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Resumo

0 género Arcobacter tem atualmente 18 espécies descritas, das quais se destaca a espécie A.
butzleri, uma vez que esta é atualmente considerada um agente enteropatogénico zoonotico
emergente tanto para animais como para humanos. Este microrganismo € geralmente
detetado em produtos de origem alimentar e em agua, possuindo também elevada resisténcia
antimicrobiana a antibioticos e desinfetantes o que tem conduzido, nos Ultimos anos, a
necessidade de desenvolver novas técnicas e investigar novos compostos para o controlo e,
em Ultima instancia, erradicacdo desta bactéria. O resveratrol, principal composto da familia
das fitoalexinas, possui inUmeras propriedades bioativas, nomeadamente a atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tendo sido
recentemente demonstrada a sua inibicao sobre espécies de Arcobacter. De modo a fomentar
a utilizacao deste composto em diversas aplicacoes, a sua baixa estabilidade e solubilidade
aquosa tém vindo a ser ultrapassadas pela sua complexacao e inclusdo em diversos polimeros
como, por exemplo, ciclodextrinas, sais biliares e microesferas poliméricas. De facto, a
complexacao do resveratrol com ciclodextrinas modificadas demonstrou um aumento
consideravel da solubilidade aquosa e da fotoestabilidade deste composto. Desta forma, o
objetivo deste trabalho residiu no estudo da atividade antimicrobiana do resveratrol (RV), sob
a forma de complexos de inclusao com a ciclodextrina modificada hidroxipropil-gama-
ciclodextrina (HP-y-CD) contra uma estirpe de referéncia de A. butzleri (LMG 10828), dois
isolados de origem animal (AB 17/11 e AB 36/11) e dois isolados de origem clinica (INSA 593 e
INSA 776).

Primeiramente procedeu-se a determinacédo dos fatores de viruléncia, onde os dois isolados
clinicos revelaram a presenca dos genes cadF, tlyA, cj1349, hecA, pldA, ciaB e mviN; a
estirpe AB 36/11, apresentou mais um gene, o hecB, enquanto as estirpes LMG 10828 e AB
17/11 além dos oito genes descritos anteriormente, apresentaram no seu genoma o gene irgA.
A resisténcia das estirpes a 9 antibidticos comuns foi também determinada, observando-se
para a estirpe de referéncia e para os isolados clinicos a resisténcia a ampicilina, a
amoxicilina, a vancomicina, a cefoperazona, a piperacilina e ao trimetoprim. Para além de
apresentar resisténcia a estes antibioticos, a estirpe AB 36/11 tem resisténcia a
ciprofloxacina. A estirpe AB 17/11 foi de todas elas, aquela que apresentou maior
suscetibilidade, uma vez que o seu perfil de resisténcia inclui apenas os antibi6ticos
vancomicina, ciprofloxacina e trimetoprim. A suscetibilidade do microrganismo aos complexos
de inclusao (Cl) formados foi determinada pelo método de microdiluicao, onde se observou
776 e 64 pg/mL para AB 36/11, AB 17/11 e INSA 593. Nesta fase foi também avaliada a

suscetibilidade na presenca de RV livre, obtendo-se uma CMI de 100 pg/mL para as cinco
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estirpes. De modo a determinar a acao bacteriostatica ou bactericida dos Cls foram realizadas
curvas de morte para um isolado clinico (INSA 776) e um de origem animal (AB 36/11), o que
permitiu concluir que os Cls possuem atividade bactericida dependente tanto do tempo de
incubacdao como da concentracao de agente antimicrobiano. Para concentracées de Cl
correspondentes a 2x e 4x a CMI a viabilidade celular é semelhante para os dois isolados,
sendo que o isolado de origem humana demonstrou ser mais suscetivel. Para o RV livre, o
efeito bactericida ocorre de forma mais rapida para 1x, 2x e 4xCMI em ambos os isolados. O
mecanismo de acao dos Cl foi avaliado por citometria de fluxo para estes dois isolados,
usando os fluorocromos SYTO® 40 para marcacdo de todas as células, bis-(acido 1,3-
dibutilbarbiturico) trimetina oxonol (BOX) e 5-ciano-2,3-ditolil cloreto de tetrazolio (CTC),
para avaliacdo de alteracdes a nivel do potencial de membrana e atividade metabodlica,
respetivamente. Os resultados de citometria de fluxo demonstraram que, com o aumento da
concentracdo de Cl, ocorre a diminuicdo da atividade metabdlica das células e,

consequentemente, o aumento da despolarizacao da membrana das mesmas.

Dado que a formacédo de biofilmes por parte dos microrganismos esta associada com a sua
viruléncia, colonizacao e resisténcia a antibidticos, torna-se importante a sua monitorizacao
bem como o estudo de formas que inibam o seu desenvolvimento. Assim sendo, foi também
evidenciada a acao dos Cls e do RV livre na formacao e na promocao da dispersao de biofilmes
pré-formados, com elevada reducdo de biomassa de biofilme para as concentracdes de 1x, 2x
e 4x a CMI.

De forma geral, os resultados demonstram que os Cls apresentam atividade antimicrobiana
sobre os isolados de A. butzleri tanto em células planctonicas como em biofilmes, sugerindo
a aplicacao destas formulacdes como solucdes de origem natural para a indUstria alimentar

contra o desenvolvimento de Arcobacter spp.
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Abstract

Currently, the genus Arcobacter has 18 described species, with the most relevant being A.
butzleri since it is now considered an emerging zoonotic enteropathogenic agent for both
animals and humans. This microorganism is usually detected in food products and water
environments and also presents a high antimicrobial resistance to antimicrobials and
disinfectants which has led, in recent years, to the need to develop new techniques and to
search new compounds for the control and, even, eradication of this bacterium. Resveratrol,
the main compound of the phytoalexins family, has innumerous bioactive properties,
including antimicrobial activity against fungi and Gram-positive and Gram-negative bacteria,
and recently its inhibition over Arcobacter species was demonstrated. In order to promote the
use of this compound in various applications, its low stability and water solubility have been
overcome by its complexation and inclusion in various polymers such as cyclodextrins, bile
salts and polymeric microspheres. In fact, resveratrol complexation with modified
cyclodextrins showed a considerable increase in the aqueous solubility and photostability of
this compound. Thus, the main goal of this work was the evaluation of resveratrol
antimicrobial activity, inclusion complexes with modified cyclodextrin hydroxypropyl-gamma-
cyclodextrin (HP-y-CD) against an A. butzleri reference strain (LMG 10828), two animal origin
(AB 17/11 and AB 36/11) and two clinical origin (INSA 593 and INSA 776) isolates.

The first step of the study was the determination of the virulence factors where both clinical
isolates presented the cadF, tlyA, cj1349, hecA, pldA, ciaB and mviN genes, the strain AB
36/11 presented one more gene, hecB while the strains LMG 10828 and AB 17/11 presented in
their genome the gen irgA besides the eight ones already described for the other strains. The
antimicrobial resistance profile to 9 common antibiotics was also evaluated and the results
showed that both the reference strain and the clinical isolates were resistant to ampicillin,
amoxicillin, vancomycin, cefoperazone, piperacillin and trimethoprim. Besides being resistant
to all antibiotics previously mentioned, the strain AB 36/11 also presented resistance to
ciprofloxacin. The strain AB 17/11 was the one that exhibited the highest susceptibility since
its resistance profile only included vancomycin, ciprofloxacin and trimethoprim. This
microrganism’s susceptibility to the inclusion complexes (ICs) was determined by the
microdilution method where minimum inhibitory concentrations (MIC) of resveratrol
contained in the IC of 256 pug/mL for strains LMG 10828 and INSA 776 and 64 ug/mL for AB
36/11, AB 17/11 and INSA 593 were obtained. At this stage, the susceptibility of all strains to
free RV was also assessed, obtaining a MIC of 100 ug/mL for the five strains studied. In order
to determine the bacteriostatic or bactericidal action of ICs, time-kill curves were performed
for a clinical (INSA 776) and an animal origin (AB 36/11) isolates, which showed that the

observed bactericidal activity of the ICs was dependent on both incubation time and
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antimicrobial agent concentration. For IC concentrations corresponding to 2x and 4x MIC, cell
viability is similar for both isolates, with the clinical origin isolate exhibiting a higher
susceptibility when exposed to concentrations equal to MIC values. For free RV, the
bactericidal effect occurs more quickly for 1x, 2x e 4xMIC in both isolates. The ICs mechanism
of action was evaluated by flow cytometry for these two isolates, using SYTO® 40
fluorochrome for total cell staining and bis-(1,3-dibutylbarbituric acid)trimethine oxonol
(BOX) and 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) for the evaluation of cell membrane
potential and metabolic activity, respectively. Flow cytometry results showed that increasing
IC concentration led to increased reduction of the metabolic activity of cells which, in turn,
resulted in increased cell membrane depolarization. A microorganism’s ability to form
biofilms is commonly associated with its increased virulence, colonization and resistance to
antibiotics, thus being of extreme relevance to monitor these biofilms’ formation while
studying new ways to prevent or inhibit their development. Given this, this work also
evidenced ICs and free RV action on biofilm formation as well as dispersion of pre-formed
biofilms showing a high reduction in the biofilm’s biomass for concentrations of 1x, 2x and 4x
CMI.

Overall, the results obtained in this work showed that the ICs exhibited antimicrobial activity
over A. butzleri reference strain and isolates both in planktonic cells and biofilms, suggesting
the application of these natural-origin formulations in the food industry to prevent

Arcobacter spp. development.

Keywords

Resveratrol; cyclodextrin; inclusion complex; Arcobacter butzleri; antibacterial activity;

biofilm.
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1. Introducao

A relevancia clinica e a incidéncia das espécies de Arcobacter como potencial agente
patogénico humano podem ter sido subestimadas devido a falta de métodos de detecao e
identificacao deste organismo (Vandenberg et al., 2004). No entanto, a sua presenca foi
descrita em alimentos (maioritariamente de origem animal), em aguas, instalacdes de
processamento e manipulacao de alimentos e em amostras humanas (Ho et al., 2007). Desde
o seu primeiro isolamento, trés das espécies deste género, Arcobacter butzleri e, mais
raramente, Arcobacter cryaerophilus e Arcobacter skirrowii foram associadas com doencas
animais, incluindo diarreias e abortos (Rivas et al., 2004) e com doencas humanas como

enterites e, em alguns casos, bacteriemias (Lehner et al., 2005; Vandenberg et al., 2004).

1.1. O género Arcobacter

1.1.1. Taxonomia

Incluida na classe e-Proteobacteria, a familia Campylobacteraceae apresenta trés géneros
distintos: Arcobacter, Campylobacter e Sulfurospirillum (Levican et al., 2012). O género
Arcobacter (Tabela 1) foi proposto em 1991 por Vandamme et al. para incluir duas espécies
inicialmente consideradas como Campylobacter-aerotolerantes, Campylobacter cryaerophilus
e Campylobacter nitrofigilis, sendo estas espécies atualmente denominadas como Arcobacter

cryaerophilus e Arcobacter nitrofigilis, respetivamente (ColladoeFigueras, 2011).

Tabela 1. Representacao taxondmica do género Arcobacter.

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe g-Proteobacteria
Ordem Campylobacterales
Familia Campylobacteraceae
Género Arcobacter

Até ao momento, foram ja reconhecidas 18 espécies do género Arcobacter (Levican et al.,
2013; Sasi Jyothsna et al., 2013). A taxonomia deste género baseia-se, principalmente, na

analise do gene 16S do rRNA e, atualmente, na analise filogenética “multilocus”, uma técnica
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mais discriminativa baseada na concatenacdo de fragmentos internos de genes
“housekeeping” (Calvo et al., 2013; Collado e Figueras, 2011; Levican et al., 2012, 2013).
Para todas as espécies de Arcobacter ja descritas, existe um nivel de similaridade
interespecifica baseada na sequéncia do gene 16S do rRNA, sendo as espécies A. cloacae e A.
ellisii as mais relacionadas (Figura 1), com 99,6% de similaridade (Levican et al., 2013). Num
estudo efetuado em 2008 onde se procedeu a analise filogenética de 60 genes a partir de
genomas de A. butzleri, de outros membros da familia Campylobacteraceae e de outras
bactérias relacionadas, foi demonstrado que a espécie filogeneticamente mais proxima de A.
butzleri é a espécie Sulfurimonas denitrificans, o que comecou a levantar algumas davidas

sobre a inclusao desta espécie na familia Campylobacteraceae (ColladoeFigueras, 2011).

75 Arcobacter skirrowi 449/80T (L14625)
Arcobacter trophiarum 64T (FN650333)
Arcobacter crvaerophilus Neill A 169/BT (L14624)
Arcobacter cibarius CCUG 48482T(AJ607391)
Arcobacter thereius 16389T (AY314753)
71 Arcobacter butzleri D2686T (AY621116)
Arcobacter nitrofigilis CI' (L14627)
Arcobactervenerupis F67-11T (HE565359)
5 “Arcobacter suis " F41T (FI573216)
o % ‘ Arcobacter defluvii SW28-11T (HQ115595)
81 | [ Arcobacter elisii F79-6T (FR717550)
99 “—«Arcobacter cloacae™ SW28-13T (HE565360)
Arcobacter mytili F2075T (EU669904)
Arcobacter halophilus LA31BT (A F513455)
83 Arcobacter marinus CL-S1T (EU512920)
98 Arcobacter molluscorum F98-3T (FR675874)
Arcobacter anaerophilus JC83 (FR686495)
100 Arcobacter anaerophilus sp. nov. JC84T (FR686494)

|
o5 | |

100

84

87
83

Arcobacter bivalviorum FAT (FI573217)

0.01

Figura 1. Arvore filogenética das espécies do género Arcobacter, tendo por base a similaridade da
sequéncia do gene 16S do rRNA. Fonte:Sasi Jyothsna et al., 2013

1.1.2. Carateristicas gerais

As espécies do género Arcobacter fazem parte do grande grupo de bactérias Gram-negativas
com caracteristicas fastidiosas (Arias et al., 2011; Lehner et al., 2005; Phillips, 2002;
Vandenberg et al., 2004). Como bactérias Gram-negativas, a sua parede celular é formada

por uma membrana rigida de peptidoglicano disposta em monocamada, uma membrana
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externa e o espaco periplasmatico (onde se encontra o periplasma). Devido a esta complexa
estrutura, a parede celular das bactérias Gram-negativas torna-se, assim, num fator limitante
a entrada de antibidticos na célula, podendo ser um dos principais motivos pela maior
resisténcia das bactérias Gram-negativas a agentes antibacterianos (Ferreira et al., 2010;
Prescot et al., 2002).

Os microrganismos deste género apresentam forma de bacilos curvados com um comprimento
entre 0,5 a 3,0 um e uma largura entre 0,2 a 0,9 um. Apods incubacao em placas de agar
sangue, as colonias apresentam uma coloracdo cinzenta esbranquicada, com um didametro
entre 2 e 4 mm (Sasi Jyothsna et al., 2013). Estas bactérias estdo caracterizadas como nao
formadoras de esporos, possuindo flagelos polares simples numa das extremidades da célula,
o que lhes confere motilidade (de Boer et al., 2013; Miller et al., 2007). Contudo, a recente
descoberta da existéncia da espécie Arcobacter anaerophilus levou a alteracao da descricao
deste género, dado que esta possui caracteristicas divergentes das restantes espécies, por
exemplo, esta espécie nao apresenta flagelos e o seu crescimento ndo é possivel em agar
sangue contrariamente ao que se verifica com todas as outras espécies pertencentes ao
género (Sasi Jyothsna et al., 2013). De uma forma geral, algumas das espécies da familia
Campylobacteraceae sdao patogénicas e/ou estdo associadas a um hospedeiro em particular
(Miller et al., 2007). No caso do género Arcobacter, apenas trés das dezoito espécies
descritas sdo consideradas patogénicas, havendo outras espécies que ndo estdo associadas a
qualquer tipo de hospedeiro, nao apresentando, desta forma, patogenicidade para os

organismos vivos (Cervenka, 2007; Miller et al., 2007).

Os géneros Campylobacter e Arcobacter apresentam morfologia e taxonomia semelhante;
contudo, enquanto as espécies de Campylobacter necessitam de uma atmosfera especifica
com baixo teor de oxigénio, microaerofilia, para crescerem e se desenvolverem, as espécies
de Arcobacter tém a capacidade de o fazer nestas condicdes e também na presenca de
concentracbes mais elevadas de oxigénio (Miller et al., 2007), com a excecdao de A.
anerophilus cujo crescimento so € possivel em condicdes de anaerobiose (Sasi Jyothsna et al.,
2013). Uma outra caracteristica que permite distinguir estes dois géneros passa pela
temperatura a que as espécies sao capazes de crescer. Enquanto as espécies de
Campylobacter s6 se desenvolvem a temperaturas mais elevadas, entre 37 e 42 °C, as
espécies do género Arcobacter tém a capacidade de crescer a temperaturas mais baixas, num
intervalo de temperatura entre 15 e 37 °C (Collado e Figueras, 2011; Zanetti et al., 1996),
tendo sido também descritas algumas espécies com a capacidade de se desenvolverem
igualmente a 42 °C (Shah et al., 2011). Outra diferenca entre os dois géneros reside no grau
de halotolerdncia, uma vez que as bactérias do género Arcobacter sdo geralmente
reconhecidas como resistentes a um nivel de salinidade superior, ou seja, a um nivel mais

baixo de atividade da agua (Cervenka, 2007).
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Quanto as suas caracteristicas bioquimicas, as bactérias do género Arcobacter sao catalase-
positivas, com excecao das espécies A. halophilus, A. marinus e A. anaerophilus, e oxidase-
positivas, sdo capazes de reduzir nitratos, excluindo as espécies A. cibarius, A. trophiarum,
A. mytilii, A. bivalviorum e a maioria das estirpes de A. cryaerophilus, e de hidrolisar o
acetato de indoxilo (exceto A. mytili e A. molluscorum), nao sendo, no entanto, capazes de
hidrolisar o hipurato (Arias et al., 2011; Collado e Figueras, 2011; Levican et al., 2013). Na
tabela 2 estdo representadas as caracteristicas bioquimicas das trés espécies do género
Arcobacter consideradas patogénicas.

Tabela 2. Principais caracteristicas bioquimicas de A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii.

Caracteristicas A. butzleri A. cryaerophilus  A. skirrowii
Oxidase + + +
Catalase + + +
Urease . - -
Reducao de Nitratos + + +

Hidrolise de Hipurato - - .

Hidrélise de Indoxil Acetato + + +

1.1.3. ldentificacdo genémica

Até a data, ainda ndo existe nenhum método padronizado para a detecdo de Arcobacter,
apesar de varias abordagens como testes bioquimicos, perfis proteicos e perfis de acidos
gordos terem ja sido utilizadas para diferenciar entre espécies deste género. Os métodos de
detecéo e identificacdo moleculares tém sido das ferramentas mais utilizadas em laboratdrios
de microbiologia clinica para a detecao e identificacao de Arcobacter (de Boer et al., 2013).
Até a data, foram ja desenvolvidos varios protocolos de reacdao em cadeia da polimerase
(“polymerase chain reaction”, PCR) diferentes e especificos para a identificacdo de
Arcobacter, sendo, até ao momento, o método de “Multiplex-PCR” desenvolvido em 2000 por

Houf e colaboradores, o mais utilizado a nivel mundial (Collado e Figueras, 2011).

1.1.4. Distribuicao

As espécies de Arcobacter sao frequentemente isoladas de produtos de origem animal. Apesar
da frequéncia descrita, o facto de nao existir um método de detecdo padrao, podera ter
resultado numa subestimacao da verdadeira ocorréncia destes microrganismos em alimentos
(Cervenka, 2007). Foram ja realizados varios estudos para o isolamento e identificacdo de

espécies deste género, em amostras de produtos de origem animal, como carcacas de aves
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domesticas, carnes de porco e de vaca (Atabay et al., 2003; Houf e Stephan, 2007; Johnson,
2002; Kabeya et al., 2004; Ohlendorf e Murano, 2002) que mostraram que, a espécie que é
mais comumente isolada é A. butzleri, seguindo-se A. cryaerophilus (de Boer et al., 2013;
Rivas et al., 2004).

No que respeita a presenca de Arcobacter em fontes de agua, as espécies de Arcobacter tém
sido detetadas em varios tipos de agua, incluindo baias, aguas subterraneas, aguas
superficiais, aguas marinhas e no esgoto bruto (Diergaardt et al., 2004; Lehner et al., 2005).
As aguas residuais sao um importante reservatorio de A. butzleri, sendo esta a Unica espécie
do género isolada a partir de pocos de agua usados como fontes de agua potavel (Rice et al.,
1999). Talvez devido a sua existéncia em fontes de agua, a presenca desta espécie foi
também descrita em plancton, sendo estas bactérias mais abundantes quando associadas a
este do que na sua forma livre (Fera et al., 2008). Neste sentido, € igualmente importante
salientar a habilidade que A. butzleri tem de estabelecer endossimbiose com amebas de vida
livre, que além de lhe servirem de transporte, servem também como agentes protetores de

fatores ambientais adversos (Fernandez et al., 2012).

1.1.5. Vias de transmissao

A transmissao de Arcobacter é altamente favorecida pelas caracteristicas da propria bactéria,
uma vez que tem a capacidade de sobreviver em ambientes adversos, devido a sua tolerancia
a elevadas concentracoes de hipoclorito de sodio, metais pesados e a capacidade de crescer a

baixas temperaturas, em ambientes secos e aderir a diversas superficies (Cervenka, 2007).

Apesar da imensa variedade de bactérias que fazem parte da flora intestinal do ser humano,
nenhuma espécie de Arcobacter faz parte desse grupo, levando a crer que a via de
transmissdao mais provavel destes microrganismos passa pelo consumo de agua e/ou alimentos
de origem animal (carne, leite ou mariscos) ja contaminados (Arias et al., 2011; Collado e
Figueras, 2011; Lehner et al., 2005; Miller et al., 2007). O contacto com as fezes de animais
domeésticos contaminados e, em certos casos, com a sua saliva pode, também, representar

uma forma de transmissao (Collado e Figueras, 2011).

De forma semelhante a que ocorre no ser humano, pensa-se que a transmissao de Arcobacter
aos animais é efetuada, do mesmo modo, pelo consumo de aguas contaminadas (Snelling et
al., 2006). Contudo, se nao ocorrer contaminacao dos animais ainda vivos, o posterior
contacto das suas carcacas com fezes de animais contaminados durante o processamento das

carnes pode ser a fonte de transmissao deste microrganismo (Aydin et al., 2007).
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1.1.6. Manifestacdes clinicas

Tém sido identificadas inUmeras doencas emergentes que afetam o ser humano, na sua
maioria de origem infeciosa, incluindo doencas bacterianas, virais, parasiticas que sao, por
vezes, de dificil classificacao. Muitas destas enfermidades sao de origem zoondtica, ou seja,
resultam da transmissdao a humanos de agentes patogénicos de outras espécies animais como
€ o caso do género Arcobacter, bactéria classificada como agente zoondtico emergente e de
grande importancia publica (Calvo et al., 2013). Uma vez que este microrganismo é mais
frequentemente isolado de amostras de fezes diarreicas do que amostras de fezes nao
diarreicas, € sugerido que esta bactéria ndo € meramente um comensal humano, mas sim um

microrganismo com relevancia clinica (Miller et al., 2007).

Nos casos ja reportados, a bactéria A. butzleri encontra-se associada a doencas intestinais
humanas (Phillips, 2002), onde o quadro clinico associado a infecao por este microrganismo se
traduz maioritariamente por diarreias aquosas persistentes acompanhadas de dor abdominal,
colicas e vomitos, podendo, em alguns casos, ocorrer febre (Vandenberg et al., 2004). Este
microrganismo foi relacionado com bacteriemias em criancas e em adultos, nomeadamente
num paciente com cirrose hepatica e em dois pacientes que sofriam de doenca crénica
subjacente (Phillips, 2002; Arias et al., 2011). Além de ter sido associada a diarreia cronica,
esta bactéria foi igualmente ligada a casos de diarreia de viajantes, uma vez que um estudo
revelou a presenca de A. butzleri em 13 % das refeicoes servidas nos cinco melhores
restaurantes de Bangkok (Teague et al., 2010) e 8 % dos visitantes das cidades de Guatemala,
México e India apresentaram casos positivos de diarreia; porém, uma vez que A. butzleri foi
detetada conjuntamente com outros microrganismos, nao € possivel associar diretamente A.

butzleri como o agente causador da infecao dos pacientes em estudo (Jiang et al., 2010).

1.1.7. Fatores de viruléncia

0 termo viruléncia refere-se ao grau ou intensidade da patogenicidade, ou seja, ao potencial
de um organismo originar doenca. Varias caracteristicas fisicas e quimicas contribuem para
esta patogenicidade, sendo estas caracteristicas individuais que conferem viruléncia
denominadas de fatores de viruléncia. A viruléncia de um microrganismo depende de varios
fatores, como a capacidade de entrar, aderir e colonizar um hospedeiro de forma a evitar,
subverter ou ultrapassar as defesas inatas do mesmo, o que lhe permitira, posteriormente
multiplicar-se ou persistir, causando lesao tecidular ou doenca, podendo ter a capacidade de

sair e transmitir a infecao a outros hospedeiros (Ferreira, 2010; Prescot, 2002).

Com a finalidade de compreender mais capazmente os mecanismo de viruléncia e
patogenicidade de Arcobacter, nos Ultimos anos, tém sido realizados varios estudos com o

intuito de demonstrar a capacidade de aderéncia (Carbone et al., 2003; Gugliandolo et al.,
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2008; Ho et al., 2007; Houf e Stephan, 2007; Vandenberg et al., 2004), invasao (Fernandez et
al., 1995; Ho et al., 2007; Vandenberg et al., 2004) e citotoxicidade (Carbone et al., 2003;
Gugliandolo et al., 2008; Johnson, L. G., 2002; Vandenberg et al., 2004) desta bactéria em
diversas linhas celulares. Considerando os estudos apresentados até 2011, de um modo geral,
para as trés espécies consideradas patogénicas, os estudos concluiram que cerca de 55 % das
estirpes apresentam capacidade de aderéncia (53/97), 21 % de capacidade invasiva (9/42) e
85 % de citotoxicidade (164/194) (Collado e Figueras, 2011).

Num estudo realizado em 2009, células epiteliais do cdlon humano HT-29/B6 foram infetadas
com duas estirpes de A. butzleri para tentar compreender o mecanismo pelo qual este
microrganismo causa diarreia. Os resultados indicaram uma reducao na expressao de algumas
proteinas das juncdes apertadas, mais concretamente das claudinas 1, 5 e 8, originando uma
disfuncao na barreira epitelial, um aumento concomitante do transporte paracelular e a
apoptose das células, podendo levar assim a uma diarreia persistente (Figura 2) (Biicker et
al., 2009).

Um dos maiores fatores de viruléncia associado a outras bactérias da familia
Campylobacteraceae passa pela capacidade de inducdo da expressdao de citocina pro-
inflamatoria interleucina-8 (IL-8), que promove a quimiotaxia dos neutréfilos no processo
inflamatorio. Esta capacidade foi igualmente relatada para estirpes de A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii, e A. cibarius. No entanto, apesar de todas as estirpes mostrarem
capacidade de induzir a expressao de IL-8 em linhas celulares tumorais humanas de cancro
colorrectal, Caco-2, e em células epiteliais do intestino de porco, ndo foi encontrada

nenhuma correlagcdo com os niveis de adesdo e/ou invasao celular (Ho et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismo de viruléncia proposta para A. butzleri. Fonte: Collado e Figueras, 2011.
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A presenca de genes que determinam viruléncia foi também relatada para Arcobacter, tanto
em estirpes clinicas como em estirpes nao clinicas. Alguns exemplos destes genes sao os genes
gue codificam para proteinas de ligacao a fibronectina (cadF e cj1349), para a fosfolipase A
(pldA) e para a proteina principal da membrana externa (porA). Os genes que codificam
antigénios associados a invasao celular (ciaB), bem como outros essenciais a biossintese do
peptidoglicano (mviN) e o gene da hemolisina (tlyA) também estao presentes em A. butzleri.
Além destes, o gene hecB que codifica uma proteina ativadora de hemolisina, hecA, membro
da familia de hemaglutinina filamentosa, e irgA que codifica uma proteina da membrana
externa regulada por ferro também foram também ja relatados para esta espécie (Collado e
Figueras, 2011; Douidah et al., 2012; Karadas et al., 2013). No entanto, ainda nao se
determinou se as funcdes destes genes sdo semelhantes as ja descritas para outras espécies

homologas (Karadas et al., 2013).

Os flagelos bacterianos e as suas subunidades proteicas, as flagelinas, além de estarem
envolvidos na motilidade e na quimiotaxia das células, desempenham, também, um
importante papel na colonizacao e invasao celular. Tanto os genes da flagelina flaA como flaB
foram encontrados em estirpes de A. butzleri, sendo que apenas o primeiro foi descrito como
necessario para a motilidade da célula. No entanto, os estudos realizados ainda ndo sao
suficientes para elucidar se o flagelo presente na célula pode ser considerado um fator de
viruléncia essencial para colonizacdo do trato gastrointestinal (Collado e Figueras, 2011; Ho
et al., 2008).

1.1.8. Resisténcia a antibioticos

Na era pré-antibiotica, as doencas infeciosas eram a principal causa de morte. No entanto,
com a industrializacdo da sociedade, a indistria farmacéutica tornou-se umas das maiores
areas de desenvolvimento técnico-cientifico, tendo como objetivo principal a descoberta de
novas moléculas terapéuticas cada vez mais potentes e eficazes, sem quaisquer efeitos
toxicos e com poucos ou nenhuns efeitos secundarios. Desta forma, a medicina moderna
tornou-se dependente destes agentes que destroem ou inibem o crescimento dos
microrganismos patogénicos a concentracdes tao baixas que nao sdo possiveis de causar danos
no hospedeiro. Apd6s o acaso da descoberta do primeiro antibidtico, a penicilina, por
Alexander Fleming, o avanco na procura de agentes antimicrobianos e a sua utilizacao no
tratamento de doencas infeciosas nao tem cessado. (Ferreira, 2010; Prescot, 2002).

A elevada eficacia dos antibidticos conduziu a sua utilizacdo em larga escala, tanto no
tratamento de doencas no Homem como em animais, o que resultou no desenvolvimento de
estirpes microbianas resistentes a estes agentes antibacterianos, com uma maior incidéncia a
nivel hospitalar, dificultando, desta forma, o tratamento de doencas infeciosas por falta de

opcoes terapéuticas (Ferreira, 2010; Son et al., 2007).
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No caso de infecao por espécies de Arcobacter, e da mesma forma que acontece com
Campylobacter, alguns dos casos reportados de enterites e bacteriemia foram,
aparentemente, autolimitados, nao tendo sido necessario o uso de qualquer tipo de
tratamento antibacteriano. Porém, se for verificada um aumento de gravidade ou o
prolongamento dos sintomas, o tratamento destes casos podera justificar o uso de
antibioticos (Calvo et al., 2013; Collado e Figueras, 2011; Ho et al., 2008).

Como ja foi referido anteriormente, a espécie A. butzleri é, de entre as espécies do género,
aquela que mais importancia tem a nivel de patogenicidade para com o Homem e outros
animais e, além da sua vasta distribuicao e variabilidade genética, esta espécie apresenta
ainda resisténcia a varios agentes antimicrobianos (Ferreira et al., 2013). Uma vez que ainda
nao existem critérios internacionalmente aceites para os pontos de corte e testes de
suscetibilidade para Arcobacter (Son et al., 2007), atualmente os dados disponiveis resultam
da realizacao de diversos métodos, como E-teste, métodos de diluicdo em agar, de difusao
em agar com disco e métodos de microdiluicdo (Fera et al., 2003; Ferreira et al., 2013; Houf
et al., 2004, 2001; Son et al., 2007; Teague et al., 2010; Vandenberg et al., 2006). Os
resultados destes estudos tém demonstrado que muitas estirpes de A. butzleri sao resistentes
a varios antibioticos como a azitromicina, a clindamicina, a ciprofloxacina, o metronidazol, a
carbenicilina, a cefoperazona, ao acido nalidixico, a ampicilina e cloranfenicol (Calvo et al.,
2013; Collado e Figueras, 2011).

E importante salientar que os estudos de suscetibilidade antimicrobiana com estirpes de A.
butzleri, tanto de origem animal como humana sdo muito reduzidos, e na auséncia de um
tratamento especifico recomendado, este torna-se empirico (Collado e Figueras, 2011). O
tratamento com fluoroquinolonas e tetraciclina, tal como com aminoglicosideos foi proposto
para as infecoes causadas por Arcobacter em humanos e animais, uma vez que estes
apresentam uma boa atividade contra estirpes deste género (Calvo et al., 2013; Son et al.,
2007).

1.1.9. Estudos anti-Arcobacter

Varios estudos tém sido realizados de forma a eliminar estes microrganismos através do uso
de conservantes quimicos (Phillips e Duggan, 2001), métodos fisicos (Hilton et al., 2001) ou
aplicacdo de extratos de plantas (Adesiji e Adefioye, 2012) e 6leos essenciais (Irkinet al.,
2011). Cervenka e colaboradores (2004) estudaram o efeito do pH e da atividade da agua (aw)
sobre A. butzleri e A. cryaerophilus utilizando varios acidos organicos fracos, para o controlo
de pH e humectantes para controlar a ay. Verificou-se que, para o acido formico, tartarico e
citrico ocorre a inibicao de A. butzleri e A. cryaerophilus a pH 5,5 e 6,0, respetivamente, e
ambas as espécies demonstraram ser extremamente sensiveis a valores de ay inferiores a
0,98, quando utilizados cloreto de sédio (NaCl), glicerol e sacarose como humectantes. Estas

caracteristicas de crescimento podem ser restricoes importantes para a sobrevivéncia de
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Arcobacter spp. em alimentos e produtos alimentares (Cervenka et al., 2004). Num outro
acético e palmitico, sobre espécies de Arcobacter, onde se observou a inibicao de todas as
estirpes testadas pelos acidos organicos em estudos in vitro. Posteriormente, foi testado o
efeito de oito dos acidos organicos em estudo contra A. butzleri inoculado em carcacas de
galinha demonstrando que os oito acidos testados suprimiram a proliferacdo bacteriana
(Skrivanova et al., 2011). As combinacdes de nisina com acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e de nisina com fosfato trisodico também demonstraram ser boas opcdes para a
eliminacdo de espécies de Arcobacter, uma vez que estes tratamentos combinados quando
aplicados em alimentos contaminados com Arcobacter demostraram ser mais efetivos em
comparacdo com os tratamentos de EDTA e fosfato trisédico realizados de forma isolada
(Phillips e Duggan, 2001).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos de cloroférmio ou metanodlicos de
dezassete especiarias e extratos de plantas medicinais contra A. butzleri, A. cryaerophilus e
A. skirrowii pelo método de difusdo em disco demonstrou a inibicdo do crescimento das trés
espécies de Arcobacter por todos os extratos testados, sendo que os extratos metanolicos de
canela, uva-de-urso, camomila, salvia e alecrim foram aqueles que mostraram a atividade
antimicrobiana mais forte (Cervenka et al., 2006). Seguindo uma linha semelhante, Irkin e
colaboradores investigaram a atividade de oleos essenciais comerciais contra espécies de
Arcobacter utilizando o método de difusdao em disco, concluindo que os 6leos de alecrim,
butzleri e A. skirrowii. Uma vez que, geralmente, a composicao do alimento reduz a
atividade antimicrobiana dos compostos, um estudo investigou o efeito do dleo essencial de
alecrim (0,5 % (v/m)) sobre A. butzleri num sistema de carne picada cozinhada mantida a 4

°C, tendo sido observada a inibicao completa da estirpe testada (Irkin et al., 2011).

1.1.10. A espécie Arcobacter butzleri

De entre as espécies reconhecidas pertencentes ao género Arcobacter, a espécie A. butzleri é
considerada a mais importante e prevalente. Foi classificada como um perigo grave para a
salde humana pela Comissao Internacional de Especificacées Microbiologicas para Alimentos
(Collado e Figueras, 2011) e é considerada, atualmente, como um enteropatogénico zoonotico
emergente para animais € humanos (Arias et al., 2011; de Boer et al., 2013; Vandenberg et
al., 2004). Como ja foi referido, a verdadeira incidéncia e importancia clinica deste agente
patogénico podem ter vindo a ser subestimadas devido a inexisténcia de métodos
padronizados para a sua identificacao (de Boer et al., 2013; Vandenberg et al., 2004);
contudo, e apesar dos problemas associados a sua detecao, foram ja descritos diversos casos
sobre o isolamento de A. butzleri e a associacao deste microrganismo a doencas entéricas em

animais e humanos (Fera et al., 2004). Esta bactéria foi isolada pela primeira vez em 1991
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por Kiehlbauch e colaboradores a partir de humanos, principalmente com doenca diarreica, e
de animais de varios continentes. Neste primeiro isolamento foi denominada por
Campylobacter butzleri, sendo, um ano mais tarde, esta classificacdo revista e incluida no
género Arcobacter por Vandamme e colegas (1992). A sua ampla distribuicio tem sido
associada a uma elevada variabilidade genética, com mdltiplos genotipos que podem ser
encontrados num Unico local ou mesmo num Unico animal (Ferreira et al., 2013). A. butzleri
esta naturalmente presente em ambientes aquosos, tanto de agua doce como de agua salgada
(Miller et al., 2007) e em diversos produtos de origem animal, com significativa prevaléncia
em carcacas e miudezas de aves domésticas, seguindo-se a carne de porco e de vaca
(Driessche e Houf, 2007), tendo ja sido isolada do trato intestinal e de fezes destes e de
outros animais (Collado e Figueras, 2011; Fernandez et al., 2007; Patyal et al., 2011). A sua
presenca foi também descrita em moluscos e leite de vaca obtido de animais com e sem
mastites (Patyal et al., 2011; Pianta et al., 2007; Vandamme et al., 1992) e nos matadouros e
superficies utilizadas para o processamento de carnes, principalmente de carnes de aves,
podendo esta Ultima, ser uma fonte de contaminacao cruzada das carnes em processamento
(Ferreira et al., 2013). A temperatura 6tima de crescimento de A. butzleri é 30 °C, mas esta
descrito que o seu crescimento é possivel dentro de um intervalo de temperaturas entre 10 e
37 °C, nao tendo sido detetado qualquer tipo de crescimento desta espécie a temperatura de
40 °C, ao contrario do que se verifica com outras espécies do género. Quanto ao pH, esta
bactéria consegue desenvolver-se entre valores de pH de 5 e 8,5, sendo que o pH 6timo para
o crescimento se situa entre 6 e 8 para uma temperatura de 30 °C (Jette Kjeldgaard e
Jargensen, 2009; Lehner et al., 2005).

1.2. Biofilmes

1.2.1. Formacao de biofilmes

Na maior parte dos ambientes naturais, industriais ou clinicos, as bactérias sdo encontradas
maioritariamente aderidas a determinada superficie inerte, ou seja, na forma de biofilmes
(Parsek e Singh, 2003). Os dados em que esta teoria se baseia foram obtidos principalmente
dos ecossistemas aquaticos naturais, em que observacdes microscopicas diretas e técnicas de
recuperacao direta mostraram que 99,9% das bactérias crescem em biofilmes numa grande

variedade de superficies (Donlan, 2002).

Os biofilmes formam-se a partir do momento em que microrganismos livres, no seu estado
plancténico, em resposta a estimulos ambientais especificos, como a disponibilidade de
nutrientes, aderem e crescem numa determinada superficie e produzem polimeros
extracelulares que facilitam a sua fixacao e a formacao de uma matriz, o que permite a

existéncia de uma comunidade de microrganismos ligados a essa mesma superficie (O’Toole
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et al., 2000). Desta forma, a formacao de um biofilmes pode ser compreendida por duas
etapas principais, adesao e desenvolvimento, apds o desenvolvimento o biofilme pode

propagar-se através da dispersao do mesmo (Figura 3) (Donlan, 2001).

Sinais de
destacamento

>~
Células
plancténicas Biofilme maduro

Estimulos
ambientais e -
interacdes iniciais N Sinais de
‘ desenvolvimento
=

Figura 3. Etapas da formacao de biofilme. Fonte: O’Toole et al., 2000.

Para se compreender a primeira etapa, isto €, a adesao das bactérias, é necessario conhecer
tanto as propriedades da superficie a qual os organismos irao aderir, como a superficie das
proprias células. Os materiais destas superficies de adesdao podem ter caracteristicas muito
distintas como serem hidrofdbicos ou hidrofilicos ou apresentarem superficies mais rugosas ou
suaves. As caracteristicas do material tém um efeito significativo na taxa de ligacdo e
extensao dos microrganismos do biofilme, sendo que, geralmente, os materiais com
caracteristicas mais rugosas e mais hidrofobicos provocam um desenvolvimento mais rapido
do biofilme. No que toca as caracteristicas das bactérias, a presenca de flagelo, pili ou
fimbria € uma mais-valia para a capacidade de adesao das mesmas, uma vez que a presenca
destes elementos permite que as células sejam capazes de ultrapassar as forcas de repulsao
comuns a todos os materiais e que, assim, permanecam ligadas a superficie (Donlan, 2001).
Existem varias alteracdes funcionais evidentes em células presentes em biofilme, uma vez
que ocorre uma alteracdo no fendtipo dos microrganismos no que diz respeito a sua taxa de
crescimento e a transcricdo de genes (Donlan, 2001; Donlan e Costerton, 2002), levando a
alteracoes na sua fisiologia, superficie celular, resisténcia a agressdes ambientais, entre

outras caracteristicas (O’Toole et al., 2000).

Apos as células aderirem a uma superficie, o biofilme comeca a desenvolver-se, ou seja, as
células comecam a sua divisao celular, formando microcolonias e produzindo substancias
poliméricas extracelulares (SPE), principalmente polissacarideos, que formam a matriz do
biofilme. Esta matriz é altamente hidratada e fortemente ligada a superficie adjacente

(Donlan, 2001; O’Toole et al., 2000). A estrutura do biofilme é extremamente heterogénea
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(O’Toole et al., 2000), tanto espacial como temporalmente. Estdao presentes canais de agua
gue permitem o transporte de nutrientes essenciais e de oxigénio para as células que crescem
dentro do biofilme. Estes canais atuam como um tipo de filtro que retém minerais e

componentes do hospedeiro, como a fibrina, glébulos vermelhos e plaquetas (Donlan, 2001).

Quanto ao crescimento das células em biofilme, verifica-se que os microrganismos aderidos
ao biofilme crescem de forma mais lenta que as células plancténicas, provavelmente pela
limitacao de nutrientes e/ou oxigénio (Donlan, 2001). Enquanto os nutrientes forem capazes
de chegar ao seu interior, o biofilme desenvolve-se continuamente; porém, quando as
bactérias sao privadas dos mesmos, destacam-se da superficie e retornam a forma
planctonica (O’Toole et al., 2000). Sdo trés os principais processos de destacamento do
biofilme: erosao ou separacdo, baseada na remocdao continua de pequenas porcdes do
biofilme; descamacao, onde ocorre uma rapida remocdo em massa; e abrasdo, sendo que
neste caso o destacamento é provocado pela colisdo de particulas contra o biofilme (Nunes et
al., 2007). Aparentemente, a forma de destacamento dos biofilmes afeta as caracteristicas
fenotipicas dos microrganismos, ja que, em células que se separam como resultado da
multiplicacdo celular, podem voltar rapidamente ao fenotipo de células planctonicas,
enquanto que os agregados que se separam do biofilme tendem a manter determinadas
caracteristicas como a resisténcia a antibioticos (Donlan, 2001; Donlan e Costerton, 2002)
podendo posteriormente causar uma infecdo sistémica que depende de varios fatores,

incluindo a resposta do sistema imunitario do hospedeiro (Donlan, 2001).

No que respeita a capacidade de formacao de biofilmes, as bactérias pertencentes ao género
Arcobacter foram isoladas a partir de biofilmes de carcaca de lagosta viva, das superficies de
instalacoes de retencédo de aguas e ainda num biofilme multi-espécie dentro de um reator de
tratamento de aguas residuais (Fernandez et al., 2008; Welsh et al., 2011). A espécie A.
butzleri, em concreto, pode aderir a varios materiais de tubulacao de aguas (Assanta et al.,
2002) da mesma forma que pode residir e proliferar em ambientes de matadouros devido a
sua capacidade de formar biofilme em condicdes de refrigeracao (Kjeldgaard e Jgrgensen,
2009).

1.2.2. Resisténcia a antibioticos

Esta confirmado que os biofilmes tém uma grande importancia para a salde plblica, pois a
associacao de microrganismos em forma de biofilme reduz drasticamente a exposicao e a
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (Donlan e Costerton, 2002), levando a que as
células dentro do biofilme se tornem insensiveis a antisséticos e microbicidas (Huigens et al.,
2008), aumentando assim a sua resisténcia a tratamentos antimicrobianos. Esta resisténcia

pode ser considerada intrinseca, como resultado natural do crescimento do biofilme, ou
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adquirida, através da transferéncia de plasmideos de resisténcia. No caso da resisténcia
intrinseca, os dois fatores considerados mais relevantes sdo a matriz de SPE e a propria
cinética de crescimento dos microrganismos quando se encontram em biofilme. A matriz de
SPE retarda a difusao dos agentes antimicrobianos reagindo quimicamente com as moléculas
ou limitando a taxa de transporte das mesmas para o interior do biofilme. No que respeita a
cinética de crescimento, uma vez que as taxas de crescimento dos microrganismos sao mais
lentas, a taxa de entrada do antimicrobiano para a célula também é mais reduzida, afetando
a cinética de inativacdo dos compostos (Donlan, 2001). No que diz respeito a resisténcia
adquirida, algumas espécies bacterianas apresentam plasmideos que codificam genes de
resisténcia a varios agentes antimicrobianos, como por exemplo B-lactamicos, eritromicina,
aminoglicosideos, entre outros, e algumas delas possuem ainda a capacidade de transferir
estes plasmideos para outras espécies bacterianas, normalmente por conjugacao (Donlan,
2001; Donlan e Costerton, 2002; Donlan, 2002).

1.2.3. Controlo de biofilmes

Muitas infecdes na corrente sanguinea e no trato urinario estdo associadas a biofilmes,
desconhecendo-se, até ao momento tratamentos efetivos contra este tipo de biofilmes
(Donlan, 2001), uma vez que, como ja foi referido, as bactérias de um biofilme sdo muito
resistentes aos antibidticos convencionais, o que constitui um entrave a terapia
antimicrobiana. Dada a amplitude dos efeitos prejudiciais causados pelo biofilme, foram
desenvolvidas varias pequenas moléculas, como homoserina lactonas, furanonas bromadas e
triterpenos ursano que tém como funcao inibir a formacao destes, tendo por principio que, as
bactérias, sendo mantidas na sua forma planctonica podem ou ndo anexar-se a uma superficie
e/ou que posteriormente podem ser mortas por uma baixa dose de agente microbicida.
Contudo, a capacidade destas moléculas em dispersar o biofilme pré-formado ainda nao foi

descrita (Huigens et al., 2008).

0 aumento da resisténcia microbiana a agentes antimicrobianos comuns (antibioticos) torna
necessaria a procura de novos agentes com potencial atividade antimicrobiana. No caso de A.
butzleri, espécie considerada como a mais predominante e mais patogénica do género devido
a sua elevada resisténcia a antimicrobianos comuns (Collado e Figueras, 2011), nao existe,
ainda, nenhum procedimento eficaz para o tratamento de infecdes provocadas por esta
bactéria. De igual forma, ainda ndo existem estudos sobre o efeito de agentes
antimicrobianos e/ou compostos naturais contra a formacao de biofilmes ou sobre biofilmes

formados por este microrganismo.
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1.3. Resveratrol

As plantas sao capazes de produzir um conjunto de diversos compostos de baixo peso
molecular designados de metabolitos secundarios. Estes metabolitos ndo sao essenciais para o
metabolismo basico das plantas, sendo normalmente sintetizados em resposta a condicoes de
stress biotico ou abiotico. Até a data, foram ja descritas duas classes de moléculas
antimicrobianas secundarias: as fitoalexinas, moléculas sintetizadas de novo e as

fitoanticipinas que sao moléculas previamente sintetizadas (Cucciolla e Ragione, 2007).

0 resveratrol (RV), 3,4’,5-trihidroxiestilbeno (C14H;03), € o principal composto da familia das
fitoalexinas com diversas propriedades bioativas ja descritas (Frkmont, 2000; Pervaiz S,
2003). Este composto tem um peso molecular de 228,25 g/mol e um ponto de fusao situado
entre 253 e 255 °C (Amri et al., 2012), estando normalmente presente em uvas, vinhos, sumo
de uva, algumas bagas e legumes, amendoins e pistacios (Burns et al., 2002; Shin et al.,
2011).

Algumas plantas que sintetizam resveratrol, como por exemplo a Polygonum cuspidatum, tém
sido usadas durante séculos na China e no Japao na medicina tradicional no tratamento de
infecoes flngicas e bacterianas (Trela e Waterhouse, 1996), inflamacdes de pele, bem como
em doencas cardiovasculares e hepaticas (Mukherjee et al., 2010). A sua presenca foi
documentada em videiras da espécie Vitis vinifera em 1976 e mais tarde, em 1992 no vinho
(Pervaiz, 1975). Varios estudos demonstraram que, quando comparado com vinhos brancos e
rosés, o vinho tinto é aquele que possuiu maior concentracao deste composto, uma vez que
durante o processo de fermentacao a pele das uvas e as sementes, locais onde se encontram
as maiores concentracdes de resveratrol, estdo em contacto com o mosto (Fernandez-mar et
al., 2012). No inicio dos anos 90, este composto recebeu especial importancia no contexto do
“Paradoxo Francés”, fenomeno este que explica a baixa probabilidade da populacdo de
Franca sofrer de doencas cardiacas apesar da sua dieta com elevado teor de gorduras. Esta
cardioprotecédo foi entdo atribuida ao consumo regular de vinho tinto rico em resveratrol,

encontrando, assim, uma explicacao para este paradoxo (Mukherjee et al., 2010).

Esta molécula coexiste sob a forma de dois isomeros, cis- e trans-resveratrol (Figura 4) e,
uma vez que apresenta dois anéis fenolicos unidos por uma ligacdo dupla, a configuracéo
trans- torna-se mais estavel, além de biologicamente mais ativa (Amri et al., 2012;
Mukherjee et al., 2010)). A isomerizacao de trans- para cis-resveratrol pode ser causada por
diversos fatores como temperatura, pH e exposicao da molécula a luz UV ou visivel (Pervaiz,
1975).
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Figura 4. Estruturas dos isdomeros de resveratrol cis- e trans-.

Como ja foi referido, a producdo de resveratrol ocorre como resposta a varios estimulos
externos provocados por varios fatores, como infecdes flingicas, exposicdo a luz UV, algum
tipo de dano causado na planta (Trela e Waterhouse, 1996), por compostos naturais que
desencadeiem uma resposta de defesa na planta (Jeandet et al., 2012) e até pela privacao de
agua (Mukherjee et al., 2010). A sua sintese acontece pela via fenilpropanoide (Shin et al.,
2011) onde, a partir da fenilalanina ou da tirosina, se origina acido p-cumarico que, por acao
da coenzima A liase, é convertido em p-coumaroil-Coenzima A que, apds condensacdao com
trés moléculas de malonil-Coenzima A pela acdo da estilbeno sintase (STS), conduz a
formacdo de trans-resveratrol (Jeandet et al., 2012). Esta enzima normalmente ndo esta
ativa ou é expressa nas plantas, sendo apenas produzida em resposta a algum stress, levando
a um aumento da sua concentracao na planta (Pervaiz, 1975). A figura 5 elucida as vias de

sintese de trans-resveratrol.
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Figura 5. Sintese de trans-resveratrol em células vegetais.

1.3.1. Atividades biologicas do resveratrol

Os efeitos benéficos a que a molécula de resveratrol estd associada tém levado a um
crescente interesse por parte da comunidade cientifica na exploracao deste composto como
composto bioativo para utilizar nas industrias alimentar, farmacéutica e nutracéutica (Paulo
et al., 2011). Desta forma, foram propostos inimeros alvos assim como mecanismos de acao.

De entre todas as atividades bioldgicas ja descritas para este composto, destacam-se a
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atividade antimicrobiana e a atividade antioxidante (Frkmont, 2000; Paulo et al., 2011; Shin
etal., 2011).

1.3.1.1. Atividade antimicrobiana

O resveratrol apresenta propriedades antifingicas (Jeandet et al., 2012; Jun et al., 2007),
antibacterianas (Akan, 2009; Ferreira et al., 2014) e antivirais (Evers et al., 2004). No que
respeita a atividade antibacteriana, esta documentada a acdo deste composto contra varias
bactérias que afetam o organismo humano como, por exemplo, Chlamydia pneumoniae,
responsavel por infecoes agudas no trato respiratorio (Jeandet et al., 2012) e Helicobacter
pylori, o principal agente causador de gastrites cronicas (Paulo et al. 2010). O resveratrol
também causa a inibicdo do crescimento das principais bactérias responsaveis pelas infecoes
da pele, ou seja, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa
(Chan, 2002; Paulo et al., 2010), tendo efeito sobre outras bactérias patogénicas humanas
Gram-negativas como Klebsiella pneumoniae (Paulo et al., 2010). A sua agao contra
microrganismos de origem alimentar foi também ja descrita por varios autores (Boban et al.,
2010; Ferreira et al., 2014; Kato et al., 2009; Kim et al., 2010; Paulo et al., 2010), sendo que
um dos microrganismos sobre o qual recai grande atencdo nestes estudos é a Escherichia coli.
A atividade antimicrobiana do resveratrol contra este microrganismo foi estudada por varios
métodos, como a difusdao em disco (Pettit et al., 2009), microdiluicdo (Tegos et al., 2002) e
diluicdo em agar (Kato et al., 2009). De facto, o estudo dos efeitos antimicrobianos do
resveratrol contra outros microrganismos de origem alimentar, como Salmonella typhimurium
ou Bacillus cereus (Paulo et al., 2010; Shan et al., 2008)), e recentemente, A. butzleri e A.
cryaerophilus (Ferreira et al., 2014) demonstram o potencial uso deste composto pela

inddstria alimentar.

O resveratrol tem também um forte efeito antifingico em plantas, podendo levar ao
desenvolvimento de resisténcias microbianas pelas mesmas (Jeandet et al., 2012). Ja foi
relatada a sua eficaz acao contra os fungos Botrytis cinerea, Penicillium expansum e
Aspergillus niger (Filip, 2003). Da mesma forma, a sua eficacia contra fungos associados a
humanos como Candida albicans foi também descrita, tornando este composto um forte
candidato para o tratamento de infecdes provocadas por este fungo (Jeandet et al., 2012;
Jun et al., 2007).

O modo de acao que o resveratrol tem sobre os microrganismos ainda nao esta totalmente
elucidado, no entanto sabe-se que esta molécula afeta o ciclo celular das bactérias, causando
uma diminuicao do conteldo intracelular de DNA, resultando num possivel blogueio da divisao
celular e, consequentemente, afetando o crescimento do microrganismo em questao (Ferreira
et al., 2014; Paulo et al., 2010).
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1.3.1.2. Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas continuamente pelo funcionamento
normal do organismo na respiracao e em algumas funcoes celulares. Estas incluem radicais
livres de oxigénio que, em concentracoes elevadas, podem causar danos no DNA resultando
em mutacoes. Desta forma, os antioxidantes protegem o corpo humano destes radicais e dos
seus efeitos (Gulcin, 2010). O resveratrol tem um forte poder antioxidante, inibindo a
peroxidacao lipidica, um forte indicador de possiveis danos provocados pelas EROs (Pervaiz ,
2003). Pensa-se que este poder antioxidante esta sobretudo ligado ao facto de o resveratrol
ser capaz de aumentar a sintese de Oxido nitrico, que atua entdo como antioxidante
(Mukherjee et al., 2010). A sua capacidade em proteger as membranas das células e prevenir
os efeitos do stress oxidativo, leva a uma protecao dos componentes celulares e subcelulares,
conduzindo a uma reducao na morte das células (Frkmont, 2000). De uma forma geral, os
efeitos antioxidantes do resveratrol estdo ligados a outras propriedades biologicas deste
composto como a cardioprotecao e a neuroproteccao (Pervaiz , 2003), sendo que pode ser
igualmente aplicado na indUstria alimentar como conservante, impedindo a oxidacao de oleos

e margarinas e suprimindo a deterioracao de alimentos (Frkmont, 2000).

1.3.1.3. Outras propriedades

Estdao confirmados varios beneficios do resveratrol, sendo que na sua maioria, as areas de
atuacao estao interligadas umas com as outras (Sinha et al., 2002). Este composto apresenta
acao cardioprotetora, associada com o aumento da producao de o6xido nitrico, que promove a
vasodilatacao (Baxter, 2008; Wu e Hsieh, 2011), além de que é responsavel pela regulacao
positiva da atividade da catalase do miocardio e pela reducao da apoptose em cardiomiocitos
(Mukherjee et al., 2010). Este estilbeno foi considerado como agente antiproliferativo de
células cancerigenas, exercendo uma atividade antitumoral quando combinado com agentes
citostaticos ou citotoxicos em varios tipos de cancro (Jeandet et al., 2012). A sua acado anti-
inflamatoria também foi documentada, sendo que, durante a resposta inflamatoria, o
resveratrol induziu efeitos inibidores em todas as fases fisiopatologicas, sugerindo que pode
ser um composto eficaz na farmacoterapia (De La Lastra e Villegas, 2005). A capacidade que
o resveratrol tem em atravessar a barreira hemato-encefalica (Baxter, 2008) confere-lhe
capacidades neuroprotetoras, tendo um forte potencial terapéutico em doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Marambaud et al., 2005), doenca de

Huntington (Mukherjee et al., 2010) ou a doenca de Parkinson (Baxter, 2008).
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1.3.2. Estabilidade do resveratrol

Como ja foi anteriormente referido, a forma trans- do resveratrol é mais estavel que a forma
cis-, muito provavelmente porque se encontra numa conformacao nao-planar (Amri et al.,
2012). O resveratrol, em semelhanca a outros polifendis, apresenta uma extrema
fotossensibilidade requerendo elevada protecao da luz no seu manuseamento. Por exemplo, o
isomero trans-resveratrol, quando protegido da luz, mantém-se estavel cerca de 28 dias em
tampao com pH entre 1 e 7, enquanto o isdomero cis-resveratrol apenas se mantem estavel a

pH neutro e completamente protegido da luz (Amri et al., 2012; Trela e Waterhouse, 1996).

Um outro estudo demonstrou que o trans-resveratrol se mantém estavel a -20 °C durante 5
dias e 3 dias quando colocado a 4 °C. Contudo, quando exposto a luz e a temperatura
ambiente, apenas 70 % do resveratrol se mantém no espaco de 4 horas. Um outro estudo
demonstrou que 80-90 % deste isomero em solucdo € convertido em cis-resveratrol quando
exposto a luz solar durante 1 hora (Vian et al., 2005). Por outro lado, quando o isémero trans-
¢ irradiado com luz UV durante 120 minutos a 366 nm, 90,6 % é convertido em cis-resveratrol
(Amri et al., 2012; Trela e Waterhouse, 1996).

1.3.3. Formulacées para aumentar a biodisponibilidade do resveratrol

A sua capacidade antimicrobiana natural e o seu potencial terapéutico e funcional tornam o
resveratrol num importante composto com potencial, tanto na pratica clinica, como na
preservacao de diversos alimentos (Paulo et al., 2010). Tendo isso em consideracao, tém sido
desenvolvidas varias formulacdes onde sao usadas formas multiparticuladas entre o milimetro
e 0 micrometro, assim como portadores coloidais em escala manométrica. O principal
proposito destes trabalhos passa pela estabilizacdo e protecdo do resveratrol, assim como
pelo aumento da sua solubilidade aquosa (Amri et al., 2012). Relativamente as formulacoes
para aumentar a solubilidade deste composto em agua, varios estudos referem que a
complexacao do resveratrol com ciclodextrinas (CDs) leva ao aumento da solubilidade deste
composto em sistemas aquosos, melhorando a sua estabilidade e a sua bioatividade (Das et
al., 2008; Lopez-Nicolas et al., 2006; Lu et al., 2009; Lucas-Abellan et al., 2007; Silva et al.,
2014). Da mesma forma, a solubilizacdo do RV com varias solucdes micelares de sais biliares
também esta documentada (Atanackovi¢ et al. 2009; Silva et al., 2014). Para estabilizar e
proteger o resveratrol, varias formulacoes tém sido descritas (Nam et al., 2005; Shi, et al.,
2008). Por exemplo, Nam e colaboradores (2005) utilizaram microesferas porosas
funcionalizadas com grupos ciano para a estabilizacdo do resveratrol e verificaram que nas
microesferas, a atividade antioxidante do resveratrol foi preservada em 93 % comparando
com o resveratrol livre e a biodisponibilidade do composto foi mantida por 5 dias. Um outro

estudo onde o resveratrol foi encapsulado em Saccharomyces cerevisiae demonstrou a
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ocorréncia de uma reduzida fotodecomposicdo e o aumento da sua estabilidade (Shi et
al.2008).

1.4. Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos de glicose nao-reduzida, compostas por
seis (a-CD), sete (-CD), oito (y-CD) ou mais residuos de D-glucopiranose unidos por ligacoes
a-1,4-glicosidicas e sdo produzidas como resultado da reacdo de transglicosilacao
intramolecular na degradacao do amido pela enzima glucanotransferase da ciclodextrina
(CGTase) (Del Valle, 2004). As unidades de glucopiranose dispoem-se em cadeia, o que
confere as moléculas de CD uma forma cdnica com grupos hidroxilo secundarios que se
prolongam da extremidade mais larga e os grupos hidroxilo primarios que se encontram na
borda mais estreita (Loftsson e Brewster, 2010). Esta forma fornece a CD uma estrutura com
uma cavidade central hidrofobica e a uma superficie exterior hidrofilica (Figura 6) que lhe
confere a possibilidade de formar complexos de inclusdo em agua com uma variedade de
moléculas organicas, aumentado a solubilidade aquosa e a estabilidade quimica de diferentes
compostos, garantindo a sua protecdo a acdo de agentes externos (Loftsson, 1996; Lopez-
Nicolas et al., 2009).

Grupos hidroxilo

\/ secundarios

Cavidade hidrofobica

,;..." () S ,‘-.:.,.
>|"—>-. o Vo ) B
o’ Oom 7‘ W\--o” T
Bon<d™). Grupos hidroxilo

primarios

Figura 6. Estrutura da alfa-ciclodextrina. Adaptado de Pahari et al., 2014.

1.4.1. Propriedades das ciclodextrinas

Existem trés tipos de ciclodextrinas denominadas de primeira geracao, parentais ou naturais:

a-, - e y-CDs. As principais propriedades destas CDs naturais estao resumidas na tabela 3.
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Tabela 3. Propriedades das ciclodextrinas naturais (Loftsson e Brewster, 2010).

Propriedades a-ciclodextrina B-ciclodextrina y-ciclodextrina

Numero de unidades de

glucopiranoses 6 7 8
Peso Molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua a 25 °C (%w/V) 14,5 1,85 23,2
Didmetro exterior (Z\) 14,6 15,4 17,5
Didmetro da cavidade (&) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da cavidade (A) 7,9 7,9 7,9
Volume da cavidade (A3) 174 262 427

Embora as CD naturais e os seus complexos sejam hidrofilicos, a sua solubilidade em &agua
pode ser limitada, principalmente no caso da [3-CD. Pensa-se que isto acontece devido a forte
ligacdo das moléculas de CD no estado cristalino. Esta limitacdo na solubilidade pode ser
ultrapassada pela substituicao dos grupos hidroxilo (Loftsson e Brewster, 2010) transformando
as CDs naturais em ciclodextrinas derivadas ou modificadas. As modificacdes normalmente
resultam de aminacbes, esterificacbes ou eterificacdes dos grupos hidroxilo primarios ou
secundarios. Dependendo do substituinte adicionado, da sua localizacdo no interior da CD e
do nimero de substituintes, a solubilidade da CD modificada normalmente difere da sua
parental. Além disso, estas modificacbes alteram o volume na cavidade hidrofobica,
aumentam a estabilidade contra a luz e o oxigénio e ajudam a controlar a atividade quimica
das moléculas hospedes (Del Valle, 2004; Loftsson e Brewster, 2010). De uma forma geral, as
CDs modificadas mais comuns sao as hidroxiladas derivadas de B-CD e de y-CD denominadas
de hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) e hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP- y-CD) e as
metiladas derivadas de B-CD, designada por metil-B-ciclodextrina (MB-CD) (Brewster, 2007;
Szejtli, 1998).

As CDs tém a capacidade de produzir ligacoes covalentes ou ndo-covalentes entre si, podendo
ser usadas como “blocos” de construcao para a formacao de complexos supramoleculares. A
sua capacidade para acolher moléculas organicas na sua cavidade possibilita a construcdo de
linhas supramoleculares. Assim, podem ser construidas arquiteturas moleculares como
catenanos, rotaxanos, polirotaxanos e tubos que podem ser usados, por exemplo, na

separacao de misturas complexas de moléculas e enantiémeros (Del Valle, 2004).
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1.4.2. Toxicidade das ciclodextrinas

Os testes de toxicidade ja efectuados demonstraram que as CDs administradas de forma oral
nao apresentam praticamente nenhuma toxicidade, uma vez que a sua absorcao no trato

gastrointestinal é praticamente nula (Loftsson e Brewster, 2010). Outros estudos realizados
com y-CD, 2-hidroxipropil-B-CD, sulfobutiléter-B-CD, [-CD sulfatada e maltosil-B-CD
demonstraram que a administracdo parental destas moléculas é segura, facto que ja nao se

verifica para a-,3-CD e metil-B-CD (Del Valle, 2004). Dos trés tipos de CDs naturais, aquelas

que menos efeitos adversos apresentam nos ensaios de toxicidade sao as y-CD (Szejtli, 1998).

1.4.3. Formacao de complexos de inclusao

A cavidade central da ciclodextrina tem caracteristicas apolares, tendo a capacidade de
promover um microambiente lipofilico as moléculas hospedes (Loftsson and Brewster, 2010).
Quando se encontra em solucdes aquosas, este espaco € ocupado por moléculas de agua
criando-se interacdes energicamente desfavoraveis, uma vez que estas moléculas sdo polares
o0 que faz com que a substituicao das moléculas de agua por outras moléculas energicamente
mais apropriadas, ou seja, com polaridade inferior, seja facilitada (Figura 7) (Szejtli, 1998). A
uniao resultante entre a CD e a molécula hospede ndo é fixa ou permanente, criando-se um
equilibrio dindmico sustentado por uma constante cujo valor depende do tamanho relativo da
molécula complexada e da forca das interacdes estabelecidas entre a CD e a molécula contida
no seu interior (Del Valle, 2004). Para que se forme o complexo de inclusdo é necessario que
se produza uma interacdo hidrofobica entre a molécula hdspede e a CD, sendo esta a forca
motriz para o processo a substituicao das moléculas de agua no interior da cavidade pelas
moléculas do composto alvo (Del Valle, 2004; Rasheed et al., 2008; Szejtli, 1998). Neste
processo nao se criam ou destroem ligacoes covalentes (Rasheed et al.,2008), ou seja, as
interacoes criadas sao nao-covalentes (Silva et al., 2014) como as interacoes do tipo Van der
Waals, formacao de pontes de hidrogénio entre a molécula hdspede e os grupos hidroxilo das

CDs ou interacdes de transferéncia de carga (Rasheed et al., 2008).

Figura 7. Formacao de complexos de inclusao em solucao aquosa.
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As propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes na sua forma livre sao diferentes
quando estas sao complexadas, assim como as propriedades fisico-quimicas das CDs se
alteram quando ocorre a complexacao. Teoricamente, qualquer metodologia que possa ser
usada para observar estas mudancas nas propriedades fisico-quimicas (alteracdes de
solubilidade, fluorescéncia, estabilidade quimica, entre outras), podem ser usadas para
determinar a estequiometria dos complexos formados e os valores numéricos da constante de
estabilidade (Hirose, 2001; Loftsson e Brewster, 2010; Lopez-Nicolas et al., 2009).

Higuchi e Connors classificaram os complexos de inclusdo com base no seu efeito sobre a
solubilidade do substrato, criando um diagrama de solubilidade de fases (Figura 8) que esta
dividido em dois tipos de curvas: A e B. As curvas do tipo A representam a formacao de
complexos de inclusdo sollveis e estdo subdivididas em A_ (a solubilidade das moléculas
hospedes aumenta com o aumento da concentracdo de CD de forma linear), Ap (desvio
positivo na isotérmica) e Ay (desvio negativo na isotérmica). As curvas do tipo B representam
a formacao de complexos de inclusao com baixa solubilidade e estdao subdivididas em Bs
(complexos de inclusao de solubilidade limitada) e B, (indica que os complexos de inclusao
formados sao insoliveis). Em geral, as CDs modificadas formam perfis de solubilidade do tipo
A, enquanto que as CDs naturais menos sollveis formam frequentemente os perfis de
solubilidade do tipo B (Del Valle, 2004; Loftsson e Brewster, 2010).
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Figura 8. Perfis de solubilidade de fases e classificacdo dos complexos de acordo com Higuchi e Connors.
So representa a solubilidade intrinseca da molécula héspede no meio de complexacdo aquoso, quando
nenhuma CD esta presente. Fonte: Rasheed e Kumar, 2008.

A taxa de formacao e dissociacao dos complexos estd muito proxima dos limites de difusao
controlada, o que faz com que os complexos estejam continuamente a ser formados e
dissociados (Loftsson e Brewster, 2010), estabelecendo-se um equilibrio entre as espécies

dissociadas e associadas expresso pela constante de estabilidade (constante de equilibrio - K).
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A associacdo da CD com a molécula hospede (D) e a dissociacdo dos complexos formados

(equacao 1) rege-se por um equilibrio termodinamico (equacao 2) (Szejtli, 1998):

CD+D —<(CD-D (1)

CD - DI @)

K= o]

Uma vez que a altura da cavidade hidrofébica é igual para os trés tipos de CDs naturais, o
numero de unidades de glucose de cada uma determina o diametro interior e o volume da

cavidade. Com base nestas dimensdes, a-CD pode complexar moléculas de baixo peso

molecular ou compostos com cadeias laterias alifaticas; as [3-CDs podem incluir moléculas

aromaticas e heterociclos, enquanto as y-CDs podem complexar moléculas maiores como

macrociclos e esterdides (Del Valle, 2004).

1.4.4. Aplicacao das ciclodextrinas

Na formacao dos complexos de inclusdo, cada molécula hospede é rodeada de forma
individual pela CD, sendo encapsulada de um ponto de vista microscopico, levando a
mudancas vantajosas nas suas propriedades quimicas e fisicas: estabilizacdo de substancias
sensiveis a luz e/ou ao oxigénio; melhoria da solubilidade; modificacdo da reatividade

quimica, entre outras, como referido anteriormente (Del Valle, 2004; Singh et al., 2002).

A capacidade de complexar varios tipos de compostos levou ao aumento da utilizacdo de CDs
em varias areas como a area alimentar, ambiental e farmacéutica (Del Valle, 2004; Lopez-
Nicolas et al., 2009). Na indistria alimentar, o desenvolvimento de embalagens ativas e
inteligentes tém vindo a aumentar de forma a substituir as formas de embalamento
tradicionais de alimentos e bebidas. A aplicacdo de complexos de CDs com determinadas
fragancias, corantes, inseticidas, filtros UV, entre outros, em polimeros termoplasticos
melhora o material da embalagem e, para além disso, faz com que as substancias
complexadas sejam libertadas lentamente a partir da matriz polimérica (Lopez-Nicolas et al.,
2009). As vantagens da aplicacao de CDs em embalagens, passa ainda pela libertacao
diminuida de impurezas e subprodutos volateis indesejados que sdo formados durante o
fabrico da embalagem, assim como o aumento nas melhorias das funcées de barreira,
impedindo tanto a entrada de poluentes volateis no interior da embalagem, como a saida de

aromas para o exterior (Wood, 2001).
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1.5. Objetivo

A verdadeira incidéncia de espécies do género Arcobacter tem vindo a ser revelada com a
implementacao de métodos de detecao e isolamento, demonstrando que a espécie A. butzleri
€ das mais importantes do género, sendo considerada como um enteropatogénico zoonoético
emergente. Esta bactéria é predominantemente encontrada em produtos de origem animal,
apresenta resisténcia a varios antibioticos, tem capacidade de sobreviver a tratamentos
quimicos e fisicos, estando também descrita a sua capacidade de formar biofilmes. Desta
forma, existe a necessidade de desenvolver novas formas para o controlo e/ou erradicacao
deste microrganismo utilizando compostos alternativos, preferencialmente de origem natural.

Assim, este trabalho teve como objetivos especificos:

e Formar complexos de inclusao entre a ciclodextrina modificada hidroxipropil-y-

ciclodextrina e resveratrol;

e Determinar a suscetibilidade antimicrobiana de cinco estirpes de Arcobacter butzleri
aos complexos formados e ao resveratrol na forma livre, pelo método de

microdiluicao;
e Avaliar o mecanismo de acao dos complexos de inclusao formados nas estirpes de

teste, com recurso a realizacdo de ensaios de curvas de morte e a citometria de

fluxo;

e Avaliar a capacidade dos complexos de inclusao e do resveratrol livre em inibir, tanto

a formacéao de biofilmes, bem como a dispersao dos biofilmes pré-estabelecidos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

Para a realizacdo deste trabalho, o trans-resveratrol foi adquirido a TClI Europe N.V.
(Zwijndrecht, Bélgica). Considerando que o resveratrol € um composto sensivel a luz, tanto o
reagente como as todas as solucdes preparadas a partir do mesmo, foram armazenadas e
manuseadas no escuro ou protegidas com papel de aluminio. A HP-y-RV foi obtida da empresa

Sigma-Aldrich.

2.2. Formacao dos complexos de inclusao

Para a formacao dos complexos de inclusao teve-se em conta o procedimento descrito por
Silva e colaboradores (2014), com algumas alteracées. A solucao de ciclodextrina foi
preparada com uma concentracao de 0.3 M com agua ultra-pura obtida através de um sistema
Milli-Q (Millipore, EUA). Apos dissolucdo, 1 mL desta solucdo de CD foi adicionada a 22 mg de
RV. A suspensao resultante foi homogeneizada num vortice e sonicada durante 1 hora, num
banho de agua e gelo, a fim de evitar sobreaquecimento das amostras. Posteriormente,
colocou-se a suspensao de CD e RV num agitador orbital a 25 °C, 250 rpm durante 24 horas.
Durante todo o procedimento, a suspensao foi protegida da luz. Quando decorrido o tempo de
incubacao, a solucao foi filtrada com filtros de 0,22 pum (Millipore, EUA) para posterior
quantificacdo por um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de

diodos (“High-performance liquid chromatography with diode array detection” - HPLC-DAD).

2.3. Quantificacdao da concentracao de resveratrol nos

complexos de inclusdao formados

Para determinar a concentracao de RV complexado foi usado um sistema de cromatografia
liquida de ultra-alta pressao (“Ultra-High Performance Liquid Chromatography” - UPLC),
sistema da série Agilent 1290 (Agilent Techonologies, EUA) com uma coluna analitica de HPLC
de fase reversa Zorbax 300 SB-Ci3 com 4,6 mm de diametro, 150 mm de comprimento e 5 um
de tamanho de poro. A fase mdvel utilizada para a quantificacdo era composta por uma
mistura de acido formico a 0,1 % (v/v) e acetonitrilo, numa proporcao de 52:48 (v/v), que foi

previamente filtrada a vacuo com filtros de 0,2 um e sonicada durante 30 min para eliminar
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possiveis bolhas de ar. Quanto as condicdes cromatograficas, foi utilizado um fluxo isocratico
de 1,0 mL/min, a coluna foi mantida a uma temperatura de 35 °C e as amostras e injetor a 4
°C. O comprimento de onda do detetor DAD foi definido a 306 nm para a detecao de trans-
resveratrol. A concentracdo de RV foi determinada pelo método validado por Silva e

colaboradores (2014), tendo por base a reta de calibracdo tracada com varias concentracoes

de RV (1-100 pg/mL) e tendo em conta o fator de ponderacao lfxz.

2.4. Microrganismos

Neste trabalho utilizou-se uma estirpe de referéncia, A. butzleri LMG 10828 isolada de fezes
diarreicas humanas, obtida da colecao BCCM/LMG Bacteria collection (Universidade de Ghent,
Bélgica); duas estirpes A. butzleri de origem animal, AB 17/11 e AB 36/11, isoladas de aves
domésticas por Ferreira et al. (2013) e duas estirpes clinicas, INSA 593 e INSA 776 gentilmente

cedidas pelo Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (Lisboa, Portugal).

2.5. Armazenamento e manutencao das estirpes

As estirpes bacterianas foram armazenadas a -80 °C, em meio Brain Heart Infusion (BHI,
Liofilchem, Italy) suplementado com 20 % (v/v) de glicerol. Quando passadas para placas de
agar (Blood Agar, Oxoid, Hampshire, Inglaterra) suplementadas com 5 % (v/v) de sangue de
cavalo desfibrinado (Thermo Scientific), as estirpes foram armazenadas a 4 °C, tendo sido

repicadas a cada 7 dias para novas placas de agar sangue, num maximo de trés repicagens.

Anteriormente a cada ensaio, cada estirpe foi inoculada em placas de agar sangue, de forma
a assegurar o crescimento 6timo e pureza das culturas e incubadas durante 18-24 horas, a 37

°C e em condicdes de microaerofilia (6 % O, £ 7.1 % CO,, 3.6 % Hye 83 % Ny).

2.6. Caracterizacao das estirpes clinicas
Antes de se realizarem os ensaios de suscetibilidade das cinco estirpes em estudo, procedeu-

se a identificacao e caracterizacdo dos isolados clinicos, INSA 593 e INSA 776, através da

avaliacdo da presenca de genes putativos de viruléncia e da suscetibilidade a antibioticos.
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2.6.1. ldentificacao dos isolados bacterianos clinicos

Para a confirmacado da identificacdo a nivel de espécie dos isolados clinicos foi utilizada a
técnica de PCR, usando a estirpe de referéncia como controlo positivo. Para isso, efetuou-se
a extracao do DNA genomico (gDNA) das estirpes a partir de culturas puras, recorrendo ao kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) conforme as instrucdes do fornecedor. Apos a
extracdo do gDNA, as reacoes de PCR foram preparadas para um volume final de 25 pL. Para
uma reacao de PCR adicionaram-se 12,5 uL de “Supreme NZYTaq 2xGreen Master Mix”
(NZYtech, Lisboa, Portugal) que contém a enzima Taq DNA polimerase, desoxirribonucledtidos
trifosfato (dNTPs) e tampao de reacao; 2 mmol/L de MgCl,, 1 umol/L dos “primers” ARCO e
BUTZ (Tabela 4), 1,5 pL de agua para PCR e 5 pL de gDNA, utilizando-se um termociclador
TProfessional Basic (Biometra, Alemanha). Nas reacdes de amplificacdo, a deshaturacao
inicial das cadeias deu-se a 95 °C durante 5 min, apos a qual se seguiram 35 ciclos de
desnaturacao (95 °C, 30 s), hibridacdo dos “primers” (61 °C, 30 s) e sintese das cadeias (72
°C, 30 s). No final destes ciclos, a sintese final das cadeias decorreu durante 7 min a 72 °C.
Segundo Houf e colaboradores (2000), o tamanho do fragmento amplificado teria um peso

molecular de 401 pares de bases (pb).

Tabela 4. Sequéncias dos “primers” utilizados na identificacdo por PCR ao nivel da espécie.

Primers Sequéncia dos primers Referéncia
ARCO 5’-CGTATTCACCGTAGCATAGC-3’

Houf, 2000
BUTZ 5’-CCTGGACTTGACATAGTAAGAATGA-3’

Os produtos amplificados por PCR foram entao visualizados e separados por eletroforese em
gel de agarose (1 %), utilizando tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE). Os géis de agarose foram

posteriormente corados com GreenSafe e visualizados por um sistema de UV.

2.6.2. Ocorréncia de possiveis fatores de viruléncia nos isolados clinicos

A ocorréncia de possiveis fatores de viruléncia (tabela 5) foi verificada apenas para as
estirpes INSA 593 e INSA 776, uma vez que para os outros dois isolados em estudo, estes
fatores ja haviam sido analisados. Para a realizacdo do estudo, procedeu-se primeiramente a
extracao do gDNA usando o kit Wizard® Genomic DNA Purification. O procedimento para a
preparacao das reacoes de amplificacao foi seguido de forma semelhante a referida no ponto
2.6.1. e, neste caso, foi adicionado 1 umol/L de primers (tabela 5), correspondentes a cada
gene alvo. Quanto as condicdes de reacdo, a desnaturacao inicial das cadeias de DNA deu-se a

95 °C durante 5 min, seguindo-se 35 ciclos de desnaturacao (95 °C, 30 s), hibridacao dos

28



Avaliacao da atividade anti-Arcobacter de complexos de inclusao com resveratrol e ciclodextrinas

“primers” (55 °C ou 56 °C, 30 s) e sintese das cadeias (72 °C, 30 s). No final destes ciclos, a
sintese final das cadeias decorreu durante 10 min a 72 °C. Finda a amplificacao dos produtos
de PCR, estes foram analisados por eletroforese em gel de agarose e visualizados por um

sistema de UV, conforme descrito no ponto anterior.

Tabela 5. Sequéncia de “primers” usados para detetar a presenca de fatores de viruléncia nos isolados
clinicos (Douidah et al., 2012).

Genes Alvo  Primers Sequéncia de primers Tamanho Tan
cadF cadF-F 5’-TTACTCCTACACCGTAGT-3’
283 pb 55 °C
cadF-R 5’-AAACTATGCTAACGCTGGTT-3’
ciaB ciaB-F 5’-TGGGCAGATGTGGATAGAGCTTGGA-3’
284 pb 56 °C
ciaB-R 5’-TAGTGCTGGTCGTCCCACATAAAG-3’
cj1349 cj1349-F 5’-CCAGAAATCACTGGCTTTTGAG-3’
629 pb 56 °C
cj1349-R 5’- GGGCATAAGTTAGATGAGGTTCC-3’
hecA hecA-F 5’- GTGGAAGTACAACGATAGCAGGCTC-3’
537 pb 56 °C
hecA-R 5’- GTCTGTTTTAGTTGCTCTGCACTC-3’
irgA irgA-F 5’- TGCAGAGGATACTTGGAGCGTAACT-3’
437 pb 56 °C
irgA-R 5’-GTATAACCCCATTGATGAGGAGCA-3’
mviN mviN-F 5’-TGCACTTGTTGCAAAACGGTG-3’
294 pb 56 °C
mviN-R 5’-TGCTGATGGAGCTTTTACGCAAGC-3’
tiyA tiyA-F 5’- CAAAGTCGAAACAAAGCGACTG-3’
230 pb 55 °C
tlyA-R 5’- TCCACCAGTGCTACTTCCTATA-3’
hecB hecB-F 5’-CTAAACTCTACAAATCGTGC-3’
528 pb 55 °C
hecB-R 5’- CTTTTGAGTGTTGACCTC-3’
pldA pldA-F 5’- TGCACTTGTTGCAAAACGGTG-3’
293 pb 55 °C
pldA-R 5’- TGCTGATGGAGCTTTTACGCAAGC-3’

2.6.3. Suscetibilidade a antibi6ticos

Para completar a caracterizacdo das duas estirpes clinicas, realizou-se o estudo da
suscetibilidade antimicrobiana a 9 antibibticos: Ampicilina (AMP), Vancomicina (VAN),
Ciprofloxacina (CIP), Trimetoprim (TMP), Piperacilina (PIP), Cefoperazona (CFP),
Cloranfenicol (CHL), Gentamicina (GEN) e Amoxicilina (AMX), uma vez que estes foram os
antibioticos utilizados por Ferreira e colaboradores (2013) na caracterizacao das estirpes de
origem animal (AB 17/11 e AB 36/11) em estudo. Os intervalos de concentracoes de
antibiotico testadas foram: 256-0,125 pug/mL para AMP; 512-0,25 ug/mL para VAN; 8-0,004
ug/mL para CIP; 512-0,25 pg/mL para TMP; 512-0,25 ug/mL para PIP; 512-0,25ug/mL CFP;
128-0,06 pug/mL para CHL; 64-0,03125 ug/mL para GEN; 256-0,125 ug/mL para AMX.
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De forma a ser avaliada a suscetibilidade das duas estirpes A. butzleri aos antibidticos
mencionados, utilizou-se o método de microdiluicao em meio liquido, segundo a norma M7-Aé
das Metodologias dos Testes de sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicao para
Bactérias de Crescimento Aerdbio (NCCLS, 2003). As bactérias foram repicadas em placas de
agar sangue e incubadas durante 18-24 horas a 37 °C e em condicdes de microaerofilia. Apos
a preparacao das solucées com as concentragdes iniciais de cada antibiotico, realizaram-se
diluicbes sucessivas dos mesmos (1:2) nos intervalos de concentracdes indicados. Os testes
foram realizados com meio Mueller Hinton Broth (MHB, Liofilchem, Italy) ajustado com
catides, em placas de 96 pocos, com volume final de 100 uL por poco. Para preparacao da
suspensao bacteriana, apds o crescimento em meio solido, as bactérias foram suspensas
diretamente numa solucao de NaCl a 0,85 % (m/v), sendo a turbidez desta suspensao
posteriormente ajustada a 0,5 unidades de McFarland. De forma a obter uma concentracao
final de cerca de 5x10° unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL) em cada poco,
a suspensao preparada sofreu uma diluicao de 1:100 em meio MHB. Os controlos do método
foram realizados de forma semelhante ao ja descrito, sendo que, para o controlo positivo de
crescimento ndo foram adicionados os antibioticos em estudo e no controlo negativo de
crescimento nado foi adicionado indculo nos respetivos pocos. As placas foram incubadas
durante 48 horas, a 37 °C, em condicbes de microaerofilia e os resultados foram avaliados
visivelmente, definindo a concentracdo minima inibitdria (CMI) do antibiotico, como a menor
concentracdo de cada composto sem qualquer crescimento visivel a olho nu. Foram realizados

trés ensaios independentes.

2.7. Suscetibilidade aos complexos de inclusdao formados e ao

resveratrol livre

Para a determinacao da CMI dos complexos de inclusao e do resveratrol, procedeu-se de
forma semelhante a descrita no ponto 2.6.4. para os antibioticos. Neste caso, o intervalo de
concentracoes para o complexo foi de 2048 a 16 ug/mL, sendo que estas concentracoes
correspondem ao RV dentro do complexo de inclusao, e para o RV livre de 400 a 3,125 ug/mL.
Para os ensaios com RV, o meio foi suplementado com 1,5 % (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO)
para aumentar a solubilidade do composto. Foram realizados trés ensaios de forma

independente.

2.8. Curvas de morte em células plancténicas

Para a realizacdo das curvas de morte, escolheram-se dois dos isolados, um clinico (INSA 776)

e um nao clinico (AB 36/11). Ambos foram selecionados para o ensaio, pois 0 seu crescimento

30



Avaliacao da atividade anti-Arcobacter de complexos de inclusao com resveratrol e ciclodextrinas

e a capacidade para formar biofilmes sdao maiores, comparativamente aos outros dois

isolados.

A partir de culturas bacterianas com 18-24 horas de crescimento em placas de agar sangue, a
37 °C e em condicdes de microaerofilia, preparou-se uma suspensao bacteriana que foi
adicionada a 20 mL de MHB, com DOgy nm inicial de 0,05 sendo posteriormente incubada
durante 6 horas a 37 °C, 100 rpm e em condicées de microaerofilia. Com este tempo de
incubacdo as células encontravam-se em fase exponencial de crescimento, uma vez que
anteriormente foram realizadas curvas de crescimento bacteriano com esse mesmo objetivo.
Em tubos de vidro prepararam-se as varias concentracées de complexo de inclusdo e de RV
(1x, 2x e 4x a CMI) aos quais foi posteriormente adicionado 150 uL de suspensao celular com
uma DOgy nm de 0,01 em meio MHB, resultando numa concentracao inicial de células de cerca

de 1x10° UFC/mL, sendo o volume final de cada tubo 1,5 mL.

Nos ensaios com complexo de inclusdo, a influéncia da HP-y-CD no crescimento celular foi
também avaliada. Para tal, utilizou-se uma concentracdo de CD correspondente a 4xMIC de
complexo para cada estirpe, a concentracao mais elevada de complexo de inclusao testada,
em meio MHB. Nos ensaios com RV procedeu-se da mesma forma, sendo que neste caso foi
avaliada a influéncia do DMSO. Tubos que continham apenas meio de cultura e suspensao
celular, foram utilizados como controlo positivo de crescimento. Os tubos foram incubados a
37 °C em aerofilia, sem agitacdo e na auséncia de luz. O efeito dos complexos de inclusdo e
do RV no progresso do crescimento bacteriano foi avaliado pela recolha de 20 uL de amostra
apos 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas de incubacao. Este volume retirado foi adicionado em
microplacas de 96 pocos onde foram realizadas diluicoes sucessivas em meio MHB. Depois de
concluidas as diluicdes, transferiu-se 10 uL de cada poco para placas de agar sangue, as quais
foram incubadas durante 48 horas, a 37 °C e em condicdes de microaerofilia e as UFC foram
posteriormente contadas (Chen, 2003). Os ensaios foram realizados, pelo menos, em

triplicado e de forma independente.

2.9. Ensaios de Citometria de Fluxo

A fim de avaliar o mecanismo de acao dos complexos de inclusao, utilizaram-se as mesmas
estirpes selecionadas anteriormente para as curvas de morte. Estes ensaios so foram avaliados
com os complexos de inclusdao, uma vez que ja estda documentado o estudo com RV livre
(Ferreira et al., 2014), e o principal objetivo deste estudo é avaliar o efeito dos complexos de

inclusao entre CD e RV sobre as estirpes de A. butzleri.

Nos ensaios de citometria de fluxo, foi avaliado o efeito dos complexos de inclusao na

possivel despolarizacdo da membrana e na atividade metabdlica das células bacterianas, as
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quais foram marcadas com os fluorocromos SYTO® 40 para marcacdo de células totais e bis-
(acido 1,3-dibutilbarbiturico) trimetina oxonol (BOX) (Invitrogen, EUA) para avaliacdo da
despolarizacdo de membrana e/ou 5-ciano-2,3-ditolil cloreto de tetrazolio (CTC)
(Polysciences, Inc.) para a avaliacdo da atividade metabolica das células. Para tal, as células
foram colocadas a crescer em meio MHB até atingirem o inicio da fase exponencial de
crescimento, como descrito para as curvas de morte. Posteriormente, a DOg; nm fOi acertada
a 0,01 (aproximadamente 1x10’ UFC/mL) com meio MHB e foram adicionados 100 pL de
suspensao celular aos tubos previamente preparados com as concentracdes a testar de
complexo de inclusdo (0Ox, 1x, 2x e 4x a CMI) e um tubo com uma concentracdo de CD
correspondente a 4x a CMI, obtendo-se um volume final de 1 mL. Estes tubos foram incubados
no escuro, durante 6 horas a 37 °C. Apds o tempo de incubacdo, as células foram
centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 min a temperatura ambiente e 850 uL do sobrenadante
foram descartados. Para os ensaios com BOX (Silva et al., 2011), procedeu-se a ressuspensao
das células depositadas com tampao fosfato salino (“phosphate buffered saline” - PBS)
suplementado com 4 mM EDTA e adicao de um volume de BOX de modo a que a concentracao
final fosse 2,5 ug/mL, seguindo-se a incubacdo dos tubos no escuro durante 15 min a
temperatura ambiente. No caso do CTC (Tholozan et al., 1999), adicionou-se meio BHI, agua
destilada filtrada (filtros 0,22 um) e uma concentracao final de 5 mM de CTC para a
ressuspensao das células depositadas. Os tubos foram incubados no escuro, durante 2 horas a
37 °C, sem agitacdo e em aerofilia. Para ambos os ensaios, apds o tempo de incubacdo as
células foram centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em PBS + 4mM EDTA com 10 puM de
SYTO® 40. Os tubos foram incubados no escuro durante 15 min & temperatura ambiente e
voltou a realizar-se uma lavagem das células para eliminar o excesso de fluorocromo. Neste
caso, apos o sobrenadante ser descartado, foi adicionado PBS para a ressuspensao das células,
antes da analise no citometro CyAn ADP (Beckman Coulter, Inc., Califérnia, EUA), onde os
resultados foram adquiridos pelo Software Summit (Beckman Coulter, Inc., Califérnia, EUA). A
aquisicao dos dados foi baseada na fluorescéncia e na dispersao de luz resultantes da
iluminacdao dos lasers em estado solido com 50 mW e 25 mW, a 405 e 488 nm,
respetivamente. Os sinais de fluorescéncia foram recolhidos pelos filtros de banda FL1
(530/40 nm, para BOX), FL4 (680/30 nm, para CTC) e FL6 (450/50 nm, para SYTO® 40), sendo
adquiridos 5000 eventos para cada amostra. Para a recolha destes dados foram realizados dois
ensaios independentes. Para a definicdo das regides de células marcadas e células nao
marcadas quer com BOX quer com CTC bem como para verificacdo dos protocolos de
citometria de fluxo foram previamente realizados ensaios controlo. Em citometria de fluxo,
os controlos positivos devem corresponder ao maximo de marcacao com o fluorocromo
enquanto o controlo negativo devera corresponder ao minimo de marcacao. No caso do
fluorocromo BOX, para o controlo positivo foram utilizadas células sujeitas a um tratamento
por calor a 70 °C durante 30 min e para o controlo negativo foram utilizadas células em fase

exponencial de crescimento. No caso do CTC, para o controlo negativo usaram-se células em
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fase exponencial de crescimento e como controlo negativo células sujeitas a um tratamento

por calor a 70 °C durante 30 min.

2.10. Efeito dos complexos de inclusao e de resveratrol na

formacao de biofilmes

As potenciais propriedades de inibir a adesao de A. butzleri dos complexos de inclusao e do
RV livre foram avaliadas. Para isso, as estirpes bacterianas foram repicadas em meio de agar
sangue e incubadas cerca de 24 horas a 37 °C em condicbes de microaerofilia. Apos o
crescimento em placa, procedeu-se a cultura das células durante 16-18horas, em 10 mL de
meio MHB, sendo que a DOgyo nm foi ajustada a 0,05 e os tubos incubados a 37 °C em condicoes
de microaerofilia. A partir desta cultura, foram preparadas suspensdes bacterianas com DOg;g
am igual a 0,1 (Candon et al., 2007; Fields e Thompson, 2008; Moe et al., 2010). Em placas de
96 pocos foram adicionadas as concentracoes dos compostos a ser testados correspondentes a
4x, 2x, 1x, 0.5x, 0.25x e 0.125x a CMI do complexo de inclusao e 2x, 1x, 0,5x, 0,25x e 0.125x
a CMI para o RV livre, juntando-se posteriormente 50 pL das suspensdes bacterianas, obtendo-
se um volume final de 100 pL por poco. Os pocos sem compostos foram usados como controlo
positivo de crescimento e os pocos s6 com meio MHB usados como controlo negativo de
crescimento. As placas foram incubadas a 37 °C durante 48 horas em microaerofilia. No final
do tempo de incubacdo, procedeu-se a quantificacao da biomassa de biofilme formado. Para
o efeito, o meio de cultura foi descartado e os pocos deixados secar completamente, sendo
posteriormente lavados duas vezes com agua para remover as células ndo aderidas. A cada
poco foram adicionados 100 pL de violeta de cristal (Amresco, Solon Ind.) a 0,1 % (m/v)
dissolvido em agua destilada, seguindo-se uma incubacdo de 30 min a temperatura ambiente.
Apds o tempo decorrido, o corante foi removido e os pocos lavados 3 vezes com agua. O
corante contido no biofilme foi solubilizado pela adicao de 100 pyL de etanol a 95 % (v/v) e a

absorvancia foi lida diretamente na placa a 570 nm (Huigens et al., 2008).

2.11. Efeito dos complexos de inclusdo e de resveratrol na

dispersao de biofilmes ja estabelecidos

O efeito dos complexos de inclusao e do RV livre sobre os biofilmes previamente formados foi
avaliado utilizando as mesmas concentracoes dos compostos que foram usadas nos ensaios de
inibicao de formacao de biofilmes. Para isso, realizou-se o crescimento bacteriano durante
16-18 horas em meio liquido como descrito no ponto anterior. A cada poco de uma placa de

96 pocos foram adicionados 100 puL de uma suspensao celular ajustada a uma DOg;g nm de 0,1
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(Candon et al., 2007; Fields e Thompson, 2008; Moe et al., 2010), sendo que, para o controlo
negativo de crescimento, foram apenas adicionados 100 pL de meio. As placas foram
incubadas a 37 °C durante 48 horas e em condicOes de microaerofilia. No final deste tempo de
incubacdao o meio foi removido e foram adicionados 100 pL de cada composto com as
respetivas concentracoes e 100 pL de meio nos controlos negativos e nos controlos positivos
de crescimento, voltando a incubar-se durante 48 horas nas mesmas condicées. Apds a
incubacdo, realizou-se a quantificacdo pelo método de violeta de cristal como descrito

anteriormente para a formacao de biofilmes.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Complexos de Inclusao

Até a data, inimeros estudos tém vindo a ser publicados demonstrando os efeitos benéficos
do RV, sendo a atividade antimicrobiana uma das propriedades mais importantes relacionadas
com este composto (Chan, 2002; Ferreira et al., 2014; Jeandet et al., 2012; Paulo et al.,
2011). Nao obstante, a fotoestabilidade e a solubilidade em agua do resveratrol sao
relativamente reduzidas, o que levou a necessidade de desenvolver formulacdes para tentar
contornar estas limitacdes, como por exemplo a complexacdao do RV com CDs (Amri et al.,
2012).

Neste estudo, procedeu-se a formacao de complexos de inclusao entre RV e HP-y-CD, segundo
o método validado por Silva e colaboradores (2014). A incorporacdo do RV com a CDs
modificada decorreu durante 24 horas, num agitador orbital, onde a suspensao de RV e CD foi
protegida pela luz, de forma a evitar a possivel perda das propriedades do composto. Para a

quantificacdo da concentracao de RV, utilizou-se uma reta de calibracao obtida com varios
padroes de RV, com concentracdes entre 1-100 ug/mL e tendo como fator de ponderagao 1fxz

. A tabela 6 apresenta a concentracdo maxima de resveratrol em meio aquoso obtida apos a
formacédo dos complexos de inclusdo com uma estequiometria de 1:1, ou seja, uma molécula

de trans-resveratrol é complexada com uma molécula de HP-y-CD.

Tabela 6. Concentracao dissolvida de resveratrol e estequiometria dos complexos de inclusao. O
resultado é apresentado como média + desvio padrao de todos os ensaios.

[HP-y-CD] So (mg/mL) [RV] dissolvida

(mg/mL) Estequiometria

0,3 M 0,031 + 0,002 23,6 + 1,11 1:1

Tendo em conta o valor da solubilidade do resveratrol em agua (Sq), que é considerado
praticamente insolUvel segundo a definicdo da “European Pharmacopeia” (Amri et al., 2012),
com a encapsulacao com esta ciclodextrina modificada, a sua solubilidade tende a aumentar
cerca de 760 vezes. Das et al., (2008) obteve um aumento da solubilidade semelhante (cerca
de 729 vezes) quando o resveratrol foi complexado com HP-B-CD, e um aumento da
solubilidade de cerca de 907 vezes ao encapsular o resveratrol com B-CD aleatoriamente
metilada (RM-B-CD). Assim sendo, pode concluir-se que o aumento de solubilidade da
molécula podera ser mais dependente dos grupos funcionais na superficie da CD que do

diametro interno da sua cavidade, uma vez que os valores obtidos para as duas CDs
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hidroxipropiladas (HP-B-CD e HP-y-CD) sao semelhantes apesar de a y-CD apresentar um

diametro de cavidade interna superior (Das et al., 2008; Loftsson e Brewster, 2010).

A concentracao maxima obtida na formacao dos complexos de inclusdo foi de 23,6 mg/mL,
concentracdo esta que corresponde a média de todas as concentracbes maximas de
resveratrol, apés a complexacdo com HP-y-CD, nos complexos que foram utilizados na
realizacao de todos os ensaios descritos neste trabalho. Comparando este valor com a
concentracao de RV da suspensao inicial com CD, ou seja, antes da formacao do complexo (22
mg/mL), observa-se alguma discrepancia entre o valor esperado e o valor obtido. A
explicacao para que este resultado se verifique podera ser devida a elevada diluicao da
solucao de Cl efetuada (1:500), de modo a que a solucdo de Cl possa ser quantificada através
do método de HPLC-DAD, uma vez que esta diluicao pode ter originado erros que se refletem

na determinacao do valor da concentracao final de RV no Cl.

3.2. Caracterizacao dos isolados

Como referido anteriormente, os isolados clinicos cedidos pelo Instituto Nacional de Saude
ndo se encontravam caracterizados, assim sendo procedeu-se a confirmacdo da identificacao
das estirpes ao nivel da espécie, seguindo-se a avaliacdo quanto a presenca de nove genes
putativos de viruléncia cuja presenca foi anteriormente descrita para Arcobacter spp.
(Douidah et al., 2012), avaliando-se ainda o perfil de resisténcia das estirpes a nove

antibioticos convencionais.

Neste estudo, a identificacao dos dois isolados realizou-se por PCR convencional. A estirpe de
referéncia LMG 10828 foi utilizada como controlo positivo e foi usado um par de primers
descrito anteriormente para a identificacao de A. butzleri (Houf et al., 2000). No final das
reacoes de amplificacdo, os produtos resultantes da mesma foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose e os resultados encontram-se na Figura 9. Pela observacao da
figura, tendo em conta o marcador de peso molecular (posicao 1) e a banda resultante da
amplificacdo da estirpe de referéncia (posicdo 2), podemos confirmar que, tanto a estirpe
INSA 593 (posicdo 3) como a estirpe INSA 776 (posicdo 4) pertencem a espécie A. butzleri,
pois os fragmentos resultantes da amplificacdo tém o tamanho esperado e anteriormente

descrito por Houf e colaboradores (2000).
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR. Posicao 1: Marcador de peso molecular
(MPM); Posicao 2: controlo positivo (A. butzleri LMG 10828); Posicao 3: INSA 593; Posicao 4 - INSA 776;
Posicao 5 - Controlo negativo.

Varios estudos demonstraram que a espécie de A. butzleri apresenta patogenicidade para
animais e humanos (Blicker et al., 2009; Collado e Figueras, 2011; Ho et al., 2007), contudo,
0 mecanismo e/ou os fatores associados a esta patogenicidade ainda nao se encontram
totalmente clarificados (Collado e Figueras, 2011). A sequenciacao do genoma da estirpe A.
butzleri RM4018 demonstrou a existéncia de genes homdlogos que codificam fatores de
viruléncia em organismos pertencentes a outras espécies e que estao normalmente associados
com o grau de patogenicidade provocada pelos mesmos (Miller et al., 2007; Karadas et al.,
2013), pelo que é importante avaliar se as estirpes INSA 593 e INSA 776 apresentam, ou nao,
alguns destes genes. Assim sendo, posteriormente a confirmacdo da espécie destes dois
isolados, a sua caracterizacdo prosseguiu com o estudo da ocorréncia de genes que codificam
para diversos fatores de viruléncia. Para tal, utilizou-se a técnica de PCR, utilizando como
controlo positivo a estirpe de referéncia A. butzleri LMG 10828, para a qual a ocorréncia dos
nove putativos genes de viruléncia foi anteriormente demonstrada por Douidah et al., (2012).
Os produtos resultantes da amplificacao por PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose e visualizados pela utilizacao de um transiluminador (Figura 10).
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados relativos aos genes que
codificam fatores de viruléncia. Posicoes 1 a 4: cadF para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e controlo
negativo (CN); Posicoes 5 a 8: tlyA para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicoes 9, 10, 12 e 13:
hecB para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicoes 14 a 17: pldA para LMG 10828, INSA 593, INSA
776 e CN; Posicoes 18 a 21: ciaB para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicdes 22 a 25: ¢j1349 para
LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicoes 26 a 29: hecA para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN;
Posicoes 31 a 34: irgA para LMG 10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicoes 35 a 40: mviN para LMG
10828, INSA 593, INSA 776 e CN; Posicoes 11 e 30: MPM.

Tabela 7. Caracterizacdo das estirpes em estudo no que respeita a presenca/auséncia dos genes
codificantes para os fatores de viruléncia.

Genes de Viruléncia

Estirpes cadF tlyA hecB pldA ciaB cj1349 hecA irgA mviN
LMG 10828 + + + + + + + + +
INSA 593 + + - + + + + - +
INSA 776 + + - + + + + - +
AB 17/11 + + + + + + + + +
AB 36/11 + + + + + + + - +

Observando a figura 10 e a tabela 7, podemos concluir que os dois isolados clinicos possuem

no seu genoma a sequéncia da maioria dos genes em estudo, como é o caso dos genes que
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codificam para as proteinas de ligacao a fibronectina cadF (posicoes 2 e 3) e ¢j1349 (posicoes
23 e 24), para a fosfolipase A, pldA (Posicdes 15 e 16), genes essenciais a biossintese do
peptidoglicano, mviN (Posicoes 36 e 37), genes da hemolisina, tlyA (Posicoes 6 e 7), genes
que codificam antigénios associados a capacidade de invasao celular, ciaB (Posicdes 19 e 20) e
0 gene que codifica para uma proteina membro da familia da hemaglutinina filamentosa,
hecA (Posicoes 27 e 28). Pode observar-se também que os genes que codificam para proteinas
ativadoras de hemolisina hecB (corridas 10 e 12) e para a proteina da membrana externa
regulada por ferro irgA (posicoes 32 e 33) estao ausentes em ambos os genomas das estirpes
clinicas. Relativamente aos isolados de origem animal, a caracterizacdo tinha sido realizada
anteriormente, sendo que para a estirpe AB 17/11, todos os genes em estudo se encontram
presentes no seu genoma, enquanto que para a estirpe AB 36/11 se encontra apenas ausente
o gene irgA. A presenca destes genes no genoma dos isolados clinicos e animais pode estar
relacionada com a sua capacidade de provocar doencas em humanos e animais. Por exemplo,
em Campylobacter jejuni, as proteinas codificadas pelos genes cadF e c¢j1349 foram
relacionadas com a capacidade que a bactéria tem em se ligar a células epiteliais de frango
(Flanagan et al., 2009). O gene hecA, membro da classe das adesinas foi associado com a
ligacdo, a agregacdo e a morte celular epidérmica de Erwinia chrysanthemi (Rojas et al.,
2002) e o gene pldA associado com a lise de eritrocitos por Campylobacter coli (Grant et al.,
1997). Karadas et al. (2013) e Levican et al. (2013) tentaram relacionar a presenca destes
genes com a viruléncia causada por estirpes de A. butzleri, analisando a capacidade de
adesao e invasado de isolados desta espécie, em culturas de linhas celulares humanas, nao
sendo encontrada uma relacdo entre o padrdao dos potenciais genes de viruléncia e a

capacidade de adesao e invasao de Arcobacter.

Quando ocorre uma infecdao originada por microrganismos, o tratamento desta passa
geralmente pelo uso de antibioticos. Contudo, o uso abusivo dos mesmos tem tido como
consequéncia o aparecimento de estirpes bacterianas resistentes a mdltiplos agentes
antimicrobianos, tornando dificil o tratamento de varias doencas infeciosas (Ferreira et al.,
2010; Son et al., 2007). Assim sendo, e de forma a tornar o tratamento de infeches
provocadas por A. butzleri menos empirico, torna-se de extrema importancia conhecer os
padroes de suscetibilidade antimicrobiana desta espécie. A forma de conseguir estes padroes
de suscetibilidade passa pela determinacao da CMI por diluicido em agar ou em meio liquido,
sendo este ultimo o método geralmente utilizado em laboratérios clinicos. A CMI entende-se
pela menor concentracao de um agente antimicrobiano que é capaz de impedir o crescimento
visivel de um microrganismo e realiza-se incubando uma quantidade conhecida de inéculo
bacteriano em diluicoes especificas do agente antimicrobiano sendo o crescimento

posteriormente avaliado a olho nu (Cavalieri, 2005; NCCLS, 2003).

Assim sendo, para a caracterizacdao das estirpes INSA 593 e INSA 776, procedeu-se a
determinacao da suscetibilidade antimicrobiana na presenca de 9 antibioticos geralmente

usados no tratamento de infecdes causadas por microrganismos, sendo eles: ampicilina,
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vancomicina, ciprofloxacina, trimetoprim, piperacilina, cefoperazona, cloranfenicol,
gentamicina e amoxicilina (CDC, 2010). Os resultados das CMIs relativos a cada antibiotico e
estirpe em estudo, encontram-se sumariados na tabela 8; além de se apresentarem os
resultados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados clinicos, encontram-se também as
CMIs da estirpe de referéncia e dos dois isolados animais, que haviam sido determinados
anteriormente por Ferreira e colaboradores (2013).

Tabela 8. Perfis de resisténcia a antibioticos dos isolados clinicos, animais e estirpe de referéncia e
respetivo fenotipo de resisténcia.

CMI (ug/mL) Fenétipo de
Estirpe A
Resisténcia
AMP VAN Cip TMP  PIP CFP CHL GEN AMX
AMP, VAN,
INSA
593 >256 >512 0,06 >512 >512 >512 8 0,5 64 TMP, PIP, CFP,
AMX
AMP, VAN,
INSA
776 >256 256 0,06 >512 512 512 2 0,5 32 TMP, PIP, CFP,
AMX
AB
1 >512 8 >512 16 8 4 0,5 1 VAN, CIP, TMP
17/11
AB AMP, VAN, CIP,
128 >512 4 >512 >512 512 4 0,25 64 TMP, PIP, CFP,
36/11
AMX
AMP, VAN,
LMG
64 256 0,06 >512 512 512 16 1 32 TMP, PIP, CFP,
10828
AMX
Ponto
de > 32 > 32 >4 >16 >128 =264 232 >8 > 32
corte*

*Os valores da CMI para os pontos de corte foram baseados nos pontos de corte para a resisténcia de
Campylobacter spp. pelos critérios do “National Antimicrobial Resistance Monotoring System” (CDC,
2010) e dos protocolos M100 do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2005).

Pela observacao dos resultados obtidos, verificou-se que os dois isolados clinicos exibem
resisténcia a ampicilina, vancomicina, trimetoprim, piperacilina, cefoperazona e amoxicilina;
nao obstante, apresentam elevada suscetibilidade quando expostos a gentamicina,
ciprofloxacina e cloranfenicol (Tabela 8). A resisténcia de A. butzleri a ampicilina, foi ja
descrita tanto para isolados clinicos (Vandenberg et al., 2006) como para isolados animais
(Atabay e Aydin, 2001; Ferreira et al., 2013). Em 2001, Atabay e Aydin realizaram um estudo

usando estirpes de A. butzleri isoladas a partir de carcacas de aves, obtendo uma taxa de
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resisténcia a este antibidtico de 64,1 % (Atabay e Aydin, 2001), enquanto que Ferreira e
colaboradores em 2013 obtiveram uma taxa superior, de cerca de 98 % de resisténcia ao
mesmo (Ferreira et al., 2013). Por outro lado, num estudo realizado em 2006, apenas 21,3 %
dois isolados clinicos de A. butzleri apresentaram resisténcia quando expostos a ampicilina
(Vandenberg et al., 2006). Neste caso, apenas a estirpe AB 17/11 se apresentou suscetivel
quando exposta a este antibidtico. Em relacao a suscetibilidade ao cloranfenicol, existem
também algumas divergéncias nos resultados publicados, ou seja, enquanto alguns autores
encontraram 98 % de resisténcia em isolados humanos (Otth et al., 2004) e cerca de 30 % em
isolados de carnes a retalho (Kabeya, et al. 2004), outros trabalhos relataram niveis de
resisténcia muito mais reduzidos (2,3 %) (Ferreira et al., 2013) e até nulos (Atabay e Aydin,
2001). Este facto pode ser explicado tendo em conta a incidéncia do uso do antibiotico nos
varios locais onde os estudos sdo realizados, uma vez que em sitios onde a aplicagdo no
tratamento é mais acentuada, as bactérias tém um nivel de resisténcia superior (Otth et al.,
2004). No presente estudo, observa-se que, tanto para os isolados como para a estirpe de

referéncia, existe susceptibilidade ao cloranfenicol.

Houf e colaboradores (2004) encontraram valores de suscetibilidade a ciprofloxacina
inferiores para isolados animais comparativamente com isolados clinicos (Houf et al., 2004),
comportamento que também foi observado nos resultados do presente estudo, onde os
isolados clinicos apresentaram valores de CMI mais baixos que os isolados animais, ambos
resistentes. Esta resisténcia a ciprofloxacina tem sido relacionada com o uso de
fluoroquinolonas no tratamento de aves de capoeira, levando ao aumento da resisténcia das
bactérias a estes antibioticos (Houf et al., 2004; Ferreira et al., 2013). O uso de antibidticos
no tratamento de aves de capoeira foi igualmente associado ao aumento de resisténcia
bacteriana a amoxicilina (Ferreira et al., 2013; Fera et al., 2003; Atabay e Aydin, 2001),
sendo que todas as estirpes testadas se mostraram resistentes a este antibiotico, com
excecao do isolado AB 17/11 que foi inibido por este antibiotico a 1 pg/mL. A resisténcia a
vancomicina, a piperacilina, a cefoperazona e ao trimetoprim foi também ja descrita para
isolados clinicos (Houf, 2001) e isolados animais (Fera et al, 2003; Atabay, 2001; Ferreira,
2013). Esta resisténcia confirmou-se igualmente para as estirpes em estudo, exceto para a
estirpe AB 17/11 que apenas apresenta resisténcia para a vancomicina e o trimetoprim. Nao
obstante, quando sdo realizados estudos de suscetibilidade antimicrobiana a gentamicina, a
percentagem de isolados resistentes a este composto tende a ser inferior (Atabay e Aydin,
2001; Fera et al., 2003; Otth et al., 2004; Vandenberg et al., 2006; Ferreira, 2013), facto que
se verificou igualmente no presente estudo para os quatro isolados bem como para a estirpe
de referéncia. Kiehlbauch et al. (1992) demonstrou que os antibidticos do grupo dos
aminoglicosideos sdo aqueles que apresentam um efeito mais ativo sobre A. butzleri, pela
forte capacidade de inibir a sintese proteica das bactérias (Kiehlbauch et al., 1992). Em
suma, todos os isolados, tanto clinicos como animais, apresentam resisténcia a pelo menos

trés dos antibidticos testados e que sdo geralmente usados no tratamento de infecoes
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microbianas na medicina humana e em praticas veterinarias (Atabay e Aydin, 2001), sendo
que, a estirpe que se demonstrou mais suscetivel a estes mesmos antibioticos foi a estirpe AB
17/11. Quando as estirpes foram expostas ao cloranfenicol e a gentamicina, todas
apresentaram resisténcia microbiana, facto que é sustentado por publicacées anteriores
(Ferreira et al., 2013; Otth et al., 2004; Vandenberg et al., 2006).

3.3. Atividade dos complexos de inclusao e do resveratrol livre

sobre A. butzleri

Apds a caracterizacdo das estirpes, os ensaios prosseguiram com a avaliagdo da
suscetibilidade antimicrobiana das cinco estirpes de A. butzleri em estudo aos complexos de
inclusdao previamente formados e ao RV livre através da determinacao dos valores de CMI.
Para as estirpes AB 17/11, AB 36/11 e INSA 593 foi obtida uma CMI de 64 ug/mL e para as
estirpes INSA 776 e LMG 10828 obteve-se uma CMI de 256 pg/mL quando expostas ao
complexo de inclusao formado. Por outro lado, quando expostas ao RV livre, obteve-se para

todas as estirpes em estudo uma CMI de 100 ug/mL (Tabela 9).

Tabela 9. Valores da concentracdo minima inibitéria (CMI) para o complexo de inclusdao e para o
resveratrol livre contra as estirpes de A. butzleri. Os valores sao apresentados em ug/mL.

LMG 10820 AB 17/11 AB 36/11 INSA 593 INSA 776
Cls 256 64 64 64 256
RV livre 100 100 100 100 100

Observando os resultados obtidos, verificou-se que, para o complexo de inclusao, a estirpe de
referéncia e a estirpe INSA 776 possuem um valor mais elevado da CMI comparativamente
com os outros trés isolados. Da mesma forma, para estas estirpes, o valor da CMI com RV livre
¢ inferior a CMI obtida com o Cl, o que poderia sugerir que, com a encapsulacdo, o composto
ficaria com uma exposicao limitada de alguns grupos funcionais importantes para a atividade
antimicrobiana. No entanto, uma vez que para as estirpes AB 17/11, AB 36/11 e INSA 593 isto
nao se verifica, é dificil explicar o motivo por que isto acontece. Os resultados descritos até
ao momento sobre a atividade antimicrobiana de complexos de inclusao com CDs sao um
pouco contraditorios: alguns autores demonstraram que a encapsulacdo aumenta a acao
antimicrobiana dos compostos (Panda e Tripathy, 2013; Sun et al., 2011); enquanto outros
defendem que a encapsulacao de um composto com CDs causa uma reducao da sua atividade
antimicrobiana (Leclercq et al., 2010; Lu et al., 2011). Uma vez que apenas foi estudado um
complexo de inclusdo neste trabalho e que a dissociacao do RV do Cl sera a mesma para todas

as estirpes em estudo pois esta se encontra relacionada com a constante de solubilidade
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aparente (Ks), (Lu et al., 2011), sugere-se que, possivelmente, as diferencas observadas

sejam devidas as caracteristicas fenotipicas de cada estirpe.

Recentemente, foi publicado um trabalho onde foi estudado o efeito do RV livre sobre duas
espécies de Arcobacter (Ferreira et al., 2014). Neste estudo foi utilizada a mesma estirpe de
referéncia de A. butzleri, LMG 10828, tendo sido obtida uma CMI de 100 ug/mL, coincidindo
desta forma com o resultado obtido para essa mesma estirpe no presente estudo. De forma a
garantir que a CD usada na encapsulacdo do composto ativo ndo apresentava por si so,
capacidade antimicrobiana, foram realizados controlos que confirmaram que o efeito
inibitdrio do crescimento microbiano apresentado pelo complexo de inclusdo, se deveu
apenas a atividade antimicrobiana do RV que se encontrava no interior de HP-y-CD, ja que os

ensaios realizados apenas com CD nao apresentaram inibicdo aparente de crescimento.

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados em bactericidas, isto é, o agente causa a
morte das bactérias, ou bacteriostaticos, onde o agente apenas previne o crescimento
bacteriano. Em termos de reducao de crescimento, para um agente antimicrobiano ser
considerado bactericida, a sua acao no crescimento bacteriano resulta numa diminuicao
maior ou igual a 99,9 % num periodo de 18-24 horas em relacao ao indculo inicial. A atividade
bacteriostatica tem sido definida como a razdo da entre a concentracao minima bactericida e
da concentracdo minima inibitoria superior a 4 (Pankey e Sabath, 2004). A determinacao das
caracteristicas bactericidas ou bacteriostaticas de um agente antimicrobiano podem ser
influenciadas pelas condicdes de crescimento, densidade bacteriana, duracao do teste e
extensdo da reducdo do nUmero de bactérias. Desta forma, a maioria dos agentes
antimicrobianos sdo melhor descritos como potenciais bactericidas e bacteriostaticos (Pankey
e Sabath, 2004). No caso de resveratrol, a sua atividade antimicrobiana foi ja descrita, sendo
que este composto exibiu tanto capacidade bactericida como capacidade bacteriostatica nos
varios estudos realizados (Brown e Jiang, 2013; Docherty et al., 2007; Ferreira et al., 2014;
Paulo et al., 2010).

O efeito que um agente antimicrobiano exerce sobre determinado organismo, ou seja, a sua
atividade bactericida ou bacteriostatica, pode ser avaliado pela determinacdo da taxa de
morte celular na presenca de uma concentracao fixa do agente antimicrobiano sob condic6es
controladas. Esta taxa é determinada medindo o nimero de células viaveis em varios
intervalos de tempo, resultando num grafico que é conhecido como curva de morte (Schwalbe
et al., 2007). Desta forma, apos determinacao da CMI e com o intuito de ser avaliado o efeito
de varias concentracoes de complexo de inclusdo sobre as estirpes de A. butzleri em fase
exponencial de crescimento, procedeu-se primeiramente a determinacao da cinética de
crescimento de cada estirpe na auséncia de qualquer agente antimicrobiano (Figura11) para

avaliar a duracao e ocorréncia da fase exponencial das estirpes.
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Figura 11. Representacdo grafica das curvas de crescimento das estirpes de A. butzleri LMG 10828, AB
17/11, AB 36/11, INSA 593 e INSA 776.

Observando a figura anterior, verifica-se que, por volta das 6 horas de incubacao, para todas
estirpes, as células se encontram na fase exponencial de crescimento bacteriano, fixando-se
assim o tempo de incubacdo necessario para a realizacdo das curvas de morte em 6 h. Os
ensaios de taxa de morte foram realizados somente para duas das estirpes em estudo, um
isolado animal, AB 36/11 e um isolado clinico, INSA 776. Estas duas estirpes foram
selecionadas tendo em conta o seu crescimento e resisténcia microbiana apresentada. Uma
vez que o objetivo deste estudo é avaliar a efetividade dos complexos de inclusdo contendo
RV em células de A. butzleri, tornou-se relevante a eleicdo das estirpes que, a priori,

apresentariam um fenotipo mais virulento.

Tendo sido determinado o tempo ao qual era atingido o meio da fase exponencial de
crescimento, foram entao realizados os ensaios de curvas de morte para as estirpes AB 36/11
e INSA 776 ao longo de 24 horas de crescimento celular, usando para inoculo células em fase

exponencial, na presenca de complexo de inclusao (Figura 12) e de RV livre (Figura 13).
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Figura 12. Representacao grafica das curvas de morte das estirpes de A. butzleri AB 36/11 (grafico A)
INSA 776 (grafico B) quando incubadas com complexo de inclusao.
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Figura 13. Representacao grafica das curvas de morte das estirpes de A. butzleri AB 36/11 (grafico A) e
INSA 776 (grafico B) quando incubadas com resveratrol livre.

Como se pode comprovar pela figura 12, o efeito exercido pelo complexo de inclusao é
semelhante para ambos os isolados na presenca de uma concentracao correspondente a 2x e
4x a CMI. Isto é, para uma concentracao igual a 4x a CMI, o complexo de inclusdao demonstrou
um efeito bactericida nos dois isolados ap6s 6 horas de incubacdo, sendo que, quando as
estirpes foram expostas a 2x a CMI, este efeito apenas foi observado no final das 24 horas de
incubacdo, sendo que nas primeiras horas, a reducdo do valor de UFC/mL foi mais notério
para o isolado clinico. Por outro lado, quando as estirpes foram expostas a uma concentracao
de Cl correspondente ao valor de CMI, a estirpe INSA 776 mostrou-se mais suscetivel a acao do
complexo de inclusao, que chega a ter efeito bactericida no final do tempo de ensaio, o que
nao se observa para a estirpe animal em estudo, ja que nesta apenas se observa um efeito
bacteriostatico.
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Tendo em conta o perfil de resisténcia a antibidticos, a estirpe AB 36/11 é considerada mais
resistente que a estirpe INSA 776, além de que apresenta no seu genoma mais um gene
codificante para um fator de viruléncia, o gene hecB, em relacdo a estirpe clinica.
Comparando estas caracteristicas com os resultados das curvas de morte, continua a
observar-se uma maior resisténcia para a estirpe AB 36/11 na presenca do complexo de
inclusdo. Contudo, tendo em conta os valores da CMI, o isolado clinico demonstrou ser mais
resistente ao complexo de inclusdo, o que indica resultados um pouco contraditorios. Por um
lado, a estirpe AB 36/11 pode ser naturalmente mais resistente aos agentes antimicrobianos
ou, por outro lado, o complexo de inclusao pode ser mais ativo na estirpe com CMI superior. A
discrepancia nos resultados obtidos pode ser devida a mudanca das condicdes de crescimento
e realizacao do ensaio, uma vez que, durante a incubacao para a determinacao da CMI foi
usado um ambiente de microaerofilia, enquanto os ensaios de curvas de morte foram
realizados em aerofilia. Esta mudanca de condicoes pode afetar mais o crescimento da
estirpe INSA 776 do que o crescimento da estirpe AB 36/11, resultando numa maior
suscetibilidade ao complexo de inclusdao. As condicoes deste ensaio foram alteradas em
relacdo aos restantes ensaios porque se observou que a quebra do microambiente aquando da
amostragem, que levava a um decréscimo das UFC/mL muito inconstante e com demasiadas
oscilacdes. Assim, de forma a obter-se uma curva com um decréscimo mais linear das UFC/mL
e tendo por base o estudo de Ferreira et al. (2014), estes ensaios foram realizados em
condicbes de aerofilia, mantendo-se estas condicoes também nos ensaios de citometria de

fluxo.

Analisando a figura 13, pode concluir-se que o efeito do RV livre é bastante semelhante sobre
os dois isolados, uma vez que, apos 6 horas de incubacao com o composto, observou-se que
este tem atividade bactericida sobre ambos e em todas as concentracdes de estudo (1x, 2x e
4x a CMI). Ferreira e colaboradores (2004) estudaram o efeito do RV livre em células de A.
butzleri LMG 10828 e os resultados foram semelhantes aos obtidos no presente estudo para

células em fase exponencial de crescimento.

O ensaio com HP-y-CD foi realizado para garantir que a mesma nao apresenta qualquer
influéncia na atividade antimicrobiana dos complexos de inclusao e, observando os resultados
obtidos (figura 11), a curva resultante deste ensaio é praticamente sobreponivel com a curva
do ensaio do controlo positivo onde apenas existe meio com inoculo bacteriano, o que seria
de esperar, uma vez que a y-CD é de todas, aquela que menos efeitos apresenta nos testes de
toxicidade (Szejtli, 1998). O ensaio com DMSO no estudo da suscetibilidade do RV livre foi
usado com o mesmo intuito e as curvas com este composto sao igualmente sobreponiveis com
as do controlo positivo (figura 12), o que significa que, apesar de o DMSO ter um efeito toxico
sobre as células (Penninckx et al., 1983), na concentracdo usada nao apresenta qualquer

efeito inibidor de crescimento.
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3.4. Mecanismo de acao dos complexos de inclusao sobre

isolados de A. butzleri

Com o intuito de avaliar qual o mecanismo de acao que o complexo de inclusao tem sobre as
estirpes de A. butzleri, foi realizada a técnica de citometria de fluxo. Esta técnica permite a
medicado simultanea de varios parametros em cada célula individualmente, sem afetar a sua
integridade fisica. A identificacdo de fenotipos estruturais e/ou funcionais consegue-se pela
marcacao de componentes celulares através da ligacdo direta de um marcador especifico a
moléculas estruturais ou funcionais das células (Corte-Real et al.,2002). Para a marcacao das
células de A. butzleri em estudo, ou seja, AB 36/11 e INSA 776, usaram-se os fluorocromos:
SYTO® 40, BOX e CTC. A molécula de SYTO® 40 tem capacidade de entrar facilmente na
célula, independentemente do estado da sua membrana plasmatica, ligando-se aos acidos
nucleicos, o que permite a distincao das células de Arcobacter de possiveis residuos ou restos
celulares presentes na suspensao celular. O fluorocromo BOX foi usado para avaliar o
potencial de membrana, pois a sua entrada nas células s6 é possivel quando a membrana
celular das mesmas se encontra despolarizada (Silva et al., 2011). No caso do CTC, as células
bacterianas com atividade de transporte de eletrdes ou atividade respiratoria sao capazes de
reduzir este fluorocromo a um produto fluorescente designado de formazano de CTC que, por
ser insolUvel, se acumula no interior da célula (Silva et al., 2011; Tholozan et al., 1999),
resultando num aumento de fluorescéncia da mesma. Em seguida é apresentada uma tabela
(tabela 11) com os resultados dos ensaios de citometria, apos marcacao das células com estes

fluorocromos, para varias concentracoes de complexo de inclusao e na presenca de HP-y-CD.

Tabela 10. Percentagem de células de A. butzleri positivas para BOX (BOX+) e CTC (CTC+) na presenca
de varias concentracoes de complexo de inclusdo. Os resultados sdo apresentados como média + desvio
padrao de dois ensaios independentes.

BOX" (%) CTC" (%)
Controlo (OXCMI) 15,01+1,88 95,35:4,65
com HP-y-CD 14,3343,10 86,02+0,08
AB 36/11 1XCMI 74,05+1,48 85,60+3,73
2xCMI 93,48+1,02 73,56+0,28
4XCMI 96,57+0,92 36,69+4,46
Controlo (OXCMI) 14,49£1,15 92,35+2,70
com HP-y-CD 11,59:0,18 91,12+4,16
INSA 776 1XCMI 54,98:0,14 86,92+1,44
2xCMI 96,50+2,63 79,77+3,24
4XCMI 98,57+1,80 46,62+2,88
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A figura 14 apresenta os “dot plots” das intensidades de fluorescéncia obtidos para um dos
dois ensaios realizados com a marcacao dos fluorocromos SYTO® 40 e BOX para as estirpes AB

36/11 e INSA 776.
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Figura 14. “Dot plots” de fluorescéncia das células de A. butzleri AB 36/11 e INSA 776 marcadas com
BOX e apds 15 minutos de incubacao com meio (A e F), com HP-y-CD (B e G) e com complexo de inclusao
com concentracoes de 1xCMI (C e H), 2xCMI (D e ) e 4xCMI (E e J).

Os valores de intensidade de fluorescéncia das células marcadas com BOX foram recolhidos
pelo filtro de banda FL1 e para a sua analise foram estabelecidas duas regides
correspondentes a células ndo marcadas e células marcadas. Estas regides foram
estabelecidas com base na avaliacdo da fluorescéncia obtida para os controlos negativos e
positivos das estirpes AB 36/11 e INSA 776 (Figura 14). Como referido anteriormente, o BOX so
tem capacidade de entrar nas células se tiver ocorrido a despolarizacdo da membrana das
mesmas. Nos resultados apresentados na tabela 8, verifica-se um aumento da percentagem de
células marcadas com BOX com o aumento da concentracdao de complexo de inclusao usado
para as duas estirpes. Isto €, com a adicdo de complexo de inclusdo, na estirpe AB 36/11
ocorre o aumento da despolarizacao da membrana em cerca de 60 %, 76 % e 80 % para 1x, 2x
e 4x a CMI, respetivamente. Na estirpe INSA 776, a adicao do complexo de inclusao levou ao
aumento da despolarizacao da membrana em cerca de 40 %, 82 % e 84 % para 1x, 2x € 4x a
CMI, respetivamente. Comparando com os resultados das curvas de morte, os resultados sao
relativamente concordantes para 2x a CMI. Quando aplicada a CMI, a despolarizacao da
membrana celular é superior para a estirpe AB 36/11, porém, o efeito da CMI nas células
cultivaveis, é mais notorio sobre as células de INSA 776. Com a exposicdo a 4x a CMI existe
uma elevada percentagem de despolarizacao de membrana em ambas as estirpes, sendo que
no isolado clinico a percentagem de células positivas é relativamente superior, significando
que as células desta estirpe se encontram mais despolarizadas. A despolarizacao da

membrana das células é um estado de transicdo que ocorre antes da permeabilizacao da
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membrana, estado este irreversivel. Esta despolarizacdo pode ser provocada por varios
fatores ou agentes antimicrobianos, e neste estado as células tém a capacidade de readquirir
culturabilidade (Diaz et al., 2010) podendo ser este o motivo pelo qual a percentagem de
despolarizacao nao se encontra, neste caso, diretamente relacionada com os resultados

obtidos para os ensaios de curvas de morte.

A figura 15 apresenta os “dot plots” das intensidades de fluorescéncia obtidos para um dos
dois ensaios realizados com a marcacao dos fluorocromos SYTO® 40 e CTC para as estirpes AB
36/11 e INSA 776.
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Figura 15. “Dot plots” de fluorescéncia das células de A. butzleri AB 36/11 e INSA 776 marcadas com
CTC e apos 2 horas de incubacao com meio (A e F), com HP-y-CD (B e G) e com complexo de inclusao
com concentracoes de 1xCMI (C e H), 2xCMI (D e ) e 4xCMI (E e J).

Os valores de intensidade de fluorescéncia das células marcadas com CTC foram recolhidos
pelo filtro de banda FL4 e para a sua analise foram estabelecidas duas regides dependentes
da intensidade da fluorescéncia do formazano de CTC nas estirpes AB 36/11 e INSA 776, tendo
por base os resultados obtidos com os controlos positivos e negativos de marcacao (Figura 15).
Como ja foi referido, o CTC é reduzido a produtos de formazano de CTC insoluveis quando as
células mantém a sua atividade metabdlica. Desta forma, se ndo houver nenhuma inibicao da
atividade metabdlica, a percentagem de células com fluorescéncia é elevada, uma vez que
estas mantém a capacidade de reduzir o CTC no seu formazano fluorescente. Observando os
resultados da tabela 8, verifica-se que a diminuicdo da atividade metabodlica de ambas as
estirpes é dependente do aumento da concentracdo de complexo de inclusao usado. Para a
estirpe AB 36/11, a adicao de complexo de inclusao levou a uma reducao de cerca de 10 %, 20
% e 60 % para 1x, 2x e 4x a CMI, respetivamente, e, para a estirpe INSA 776, a adicao do
complexo de inclusao levou a uma reducao de cercade 5 %, 13 % e 45 % para 1x, 2x e 4x a

CMI, respetivamente.
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Quando as duas estirpes foram expostas a 1x e 2x a CMI do complexo de inclusao, os
resultados foram concordantes com os obtidos pelas curvas de morte, onde se observou uma
ligeira diminuicdo das UFC/mL apds 6 horas de incubacdo com o complexo de inclusdo.
Quando expostas a 4x a CMI, as células apresentam uma baixa atividade respiratdria sendo
mais evidente para o isolado animal onde a percentagem de células positivas para CTC (36,69
%) foi mais reduzida em comparacdo com a percentagem obtida para o isolado clinico (46,62
%). Assim sendo, apesar de nos ensaios de curvas de morte o complexo de inclusao ter
apresentado uma diminuicdo relativamente mais rapida das UFCs da estirpe INSA 776, nos
ensaios de citometria de fluxo o efeito do complexo mostrou-se mais pronunciado sobre a
atividade metabolica da estirpe AB 36/11. No entanto, a reducéo da atividade metabélica nao
esta diretamente relacionada com a diminuicdo do nimero de células cultivaveis (Ferreira et
al., 2014).

3.5. Efeito dos complexos de inclusédo e do resveratrol livre em

biofilmes de Arcobacter butzleri

A capacidade de formacao de biofilmes por parte dos microrganismos esta associada com a
viruléncia bacteriana, a aptidao para a colonizacdo, a sobrevivéncia no meio ambiente e a
resisténcia a antibidticos (Gaynor et al. , 2007). Uma vez que em estudos anteriores foi
descrita a capacidade de A. butzleri em formar biofilmes (Assanta et al., 2002; Ferreira et
al., 2013; Kjeldgaard et al., 2009), o estudo prosseguiu com a avaliacdo do efeito dos
complexos de inclusao na formacao e na dispersao de biofilmes. Neste ponto, o efeito do RV

livre sobre a formacéo de biofilmes das estirpes foi também avaliado.

Para avaliar o efeito do complexo de inclusao e do RV livre na formacao de biofilmes,
diferentes concentracoes destes compostos foram incubados com as cinco estirpes
bacterianas, durante 48 horas em microaerofilia. Findo o tempo de incubacao, procedeu-se a
quantificacdo da biomassa de biofilme formado pelo método do violeta de cristal, onde, apos
a dissolucao do corante com etanol a 95 %, foi registada a absorvancia a 570 nm. Os valores
de absorvancia obtidos correspondiam a biomassa total do biofilme formado para as varias
concentracbes de composto. Desta forma, e tendo em conta a absorvancia dos controlos
positivos (tabela 12), foi calculada a percentagem de inibicao de formacao de biofilmes das
diferentes concentracdes quer de Cl quer de RV, ou seja, a capacidade de reducao da
formacao de biofilme por acdo dos compostos. A tabela 12 apresenta a média da absorvancia
a 570 nm dos varios ensaios e a classificacao das estirpes quanto a sua capacidade de formar
biofilmes. Esta classificacdo € baseada na DO obtida apos a formacao de biofilme e na DO do
controlo negativo (DO¢). As estirpes sao classificadas de nao-formadoras de biofilme se a DO

for inferior a DO¢, fracas formadoras se a DO se encontrar entre a DO¢ e 2x DO, moderadas
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formadoras se a DO estiver entre 2x DO¢c e 4x DO¢c e se a DO for superior a 4x DOc sao

classificadas de fortes formadoras de biofilme (Stepanovic et al., 2000).

Figura 16. Absorvancia a 570 nm dos biofilmes formados pelas estirpes em estudo e classificacdo da
capacidade de formacao de biofilme, segundo Stepanovic et al. (2000).

Estirpe Abs 570 nm Formacéo de biofilme
LMG 10828 0,563 Forte
AB 17/11 0,152 Fraco
AB 36/11 0,581 Forte
INSA 593 0,122 Fraco
INSA 776 0,419 Forte

Observando os valores da tabela, pode concluir-se que as estirpes com maior capacidade para

formar biofilmes sao as estipes AB 36/11, INSA 776 e a estirpe de referéncia, enquanto que a

capacidade das estirpes AB 17/11 e INSA 593 é muito mais reduzida. A seguir sao

apresentadas as figuras com os resultados da percentagem de inibicao da formacao de

biofilmes pela acao do complexo de inclusao e do RV livre (Figuras 16, 17, 18, 19 e 20).
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Figura 17. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na inibicdo da formacao de biofilme de A.

butzleri LMG 10828.
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Figura 18. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na inibicao da formacao de biofilme de A.
butzleri AB 17/11.
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Figura 19. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na inibicao da formacao de biofilme de A.
butzleri AB 36/11.
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Figura 20. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na inibicao da formacao de biofilme de A.
butzleri INSA 593
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Figura 21. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na inibicao da formacao de biofilme de A.
butzleri INSA 776.

Pelos resultados obtidos verifica-se que, na presenca do complexo de inclusao ocorre a
inibicdo da formacdo do biofilme para as todas as estirpes em estudo. Essa inibicdo é
influenciada pela concentracao de complexo de inclusao utilizado. De facto, para as estirpes
AB 36/11 e INSA 776 (Figura 18 e Figura 20) com concentragdes superiores a CMI, observou-se
uma inibicdo elevada da capacidade de formacao de biofilme, principalmente para valores de
4x a CMI, com 78 e 70 % de inibicao para AB 36/11 e INSA 776, respetivamente. Para 2x a CMI,
a inibicao da formacao de biofilme foi menos notdria para a estirpe INSA 776 (cerca de 50 %),
sendo que para a estirpe AB 36/11 ainda se observou uma reducao de 70 % na formacao do
biofilme. Para 1x a CMI, a inibicdo ja é bastante inferior para a estirpe INSA 776, uma vez que
ha a reducdo de cerca de 30 %, face aos 50 % da estirpe AB 36/11. Para as outras trés
estirpes, a inibicao da formacao de biofilme com 1x, 2x e 4x a CMI ndo se mostraram tao
acentuadas (Figura 16, Figura 17 e Figura 19). Nao obstante, a capacidade que o complexo de
inclusdao tem em inibir a formacéo de biofilme das estirpes de A. butzleri é notoria mesmo

para concentracoes inferiores a CMI.

Tendo em conta a capacidade que as cinco estirpes tém para formar biofilme, o efeito do
complexo de inclusao é bastante notorio sobre AB 36/11 e INSA 776, que se apresentam como
fortes formadoras de biofilme; isto ja ndo acontece com a estirpe de referéncia, para a qual
ocorreu uma baixa percentagem de inibicdo, sugerindo que esta estirpe é intrinsecamente
mais resistente que as estirpes AB 36/11 e INSA 776, facto que é apoiado pelo seu perfil de
resisténcia aos antibioticos e pela presenca de todos os genes que codificam fatores de
viruléncia. Para as duas estirpes classificadas como fracas formadoras de biofilme, a

percentagem de inibicdo € mais reduzida.

No caso do resveratrol livre, para 1x e 2x a CMI, observa-se uma inibicao da formacao de
biofilme acima de 50% para todas as estirpes, exceto para a estirpe INSA 593 quando incubada

com uma concentracao de RV igual ao valor da CMI. Nestes ensaios, a reducao do biofilme
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formado para concentracdes mais baixas que a CMI também foi evidenciada, mostrando que a
atividade anti-A. butzleri do composto é obtida até em concentracdes mais reduzidas. Para as
estirpes AB 36/11 e INSA 776, a presenca de complexo de inclusao leva a uma inibicao

semelhante do que a presenca do RV livre.

Nao é so importante saber qual o efeito dos agentes antimicrobianos durante a formacao do
biofilme, mas também saber qual o seu potencial em promover a dispersao de biofilmes ja
formados. Desta forma, apos o crescimento do biofilme em placas de 96 pocos e da posterior
incubacdo com as varias concentracdes dos compostos antimicrobianos por mais 48 horas,
procedeu-se a quantificacdo da biomassa de biofilme da mesma forma ao realizado
anteriormente para os ensaios de formacao de biofilmes. Em seguida, sao apresentadas as
figuras com os resultados dos efeitos do complexo de inclusao e do resveratrol livre sobre os
biofilmes pré-estabelecidos (Figura 21, 22, 23, 24 e 25).
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Figura 22. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na dispersao de biofilmes de A. butzleri
LMG 10828.
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Figura 23. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na dispersao de biofilmes de A. butzleri
AB 17/11.
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Figura 24. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na dispersao de biofilmes de A. butzleri
AB 36/11.
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Figura 25. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na dispersao de biofilmes de A. butzleri
INSA 593.
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Figura 26. Efeito da adicao de complexo de inclusao e RV livre na dispersao de biofilmes de A. butzleri
INSA 776.
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Como se pode verificar pelas imagens apesentadas anteriormente, quando é adicionado
complexo de inclusdao ou RV livre, ocorre a destruicao e/ou desagregacao do biofilme pré-
formado pelas estirpes bacterianas. Nos ensaios com complexo de inclusao, a dispersao dos
biofilmes dos dois isolados animais (Figura 22 e Figura 23) e dos dois isolados clinicos (Figura
24 e Figura 25), com 1x, 2x e 4x a CMI, é geralmente superior a 50 %, chegando a atingir-se na
concentracao de 4x a CMI, uma percentagem de destruicao de 71 %, 75 %, 62 % e 80 % para as
estirpes AB 17/11, AB 36/11, INSA 593 e INSA 776, respetivamente. A semelhanca do que
acontece na formacéo de biofilme, a estirpe de referéncia é aquela que menos ¢é inibida pelo
complexo de inclusao, havendo uma inibicdo da dispersao do biofilme formado apenas de 33
%, 41 % e 49 % para 1x, 2x e 4x a CMI, respetivamente (Figura 21) provavelmente devido a sua
possivel elevada viruléncia uma vez que esta estirpe € aquela que apresenta maior resisténcia

na maioria dos testes realizados.

Nos ensaios com RV livre, o composto apresenta elevada capacidade de dispersao do biofilme
para todas as estirpes, para 1x e 2x a CMI, sendo que na estirpe AB 36/11, esta dispersao é
superior a 60 % para 0,5x a CMI. Aqui, e da mesma forma que acontece nos ensaios sobre o
efeito dos dois compostos na formacao dos biofilmes, verifica-se uma diminuicao da biomassa
de biofilme com o aumento da concentracao dos compostos adicionados. De uma forma geral,
a inibicdo da formacado de biofilmes e a dispersdo de biofilmes pré-formados, é maior nos
ensaios com o RV livre do que quando este se encontra complexado com HP-y-CD. No entanto,
da mesma forma que acontece para algumas estirpes na formacao dos biofilmes, para a
estirpe INSA 776, o efeito do complexo de inclusdo é ligeiramente superior ao do RV livre
durante a dispersao. As caracteristicas hidrofilicas que a superficie da ciclodextrina apresenta
pode ser uma vantagem tendo em conta as propriedades do biofilme, ou seja, como o
biofilme é altamente hidratado, as caracteristicas hidrofilicas conferidas pela ciclodextrina ao
complexo de inclusao formado, pode facilitar a entrada do mesmo no interior do biofilme e
assim promover a acdo do resveratrol sobre as bactérias do biofilme (Donlan, 2002; Lopez-
Nicolas et al., 2009).

Em suma, pode afirmar-se que o complexo de inclusao, assim como o resveratrol na sua forma
livre, sao capazes de inibir a formacao de biofilmes, sendo igualmente capazes de destruir os
biofilmes formados apds 48 horas de crescimento. Observa-se uma forte tendéncia da acao do
complexo sobre a estirpe INSA 776, que é aquela para a qual os resultados se apresentam
como mais promissores no controlo dos biofilmes pelo Cl, tanto na inibicao da formacao como
na promocao da dispersao do mesmo. Quanto as estirpes com fraca capacidade de formar
biofilmes, o efeito do complexo nao é tao visivel, uma vez que a percentagem de inibicao &
relativamente baixa. Por outro lado, a estirpe de referéncia demonstra ser a mais resistente,
nao sé nos ensaios da formacao e dispersao de biofilmes, mas também nos restantes ensaios

realizados ao longo do trabalho.
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4. Conclusao

O objetivo do desenvolvimento deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de
complexos de inclusao formados entre HP-y-CD e o resveratrol sobre Arcobacter butzleri. Em
algumas fases do trabalho, ensaios com resveratrol na sua forma livre também foram
realizados, com o intuito de completar a informacdo do estudo. Os ensaios efetuados
permitiram evidenciar a capacidade antimicrobiana que o resveratrol encapsulado apresenta,

neste caso sobre isolados animais e isolados clinicos de A. butzleri.

Inicialmente, foi realizada uma caracterizacao dos dois isolados clinicos com a identificacado a
nivel da espécie pelo uso de “primers” especificos e, posteriormente, com a detecdo de
possiveis genes que codificam para fatores de viruléncia nos dois isolados. Verificou-se que
ambos os isolados apresentam os genes cadF, cj1349, pldA, mviN, tlyA, ciaB e hecA. O perfil
de resisténcia a antibidticos comuns foi também avaliado, observando-se para ambos os
isolados a resisténcia a ampicilina, a amoxicilina, a vancomicina, a cefoperazona, a
piperacilina e ao trimetoprim. Para a estirpe de referéncia e para a estirpe AB 17/11 foram
detetados todos os fatores de viruléncia, enquanto que no genoma da estirpe AB 36/11
apenas se encontrava ausente o gene irgA. Quanto a resisténcia antimicrobiana, a estirpe AB
17/11 apresenta resisténcia a trés dos antibidticos de teste, vancomicina, ciprofloxacina e
trimetoprim; as outras duas estirpes, apresentam ainda resisténcia a ampicilina, piperacilina
e amoxicilina, sendo que a estirpes LMG 10828 apresenta suscetibilidade a ciprofloxacina. Em
suma, todas as estirpes em estudo apresentaram no seu genoma a maioria dos genes que
codificam fatores de viruléncia, da mesma forma que todas elas apresentaram resisténcia a
pelo menos trés dos antibioticos usados e suscetibilidade a gentamicina e ao cloranfenicol.
Estas caracteristicas, podem estar ligadas com a patogenicidade que as espécies apresentam

e consequentemente com a capacidade de originar infecées em animais € humanos.

Apos a caracterizacao dos isolados clinicos, avaliou-se a suscetibilidade das cinco estirpes aos
complexos de inclusao formados, obtendo-se uma CMI de 256 ug/mL para as estirpes LMG
10828 e INSA 776 e uma CMI de 64 ug/mL para as estirpes AB 17/11, AB 36/11 e INSA 593. A
suscetibilidade ao RV livre também foi avaliada, obtendo-se para todos os isolados, uma CMI
de 100 pg/mL.

O efeito dos complexos de inclusao e do RV livre durante a fase exponencial de crescimento
bacteriano revelou que a atividade bactericida do complexo de inclusao depende do tempo de
incubacao e da concentracao de agente antimicrobiano. A reducdo do numero de células

viaveis foi similar para os dois isolados com 2x e 4x a CMI, contudo, quando expostos a CMI, a
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estirpe INSA 776 mostrou-se mais suscetivel. Para os ensaios com RV livre, o efeito

bactericida ocorre apos 6 horas de incubacao com 1x, 2x e 4x a CMI nos dois isolados.

De forma a avaliar qual o mecanismo de acao que o complexo de inclusao tem sobre as
células de A. butzleri, foi realizada a técnica de citometria de fluxo com as estirpes AB 36/11
e INSA 776. Para o efeito foram usados os fluorocromos SYTO® 40, BOX e CTC, e os resultados
demonstraram que em ambas as estirpes, com o aumento da concentracao de complexo de
inclusdo ocorre a reducdo da atividade metabdlica e o aumento da despolarizacdo da

membrana celular.

Foi estudado ainda o efeito do complexo de inclusao e do RV livre na formacao e em biofilmes
ja formados por A. butzleri, verificando-se a capacidade de ambos em inibir a formacao de

biofilmes e a capacidade de destruir biofilmes previamente formados.

Tendo em conta os resultados obtidos durante o estudo, o trabalho contribui para uma
melhoria do conhecimento dos perfis de suscetibilidade de Arcobacter butzleri, da mesma
forma que evidencia a capacidade antimicrobiana que o resveratrol apresenta, estando na sua
forma livre ou encapsulado com ciclodextrina. O efeito dos complexos de inclusao foi
evidente em células plancténicas e em biofilmes de A. butzleri, o que comprova que esta
encapsulacao do RV podera ser uma potencial forma de manter a estabilidade do composto
sem que seja perdida a sua atividade antimicrobiana, podendo assim ser posteriormente

aplicado, por exemplo, para a conservacao de produtos de origem alimentar.
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5. Perspetivas Futuras

Este trabalho focou-se no estudo do potencial anti-Arcobacter com complexos de inclusao
entre resveratrol e ciclodextrina, demonstrando resultados promissores no controlo deste
microrganismo, tanto em células planctonicas como em biofilmes formados pelas mesmas.

Desta forma, pode incluir-se como perspetivas futuras deste trabalho:

e Avaliar a acao antimicrobiana do complexo de inclusdo sobre outras espécies de
Arcobacter cuja presenca ja foi descrita em produtos alimentares, tal como sobre

outros microrganismos também de origem alimentar;

e Avaliar a eficacia do RV e do Cl quando adicionados diretamente em alimentos de
modo a verificar qual o efeito que estes tém na atividade anti-Arcobacter verificada

in vitro;

e Incorporar os Cls em embalagens para géneros alimenticios, avaliando a libertacao do
composto ativo e a sua efetividade em impedir a deterioracdo dos produtos

embalados e a proliferacao de microrganismos patogénicos.
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