) em
tampao PBS.

Por outro lado, na presenga do meio de cultura PW com BSA, observamos que as interagdes
nao especificas nas superficies de EC e AC representam menos de 4% das curvas de for¢a adquiridas
(figuras 4.4.3A e B, respectivamente). Contudo, na superficie de Si observamos este tipo de interagdo
com mais freqiiéncia, representando 19% para forcas entre 20-100 pN e 8% para for¢as maiores que
100 pN (figura 4.4.3C). O ajuste gaussiano para o primeiro intervalo fornece uma forca média de
(52+14) pN. Esse resultado pode ser conseqiiéncia da interacdo entre a ponta de Si e as proteinas ja
adsorvidas na superficie ou, ainda, entre proteinas adsorvidas na ponta e na superficie. Ainda neste
caso, algumas curvas de for¢a apresentam forma tipica para intera¢des na presenca de proteina, como
ilustra a figura 4.4.4. Atabek [95] apresenta em sua tese um estudo da interacdo entre a proteina BSA
e as superficies de Si e vidro. Neste estudo, ele observou uma forca de ruptura entre BSA e superficie
de Si da ordem de 30 pN. Wang e colaboradores [62] estudaram a intera¢do da proteina BSA com
superficies funcionalizadas com BSA e anticorpo-BSA, além de superficies quimicamente
modificadas. Para a interacio BSA-BSA eles observam uma for¢a de ruptura da ordem de 70 pN.

Desta forma, a presenca de uma solu¢do com proteinas — como o meio de cultura PW com BSA —
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poderia fornecer um resultado equivocado no estudo da adesdo especifica com a proteina XadA . Por
essa razdo e considerando que para ambas as solu¢des observamos uma predominancia de forca nula,
optamos pela utilizagdo do tampao PBS para as medidas realizadas com a ponta funcionalizada com a
proteina de adesdo XadAl, como apresentaremos na secdo seguinte. Enfatizamos que, nestes
experimentos controle, curvas de forca tipicas para interagdes com proteinas foram observadas

somente para o caso de Si em meio de cultura PW com BSA.
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Figura 4.4.3: Histogramas obtidos para as forcas de interacdo entre a ponta de Si e as superficies de EC (A), AC (B) e Si
(C). As medidas foram realizadas em meio de cultura PW com BSA. Em todas as distribui¢des podemos observar uma
predominancia de forca nula. Os insets representam dispersdo na regido de forcas ndo-nulas (ndo-especificas). Note as

diferentes escalas utilizadas nos graficos.
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Figura 4.4.4 Curva de forca observada para intera¢do entre ponta de Si e superficie de Si em meio de cultura PW com BSA.

A figura 4.4.5 mostra a sequéncia temporal das medidas de for¢a; podemos observar que as
interacdes observadas na superficie de Si sdo independentes da regido (figura 4.4.5A) e, ainda, que
apenas interacdes eventuais sdo observadas para as superficies EC e AC nestas condi¢des (figura
4.4.5B, C) — ja previamente observado nos histogramas. Esse resultado garante um bom controle de
nossas medidas com proteina especifica (se¢do 4.4.2); contudo, também indica que o meio de cultura
PW causa menor efeito nas superficies de celulose que na superficie de Si, corroborando a discussao

dos resultados anteriormente apresentados.
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Figura 4.4.5: Sequéncia temporal dos valores de forca de ruptura medida para superficies de Si (A), EC (B) e AC (C) em
meio de cultura PW com BSA.
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4.4.2 Interacao com XadAl

Para as curvas de forca entre ponta funcionalizada com XadAl e as superficies de Si e EC,
observamos curvas de retracdo com a presenca de varios degraus na curva de retracdo, indicando a
existéncia de multiplas rupturas entre as proteinas na ponta e a superficie, como previsto na se¢ao
3.6.2. Eventualmente também observamos for¢a nula e interagdes ndo-especificas em ambas as
superficies. A dispersdo gerada pelas medidas de forca para cada superficie pode ser observada nos
histogramas na figura 4.4.6.

O ajuste gaussiano para a distribuicao encontrada no sistema proteina XadA I- superficie de Si
(figura 4.4.6A) fornece uma forca de ruptura média de (50+35)pN. De maneira semelhante, na
superficie de EC (figura 4.4.6B) o ajuste gaussiano nos fornece uma forca de ruptura média de
(57£22)pN e, ainda, um segundo valor em (1254+54)pN indicando a presenga de dupla ruptura. Este
ultimo fendmeno também pode ser observado para a superficie de Si (figura 4.4.7A). Esse resultado
pode indicar um nimero maior de proteinas na ponta, uma vez que nao temos controle do nimero de
proteinas aderidas (sec@o 3.6.2). De maneira semelhante aos nossos resultados, for¢as de ruptura da
ordem de 60pN sdo comumente encontradas na literatura para sistemas com interagdes especificas
[96-99]. Verbelen e colaboradores [98] realizaram um estudo da interacio entre moléculas da adesina
hemaglutinina ligante de heparina (HBHA), encontrando o valor de for¢a de ruptura média em (68+2)
pN. Além disso, eles concluem que a ligagaio HBHA-HBHA ocorre na superficie da bactéria
Mycobacterium bovis via extremidade N terminal, favorecendo a agregacao entre células. Touhami e
colaboradores [99] também encontram valores similares para a forca de interac@o (59 - 64 pN) entre

imunoglobulina G (IgG) e a proteina A (PA) encontrada na superficie da bactéria Staphylococcus

aureus.
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Figura 4.4.6: Histogramas obtidos para as forcas de ruptura entre a ponta funcionalizada com XadA I e as superficies de Si

(A) e EC (B). Note a diferenca nas escalas utilizadas para mostrar cada distribuicao.
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Vale lembrar que curvas de forcas com pontas funcionalizadas com XadAl foram adquiridas
na superficie de Si antes (figura 4.4.7A) e depois (figura 4.4.7B) das aquisi¢cdes das curvas de forca
na superficie de EC (figura 4.4.6B). Os histogramas gerados por essas medidas de referéncia
(superficie de Si) fornecem valores para forca média compativeis com o valor obtido na superficie de
Si (~50pN), evidenciando a presenca da proteina XadAl na ponta durante todas as aquisi¢cdes na
superficie de EC. Esse resultado também indica reprodutibilidade dos resultados, uma vez que
utilizamos pontas distintas para a aquisi¢do na superficie de Si e para a seqiiéncia de superficies Si —

EC -Si (secdo 3.6.2).
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Figura 4.4.7: Histogramas obtidos para as forcas de ruptura entre a ponta funcionalizada com XadAl e superficie de Si
antes (A) e depois (B) das aquisi¢des das curvas na superficie de EC (figura 4.4.6B). Neste caso, foi utilizada a mesma
ponta funcionalizada com XadAl que para as medidas em EC. Em particular, as medidas na superficie de Si foram
realizadas com menor estatistica para evitar o desgaste da ponta funcionalizada, como descrito na metodologia. Note a

diferencga nas escalas utilizadas para mostrar cada distribui¢@o.

Outra consideracdo relevante sobre a interagdo entre a ponta XadAl e as superficies de Si e
EC € a reprodutibilidade em todas as regides onde as curvas foram adquiridas e, ainda, a preservagao
da ponta que € mantida como mostra a figura 4.4.8A e B, respectivamente. Devemos considerar aqui
que estas superficies (Si e EC) apresentam resultados similares ndo somente para a interacdo com a
XadAl como também para a estrutura do biofilme de Xf (secdo 4.2). Essa similaridade pode estar
correlacionada com o PS mais alto das superficies (secao 4.3.3) apds contato com meio liquido e,
ainda, a exposi¢ao de Si na superficie de EC indicando novamente um papel importante do PS na

adesio e desenvolvimento do biofilme.
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Figura 4.4.8: Sequéncia temporal dos valores de for¢a de ruptura medida com ponta funcionalizada com XadAl para
superficies de Si (A) e seqiiéncia Si — EC — Si (B). Pontos em vermelho correspondem a superficie de Si; pontos em azul

correspondem a superficie de EC.

As curvas de forga tipicamente observadas para a interacdo entre a proteina XadAl e
superficie de AC mostram caracteristicas distintas das curvas apresentadas para as outras superficies
(Si e EC). A primeira diferenca a ser destacada € a predominancia de forcas nulas, como mostram os
histogramas nas figuras 4.4.9. Neste sistema (XadAl-AC), ndo foram observadas curvas que
indiquem mualtiplas rupturas. Além disso, interacdes ndo-especificas compdem cerca de 20% dos

histogramas. O ajuste gaussiano para a regido dessas interacdes retornam um valor para a forca média

por volta de 30pN.
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Figura 4.4.9: Histogramas obtidos para as forcas de interacdo entre a ponta funcionalizada com XadA[ e superficie de AC para

duas pontas distintas. Note a diferenga nas escalas utilizadas em cada distribuicéo.
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Seguindo o procedimento anterior para a amostra EC, curvas de forca com a mesma ponta
funcionalizada com XadAl utilizada para a superficie de AC foram adquiridas em superficie de Si
antes (figuras 4.4.10A, B) e depois (figuras 4.4.10C, D) das aquisi¢des em AC. Os histogramas
correspondentes as curvas de forca entre a ponta com XadAl e superficie de Si adquiridas
inicialmente retornam uma forca de ruptura média de 60pN, compativel com os resultados anteriores.
Contudo, ap6s as aquisicdes na superficie de AC, as curvas de forca na superficie de Si apresentam
predominantemente for¢a nula e, em menor proporc¢do interacdes ndo-especificas similares as curvas
obtidas em AC; a distribuicdo dos valores medidos gera um histograma para a superficie de Si
(figuras 4.4.10C, D) idéntico ao observado para a superficie de AC (figura 4.4.9) sugerindo alguma
mudanca na ponta inicialmente funcionalizada com XadAl. Vale mencionar que esse resultado é

reprodutivel para duas pontas distintas funcionalizadas com a proteina.
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Figura 4.4.10: Histogramas obtidos para as forgas de interacdo entre a ponta funcionalizada com XadAl e superficie de Si antes
(A, B) e depois (C, D) das aquisi¢des das curvas na superficie de AC (figura 4.4.9) (A-C) e (D-F) para duas pontas com XadAl

distintas. Note a diferenca nas escalas utilizadas em cada distribuig@o.
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Devemos considerar ainda que as curvas de forca observadas entre a ponta com XadAl e as
superficies de AC e Si (neste ultimo, somente apds aquisicdes em AC) apresentam forma tipica para
interacdo ndo-especifica. Além disso, ndo podemos descartar o fato que no experimento controle para
a superficie de AC em PBS, também observamos interacdes ndo-especificas da mesma ordem da
forca observada aqui (~30pN). Contudo, ao contrdrio do experimento controle onde ocorre uma
dependéncia dessas interacdes com a regido, podemos notar uma oscilagc@o entre for¢a nula e nao nula
ao longo das aquisi¢des das medidas (figura 4.4.11) e, principalmente que sempre ocorrem interagdes
nao-especificas na superficie de Si, porém com valores menores que os encontrados inicialmente
(~60pN). Esse resultado poderia estar relacionado a ndo homogeneidade elétrica da superficie AC
apo6s contato com meio liquido (efeito observado para meio de cultura PW na se¢do 4.3.3). Ainda que
a espectroscopia de for¢ca com a XadAl ndo tenha sido realizada em meio de cultura PW, o tampao
PBS apresenta constituintes similares ao meio de cultura podendo gerar efeitos similares no PS das
superficies. Desta forma, a distribuicdo de cargas em AC (PS mais baixo) poderia modificar a
conformagdo da proteina, alterando sua capacidade de adesao; porém, nao podemos testar a validade
desta hipdtese porque o conhecimento atual sobre a estrutura da XadAl ainda é limitado. Sob o
aspecto geral, este resultado sugere que uma menor for¢ca de intera¢do entre a superficie de AC e
XadAl ocorre em relacdo as outras superficies e, ainda que alguma alteragdo ocorra na XadAl,
reduzindo também sua capacidade de interacdo com a superficie de Si.

Ainda que esses resultados nao sejam conclusivos sobre o que ocorre com a proteina XadAl
ao interagir com a superficie de AC, de maneira geral, nossos resultados indicam um comportamento
diferenciado na superficie de AC também no processo de adesdo da Xf na superficie, sugerindo que

outros mecanismos devem ser ativados para a adesao celular na superficie de AC.
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Figura 4.4.11: Sequéncia temporal dos valores de forca obtidos com ponta funcionalizada com XadA I numa seqiiéncia
das superficies Si — AC — Si para duas pontas distintas. Pontos em vermelho correspondem a superficie de Si; pontos em
verde correspondem a superficie de AC.
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4.5 Producao de Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS)

4.5.1 Evidéncias Morfoldgicas: Imagens Topograficas e SEM

A figura 4.5.1 mostra imagens de topografia e fase de biofilmes de Xf cultivados no interior
da célula liquida do AFM. Podemos notar a presenca de alguma substancia depositada ao redor do
biofilme, evidente principalmente através das variacdes de contraste observadas na imagem de fase
(figuras 4.5.1B, D). A presenca deste material também é observada nitidamente nas imagens de SEM
ao redor de células individuais, aglomerados de algumas células e, ainda, biofilmes ja formados
(figura 4.5.2). Outra observagdo interessante dessas imagens € que em biofilmes ainda em primeira
camada, onde nao houve o recobrimento completo da drea pelas células bacterianas, notamos regides
onde esse material ndo recobriu totalmente a superficie interna delimitada pelo contorno do biofilme
(figuras 4.5.2B e D, setas), indicando que essa substincia deve ser excretada pela bactéria Xf. Varios

autores [4-6] atribuem esse material depositado ao EPS.

10,5V

Figura 4.5.1: Imagens de topografia (A, C) e fase (B, D) de biofilmes de Xf cultivados em superficie de vidro na célula

liquida do AFM por 6 horas. Sigla (BF) indica presenca do biofilme em formacdo (primeira camada).
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Figura 4.5.2: Imagens de SEM de biofilme de Xf apds 7 dias de cultivo em superficie de Si. Setas indicam variacdes de
contraste que associamos as regides que ndo foram ainda recobertas por substincia produzida pela bactéria; sigla (BF)

indica presenca do biofilme em formagao (primeira camada).

Outra evidéncia da presenca de EPS ao redor do biofilme € o recobrimento observado sobre as
bactérias na borda de um biofilme, como mostram as imagens de topografia e fase na figura
4.5.3(A-D). Para a aquisi¢do dessas imagens os biofilmes foram lavados e secos. Beech e
colaboradores [5] observaram recobrimento sobre biofilme similar ao nosso utilizando mesmo
procedimento quando a amostra estava na presenca do biocida glutaraldeido. Notamos ainda nas
imagens (figura 4.5.3C, D) que o recobrimento tem uma textura diferente da superficie ao redor
(RMS~3nm); ainda, uma maior granulagdo € observada sobre a bactéria (RMS~5nm). Tal granulagdo
poderia, por exemplo, estar associada a presenga de proteinas ou polissacarideos sobre a superficie
celular bem como ao seu redor. Além disso, destacamos a borda ‘reta’ do recobrimento, podendo
sugerir a deposi¢cdo de material cristalino; porém, recobrimento com essa caracteristica foi observado
também para outras amostras incluindo biofilmes crescidos em AC (figura 4.5.4).
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Figura 4.5.3: Imagens de topografia (A, C, E) e fase (B, D, F) de borda de biofilme (A-D) e células (E-F) de Xf cultivadas

em superficie de vidro.
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Figura 4.5.4: Imagens de SEM para biofilme cultivados por 7 dias em superficie de Si (A) e AC (B). Setas indicam

recobrimento do biofilme. Essas imagens foram adquiridas com feixe de fons.

Em algumas imagens, foi possivel observar também um halo ao redor das bactérias (figura
4.5.3 D-F — setas), indicando um encapsulamento individual da bactéria. Teschke [4] observou um
tipo similar de encapsulamento apds procedimento de lavagem em bactérias individuais de
Acidithiobacillus ferroxidans. Essas bactérias foram crescidas em biofilmes e transferidas para
substratos para aquisicdo de imagens de AFM. O autor considera que o procedimento de lavagem
elimina a presenca de outros materiais, restando apenas a presenca de material insolivel — que
considera se tratar do EPS produzido pelas bactérias. O EPS contribui na arquitetura e protecao do
biofilme e, ainda, pode estar fundamentalmente envolvido no estdgio de adesao irreversivel. Ivanova
e colaboradores [6] concluem que EPS produzido pela bactéria S. Guttiformis modulam a adesdo do
biofilme. Alguns autores atribuem essa substancia polimérica extracelular a exopolissacarideos [35, 6],
ainda que outros constituintes como proteinas, dcidos nucléicos e fosfolipidios estejam presentes na
matriz EPS . Com a finalidade de investigar a producao de polissacarideos pela bactéria em estudo,
realizamos medidas de espectroscopia de infravermelho (ATR-FTIR) durante a formacdo do biofilme

como apresentaremos na sego a seguir.

4.5.2 Contribuicio Quimica: ATR-FTIR

Com o objetivo de avaliar as contribui¢des quimicas durante o estdgio inicial de formacao do
biofilme de Xf, espectros de ATR-FTIR foram obtidos para quatro experimentos sob diferentes

condicdes (tabela 4.5.1). Devido a boa reprodutibilidade dos resultados, vamos descrever em detalhes
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apenas dois deles que representam o comportamento observado. A figura 4.5.5 mostra espectros
tipicos para solucdo contendo Xf em meio de cultura PW com BSA para cada um dos experimentos

apo6s 24 horas. As bandas foram identificadas conforme método descrito na sec¢do 3.7.

Tabela 4.5.1: Descricdo de cada um dos experimentos realizados no ATR-FTIR (BioUnit). Note

diferencas no espectro de referéncia e solu¢do usada como fonte de bactéria em cada experimento

Experimento 1 PW com BSA foi mantido em contato com o cristal do ATR-FTIR por 21 horas,
tempo suficiente para a formagdo do filme condicionante; o meio de cultura foi
removido e uma solucdo de Xf descongelada (0.1mL) em PW com BSA (2mL) foi
adicionada na célula liquida do ATR-FTIR (BioUnit). Espectro da dgua utilizado

como espectro de referéncia.

Experimento 2 Solucdo de Xf descongelada (0.1mL) em PW com BSA (2mL), sem a formacio
prévia do filme condicionante. Espectro do meio de cultura PW com BSA utilizado

como espectro de referéncia.

Experimento 3 Solucdo de Xf descongelada (0.1mL) em PW com BSA (2mL), sem a formacio
prévia do filme condicionante. Primeiro espectro obtido (t=Omin) foi utilizado

como espectro de referéncia.

Experimento 4 Inéculo de Xf em PW com BSA em agitacdo por 8 dias, sem a formacdo prévia do
filme condicionante. Primeiro espectro obtido (t=0Omin) foi utilizado como espectro

de referéncia.
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Figura 4.5.5: Espectros de infravermelho tipico para solu¢do contendo Xf em meio de cultura PW e para meio de cultura
PW com BSA. Os experimentos 1- 4 sdo descritos na Tabela 4.5.1. As curvas foram deslocadas para permitir melhor
visualizagao.
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Para todos os casos, as bandas de absor¢do relevantes para o presente estudo foram
encontradas na regido entre 1800 e 950 cm™ (figura 4.5.5) assim como as bandas observadas para o
meio de cultura PW previamente descritas na secdo 4.3.2. Contudo, podemos notar pequenos
deslocamentos das bandas em 1454.,9 cm’le 1547,8 cm’! para as posicoes 1460,0 cm’le 1549,8 cm'l,
respectivamente. Considerando a largura dos picos e a resolugdo espectral, essas bandas ainda podem
ser atribuidas as ligacdes CH,/CHs e N — H, C — N e vibracdes assimétricas COO’, respectivamente
[100-104].

No experimento 1, podemos observar nitidamente que a banda em 1578,6 cm™ aparece
convoluida com a banda em 1549,8 cm'l, similarmente ao espectro do filme condicionante formado
pelo PW (secdio 4.3.2). Essas bandas, principalmente ao redor de 1550 cm™, sdo associadas ao grupo
amida (N — H) das proteinas e, por essa razao sao freqiientemente usadas como indicativo da presenca
e aumento da massa de biofilme na superficie [46, 102, 83]. Desta forma, espera-se um aumento
significativo desta banda ao longo do tempo devido a formacgdao do biofilme; porém uma banda bem
definida ndo € observada mesmo 48hs ap6ds o inicio do experimento, independente do espectro de
referéncia utilizado como mostra a figura 4.5.6. Devemos considerar que esta regido de absorcao
coincide com a do espectro da dgua que apresenta banda localizada em 1638 cm” com largura
significativa (1800-1470 cm™, secdo 3.7). Como mencionado na se¢do 3.7, apesar da montagem
experimental apresentar célula liquida bem vedada, um efeito de evaporacao € inevitdvel como pode
ser observado através da diminuicio da banda em 1620,1 cm™ para os quatro experimentos
apresentados (tabela 4.5.1). Esta diminui¢do interfere ainda no comportamento da banda em
1549,8 cm’.

Monitorando a altura da banda em 1549,8 cm™ ao longo do tempo (figura 4.5.7), podemos
notar um aumento de intensidade mesmo considerando o efeito de evaporacdo ao redor de
1620,1 cm’'. Esse resultado pode indicar a presenca de bactérias na superficie. Entretanto, a
contribuicdo do filme condicionante para o aumento dessa banda também deve ser considerada.
Podemos observar na figura 4.5.7(A) um aumento significativo da banda em 1549,8 cm™ para o meio
de cultura PW na auséncia de bactérias; no momento em que removemos o meio de cultura e
adicionamos Xf (figura 4.5.7A — seta) ocorre uma queda no valor da altura da banda indicando a
remog¢do de parte das proteinas da superficie do cristal. Ainda assim, nas primeiras 20 horas, um
aumento desta banda continua sendo observado apds a adicdo de solucdo contendo Xf em PW com
BSA. Além disso, considerando o intervalo de tempo inicial, um aumento desta banda também ¢&
observado para os outros experimentos, como ilustra a figura 4.5.7B. No intervalo seguinte,

observamos uma instabilidade na curva ao longo do tempo; isso ocorre pela evaporagdo passar a ser
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mais significativa apOs 24 horas. Desta forma, poderiamos obter conclusdes equivocadas ao utilizar
essa banda como indicador da presenca de biofilme, como € feito comumente na literatura [46, 83,

102] e, portanto, ndo o faremos neste trabalho.
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Figura 4.5.6: Espectros de infravermelho ao longo do tempo para os experimentos 1(A) e 4(B) na presenca de Xf
conforme descritos na Tabela 4.5.1. Os graficos no inset mostram a deconvoluc¢do dos picos localizados na regido entre
1150 — 950 cm™ incluindo a contribui¢do da banda em 1077,2 cm™ para os espectros obtidos em t=48hs. As curvas foram

deslocadas para permitir melhor visualizacao.
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Figura 4.5.7: Altura do pico 1549,8 cm™ versus o tempo para os experimentos 1(A) e 4 (B), na presenga de Xf conforme

descritos na Tabela 4.5.1.

Devemos lembrar que para cada experimento foi utilizado um espectro de referéncia diferente
(tabela 4.5.1). Por essa razdo, observamos alturas iniciais diferentes nos graficos apresentados na
figura 4.5.7. No experimento 1, utilizamos o espectro da 4gua como referéncia; assim toda substincia
diferente da composicdo da dgua surge em banda evidente desde o primeiro espectro em t=0 como
mostra a figura 4.5.6A (Xf t=0). Ja para o experimento 4, o primeiro espectro de Xf foi utilizado
como referéncia, anulando a altura de todos os picos em t=0 (figura 4.5.6B, Xf t=0). Desta forma,
observamos apenas as bandas relacionadas as moléculas que se depositam na superficie do cristal a
partir do espectro seguinte a t=0. Como estamos interessados em mudangas no espectro a partir deste
instante inicial, o valor absoluto da altura ndo € significativo, mas sim como ocorre a variagdao de
altura para as bandas de interesse.

Conforme reportado na se¢do 4.3.2, a composicdo do filme condicionante formado pelo meio
de cultura PW apresenta forte contribuicdo dos grupos fosfato representados pela banda em
1077,2 cm™. Na presenca de Xf, podemos observar claramente que a banda em 10772 cm” —
associada a ligacdo P05 [83, 105] - aparece convoluida a banda 1043,2 cm” no espectro do
experimento 1 (figura 4.5.6A). A figura 4.5.6(B) mostra que, mesmo com a evolucdo temporal, esta
banda (1077,2 cm™) ndo surge no experimento 4 de forma clara. Contudo, podemos observar um

alargamento da banda em 1043,2 cm™ apenas do lado esquerdo, nas proximidades da banda em
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1077,2 cm™ (figura 4.5.6B). Deconvoluindo a regido entre 1150 — 970 cm™ em picos localizados em
1111,9, 1077,2 , 1043,2 e 989,4 cm'l, podemos notar contribuicao do pico em 1077,2 cm’! para este
alargamento (figura 4.5.6, inset). A banda em 1111,9 cm'l, ndo observada no espectro do meio de
cultura PW, estd associada a outras ligacOes relacionadas ao grupo fosfato (P-OC, P=0) [105],
indicando contribui¢c@o adicional desse grupo na presenca da Xf na solucdo. Além disso, a banda em
1043,2 cm'l, atribuida aos polissacarideos [100, 102, 103], € observada para todos os espectros onde
ha presenca de Xf, ao contrario do que ocorre em experimentos realizados apenas com meio de
cultura PW, com ou sem BSA.

A figura 4.5.8 mostra a altura das bandas associadas aos grupos fosfato (1111,9 cm™ e
1077,2 cm™) e aos polissacarideos (1043,2 cm™) ao longo do tempo. Essas bandas foram escolhidas
para andlise, uma vez que ambas podem influenciar o processo de adesdo da Xf e, portanto, a
formacao inicial do biofilme, como discutido em segdes anteriores. Um aumento na altura das bandas
com o tempo € observada para todos os experimentos, independente das condicdes iniciais e do
espectro de referéncia utilizado.

No intervalo correspondente as primeiras horas, observamos um aumento quase linear da
altura das bandas para todos os experimentos, indicando uma adsorcdo continua de moléculas
relacionadas a estes grupos funcionais ao longo do tempo na superficie do cristal. Apds esse
intervalo, mudancas na inclinacdo ao longo das curvas sdo observadas. No experimento 1, uma
tendéncia na estabilizacdo da taxa de absor¢do ocorre apds 15 horas da troca de PW por solugdo
contendo Xf na célula liquida. Essa tendéncia ndo € observada para o experimento 4, onde um
aumento na altura da banda continua sendo observado, ainda que ocorram mudancas na inclinacio da
curva ao longo do tempo. Podemos atribuir essa diferenca ao filme condicionante previamente
formado no experimento 1 pelo meio de cultura PW. A quase-satura¢do observada nesse experimento
pode ser atribuida a cobertura total da superficie do cristal. Na figura 4.5.8(A) podemos observar um
aumento linear das bandas associadas a grupos fosfato (em 1077,2 cm™) durante a formacao do filme
condicionante e, ainda, que ap0s a troca da solucdo esta banda continua aumentando, indicando que
nao houve remog¢ao de grupos fosfato da superficie e que estes continuam sendo depositados. Além
disso, podemos notar que, para o intervalo inicial, a taxa de absor¢do das bandas apresenta valores
similares independente das condi¢des iniciais de cada experimento e, ainda, o valor para a banda em

1043,2 cm™ é sempre maior que para as outras bandas (tabela 4.5.2).
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Figura 4.5.8: (A) Altura da banda em 1077,1 cm™ versus o tempo para os experimentos: formacdo do filme condicionante
pelo meio de cultura PW seguido da adi¢do de solucdo contendo Xf em PW. (B-C) Altura das bandas associadas aos
grupos fosfato — 1111,9 cm’ (cinza) e 1077,2 cm™ (preto) — e aos polissacarideos — 1043,2 cm’ (vermelho) versus tempo
para experimentos na presenca de Xf conforme descritos na Tabela 4.5.1. Note que o grifico (B) corresponde ao

experimento 1, onde foi considerado t=0 o momento em que removemos o meio de cultura e adicionamos solu¢do com Xf

Tempo (min)

em PW mantendo o filme condicionante previamente formado por 21h.

500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tabela 4.5.2: Valores para taxa de absor¢do (o) para as bandas associadas aos grupos fosfato —

11119 em™ e 1077,2 cm™ — e aos polissacarideos — 1043,2 cm™ correspondentes ao primeiro

intervalo de cada experimento (At). (*) Considerando t=0 o momento em que solu¢do contendo

Xf com PW foi adicionada apés a formagao prévia do filme condicionado.

Experimento At(min) a(10°) = 1111,.9 cm™ | a(107°) = 1077,3 cm™ | o(107) — 1043,2 cm™
#1 PW 0-1050 1,29+0,01
#1 Xf 0 — 740% 0,91+0,2 0,98+0,02 1,71£0,02
#2 Xf 0-330 1,20+0,06 1,21+0,06 2,26%0,07
#3 Xf 0 - 290 0,84+0,05 0,83+0,04 1,78+0,06
#4 Xf 0 - 1040 1,02+0,01 1,02+0,01 1,69+0,07
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Como discutido na secdo 4.3.2, a presenca do fosfato pode atuar como regulador na secrecao
de proteinas ou ativacdo de estruturas que contribuam para o processo de adesao [77, 85]. Schmitt e
colaboradores [83] observaram que a presenga da bactéria Caulobacter crescentus diminui a taxa de
formacdo do filme condicionante pelo meio de cultura monitorando a banda associada ao grupo
fosfato. Eles atribuiram essa diminui¢do ao consumo de fosfato como nutriente pela bactéria durante
a formacdo do biofilme. Os resultados aqui apresentados ndo indicam consumo de fosfato, ao
contrario, as bandas associadas aos grupos fosfato descrevem comportamento similar a banda
atribuida aos polissacarideos apresentando apenas taxas de absorcdo diferentes. Essa similaridade de
comportamento pode sugerir que a presenca de fosfato atue como regulador na producdo dos
polissacarideos ou, ainda, que a deposi¢do de fosfato do meio de cultura na superficie do cristal atue
como facilitador da adesao (ver secao 4.3.2).

Nao podemos ignorar a possibilidade de simples deposi¢do tanto do grupo fosfato quanto dos
polissacarideos — produzido e liberado em solucao pela bactéria livre — na superficie do cristal. Para
avaliar essa possibilidade, espectros de infravermelho para bactérias e meio de cultura provenientes
de amostra de Xf cultivadas por 10 dias foram obtidos como mostra a figura 4.5.9. Podemos notar
que os espectros obtidos para Xf apds 48 horas de cultivo na célula liquida e os biofilmes secos apds
10 dias de cultivo apresentam formas diferentes. Novamente devemos considerar o efeito de
evaporacdo da dgua na regido entre 1800-1470 cm™ para o espectro obtido com 48 horas e, ainda, a
diminui¢do do sinal nas amostras em solu¢do — uma vez que a presenca de solu¢do absorve parte da
energia do feixe. Concentrando a andlise na regido dos grupos fosfato e polissacarideos, podemos
observar que as bandas encontradas para o espectro com 48 horas sdo diferentes do espectro do
biofilme seco (Figura 4.5.9); entretanto, também nota-se um alargamento ao redor da banda em
1043,4 cm™. Deconvoluindo as bandas nessa regido (Figura 4.5.10) obtemos bandas compativeis para
ambos os espectros. Contudo, uma observacdo relevante € o deslocamento mais significativo presente

1 <
esta

no espectro de bactérias livres (de 1043,2 cm’! para 10354 cm'l). A banda em 10354 cm’
associada a ligacao P-OH [105] indicando alguma diferenga entre as células livres em solugdo e as
provenientes do biofilme. O surgimento da banda em 1043,2 cm™ na solucdo (figura 4.5.10C) pode
ser proveniente de polissacarideo dos préprios biofilmes, uma vez que biofilmes podem se soltar da
superficie durante o processo de centrifugacdo, liberando os polissacarideos. Desta forma, a
compatibilidade das bandas do espectro para biofilme com 10 dias e Xf em meio PW apds 48 horas
de crescimento sugere a presenca de formagao de biofilme no cristal de ATR-FTIR. Além disso,

temos evidéncias da formacao inicial do biofilme e presenga de material extracelular em superficie de

silicio (mesma do cristal ATR-FTIR) apenas apds 4 horas do momento de inoculacdo (se¢do 4.1).
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Como mencionado na secdo 2.1, resultados da literatura [5, 6, 103, 106] sugerem que o EPS
pode estar fundamentalmente envolvido no estdgio de adesdo irreversivel do biofilme. Flemming e
Wingender, em recente trabalho de revisao sobre o papel do EPS no biofilme [106], consideram o
EPS como responsavel pela adesdo e coesdo do biofilme. Eboigbodin e colaboradores [100]
classificam o EPS em EPS livre, que envolve o biofilme, e EPS capsular, de cardter protéico,
envolvendo as células individualmente. Através da adicdo de EPS livre na solu¢do durante o
crescimento da bactéria E. coli, eles observaram um aumento da agregacdo célula-célula indicando
que o EPS livre induz processos de adesdo celular. Lembrando que o EPS € composto principalmente
por polissacarideos [100], a banda em 1043,2 cm™ indica a presenca de EPS desde o estégio inicial da
formacdo do biofilme de Xf. As imagens de SEM e AFM apresentadas nesse trabalho para estigios
iniciais (secd@o 4.1) e avancados (se¢ao 4.2) de formagao do biofilme também mostram a presenca de
material extracelular ao redor das células aderidas irreversivelmente. Outros autores também nao
somente observaram material extracelular ao redor de biofilmes utilizando técnicas de imagens como
também atribuiram essa substancia ao EPS, ainda que nenhuma andlise quimica da amostra fosse
realizada [5, 6]. Desta forma, os resultados apresentados nessa se¢do evidenciam quimicamente a
presenca de polissacarideos durante o processo de adesdo do biofilme sugerindo sua contribui¢do

nessa etapa.

—Xf em meio PW apds 48h de cultivo

—— Biofilme com 10 dias - centrifugado e seco
Células livres 10 dias - centrifugado e seco

—— Solucao apos 10 dias de crescimento de biofilme
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Figura 4.5.9: Espectros de ATR-FTIR para biofilmes cultivados por 48hs (aquisi¢do em solucdo) e cultivados por 10 dias

(lavados e secos), células livres de Xf (lavadas e secas) e solucao onde foram cultivados biofilmes.
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Figura 4.5.10: Deconvolugdo dos espectros de ATR-FTIR das bandas ao redor de 1111,9, 1077,2 e 1043,2 cm’! nos

graficos de Intensidade de Absorcdo (u.a.) versus Numero de Onda (cm™). (A) Biofilmes de Xf cultivados por 48hs no

interior da célula liquida do ATR-FTIR. (B) Biofilmes de Xf cultivados por 10 dias em estufa, lavados, secos e

transferidos para o cristal do ATR-FTIR. (C) Células livres de Xf em solucdo cultivadas por 10 dias em estufa,

centrifugadas, transferidas para o cristal do ATR-FTIR. (D) Solugdo livre de células onde o biofilme foi cultivado por 10

dias.
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Capitulo V

Discussao geral dos resultados obtidos

Nossos resultados sugerem que as caracteristicas da superficie, principalmente em termos de
grupos funcionais e potencial de superficie, influenciam ndo somente o desenvolvimento morfolégico
e genético do biofilme de Xf, como também o seu processo de adesao.

Um ponto original deste trabalho € a utilizacdo de superficies de celulose derivatizada na
observacao da formacdao do biofilme de Xf in vitro. Considerando que a celulose é o maior
constituinte do xilema, a utilizagdo dessas superficies aproxima o estudo in vitro ao problema real.
Killiny e colaboradores, em recentes publicagdes [107, 108], tem destacado a presenca dos
constituintes tanto da parede do xilema quanto do vetor'* transmissor como fatores importantes na
regulagdo génica e morfologia do biofilme de Xf. Neste sentido, os autores investigaram a expressao
génica, adesdo (via ensaios bioquimicos) e o volume do biofilme formado"® (através de MO) em
frascos de vidro na presenca de pectina e quitina. Para ambos os casos, eles observaram mudangas na
expressdo génica, além de um aumento na adesdo e volume do biofilme formado; em particular, a
expressdo génica ainda mostra uma alta expressdo de adesinas afimbriais na presenca de pectina.
Contudo, um fator importante nao discutido pelos autores e que devemos considerar é que, tanto no
xilema quanto no vetor, esses constituintes estdo empacotados na estrutura da parece celular vegetal
ou da superficie do foregut do vetor, tornando o acesso a esses constituintes mais complexo. Mesmo
do ponto de vista genético, foco principal abordado pelos autores, o fato da pectina e quitina se
encontrarem livres em solu¢do poderia influenciar a adesdo e desenvolvimento do biofilme de forma
distinta justamente devido a necessidade de enzimas para extracdo desses constituintes. Nossas
observacdes fenomenoldgicas por SEM e MO mostram diferentes estruturas e taxas de
desenvolvimento do biofilme (em nimero e tamanho) para as trés superficies analisadas, sendo que
em superficies de celulose, principalmente em AC, o processo ocorre de maneira mais lenta. Além
disso, nossos resultados mostram mudangas na expressdo génica de celulases para as diferentes
superficies, evidenciando novamente as caracteristicas do substrato como fator de dependéncia no

desenvolvimento geral do biofilme.

14 . L, . o~ .

Termo usado para os insetos responsaveis pela transmissdo bacteriana.
15 . o e . . - .

Em geral os trabalhos consideram o anel de biofilme formado em frascos de vidro sob agitagdo, diferentemente dos
nossos biofilmes cultivados em laminulas.
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Outra considerag@o importante sob o aspecto da influéncia da superficie € o efeito do meio de
cultura sobre a superficie. Embora alguns estudos, incluindo alguns trabalhos de revisao [3, 10, 25,
26], considerem a formacgdo do filme condicionante importante fator na adesdo, apenas poucos
trabalhos levam em conta as possiveis mudangas causadas por este filme na superficie e sua
conseqiiéncia na formacdo de biofilmes. Através de imagens de topografia, espectroscopia de IR e
medidas de angulo de contato, nossos resultados mostram a formac¢do de filme condicionante
transformando superficies a principio abidticas em bidticas. Essa é a provavel razdo da similaridade
da formacgdo do biofilme de Xf em superficies de Si e vidro (abidticas) sugerindo que a presenca do
filme condicionante cria as mesmas condi¢des de crescimento em termos das propriedades do
substrato. Além disso, também observamos mudangas nas propriedades fisico-quimicas das
superficies de celulose apds contato com o meio de cultura. As medidas de angulo de contato
mostram que as superficies de vidro, Si e EC diminuem seu grau de hidrofobicidade apds contato
com o meio de cultura, enquanto a superficie de AC nao foi alterada significativamente, indicando
um melhor desenvolvimento do biofilme de Xf em superficies hidrofilicas. Na literatura encontramos
varios estudos relacionando o grau de hidrofobicidade como fator determinante no processo de
adesdo microbiana [13, 17-19]. Em geral, estes trabalhos tém reportado um favorecimento do
processo de adesdo em superficies mais hidrofébicas. Cao e colaboradores [109] investigaram a
adesdo da bactéria E. coli em superficies de silicone modificadas com diferentes biopolimeros
utilizando SEM, curvas de forca (AFM) e angulo de contato. Eles concluem que a hidrofobicidade
nao pode ser utilizada como dnico critério para predizer a adesdo bacteriana; contudo, a natureza do
grupo funcional na superficie parece ser o principal fator de definicdo da interacdo entre substratos e
bactérias. Sob este aspecto, um efeito do meio de cultura nas superficies de celulose ndao pode ser
descartado. Neste sentido, nossas medidas elétricas mostram a modificacdo no PS da amostra apds
contato com meio de cultura, indicando alteracdes de carga também nos filmes de celulose. Em
particular, a superficie de AC mostra uma maior variacdo nos valores de PS apds a exposi¢cdo ao meio
de cultura PW. Isso poderia explicar a morfologia dos biofilmes cultivados nesta superficie, pois estes
se apresentam menos uniformes e com bordas menos definidas que os cultivados em substratos de Si
e EC.

Considerando este ultimo resultado, nossas medidas elétricas correlacionam os biofilmes de
Xf com melhor desenvolvimento com superficies de PS mais alto. Além disso, nossos experimentos
de espectroscopia de forca indicam que a deposi¢do dos constituintes do meio de cultura apresenta
menor efeito nas superficies de celulose e, ainda, que a adesina XadAl apresenta interagdo menor

com a superficie de AC que com as outras superficies. Wang e colaboradores [62] realizaram um

80



estudo da interac@o entre proteinas BSA e superficies modificadas com diferentes grupos funcionais
utilizando a mesma técnica. Neste trabalho, eles sugerem que a composi¢ao quimica, empacotamento
ou orientacdo das moléculas da superficie em solucdo devem estar mais envolvidos no processo de
adesdo do que a hidrofobicidade da superficie (medida por dngulo de contato). Considerando que
hidrofobicidade e potencial de superficie dependem da natureza dos grupos funcionais presentes nas
superficies, nossos resultados mostram, de forma quantitativa, uma correlacdo entre essas
propriedades e todo processo de formagdo do biofilme (da adesdo ao desenvolvimento). Neste
sentido, nossos resultados apresentam boa concordancia (qualitativa) com a teoria DLVO que tem
sido utilizada como modelo para adesdo bacteriana a superficies, ainda que este modelo nao inclua os
mecanismos de adesdo especifica (via adesinas) e produ¢do de material polimérico pela bactéria.

Ainda do ponto de vista de adesdo, através de imagens de SEM e biofilmes cultivados no
interior de célula liquida do AFM, nossos resultados sugerem uma adesao via aglomerados de células.
A auséncia de células unicas aderidas e a observacdo de aglomerados no periodo de apenas
4 — 6 horas da inoculacdo também indicam uma adesdo facilitada via aglomerados. Caserta e
colaboradores [109] realizaram um estudo da expressdao génica de quatro adesinas (fimbriais e
afimbriais). Neste estudo, eles ndo observaram expressdo para nenhuma destas proteinas quando a Xf
se encontrava em estado planctonico; contudo, observam altos niveis de expressdo, principalmente
para XadAl durante todos os estdgios do biofilme, corroborando com nossa sugestdao de processo de
adesdo facilitado por aglomerados celulares. Por fim, o cultivo do biofilme de Xf no interior de célula
liquida de ATR-FTIR mostrou que a produ¢do de polissacarideos ocorre desde o inicio da formagao
do biofilme. Associado a esse resultado, imagens de AFM e SEM indicam a presenca de matriz exo-
polimérica ao redor de células, aglomerados e biofilmes. Esses resultados sugerem a presenga desta
matriz como fator contribuinte na adesao e evolu¢do do biofilme.

Em resumo, nossos resultados evidenciam que a natureza quimica da superficie em termos de
grupos funcionais e, conseqiientemente, sua distribuicdo de carga, sdo fatores determinantes na
adesdo e desenvolvimento geral do biofilme. Ainda que seja invidvel propor um modelo de formagao
do biofilme de Xf apenas baseado nesses resultados, podemos sugerir, de maneira especulativa, que a
adesdo deva ser mediada inicialmente por interagdes eletrostaticas, onde a distribuicdo de carga em
ambas as superficies (substrato e célula), assim como a presenca de fons no meio possam favorecer
ou inibir este processo; em seguida, as adesinas e a producao de exo-polissacarideos devem tornar a
adesdo irreversivel. E, por fim, o desenvolvimento do biofilme pode estar relacionado aos grupos
funcionais da superficie, podendo estes servirem de sinalizadores para uma regulagdo génica. Além

disso, nosso trabalho alerta para a necessidade do uso de superficies mais proximas ao problema in
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situ mnas investigagdes realizadas in vitro. Outra preocupacdo que deve ser considerada nos
experimentos in vitro, abordada de forma ampla neste trabalho, € o meio de cultura utilizado e como

a presenca de seus constituintes afeta a superficie.
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Capitulo VI

Conclusoes e Perspectivas Futuras

Neste trabalho, vdrias técnicas experimentais foram empregadas numa abordagem ampla na
andlise da formacdo do biofilme de Xf e dos fatores de influéncia em seu desenvolvimento com
énfase nas propriedades fisico-quimicas das superficies. Em particular, e de forma original, biofilmes
de Xf foram cultivados em superficies de celulose derivatizada.

Imagens de microscopia (MO e SEM) mostram um desenvolvimento mais lento (em
quantidade e tamanho) dos biofilmes de Xf em superficies de celulose do que Si e vidro,
apresentando também diferentes estruturas. A avaliacdo dos niveis de expressdao de celulases por
gPCR mostra mudancas na expressdo desses genes para cada superficie e também em relacdo a
evolucdo temporal do biofilme. As propriedades das superficies empregadas foram caracterizadas em
termos de rugosidade (AFM), hidrofobicidade (angulo de contato), grupos funcionais (ATR-FTIR) e
potencial de superficie (AFM no modo Kelvin Probe). A rugosidade da superficie ndao apresenta
relacdo direta com a formagdo do biofilme. Contudo, caracteristicas relacionadas a quimica da
superficie como hidrofobicidade, grupos funcionais e PS sdo fatores de influéncia na formacao do
biofilme de Xf, sendo que a distribui¢do de carga na superficie sugere ser fator determinante, tanto na
adesdo quanto no desenvolvimento dos mesmos. Além disso, medidas de espectroscopia de forca
(AFM) realizadas para estudo de adesdo especifica mediada pela proteina XadAl mostram uma
interacdo mais fraca com a superficie de AC corroborando a interpretacdo dos resultados de PS. Por
fim, medidas de ATR-FTIR associadas a imagens de SEM e AFM indicam a contribuicao de
substancias exopoliméricas na formacao inicial do biofilme de Xf.

Desta forma, consideramos que esta tese trata de um sistema complexo, biofilme bacteriano,
de maneira diferenciada a comumente empregada em biologia resultando em fortes contribuicdes de
interesse cientifico, ndo somente para Xf, como também para o estudo de biofilmes em geral. Além
disso, consideramos que o trabalho abre novas dire¢des para estudos na érea.

Diante dos resultados apresentados nesta tese para a Xf, vdrios pardmetros poderiam ser
modificados nas condi¢des experimentais com a finalidade de um melhor entendimento na formagao
do biofilme em termos da superficie. Poderiamos destacar, por exemplo, a mudanca nos constituintes
no meio de cultura e seu efeito no filme condicionante na superficie. Em particular, o fosfato parece
ser regulador génico para outros biofilmes; desta forma, variacdes na concentracio de fosfato para as

mesmas superficies empregadas neste trabalho e uma andlise paralela do desenvolvimento do
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biofilme, desde as etapas iniciais, juntamente com as superficies aqui empregadas poderiam elucidar
o papel do fosfato na formac¢ao do biofilme de Xf. Seguindo o mesmo estudo, a adi¢do de céations em
diferentes concentragdes na solucdo poderia contribuir para o esclarecimento do comportamento do
biofilme nestas superficies em relacdo as condi¢cdes do meio. Outras superficies com constituintes
proximos ao xilema poderiam também ser desenvolvidas e testadas com a finalidade de um melhor
entendimento do problema in vivo através de experimentos in vitro. Durante este estudo, tentamos
desenvolver filmes finos compostos apenas de pectina (dados n@o mostrados); contudo, ndo
obtivemos filme com boa adesdao. Uma possibilidade seria a mistura de constituintes, por exemplo,
superficies de celulose com pectina. Por fim, outras adesinas poderiam ser estudadas através da
espectroscopia de forca para a determinag@o das forgas envolvidas e, ainda, solu¢des inibidoras de
adesdo poderiam ser injetadas durante as medidas para avaliar as mudancas na forca de interagdo

entre as proteinas e superficie.
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