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RESUMO

As cepas de Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) sdo patdégenos que causam
inflamacéo intestinal, resultando em diarréia aguda e persistente, especialmente em
criancas e individuos imunocomprometidos. Essas infecgdes contribuem para cerca
de 500.000 mortes anuais por diarreia em criangas menores de cinco anos. A
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, especialmente devido a formacao de
biofilmes, reduz a eficacia dos antimicrobianos e prejudica a resposta imunoldgica,
dificultando o tratamento. Biofilmes aumentam a resisténcia aos antimicrobianos em
até 1000 vezes e estao envolvidos em cerca de 80% das infec¢des bacterianas. Este
estudo avaliou a ac&o antibiofime de vesiculas de membrana externa (OMVs)
isoladas de Burkholderia thailandensis, observando inibicao de 95,86% e 94,83% na
formacao de biofilme e destruicdo de 88,55% e 62,52% de biofilme pré-formado de
EAEC 042 com OMVs obtidas por ultracentrifugacéo (OMVs-UC) e OMVs obtidas pelo
uso do kit de isolamento de exossomos (OMVs-Kit), respectivamente. Além disso, o
uso de OMVs apresentou baixo efeito citotdoxico contra células VERO CCL-81. Além
disso, comparamos os padrdes, a composicao geral e a concentragao de vesiculas
obtidas por dois métodos de obtencgao: ultracentrifugacao e uso de kit de isolamento
de exossomos. Os resultados indicaram que o uso do kit apresenta vantagens em
termo de simplicidade, além de recuperar quantidades e padroes de vesiculas muito
semelhantes aqueles obtidos pela técnica tradicional de ultracentrifugagédo e

apresentar acao contra biofilme de EAEC.

Palavras-chave: Ultracentrifugacdo. Método de Obtengdo. Escherichia coli

Enteroagregativa. Compostos antibacterianos.
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ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) strains are pathogens that cause intestinal
inflammation, resulting in acute and persistent diarrhea, especially in children and
immunocompromised individuals. These infections contribute to approximately
500,000 annual deaths from diarrhea in children under five years old. Bacterial
resistance to antimicrobials, particularly due to biofilm formation, reduces the
effectiveness of antimicrobials and impairs the immune response, complicating
treatment. Biofilms increase antimicrobial resistance by up to 1000 times and are
involved in about 80% of bacterial infections. This study evaluated the antibiofilm
activity of outer membrane vesicles (OMVs) isolated from Burkholderia thailandensis,
showing 95,86% and 94,83% inhibition of biofilm formation and 88,55% and 62,52%
destruction of pre-formed EAEC 042 biofilm with OMVs obtained by ultracentrifugation
(OMVs-UC) and OMVs obtained by using the exosome isolation kit (OMVs-Kit),
respectively. Furthermore, the use of OMVs showed low cytotoxic effects against
VERO CCL-81 cells. Additionally, we compared the patterns, overall composition, and
vesicle concentration obtained by two isolation methods: ultracentrifugation and the
use of the exosome isolation kit. The results indicated that using the kit has advantages
in terms of simplicity, as well as recovering quantities and vesicle patterns very similar
to those obtained by the traditional ultracentrifugation technique, while also showing

activity against EAEC biofilm.

Keywords: Ultracentrifugation. Isolation Method. Enteroaggregative Escherichia coli.

Antibacterial Compounds.
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1 INTRODUGAO

1.1 Infecgoes Bacterianas e Resisténcia a Antibioticoterapia

Embora as bactérias sejam pequenos organismos classificados na microescala
e com um pequeno genoma, elas sdo uma forma de vida complexa, com potencial
ameacga a saude publica (Van Oosten et al., 2015). Diante disso, inumeros estudos
s&o desenvolvidos com o intuito de aumentar o conhecimento acerca das habilidades
bacterianas nos processos de adesao, invasao e sobrevivéncia nos mais diversos
nichos, assim como na propagacéao da viruléncia bacteriana (Liu et al., 2022).

Os antibacterianos apresentam acdo em culturas bacterianas devido aos seus
principais mecanismos de agao, como interferéncia na sintese da parede celular,
inibicdo da sintese proteica, interferéncia na sintese de DNA, inibicdo de vias
metabdlicas e danos estruturais na membrana bacteriana (Etebu; Arikekpar, 2016;
Xiong et al., 2014).

Segundo dados fornecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-
se que, até 2050, cerca de 10 milhdes de mortes anuais serao atribuidas a infecgbes
causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos (De Kraker; Stewardson;
Harbarth, 2016). Nos Estados Unidos, aproximadamente 35.000 o&bitos ocorrem
anualmente devido a dificuldade no tratamento de infeccdes bacterianas resistentes
(CDC, 2019; O’Neill, 2016). Em paises de baixa e média renda, a resisténcia
bacteriana tem se intensificado, uma vez que a escassez de recursos e a limitagdo no
acesso a diagnosticos e tratamentos adequados agravam a situagéo, especialmente
em sistemas de saude precarios (Abbas, 2024; Maijigo et al., 2024). A alta incidéncia
de Escherichia coli multirresistente, identificada hospitais do mundo todo e ja isoladas
em ambientes comunitarios de paises em desenvolvimento, tem gerado
preocupacgdes globais, reforcando a urgéncia de agdes para conter a disseminagao
de cepas resistentes dessa bactéria, particularmente no que diz respeito a sua
resisténcia a antibioticos (Nji et al., 2021).

Em paises de alta renda, observa-se a implementacdo de politicas rigorosas
para a prescricdo de antimicrobianos, com o objetivo de mitigar a resisténcia
bacteriana (Sanchez, 2016). Devido a sua importancia, E. coli foi incluida na lista de
patdgenos criticos prioritarios da OMS, o que tem incentivado pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de novos antimicrobianos (Shrivastava; Shrivastava; Ramasamy,
2018). A exposigao recorrente aos antimicrobianos promove a selegao natural de E.

coli comensais resistentes, as quais sobrevivem a ambientes, mesmo que na



presenga de compostos com atividade antibacteriana (Allocati et al., 2013). Além
disso, E. coli desempenha um papel central na transmissao de resisténcia bacteriana,
facilitando a troca de plasmideos e outros mecanismos de transferéncia horizontal de
genes (Amikanra; Ako-Nai; Ogunniyi, 1996; Blake et al., 2003; Lambrecht et al., 2019;
Lietal., 2014; Li et al., 2019; Massot et al., 2016; Mcinnes et al., 2020; Salyers; Gupta;
Wang, 2004).

1.2 Impactos de Infecg6es Bacterianas na Saude Publica e Economia

A estimativa dos custos associados ao tratamento de infecgdes bacterianas
resistentes aos antimicrobianos no sistema de saude é desafiadora, exigindo um
conjunto de dados relacionados a microbiologia, dados clinicos, informagdes
demograficas e de custo. Desse modo, para uma avaliagdo mais precisa, séo
necessarios grandes bancos de informagdes a respeito dos inumeros impactos das
infeccbes bacterianas (Nelson et al., 2021).

Segundo estimativa de O’Neill (2016), até 2050, a ameaga de bactérias
multirresistentes sera potencializada, sugerindo que o numero de ébitos por ano por
infec¢des bacterianas atingira a marca de 10 milhées. Como alternativa de controle
de infecgdes por microrganismos multirresistentes, foram implementadas medidas
legislativas com o objetivo de limitar e, quando possivel, proibir o uso de
antimicrobianos, seja na forma de aditivos alimentares para animais de produgéo ou
através de sua agao original no tratamento de infecgbes (Dorofte, 2022). Além disso,
o incentivo a pesquisa € crucial para combater a resisténcia bacteriana, promovendo
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras e o uso de novos

tratamentos (Ruvalcaba-Gomez et al., 2022).

1.3 Sistemas de Administragdo de Medicamentos

Embora os antimicrobianos tenham sido essenciais € a unica fonte de
tratamento contra doencgas infecciosas por anos, bloqueando processos celulares
essenciais para a proliferagdo de microrganismos (Etebu; Arikekpar, 2016; Xiong et
al.,, 2014), atualmente, tém-se buscado desenvolver e compreender sistemas
avancados de administragdo de medicamentos, os quais sdo capazes de oferecer
uma liberagao controlada dos farmacos aos locais-alvo, mantendo uma concentragao

adequada para o tratamento terapéutico e minimizando os efeitos colaterais (Ferreira



et al., 2015; Forier et al., 2014; Joshi; Gunawan; Mann, 2021).

Os veiculos utilizados para a administracdo de medicamentos podem
apresentar diversas constituicdes, dentre elas, a presenga predominante de lipidios,
como observado em lipossomos, micelas e nanoparticulas lipidicas sélidas, os quais
possuem boa versatilidade e biocompatibilidade (Dos Santos Ramos et al., 2018;
Forier et al., 2014; Wang et al., 2020a). Devido a constitui¢ao lipidica, esses veiculos
sdo capazes de encapsular medicamentos hidrofilicos, além de serem aptos a se
fundir @ membrana bacteriana e liberar sua carga interna no meio intracelular (Forier
et al., 2014; Rukavina; Vanic, 2016).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa reconhecida por compor a microbiota
humana. No entanto, algumas cepas dessa bactéria apresentam padrdes de viruléncia
que as configuram como microrganismos patogénicos, causando a infecgdo em
diversas partes do organismo humano, especialmente no trato intestinal (Ballén et al.,
2022). As cepas de E. coli Enteroagregativa (EAEC) s&o patdégenos com expressao
de fatores de viruléncia complexos, que Ihes conferem a capacidade de aderir ao
epitélio intestinal, além de produzir toxinas e biofilmes. Essa interacdo resulta em
respostas inflamatérias que comprometem a capacidade digestiva e absortiva do
intestino do hospedeiro. Quando persistente, a infecgcdo causa o comprometimento da
funcdo intestinal, resultando em desnutricdo, retardo do crescimento e danos
cognitivos (Croxen et al., 2013; Elias; Navarro-Garcia, 2016; Hebbelstrup Jensen et
al., 2014; Opintan et al., 2010; Steiner et al., 1998).

Embora seja desafiador estimar a epidemiologia molecular da infecgdo por
EAEC, grande parte das cepas realiza a colonizagdo em mucosa intestinal por
intermédio de fimbrias de adesao agregativa e adesinas nao estruturais (Kwasi et al.,
2022; Shamir et al., 2010), resultando na formagéo de biofilmes no hospedeiro
(Estrada-Garcia; Navarro-Garcia, 2012; Hebbelstrup Jensen et al., 2014; Hicks;
Candy; Phillips, 1996).

Dentre os sintomas que acometem pacientes infectados por EAEC, destaca-se
a diarreia aguda e persistente em criangas ou individuos imunocomprometidos
(Harrington; Dudley; Nataro, 2006). A diarreia, embora seja uma doenga autolimitada,

pode necessitar de tratamento com antimicrobianos (Shane et al., 2017). A gravidade



da diarreia € notodria principalmente em paises em desenvolvimento, onde ela é
reconhecida como uma das principais mortes entre criangas (Levine et al., 2020).
Estima-se que essa doenca seja responsavel por contribuir com quadros de
desnutricdo, deficiéncias no crescimento e desenvolvimento, resultando em
aproximadamente 500.000 mortes anuais de criangas menores de cinco anos de
idade (IHME, 2018; Mal-Ed et al., 2017; Roche et al., 2010).

A diarreia pode ser causada por uma variedade de patdégenos, como rotavirus,
astrovirus, norovirus, Entamoeba, Cryptosporidium, Salmonella e diversos subtipos
de E. coli diarreiogénica (DEC), incluindo as EAEC (Kotloff et al., 2013), como a cepa
EAEC 042 (Bernabeu et al., 2024), sendo o patétipo enteroagregativo associado a
diarreia do viajante e infec¢des alimentares (Acosta et al., 2016; Harrington; Dudley;
Nataro, 2006; Scavia et al., 2008).

A crescente resisténcia bacteriana € uma grande preocupagéo para a saude
publica (WHO et al., 2014), como evidenciado na familia Enterobacteriaceae, incluindo
E. coli, na qual sao isoladas cepas resistentes aos agentes antimicrobianos mais
utilizados na primeira linha de tratamento (Rahbar; Deldari; Hajia, 2007; Wellington et
al., 2013). No ano de 2011, um surto de infecgdo por E. coli enterohemorragica
acometeu a Alemanha, resultando em mais de 4.300 diagnosticos de diarreia, 900
internagdes e 50 mortes (Bielaszewska et al., 2011).

Um estudo recente relatou que, entre os isolados de criangas com diarreia nos
Emirados Arabes Unidos, a prevaléncia de ESBL foi observada em 11,3% dos casos
de EAEC (Eltai et al., 2020). Devido a elevada incidéncia de diarreia em paises em
desenvolvimento, somado ao uso frequente e indevido de antimicrobianos prescritos
de maneira empirica para o tratamento de gastroenterite, é estimada uma
potencializagdo do isolamento de bactérias multirresistentes (Nguyen et al., 2005).
Atualmente, observa-se um aumento de Enterobacteriaceae multirresistentes as
cefalosporinas de terceira geragao e a colistina, causando preocupacgao no tratamento
de pacientes acometidos pela doenca, visto que ambos sao antimicrobianos de ultimo
recurso e a colistina é utilizada no tratamento de bactérias resistentes aos
carbapenémicos (Burow et al., 2014; Cannatelli et al., 2016; Hasman et al., 2015;
Poirel et al., 2016).



2.2 Biofilmes Bacterianos

Como mencionado, as células de EAEC apresentam como caracteristica
marcante, a capacidade de se aderir de forma abundante as células epiteliais,
formando uma estrutura agregativa organizada, comparavel a “tijolos empilhados”,
resultando em biofilmes volumosos (Huang et al., 2004; Okeke; Nataro, 2001; Sheikh
et al., 2002). Assim, a patogénese das infecgdes por E. coli esta intimamente ligada a
formacao de biofilmes, causando danos citotéxicos e inflamagao da camada mucosa
(Estrada-Garcia; Navarro-Garcia, 2012; Hebbelstrup Jensen et al., 2014). Os biofilmes
bacterianos de EAEC sdo comunidades complexas de bactérias que abrigam
componentes essenciais para a colonizagao persistente e transmissao de diarreia em
pacientes afetados (Bangar; Ballal, 2008; Hicks; Candy; Phillips, 1996; Pereira et al.,
2010).

Como definicdo, os biofilmes sdo comunidades de microrganismos,
organizadas de modo tridimensional e envoltas por uma substancia polimérica
extracelular (EPS) sintetizada pelas células que os compdem, a qual é responsavel
pela adesao dos microrganismos as superficies, sejam bidticas ou abidticas (Vert et
al., 2012). Eles possuem propriedades unicas que os distinguem de células
plancténicas, como a protecdo contra fatores externos danosos, dentre eles:
alteragdes de pH e temperatura; radiagao ultravioleta; escassez de agua e nutrientes;
oxidagao e agentes antimicrobianos (Lerch et al., 2017; Welin-Neilands; Svensater,
2007).

De acordo com dados fornecidos por Institutos Nacionais de Saude, as
infeccbes humanas sdo predominantemente causadas por microrganismos
formadores de biofilmes, que podem ser encontrados em dispositivos médicos, tais
como implantes, valvulas cardiacas artificiais, proéteses ortopédicas, cateteres
urinarios e intravenosos, tubos endotraqueais, lentes de contato, entre outros,
contribuindo para o aumento da morbidade e mortalidade (Costerton; Stewart;
Greenberg, 1999; Davies, 2003; Donlan; Costerton, 2002; Fernandez-Barat; Torres,
2016; Fux et al., 2003; Gbejuade; Lovering; Webb, 2015; Khatoon et al., 2018; Lohse
et al., 2018; Veerachamy et al., 2014). Essas comunidades microbianas estao
associadas a maioria das infecgbes crénicas, como infecgdes do trato urinario (ITUs),
fibrose cistica, otite e sinusite, infecgcdes cronicas de feridas e demais doencgas
acometidas por biofilmes (Costerton; Stewart; Greenberg, 1999; Donlan; Consterton,
2002; Fernandez-Barat; Torres, 2016; Fux et al., 2003).



EAEC é amplamente reconhecida pela sua capacidade de formar biofilmes,
processo que requer um desenvolvimento complexo, dividido em varias fases: fixagao
reversivel e irreversivel, maturagado e dispersdo. Na fase de fixagado reversivel, as
células plancténicas de E. coli devem se mover até encontrar superficies propicias
para iniciar o processo de fixacdo. Para tanto, utilizam apéndices bacterianos
conhecidos como flagelos, que facilitam o movimento das células, permitindo que elas
se aproximem ou se afastem de superficies por meio de movimentos rotatérios (Belas,
2014). Essa estrutura € crucial para a fixagdo das células bacterianas, pois seus
movimentos no sentido horario e anti-horario permitem que as células superem forcas
repulsivas e se fixem a superficie para dar continuidade a formacao do biofilme (Ballén
et al., 2022).

Essa fase recebe o nome de “fixacéo reversivel”, devido a associacao fragil da
célula bacteriana, que pode ser rompida através das alteracbes nas condi¢des
ambientais, como mudang¢as de pH, mudancas de temperatura, alteragbes na
disponibilidade de nutrientes e oxigénio, resultando em uma regulagdo negativa da
quimiotaxia e assim, ocasionando a desafixagao da célula bacteriana a superficie.
Contudo, em situagdes de estresse, € comum evidenciar células plancténicas que
transitam para a formacéao de biofilmes, evidenciado pela perda de flagelos e presenca
de fimbrias tipo 1 e pili conjugativo, iniciando a fase de fixacao irreversivel (Vidal et
al., 1998).

A transicao de células plancténicas para células sésseis marca o inicio da fase
de maturagao do biofilme, caracterizada pela producao da matriz extracelular, pelo
desenvolvimento das estruturas caracteristicas e pela formacao da arquitetura que
constitui a comunidade bacteriana. Nesse estagio, a matriz torna-se essencial para
fornecer estabilidade a estrutura tridimensional, além de permitir a comunicagcao
intercelular e o transporte de nutrientes e residuos dentro da comunidade. Além disso,
seu papel na protecao contra efeitos adversos, como mencionados anteriormente,
destaca-se como uma de suas fungdes cruciais (Beloin; Roux; Ghigo, 2008; Goller;
Romeo, 2008; Rabin et al., 2015; Schooling; Beveridge, 2006). A matriz do biofilme é
predominantemente composta por agua, embora tenha outros componentes, como
exopolissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios. As ligagbes covalentes
entre os polissacarideos conferem maior estabilidade e favorecem a interagéo

intercelular no biofilme (Flemming; Wingender, 2010).



Apoés a maturagao, inicia-se a fase final do biofilme: a dispersao. Nessa etapa,
as bactérias sésseis, que antes formavam o biofilme, comegam a se desprender e se
dispersar no ambiente, tornando-se aptas a colonizar novos habitats. Esse processo
€ desencadeado por condicbes ambientais, como alteracbes de pH, altas
concentragdes de produtos téxicos, baixa disponibilidade de nutrientes e oxigénio,
concomitantemente a outros fatores que resultem no estresse da comunidade
bacteriana (Donlan, 2001; Goller; Romeo, 2008; Hall-Stoodley; Costerton; Stoodley,
2004; Kostakioti; Hadjifrangiskou; Hultgren, 2013).

De modo geral, o desprendimento das células sésseis pode ocorrer por dois
mecanismos, conforme ilustrado a seguir. Quando a dispersdo ocorre de maneira
ativa, ou seja, quando as bactérias escapam do biofilme e se dispersam por novos
nichos, o mecanismo utilizado € a degradagéo enzimatica (Rumbaugh; Sauer, 2020;
Singh et al., 2021). J& quando a dispersdo ocorre por descolamento passivo, o
mecanismo necessario sdo fatores externos a comunidade bacteriana, como
perturbagcdo humana que atue como gatilho para o desprendimento das células, forgas

de cisalhamento do fluido e abrasdo (Rumbaugh; Sauer, 2020).

Figura 1. Processo de dispersao de células de biofilme bacteriano.
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Os Dbiofilmes bacterianos desempenham um papel crucial para o
desenvolvimento e disseminagao da resisténcia aos agentes antimicrobianos, visto
que bactérias formadoras de biofilmes apresentam uma resisténcia de 100 a 1000
vezes maior a acao de antimicrobianos em comparagdo com células planctonicas
(Hoiby et al., 2010). Essa resisténcia por biofilmes pode dificultar o tratamento
empirico da diarreia, em que os antimicrobianos mais comumente prescritos sao
ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclinas e quinolonas, devido ao baixo
custo e alta disponibilidade (Kong; Hong; Li, 2015). No entanto, a literatura relata uma
alta resisténcia bacteriana em células planctonicas de EAEC, além das dificuldades
encontradas no tratamento de biofilmes bacterianos (Ali et al., 2014; Aslani et al.,
2011; Okeke et al., 2003; Raju; Ballal, 2009). Somado a isso, testes qualitativos e
quantitativos utilizados para a determinacido da suscetibilidade bacteriana aos
antimicrobianos, nao traduzem o real perfil de sensibilidade presente nas
comunidades bacterianas de biofilmes (Hoiby et al., 2010; Tagliabue et al., 2010).

A formacao do biofilme de E. coli resulta em uma significativa reducao da
eficacia de diversos antimicrobianos e da resposta do sistema imunoldgico,
comprometendo o tratamento da comunidade bacteriana. Esse aumento na tolerancia
a antibioticoterapia é atribuido a barreira fisica imposta pelo biofilme, que restringe a
penetracado de agentes antimicrobianos nas células bacterianas. A defesa é mediada
por componentes do biofilme, como polissacarideos e DNA, que podem formar uma
ligacdo com moléculas responsaveis por bloquear a difusdo de antimicrobianos, além
de limitar a resposta imune do hospedeiro (Dincer; Uslu; Delik, 2020; Rabin et al.,
2015; Rather; Gupta; Mandal, 2021). Ademais, a matriz do biofiime contém uma
variedade de enzimas, incluindo liases, transferases, hidrolases e enzimas redox,
capazes de degradar antimicrobianos e contribuindo para a resisténcia a
antibioticoterapia (Rather; Gupta; Mandal, 2021).

Outros fatores que contribuem para a resisténcia sdo as alteragdes nas taxas
de crescimento bacteriano e redug¢ao das respostas ao estresse, além da presenca
de células persistentes e bombas de efluxo que eliminam o antimicrobiano para o meio
extracelular. Dentro do biofilme, ocorre também a transferéncia horizontal de genes
de resisténcia, o que facilita a disseminagéao de perfis de resisténcia (Ballén et al.,
2022). Assim, o retardo na penetragao de antimicrobianos, associado a degradagao
dos mesmo quando capazes de atravessar o biofilme, gera um efeito sinérgico,

potencializando a resisténcia da comunidade bacteriana ao tratamento (Lewis, 2001).



Figura 2. Mecanismos de tolerancia antimicrobiana em biofilmes bacterianos.
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A organizagao espacial do biofilme de E. coli resulta em uma diferenciagcao das
condigdes metabdlicas entre as células localizadas nas camadas superficiais e
profundas. As células nas camadas mais internas apresentam uma atividade
metabdlica reduzida, devido a menor disponibilidade de oxigénio e nutrientes, que séo
consumidos pelas células das camadas mais externas (Dincer; Uslu; Delik, 2020).
Essa condicao favorece a perda da eficacia dos antimicrobianos, pois suas ag¢des sao
menos efetivas em células com baixa atividade metabdlica, resultando em uma
diminuicado da agao antibacteriana sobre os biofilmes (Butt; Khan, 2015; Mah; O’Toole,
2001; Rabin et al., 2015; Rather; Gupta; Mandal, 2021). Além disso, observa-se um
aumento da diversidade fenotipica dentro do biofilme, devido as variagées nas taxas
de crescimento e aos diferentes perfis de expressdo génica, contribuindo para a
resisténcia e adaptagado da comunidade bacteriana (Rather; Gupta; Mandal, 2021).

Os tratamentos convencionais baseados em antimicrobianos com acéao
bactericida ou bacteriostatica, frequentemente falham em combater as células de
biofilmes, o que tem impulsionado a busca por terapias alternativas. As abordagens
nao convencionais visam novos alvos, como agentes anti-adesdo, inibidores de
quorum sensing (QS) e agentes de erradicagao de biofilme, que tém mostrado eficacia

na eliminacdo de células sésseis de biofiimes bacterianos, contribuindo para a
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destruicdo da estrutura tridimensional do biofilme (Ballén et al., 2022). Em resposta a
crescente resisténcia aos antimicrobianos, a pesquisa tem se concentrado no
desenvolvimento de novas moléculas com mecanismos de acio distintos, com o
objetivo de superar as limitagbes do tratamento das células formadoras de biofilmes
(Ballén et al., 2022).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, com
diferentes propriedades e mecanismos de agéo, surge como uma possivel solugao
para o problema atual da resisténcia bacteriana (Ballén et al., 2022). Contudo, devido
ao alto custo necessario para o desenvolvimento de antimicrobianos sintéticos, a
busca por abordagens antibacterianas alternativas tem ganhado destaque nos ultimos
anos, especialmente aquelas baseadas em sistemas de administragdo de
antimicrobianos (Birk; Boisen; Nielsen; 2021; Li et al., 2020; Ndayishimiye et al., 2020).

Dentre as novas abordagens terapéuticas, destacam-se os nanomateriais
como transportadores de antimicrobianos, devido as suas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas favoraveis (Chen; Cheng, 2020; Lei et al., 2021; Li et al., 2021;
Liu et al., 2018; Markwalter et al., 2021; Zhang et al., 2021), melhorando a
sensibilidade aos antimicrobianos pela melhor absor¢do e aumentando a eficacia da
antibioticoterapia (Le et al., 2021; Gao et al., 2021; Thorn et al., 2020).

2.3 Vesiculas de Membrana Externa

As Vesiculas de Membrana Externa (Outer Membrane Vesicle - OMVs) séo
nanoestruturas nao replicativas, com uma bicamada lipidica, originadas a partir do
brotamento da membrana externa (ME) de bactérias Gram-negativas (Castillo-
Romero; Santacruz; Gonzalez-Valdez, 2023; Schwechheimer; Kuehn, 2015), com
didmetro variando de 20 a 450 nm (Wang et al., 2021). Essas vesiculas foram
inicialmente relatadas na década de 1960, com o desenvolvimento do microscépio
eletrdénico (De, 1959), onde foi possivel descrevé-las como um complexo antigénico
de LPS (Lipopolissacarideo) e lipoproteina, sendo consideradas um produto oriundo
de um crescimento bacteriano desequilibrado (Knox; Vesk; Work, 1996). No entanto,
atualmente, ja sdo conhecidas suas diversas atividades bacterianas e como sua

sintese é considerada um processo ativo (Huang et al., 2022).
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Figura 3. Crio-Microscopia dos tipos de vesiculas nas cepas WT e AtolA.

Imagens representativas de Crio-MET de OMVs de cepas selvagens de E. coli isoladas por
ultracentrifugacéo (A), OMVs de cepas selvagens de E. coli isoladas por ultrafiltracdo (B), OMVs de
cepa E. coli K-12 BW25113 e seu mutante de delegcdo do gene hipervesiculante A tolA (JW0729)
isoladas por ultracentrifugacdo (C), OMVs de E. coli K-12 BW25113 e seu mutante de dele¢do do gene
hipervesiculante A tolA (JW0729) isoladas por ultrafiltracdo (D). Fonte: Reimer et al., 2021.

Através do processo de brotamento da ME, ocorre a formagdao de OMVs, as
quais possuem diversas moléculas biolégicas da ME e da regido periplasmatica,
dentre elas, proteinas, acidos nucléicos e fatores de viruléncia, os quais encontram-
se localizados na bicamada lipidica ou em seu lumen (Jan, 2017; Kulp; Kuehn, 2010).
A origem desse processo ainda precisa ser elucidada. Contudo, varias hipéteses
sugerem que o enriquecimento ou falta de proteina locais, permitem a curvatura da
ME e o acumulo de diferentes cargas (Avila-Calderén et al., 2021; Bohuszewicz; Liu;
Low, 2016; Ellis; Kuehn, 2010; Gui et al., 2016; Kulp; Kuehn, 2010; Toyofuku; Nomura;
Eberl, 2019), resultando na formagédo de OMVs.

Dentre os modelos propostos para a biogénese de OMVs, estdo a perda da
conectividade da ME com a camada de peptidoglicano, resultando no acumulo de
proteinas da ME no espago periplasmatico, como evidenciado pela menor
concentragédo de proteinas na ME em bactérias produtoras de OMVs; aumento da
pressao de turgor decorrente do acumulo de proteinas periplasmaticas e partes do
peptidoglicano fragmentadas; e por fim, a curvatura de ME a partir de mudancgas
conformacionais de fosfolipidios da ME (Celik et al., 2022).
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Figura 4. Biogénese da produgéo de OMV.
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A biogénese das OMVs nao é apenas influenciada pela biogénese enddgena,
mas também por varios fatores externos que podem regular sua sintese, resultando
em variagoes na quantidade, tamanho e carga das vesiculas (Duperthuy et al., 2013).
Entre esses fatores, destacam-se a exposi¢cao aos antimicrobianos, alteracdo de
temperatura, exposi¢cado a radiagédo ultravioleta, maior disponibilidade de nutrientes
(Aytar Celik et al., 2023; Orench-Rivera; Kuehn, 2016; Schwechheimer e Kuehn, 2015;
Taheri et al., 2019), genes e sinais exégenos (Bala et al., 2015; Pasqua et al., 2021).

Nao ha um método padrdo estabelecido para a obtencédo e purificagdo de
OMVs. Contudo, os pesquisadores comumente adotam a combinagao de diferentes
métodos. O primeiro passo geralmente envolve processos de centrifugacao e filtragao
da cultura bacteriana. Os passos subsequentes podem incluir ultracentrifugagao (UC),
precipitacdo, cromatografia de exclusao por tamanho e ultrafiltragao (Aytar Celik et al.,
2023).
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Figura 5. Fluxo de trabalho de obtencéo e purificacdo de OMVs.
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Fluxo de trabalho de obtencdo e purificacdo de OMVs com as etapas de cultivo em meio liquido,
remogao de bactérias intactas e concentragdo da cultura filtrada. Fonte: adaptado de Klimentova e
Stulik, 2015.

De modo sucinto, o processo de obtengdo geralmente inicia-se pela remogao
de bactérias integras pela centrifugagéo, seguido de uma filtragdo para a remogao de
residuos bacterianos. O sobrenadante filtrado tende a possuir uma baixa
concentracdo de OMVs, necessitando de uma etapa de pré-concentracdo antes da
UC (Klimentova; Stulik, 2015; Wu et al., 2019). Dentre os possiveis métodos de
precipitacdo, destaca-se o uso de sais, como o sulfato de aménio, responsavel por
contribuir para a extracao eficiente de vesiculas esféricas e uniformes (Grenier;
Mayrand, 1987; Lépez et al., 2019). No processo de salting out, o sal quebra o
equilibrio das cargas de superficie de proteinas e de ligagdes de hidrogénio,
resultando em sua insolubilidade (Klimentova; Stulik, 2015).

A ultracentrifugagdo € um método comumente utilizado, envolvendo diversas
etapas para que se obtenha OMVs com maior pureza. Apdés a filtragdo do
sobrenadante, inicia-se o processo de UC (Wu et al., 2019). Contudo, embora seja um
método eficaz, requer a padronizagao das diferentes forgas e tempos de centrifugagao
(Torres Crigna et al., 2021).


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2021.628801/full#B35
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2021.628801/full#B35
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As OMVs apresentam uma gama de aplicagbes benéficas para as bactérias,
como a participagdo na comunicagéao intercelular, auxilio na formagao de biofilme e
patogénese bacteriana (Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019). Contudo, seu uso nao é
destinado apenas para a propagagdo da comunidade bacteriana, visto que seu
potencial em aplicagdes antibacterianas € reconhecido, seja como uma agente ativo
contra bactérias ou como um sistema de transporte de administragdo de
medicamentos (Huang et al., 2020; Li et al., 2020; Schulz et al., 2018). Estudos
demonstram a aplicagdo de OMVs contra biofiimes bacterianos, como relatado no
trabalho de Zhao e colaboradores (2022), onde OMVs isoladas de Pseudomonas
aeruginosa apresentaram acao antibiofilme, inibindo o crescimento bacteriano de
Staphylococcus aureus.

A primeira descrigdo de atividade antibacteriana de OMVs ocorreu em 1996,
com o relato da atividade bactericida de OMVs produzidas por P. aeruginosa. As
vesiculas apresentavam em sua composi¢ao, autolisinas denominadas de hidrolases
de peptidoglicano (Kadurugamuwa; Beveridge, 1996). Essas enzimas liticas sao
amplamente encontradas em bactérias, sendo essenciais para a reciclagem do
peptidoglicano, divisdo celular e transporte de proteinas (Bobrovskyy et al., 2018). O
peptidoglicano € essencial para a formacdo da parede celular, garantindo a
sobrevivéncia bacteriana em ambientes de alta pressdo osmética intracelular. Quando
hidrolases de peptidoglicano sao secretadas para outras bactérias, a parede celular
pode sofrer uma desintegragao, resultando na lise osmatica das células competidoras
(Huang et al., 2022).

O conhecimento da especificidade das autolisinas presentes em OMVs sao de
grande importancia, como relatado por Watt e Clarke (1997), que descobriram que
OMVs produzidas por P. aeruginosa PAO1, apresentavam (-glicosidase que agem
especificamente na parede celular de P. aeruginosa e E. coli, mas sem implicar em
danos em bactérias Gram-positivas (Watt; Clarke, 1997). Além disso, estudos indicam
que as autolisinas de OMVs apresentam maior atividade em bactérias similares, com
peptidoglicano mais parecido com as bactérias parentais (Li; Clarke; Beveridge, 1998).
Complementando as investigagdes, ha uma hipotese de que OMVs ativas gerem
efeitos benéficos para as células parentais, enquanto resultam em danos para células
distintas, contribuindo para a competitividade entre células bacterianas (Huang et al.,
2022).



15

A partir desses dados, o uso de OMVs como possivel agente antimicrobiano
passou a ser investigado. De acordo com o estudo de Evans e colaboradores (2012),
OMVs de Myxococcus xanthus, uma bactéria ambiental localizada no solo, eram
capazes de eliminar células de E. coli, devido as enzimas presentes em sua
composi¢cédo, como proteases, fosfatases e hidrolases, juntamente com metabdlitos
secundarios (Evans et al., 2012).

As OMVs mantém uma semelhanga com as células parentais, visto que sao
compostas pela mesma ME, facilitando sua fuséo e integragéo de seus antigenos com
a ME de células alvo (Kadurugamuwa; Beveridge, 1999). A partir de seus antigenos,
foi criada a hipdtese de transformacao resistente-sensivel, em que observa-se que os
antigenos presentes em OMVs sdo capazes de configurar células bacterianas
receptoras resistentes aos tratamentos antimicrobianos, em células sensiveis (Ofir;
Sorek, 2017; Tzipilevich; Habusha; Ben-Yehuda, 2017).

Recentemente, diversos trabalhos tém explorado avaliar o potencial
antimicrobiano de OMVs, por intermédio de moléculas, surfactantes e enzimas
bacterianas (Berleman et al., 2014; Baker; Davitt; Morici, 2016; Li; Clarke; Beveridge,
1998; Kadurugamuwa; Beveridge, 1996; Macdonald; Beveridge, 2002; Vasilyeva et
al., 2008). Considerando o potencial antimicrobiano de OMVs e sua presenga em
biofilmes bacterianos, um estudo recente investigou a capacidade das vesiculas em
inibir a formacéo de biofilme e constatou que OMVs isoladas de B. thailandensis foram
capazes de inibir o biofilme de Streptococcus mutans e culturas planctdnicas apés 24
horas de tratamento com 50 e 100 pg/mL, quando comparados com o controle, o qual

apresentou a concentragédo de 107 UFC/mL de células viaveis (Wang et al., 2021).

2.4 Burkholderia thailandensis

B. thailandensis € uma bactéria Gram-negativa oxidase positiva conhecida pela
sua produgao de OMVs. O género de Burkholderia compreende bactérias isoladas de
ambientes abibdticos, como agua e solo, e bidticos, como animais e plantas. Por sua
vez, B. thailandensis desenvolveu-se como uma bactéria saprofita de solo, sem
apresentar hospedeiros mamiferos (Glass et al., 2006; Kim et al., 2005; Tuanyok et
al., 2017). Devido a grande variedade de colonizagao, o perfil ndo patogénico da
bactéria foi estimulado, tolerando o estresse e apresentando intensa comunicagao

intercelular (Horinouchi et al., 2010). A cepa de B. thailandensis E264 é conhecida na
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literatura por sua n&o patogenicidade em seres humanos e potencial producdo de
ramnolipidios (Held et al., 2018; Lowe et al., 2014).

Figura 6. Microscopia de B. thailandensis.

Microscopia Eletronica de Varredura de B. thailandensis E264. Fonte: autoria prépria.

Um estudo recente avaliou a acdo antimicrobiana de OMVs de B. thailandensis
E264 e constatou a potente atividade contra Acinetobacter baumannii, S. aureus, A.
baumannii multirresistente, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), Candida
albicans e Cryptococcus neoformans (Wang et al., 2020b). Wang e colaboradores
(2020) demonstraram que a acao antimicrobiana das OMVs ndo era decorrente
exclusivamente de hidrolases de peptidoglicano, mas também de compostos com
atividade antimicrobiana de amplo espectro, como 4-hidroxi-3-metil-quinolina (HMNQ)
e ramnolipidios. Desse modo, uma nova fonte de agentes antimicrobianos tem sido
estudada através dos compostos naturais de Burkholderia spp., possibilitando o
desenvolvimento de novos tratamentos eficazes contra microrganismos

multirresistentes (Wang et al., 2020b).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar, purificar, caracterizar e avaliar a atividade de vesiculas de membrana
externa produzidas por B. thailandensis E264 contra o biofiime em formagdo e o

biofilme pré-formado de Escherichia coli Enteroagregativa 042.

3.2 Objetivos Especificos
° Isolar e purificar OMVs de B. thailandensis pelos métodos de

ultracentrifugacao e kit de isolamento de exossomos;
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° Caracterizar OMVs de B. thailandensis quanto aos aspectos fisicos,
quimicos e biologicos;

° Determinar a atividade antibacteriana das OMVs contra bactérias
formadoras de biofilme;

° Avaliar a atividade de OMVs contra biofilme em formacao e biofilme
pré-formado de E. coli Enteroagregativa 042;

° Avaliar a citotoxicidade de OMVs de B. thailandensis.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras Bacterianas

Para a realizacédo do estudo, foi utilizada a amostra de B. thailandensis E264,
obtida da Colecao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria (CBMAI)
para a obtencdo de OMVs. Para a avaliacao da atividade antibacteriana e antibiofilme
das OMVs, foi utilizada a cepa de E. coli Enteroagregativa 042 pertencente a colegcéo
do Laboratorio de Bacteriologia Basica e Aplicada do Departamento de Microbiologia,

pertencente ao Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina.

4.2 Obtencgao e Purificagao de OMVs

4.2.1 Obtencgao e Purificagao por Ultracentrifugagao

Para o preparo das OMVs, a cepa de B. thailandensis E264 foi cultivada em
caldo Luria-Bertani (LB) até atingir a fase logaritmica tardia, com aproximadamente 18
horas de incubagao. Apds a incubacao, o cultivo bacteriano foi centrifugado a 6.000 x
g por 1 hora a 4°C e o sobrenadante foi coletado. Em seguida, as OMVs presentes no
sobrenadante foram concentradas por precipitacdo, com a lenta adi¢cao de sulfato de
amoOnio solido, sob agitagao suave e constante, atingindo a concentragéo de 1,5 M. A
adicao do sulfato de amdnio causa o aumento da forca idnica da solucéo, resultando
na reducgao da solubilidade de OMVs, contribuindo para sua precipitacdo. Em seguida,
o sobrenadante foi esterilizado em filtro com poros de 0,22 pym.

Apos a adigao do sulfato de aménio, as OMVs foram armazenadas a 4°C até o
dia seguinte, para permitir uma melhor precipitagdo. No dia seguinte, a solugao foi
centrifugada a 11.000 x g por 45 minutos a 4°C. O pellet resultante da centrifugacao,
constituido pelas vesiculas brutas, foi ressuspendido em tampao Tris-HCI 30 mM em
pH 8,0, suplementado com sacarose a 60%, em pH 8,0, com o intuito estabilizar as

OMVs e protegé-las contra a baixa temperatura e danos mecanicos. As OMVs brutas
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foram entdo submetidas a UC a 200.000 x g por 3 horas a 4°C para purificagdo. O
pellet resultante da UC foi ressuspendido em 3 mL de tampao Tris-HCI 30 mM em pH
8,0 e armazenado a 4°C.

No dia seguinte, as OMVs foram submetidas a uma segunda UC a 200.000 x g
por 19 horas a 4°C, com o objetivo de finalizar o processo de purificagdo e remover
residuos de sacarose e demais interferentes. O pellet formado, contendo as vesiculas
purificadas, foi ressuspendido em agua ultrapura esterilizada. As OMVs recuperadas

foram armazenadas a 4°C até o seu uso (protocolo adaptado de Wang et al., 2020b).

4.2.2 Obtencgao e Purificagao por Kit de Isolamento de Exossomos

Para obtencdo de OMVs utilizando o reagente do kit de isolamento de
exossomos, foi utilizado o protocolo recomendado pelo fabricante. Para isso, a cepa
de B. thailandensis E264 foi cultivada em caldo LB e incubada em estufa
bacteriolégica com agitacao constante de 150 rotagdes por minuto (RPM) a 37°C até
atingir a concentragéo de 1,5x108UFC/mL, conforme avaliado pela densidade optica
da espectroscopia, no comprimento de onda de 600 nm.

Com o intuito de induzir o estresse fisico e metabdlico em B. thailandensis pela
centrifugacdo e homogeneizacdo de células, que pode resultar na agregacao
bacteriana e, consequentemente, estresse e aumento da producdao de OMVs, a
cultura bacteriana foi centrifugada a 960 x g por 5 minutos a 25°C para sedimentacéo
das bactérias. O pellet foi ressuspendido em 10 mL de caldo LB e a suspenséo obtida
foi novamente centrifugada a 960 x g por 5 minutos a 25°C, com o pellet sendo
cuidadosamente ressuspendido em 10 mL de caldo LB. O sobrenadante foi entéao
centrifugado a 960 x g por 10 minutos a 25°C, e o pellet foi ressuspendido em 3 mL
de caldo LB.

Apos as centrifugagdes, o cultivo foi incubado em estufa bacterioldgica a 37°C
por 2 horas para liberagdo das OMVs. Em seguida, foi realizada a centrifugacao a
2000 x g por 30 minutos a 25°C para sedimentagao das bactérias, e o sobrenadante
foi esterilizado utilizando um filtro de seringa com poros de 0,22 um, descartando o
pellet bacteriano.

Para a extracdo das vesiculas, 375 pL do kit Total Exosome Isolation
(Invitrogen™) foram adicionados ao sobrenadante filtrado, o qual facilita a
recuperagado e o isolamento dos exossomos. Apdés a homogeneizagao, a solugao

contendo OMVs com kit foi armazenada a 2°C durante a noite. Posteriormente, as



19

OMVs foram centrifugadas a 10.000 x g por 1 hora a 4°C para aumentar a
concentracao de vesiculas. Os sobrenadantes dos microtubos foram cuidadosamente
descartados, e o pellet vesicular foi ressuspendido em 1 mL de Solugdo Salina
Tampéao Fosfato (Phosphate Buffered Saline - PBS) esterilizado, pH 7,2. As OMVs

obtidas foram armazenadas em a 2°C até o seu uso.

4.3 Caracterizagao Fisica, Quimica e Biolégica de OMVs

4.3.1 Diametro Médio e Carga de Superficie

O didametro médio das OMVs foi determinado por Espalhamento de Luz
Dindmico (Dynamic Light Scattering - DLS), pelo Litesizer 500, ANTON PAAR, no
Laboratério Multiusuario do Campus Londrina (LabMult-LD) da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (Ballottin et al., 2017).

A carga de superficie das OMVs foi medida pelo ZetaSizer Advance Lab (Blue
Label) do Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) da Universidade de
Séao Paulo (USP).

4.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao e Microscopia Eletrénica de
Varredura

As caracteristicas estruturais internas das OMVs foram observadas por
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET), utilizando o microscépio JEOL JEM
1400, no Laboratério Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP/CMI) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). Além disso, a topologia foi observada por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), utilizando o microscépio TESCAN VEGA,
Tescan, no Laboratério Multiusuario do Campus Londrina (LabMult-LD) da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR).

Para a realizacdo da MET, 5 yL de OMVs isoladas pelos dois métodos
mencionados foram adicionadas, separadamente, a uma grade de cobre revestida
com carbono, coradas negativamente com acetato de uranila a 2%. Para a MEV, as
amostras de OMVs foram fixadas utilizando uma solugcdo fixadora contendo
glutaraldeido a 2,5% e tampao de cacodilato de sodio a 0,1 M. Em seguida, laminulas
esterilizadas foram preparadas com 30 pL de poli-L-lisina, as quais receberam 30 uL
das amostras, juntamente com 30 pL da solugdo fixadora. Apds a fixacdo das

amostras, as laminulas foram incubadas durante a noite em solucio fixadora e,
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posteriormente, receberam trés lavagens com tampao cacodilato de sédio a 0,1 M,
com pH de 7,2.

ApoOs as lavagens, as amostras foram impregnadas com tetréxido de ésmio
para a estabilizacdo dos lipidios e incubadas a temperatura ambiente, por 1 hora,
protegidas da luz. Em seguida, as amostras receberam novamente trés banhos com
tampao cacodilato de sodio e, posteriormente, iniciaram a série alcodlica, composta
por sete lavagens consecutivas de alcool, iniciando na concentragao de 50%, seguido
das concentragcdes de 60%, 70%, 80%, 90% e, finalmente, dois banhos de alcool
100%. Apos a ultima lavagem com alcool absoluto, a solugéo foi descartada e 2 mL
de hexametildissilazano (HMDS) foram adicionados a cada laminula, seguido de uma
incubacao de 2 horas a temperatura ambiente. O HMDS foi removido e as amostras

foram destinadas a leitura em microscopio eletrénico de varredura.

4.3.3 Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas

A distribuicdo de tamanho e a concentragao das OMVs foram registradas pela
Anadlise de Rastreamento de Nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA),
realizada pelo NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido)
equipado com uma cadmara de amostra e um laser de 532 nm, do Grupo de
Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) da Universidade de Sao Paulo (USP).

Para a realizagao da técnica, cerca de 1 mL de cada isolamento de OMVs foi
injetado na camara de amostra do NanoSight NS300, conforme recomendacgdes do
fabricante. O fluxo de nanovesiculas foi medido conforme a incidéncia do laser sobre
as particulas, causando o espalhamento de luz e resultando no calculo do caminho
percorrido por elas ao longo do tempo, determinando sua velocidade e movimento

browniano e, consequentemente, seu didametro e concentragio.

4.3.4 Espectroscopia Micro-Raman

A fim de analisar a composi¢cao quimica e as propriedades estruturais das
OMVs, foi realizada a espectroscopia micro-Raman através de inVia™ confocal
Raman microscope do Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) da
Universidade de S&ao Paulo (USP).

As OMVs isoladas por ultracentrifugagédo (OMVs-UC) foram analisadas nos

comprimentos de onda de 532 nm para analise de compostos organicos e 785 nm
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para analise de compostos metalicos. Os resultados obtidos foram comparados com

dados disponiveis na literatura.

4.3.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Para determinar os grupos funcionais e as ligagdes quimicas presentes nas
moléculas que compdem as OMVs, foi realizada a Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FT-IR) pelo
Nicolet iS50 do Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) da Universidade
de S&o Paulo (USP). Uma aliquota de OMVs isoladas pelos métodos descritos
anteriormente foi adicionada em uma lamina de selénio. Apds secar, as amostras
foram submetidas ao laser de infravermelho e suas ligagdes quimicas foram

determinadas pela transmiténcia de cada onda relatada no grafico.

4.4 Avaliagao da Atividade Antibacteriana de OMVs

4.4.1 Ensaio de Suscetibilidade Bacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana das OMVs de B. thailandensis em
células planctonicas, foi realizada a semeadura por Drigalski das bactérias EAEC 042
em agar LB. Em seguida, 10 pyL da solugao de OMVs foram adicionados em cada
placa. De modo semelhante, 10 yL de PBS foram utilizados como controle negativo.
As placas foram incubadas durante 48 horas a 37°C e lidas no dia seguinte, com o
intuito de verificar a possivel formacao de halos de inibicado de crescimento bacteriano

(protocolo adaptado de Wang et al., 2021).

4.4.2 Concentragao Inibitéria Minima

A fim de determinar os valores minimos de concentracao de OMVs capazes de
inibir o crescimento bacteriano de células plancténicas, foi realizado o ensaio de
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) pelo ensaio de microdiluigdo em caldo. O ensaio
foi realizado de acordo com os padrées estabelecidos pelo CLSI (2021). Para isso,
em uma placa de 96 pocos, foi utilizado caldo Mueller-Hinton (MH) e testado as
solucdes de OMVs em diferentes concentragdes contra o indculo inicial de EAEC na
concentragdo de 1,5 x 10% Unidades Formadoras de Coldnia por mililitro (UFC/mL).
As concentragbes de OMVs obtidas por ambos os métodos encontram-se listadas na

tabela 1. A microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas e lida no dia seguinte.
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Tabela 1. Concentragcdes de OMVs obtidas por ambos os métodos, utilizadas no

ensaio CIM.
Concentragciao de OMVs-UC Concentragdao de OMVs-Kit
(particulas/mL) (particulas/mL)
3,54 x 108 1,23 x 108
1,77 x 108 6,15 x 107
8,85 x 107 3,07 x 107
4,42 x 107 1,53 x 107
2,21 x 107 7,68 x 10°
1,11 x 107 3,84 x 10°
5,53 x 10° 1,92 x 10°
2,76 x 10° 9,61 x 10°

4.4.3 Concentragao Bactericida Minima

A partir do teste de CIM, é realizado o teste de Concentragcdo Bactericida
Minima (CBM). Contudo, devido ao crescimento bacteriano em todas as
concentracdes de tratamento com OMVs, foi realizada a diluicao seriada a partir dos
pog¢os com maiores concentracdes de tratamento. A diluicdo seriada foi feita com a
transferéncia de 100 uyL do poco, para 900 pL de salina esterilizada. O processo se
repetiu mais 7 vezes, atingindo o log de 108. Todas as diluigdes foram cultivadas em
triplicata em agar MH. O mesmo foi feito para o controle positivo e de esterilidade. No
dia seguinte, foi realizada a contagem de coldnias, determinando a concentragédo de
UFC/mL do tratamento.

4.5 Atividade Antibiofilme Contra Escherichia coli Utilizando MTT

Para a analise do efeito sobre o biofiime de EAEC 042, foi utilizado como
controle positivo a cepa bacteriana sem tratamento. Como controle de esterilidade, foi
utilizado Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 0,45% de
glicose, sem adicdo de antimicrobiano ou de bactéria, e para os pogos testes, foi
utilizado o cultivo bacteriano associado ao tratamento com OMVs.

O teste de acao contra biofime em formacado e biofilme pré-formado foi
realizado em microplacas de 96 pocos. Para o biofime em formacgdo, foram
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adicionados 180 pL de meio DMEM suplementado com 0,45% de glicose com as
mesmas concentragdes utilizadas no CIM em cada fileira de tratamento, 180 pL
DMEM suplementado com glicose nos pocos teste e 200 uL nos pogos de controle de
esterilidade. Todos os pogos, com excec¢ao dos referentes ao controle de esterilidade,
receberam 20 pL de cultura bacteriana, na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL. A
microplaca foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas e, no dia
seguinte, o meio de cultura foi removido e foram realizadas trés lavagens com PBS, a
fim de remover qualquer resquicio de DMEM e células plancténicas.

Em seguida, foram adicionados 100 pL de MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 0,25 mg/mL, diluido em agua destilada, em
cada pogo teste com bactéria tratada com vesicula, aos pogos controle de crescimento
bacteriano sem tratamento e aos pogos controle de meio DMEM, sem a presencga de
bactéria e tratamento. A microplaca foi incubada por 2 horas a 37°C, protegida contra
luz. Em seguida, o MTT em suspenséao foi removido e 100 pL da solugdo solubilizante
de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados em cada pog¢o. A microplaca foi
incubada sob agitagdo constante por 15 minutos. Apos a incubacéo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (BioTek Synergy HT) a 570 nm (protocolo adaptado de
Kashiwaqui et al., 2023).

Para avaliar a atividade antibiofime em biofilme pré-formado, foram
adicionados 180 uL de meio DMEM suplementado com glicose e 20 yL de cultura
bacteriana em cada poco teste, conforme especificagdes descritas para o biofilme em
formagao. A placa foi incubada em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C para a
formagao do biofilme. Apds a incubagao, o meio de cultura foi removido e foram
realizadas lavagens com PBS. Em seguida, foram adicionados 200 yL de tratamento
com OMVs de B, thailandensis em cada pocgo teste, nas concentragdes listadas no
ensaio CIM.

A placa foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C, por 24 horas. Em seguida,
o conteudo dos pogos da microplaca foi removido, os pogos foram lavados e o biofilme
foi revelado conforme citado anteriormente.

Para o calculo, o biofilme do microrganismo teste foi considerado como 100%
(sem inibicao, ou seja, 0% de inibicao). Os demais percentuais de biofilme foram
calculados proporcionalmente a partir da leitura da densidade ética (DO), descontando
o valor do controle em branco, e o efeito inibitério foi determinado pela diferenca

observada.
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4.6 Ensaio de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade das OMVs, uma suspensao de 100 yL de células
VERO CCL-81 (células epiteliais derivadas do tecido renal de macaco verde africano
adulto) na concentracdo de 2x10° células/pogo, em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SBF (soro bovino fetal), foi adicionada em cada pogo de
uma microplaca de 96 pogos. Em seguida, as foram incubadas por 24 h a 37°C sob
tensédo de COz2 (5%). Apos o periodo de incubagao, o meio de cultura foi substituido
por OMVs diluidas em meio DMEM, nas mesmas concentragdes utilizadas nos
ensaios antibiofilme, conforme o método de obtencdo. O sistema foi incubado, como
feito anteriormente, por mais 24 horas, e entédo lido em espectrofotdmetro a 570 nm,
conforme metodologia adaptada de Mosmann (1983) descrita por Dutta e
colaboradores (2020).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT. A
concentracdo das OMVs, necessaria para inibir a atividade metabdlica de 50 e 100%
das células, corresponde a concentragéo citotoxica de 50 e 100% (CCs0/24 horas —
CC100/24 horas). O valor CCioo foi utilizado para calcular o indice de seletividade (1S)
aplicando a seguinte equagao:

IS = CC100/ CIM100,
em que CC1o0 equivale a concentragao citotdxica e CIM100 a concentracéo

inibitéria minima.

5 RESULTADOS

5.1 Obtencao, Purificagao e Caracterizagdao de OMVs

5.1.1 Diametro Médio e Carga de Superficie

Através da medicdo do espalhamento dindmico de luz, foi constatada uma
diferenca significativa nas médias dos didmetros das OMVs isoladas por ambas as
técnicas. De acordo com os resultados obtidos, as OMVs isoladas por kit de
isolamento de exossomos (OMVs-Kit) apresentaram um didametro 2,83 vezes menor,
quando comparadas as isoladas pela UC. Ademais, as vesiculas isoladas por UC
apresentaram uma carga de superficie quase 7 vezes mais negativa, quando

comparadas as vesiculas isoladas pelo kit.
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Tabela 2. Analises do diametro hidrodinamico e carga de superficie de OMVs.

OMVs-UC OMVs-Kit
| T T 1
Espalhamento de Luz Dindmico 242,83* 85,71*
(nm)
I T T 1
Potencial Zeta (mV) -22,41 -3,28

*Média dos valores do didametro hidrodindmico das OMVs.

Grafico 1. Distribuicdo do didmetro hidrodinamico de OMVs-UC e OMVs-Kit avaliada

por espalhamento de luz dinédmico e indice de polidispersao representada pelas trés
linhas de coloracéao distintas.
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Espalhamento de Luz Dinamico de OMVSs isoladas por ultracentrifugagao. Espalhamento de Luz Dinamico de OMVs isoladas por kit de isolamento de exossomos.

5.1.2 Diametro e Morfologia das OMVs por Microscopia Eletronica de
Transmissao

5.1.2.1 OMVs-UC

Através da técnica de MET, foi possivel observar a morfologia interna de OMVs-
UC, sendo constatada a presenca da ME, responsavel pelo revestimento da vesicula,
e uma estrutura interna abaixo da membrana, com constituintes nao identificados.
Através das micrografias, foi possivel realizar a visualizagao direta das OMVs fixas e
secas, sem comprometer a visualizagao pela aglomeracao de vesiculas. Desse modo,
constatou-se que as nanovesiculas apresentaram um diametro na faixa dos 60 a 100

nm, com caracteristicas estruturais semelhantes entre si.

5.1.2.2 OMVs-Kit
Da mesma forma, foram observadas OMVs-Kit, com didametro na faixa dos 60
a 100 nm. No entanto, foram constatados diferentes tipos de OMVs, presumindo-se

que o uso do kit seja capaz de isolar nanovesiculas de menores didametros e




26
densidades, como observado pela coloragdo mais clara das OMVs da figura 8.

Figura 7. Comparagao entre OMVs-UC e OMVs-Kit visualizadas por microscopia

eletronica de transmisséao.

5.1.3 Diametro e Topologia das OMVs por Microscopia Eletrénica de
Varredura

A partir da MEV, foi possivel observar o didametro e superficie de B.
thailandensis E264, como visto anteriormente na figura 6, e de OMVs-Kit, conforme
imagem 8. No entanto, a leitura de OMVs-UC foi comprometida, ndo sendo possivel
visualizar OMVs.

De acordo com a micrografia, B. thailandensis possui cerca de 2,5 um de
comprimento, com formato de bacilo. As OMVs-Kit, por sua vez, apresentam formato
esférico e diametro similar ao constatado por MET, variando na faixa de 60 a 100 nm.
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Figura 8. Diametro e topologia de OMVs-Kit por micrografia de MEV.

200 nm
1.40 pm 4.85mm l—'

5.1.4 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas

5.1.4.1 OMVs-UC

A partir da analise de NTA, observou-se que as OMVs-UC apresentaram
didmetro médio de 249 nm. Além disso, utilizando a metodologia de obtencéo descrita

anteriormente, foram quantificadas 7,08 x 108 particulas/mL.

5.1.4.2 OMVs-Kit
O uso do kit de isolamento de exossomos resultou em OMVs com um didmetro
médio de 145,8 nm, além de uma maior concentragao de nanovesiculas com 102 nm.

A quantificagéo das particulas revelou um total de 2,46 x 108 particulas/mL.
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Grafico 2. Concentracéo e distribuigdo geral dos tamanhos de OMVs pela analise de
rastreamento de nanoparticulas de OMVs-UC e OMVs-Kit.
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5.1.5 Espectroscopia Micro-Raman

5.1.5.1 OMVs-UC

A partir da analise de espectroscopia micro-Raman, foram constatados
compostos bioldgicos, identificados a partir dos numeros de onda comparados com
dados da literatura. Os compostos encontram-se listados nas tabelas 4 e 5, em anexo.
A identificagao foi feita com base na relagdo entre intensidade e deslocamento do
Raman. De modo geral, foram identificados carotenoides, material genético,

aminoacidos como tirosina e fenilalanina, além de proteinas e lipidios.

5.1.5.2 OMVs-Kit

A analise por espectroscopia de micro-Raman nao pbde ser realizada devido a
ressuspensao das OMVs em PBS, o qual interferiu na leitura da amostra devido a sua
composigao contendo cristais de sais de fosfato e cloreto de sodio, responsaveis por
causar o espalhamento da luz, causando a sobreposi¢do ou mascarando os sinais do

laser Raman.




Grafico 3. Espectros correspondentes as macromoléculas
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identificadas por

espectroscopia micro-Raman de OMVs-UC em 532 nm e 785 nm, observadas pela

interacao entre o deslocamento Raman do eixo x e intensidade Raman do eixo y.
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5.1.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

5.1.6.1 OMVs-UC

A partir da analise de FT-IR, foram constatados em OMVs-UC, os grupos

funcionais listados na tabela 6, encontrada em anexo, como hidroxilas, nitro,

halogénio, compostos aromaticos, grupo dioxido de enxofre, alcoois, fendis, grupo

sulféxido, alquenos e anéis aromaticos. Para isso, a partir dos valores dos picos

fornecidos pelo grafico, os grupos funcionais foram comparados com dados da

literatura.

5.1.6.2 OMVs-Kit

A partir da analise de FT-IR, foram constatados em OMVs-Kit grupos funcionais

em comum com OMVs-UC, como hidroxilas, nitro e halogénio, conforme listado na

tabela 7 encontrada em anexo.
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Grafico 4. Espectros correspondentes aos grupos funcionais identificados por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de OMVs-UC e OMVs-

Kit, observados pela interagéo entre numeros de ondas do eixo x e intensidade do
sinal do eixo y.
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5.2 Avaliagao da Atividade Antibacteriana de OMVs

Os resultados obtidos pelo método de gota-difusdo nao indicaram inibicao do
crescimento de células planctdénicas de EAEC 042 tratada com as concentragdes
estoques de OMVs-UC a 7,08 x 108 particulas/mL e OMVs-Kit a 2,46 x 108
particulas/mL, assim como nao houve inibicao do crescimento bacteriano constatada
pelo ensaio CIM. Consequentemente, a CBM nao foi obtida, ndo havendo
concentracao responsavel pela morte bacteriana.

Contudo, a partir das maiores concentracées de OMVs utilizadas no ensaio CIM,
sendo de 3,54 x 108 particulas/mL de OMVs-UC e de 1,23 x 108 particulas/mL de
OMVs-Kit, foi realizada a diluicdo seriada e contagem de col6nias, comparando o
crescimento bacteriano de EAEC que nao recebeu o tratamento com vesiculas, com
EAEC tratadas com OMVs-UC e OMVs-Kit. A partir da contagem, foi revelada a

reducéo de quase 1 log no crescimento bacteriano apds o tratamento com OMVs
isoladas por ambos os métodos.
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Tabela 3. Reducdo da concentracdo bacteriana de células planctbnicas apos o
tratamento com as maiores concentragbes de OMVs, determinado pela contagem de
coldnias a partir do método de diluigcdo seriada das maiores concentragdes de OMVs

utilizadas no CIM.

EAEC 042 EAEC 042 + OMVs-UC EAEC 042 + OMVs-Kit
| | | | 1
Concentragao 1,6x10° 6x108 4,8x108
Bacteriana
(UFC/mL)

Concentragao bacteriana de EAEC 042 apds o ensaio CIM, representadas pela cultura bacteriana
sem tratamento; cultura bacteriana tratada com OMVs-UC na concentragdo de 3,54 x 108; cultura
bacteriana tratada com OMVs-Kit na concentragao de 1,23 x 108.

5.3 Avaliagao da Atividade Antibiofilme de OMVs por MTT

5.3.1 Inibicao da Formacao de Biofilme de Escherichia coli

5.3.1.1 OMVs-UC

A partir do ensaio antibiofilme, foi observada a inibicao de 95,86% da formacao
de biofilme de EAEC, utilizando OMVs-UC na concentragdo de 3,54 x 108
particulas/mL. A alta taxa de reducdo da formacido de biofiime permaneceu nas

concentragdes seguintes, conforme o grafico 5.

5.3.1.2 OMVs-Kit

O ensaio de inibicdo da formacdo de biofilme utilizando OMVs-Kit na
concentragéo de 1,23 x 108 particulas/mL, resultou na inibicao de 94,83% da formagéo
de biofilme de EAEC. A alta taxa de redugao da formacéao de biofilme permaneceu nas

concentracdes seguintes, conforme o grafico 5.
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Grafico 5. Inibigdo da formagao de biofilme de Escherichia coli por OMVs-UC e OMVs-
Kit.
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5.3.2 Destruicao de Biofilme Pré-Formado de Escherichia coli

5.3.2.1 OMVs-UC

As OMVs-UC demonstraram-se capazes de reduzir 88,55% do biofilme pré-
formado de EAEC, utilizando OMVs nas mesmas concentragbes do ensaio contra
biofiime em formacgéao. A taxa de redugéo foi inferior quando comparada ao biofilme
em formacdo. No entanto, as nanovesiculas demonstraram atividade antibiofilme

mesmo apos diluicées, conforme o grafico 6.

5.3.2.2 OMVs-Kit

Diferente do observado anteriormente, as OMVs-Kit demonstraram uma
reducdo da destruicdo de biofiime pré-formado, apresentando uma reducido de
62,52% do biofilme pré-formado de E. coli, na maior concentragdo do tratamento,
conforme observado no grafico 6. Assim como relatado nas OMVs-UC, a atividade
contra biofiime pré-formado pode ser reduzida devido ao tempo de formacgao de

biofilme e maior dificuldade do tratamento apds o crescimento bacteriano.
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Grafico 6. Destruicao de biofilme pré-formado por Escherichia coli por OMVs-UC e

OMVs-Kit.
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5.4 Ensaio de Citotoxicidade

5.4.1 OMVs-UC

Conforme o grafico 7, o ensaio de citotoxicidade demonstrou que OMVs-UC
nao apresentaram efeitos citotoxicos contra células VERO CCL-81. Embora a
viabilidade celular tenha sido levemente reduzida a partir das dilui¢des do tratamento,
os tratamentos ndo afetaram o crescimento das células, resultando em uma

viabilidade celular de 87,85% na concentragao mais alta de OMVs-UC.

5.4.2 OMVs-Kit

As OMVs-Kit ndo apresentaram atividade citotoxica contra células VERO CCL-
81, de forma que para todas as concentracdes testadas nos ensaios antibiofilme, as
células mantiveram 100% de viabilidade, como observado no grafico 7. Desse modo,

nao foi possivel calcular os valores de CC50 e CC100.
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Grafico 7. Ensaio de citotoxicidade utilizando células VERO CCL-81 tratadas com
OMVs-UC e OMVs-Kit.
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6 DISCUSSAO

De acordo com a literatura, embora a estrutura de OMVs esteja intimamente
relacionada com a arquitetura da ME parental (Avila-Calderdn et al., 2021), analises
mais detalhadas indicaram que sua composic¢ao e estrutura ndo sao idénticas as das
células bacterianas, sugerindo que as OMVs sejam uma via de secrecdo dependente
de um mecanismo especifico de empacotamento (Schwechheimer; Kuehn, 2015;
Turner et al., 2018). Sabe-se que, em bactérias Gram-negativas, a biogénese
vesicular é o principal fator determinante para a seletividade da carga de OMVs
(Toyofuku et al., 2023). Além da sintese de vesiculas ser resultante de protuberancias
e desprendimento de fragmentos da ME, devido a velocidade inferior na sintese de
mureina quando comparada a da sintese de ME, formando um excesso dessa
membrana e, consequentemente, originando OMVs, elas também podem ser
originadas a partir da lise de células bacterianas (Klim; Godlewska, 2017). Além disso,
estudos sugerem que a composicao do LPS esteja envolvida no aumento da secregao
de OMVs e nas alteragdes em sua composicao, especialmente quando ha mutacbes
em genes envolvidos na sintese da cadeia de acgucares OPS (oligopolissacarideo), a
porcdo mais externa do LPS que possui como principais fungdes o reconhecimento e
ligacao celular (Cahill et al., 2015; Kocincova; Lam, 2011; Liu et al., 2016).

A interacao entre moléculas de LPS e moléculas envolvidas na sinalizagédo de
quorum sensing, como quinolona e acetil homoserina lactonas (AHLs), podem induzir
a liberagcdo de OMVs (Lin et al.,, 2018). Ademais, estudos demonstraram que
interrupcdes nas ligagdes entre ME e membrana celular interna, juntamente com o

acumulo de peptidoglicano, resultam em um aumento da produgéo vesicular (lonescu
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et al., 2014; Paulsson et al., 2021; Wessel et al., 2013). Desse modo, a liberagéo de
OMVs pode ocorrer em regides em que as ligagdes entre ME e peptidoglicano
encontram-se relaxadas (YashRoy, 2017).

De modo geral, as vesiculas apresentam em sua constituicdo, componentes da
ME, proteinas da regido periplasmatica, moléculas hidrofébicas e partes do
peptidoglicano (Toyofuku et al., 2023). Embora em nosso trabalho n&o tenha sido
possivel identificar especificamente os constituintes das OMVs de B. thailandensis, a
partir da analise de micro-Raman e FT-IR, avaliamos os constituintes gerais a partir
dos numeros de ondas identificadas pelo micro-Raman e os grupos funcionais
identificados pelos numeros de ondas fornecidos pelo FT-IR. O uso de ambas as
técnicas fornece um direcionamento quanto aos tipos de compostos vesiculares a
partir de suas estruturas quimicas (Krysa; Szymanska-Chargot; Zdunek, 2022).

Os espectros Raman sao resultantes da dispersdo da luz por moléculas
vibrantes presentes na amostra, a partir da interacdo de um féton do feixe de luz
monocromatico de laser de alta intensidade da espectroscopia com a nuvem de
elétrons da molécula analisada. Desse modo, a molécula é excitada, gerando a
emissao de fotons, permitindo a obtengdo de um conjunto de vibragbes moleculares
presentes em uma amostra, fornecendo informacoes fisioldgicas e bioquimicas, como
as de uma célula bacteriana (Barnett et al., 1990; Das; Agrawal, 2011; Harris et al.,
1977; Jones et al., 2019; Schuster et al., 2000). Sendo assim, os espectros gerados
podem revelar a composicdo de macromoléculas, incluindo proteinas, acidos
nucléicos e lipidios (Camp JR; Cicerone, 2015). No entanto, alguns fatores devem ser
considerados para a realizacdo do micro-Raman, visto que podem interferir na leitura
da amostra, como a fluorescéncia das amostras que podem obscurecer os sinais
Raman, dificultando a leitura dos resultados (Pasteris; Beyssac, 2020), além da alta
qualidade e preparo correto das amostras para obtencdo de resultados precisos
(Krafft; Popp, 2019).

O FT-IR por sua vez, € uma técnica pautada na vibragdo de moléculas que sao
excitadas pela luz infravermelha, as quais refletem ou emitem a luz infravermelha,
sendo possivel utilizar as ligagdes detectadas para comparar e determinar os
compostos quimicos, fornecendo dados que sugerem quais grupos funcionais sao
presentes na amostra (Boskey; Pleshko Camacho, 2007). Trata-se de uma analise
rapida, na qual ndo necessita de um complexo preparo das amostras (Nene et al.,

2024). Contudo, a analise pode ser afetada pela homogeneidade e espessura da
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amostra, dificultando a leitura correta (Siddique, 2023).

De acordo com nossos dados, através do micro-Raman, foi possivel identificar
em OMVs-UC, a presenga de carotenoides, um grupo de compostos organicos com
pigmentos que conferem agédo antioxidante (Dutta; Bandopadhyay, 2022), material
genético, aminoacidos como tirosina e fenilalanina, além de proteinas e lipidios, os
quais sao compostos predominantes na ME bacteriana. Em razdo da presenga de
PBS, a anadlise ndo pdde ser realizada em OMVs-Kit, 0 que impediu a leitura pelo
laser. Complementando nossos resultados, a espectroscopia FT-IR revelou, em
ambos os métodos de obtengéo, a presencga de grupos hidroxilas, indicando a possivel
presenga de alcoois ou acidos carboxilicos; grupo nitro, indicando a presencga de
compostos organicos; e halogénio, indicando a presenga de haletos organicos.
Também foram detectados em OMVs-UC, compostos aromaticos, grupo diéxido de
enxofre, alcoois, fendis ou grupo sulféxido, e alquenos ou anéis aromaticos.

De acordo com a literatura, OMVs de P. aeruginosa e Porphyromonas gingivalis
apresentam altas concentracbes de LPS com cadeias de antigeno O carregadas
negativamente, o que sugere que a ME dessas bactérias seja desestabilizada pelas
interagdes repulsivas entre as cadeias de antigeno O, resultando na sintese de OMVs
(Murphy et al., 2014). Além disso, foi observada a presencga de altas concentragcdes
de porinas no proteoma de vesiculas. Essas proteinas, localizadas na ME de bactérias
e, em OMVs, desempenham diversas fungcbes, como a formacao de vesiculas de
Pseudomonas, a partir da redugao dos niveis de sinal de quinolona de Pseudomonas
(PQS), que impede a ligacao entre a ME e o peptidoglicano (Wessel et al., 2013). As
porinas também facilitam a internalizacdo de OMVs de V. cholerae em células
hospedeiras (Zingl et al., 2021), além de promoverem a adesdo de OMVs a mucosa
do hospedeiro, superficies de células bacterianas e biofilmes, mediada pela interacéo
entre a porina OprF e o exopolissacarideo presente na matriz do biofilme (Cassin;
Tseng, 2019).

A presencga de proteinas especificas, assim como o conteudo lipidico, € uma
caracteristica fundamental das OMVs, variando de acordo com a célula bacteriana
progenitora. Estudos demonstram que fatores de viruléncia sdo encontrados em
vesiculas oriundas de bactérias patogénicas, como P. aeruginosa, V. cholerae, P.
gingivalis e E. coli Enterotoxigénica (ETEC) (Bomberger et al., 2009; Horstman;
Kuehn, 2000; Kadurugamuwa; Beveridge. 1995); assim como hidrolases de glicosideo

sdo encontrados em vesiculas de Bacteroides, permitindo a degradacdo de
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polissacarideos ambientais e causando a quebra de ligagdes glicosidicas que
implicam na degradagao da parede celular de células vegetais (Elhenawy; Debelyy;
Feldman, 2014; Zhang et al., 2020); além de outros compostos antibacterianos, como
os identificados em vesiculas de Myxococcus xanthus que auxiliam na eliminagcéo de
bactérias ambientes (Berleman et al., 2014), sendo esses: hidrolases acidas, como
hidrolases de peptidoglicano, as quais hidrolisam ligagbes covalentes no
peptidoglicano, comprometendo a parede celular e resultando em lise bacteriana
(Wilson; Garner, 2021), e fosfatases alcalinas, as quais reduzem efeitos toxicos de
infecgbes bacterianas pelo processo de desintoxicando dos LPS (Hodin; Malo, 2011;
Brands; Poelstra, 2005).

Segundo o trabalho de Wang e colaboradores (2020), OMVs isoladas por B.
thailandensis apresentaram em sua composi¢ao, hidrolases de peptidoglicano e
moléculas termicamente estaveis, como HMNQ e o biosurfactante ramnolipidio (Rha-
Rha-C14-C14), os quais apresentaramm atividade antimicrobiana e antibiofilme contra
MRSA. Desse modo, a hipotese levantada no estudo sugere que essas OMVs sejam
capazes de entregar alguns compostos antimicrobianos, garantindo a sobrevivéncia
da B. thailandensis quando essa encontra-se competindo com outras espécies
microbianas em um nicho ambiental. A analise protedmica realizada identificou
diversas classes de hidrolases de peptidoglicano. Também foram identificados
analogos potenciais de hidroxi-alquilquinolinas (HAQs), os quais apresentaram menor
rendimento e atividade antimicrobiana mais fraca (Wang et al., 2020b).

Desse modo, nossos resultados corroboram com os dados encontrados na
literatura, indicando a presenca das mesmas classes de constituintes. Sugerimos que
OMVs isoladas por ambos os métodos, sejam constituidas por hidrolases de
peptidoglicano, ramnolipidios e HMNQ, além da carga geral presente em OMVs,
conforme listado anteriormente. Contudo, mais estudos sdo necessarios a fim de
confirmar especificamente os compostos vesiculares.

Em nosso trabalho, buscamos comparar dois métodos de obtengdo de OMVs:
a obtencao por UC e a obtencgao por meio do kit de isolamento de exossomos. Desse
modo, realizamos a obtencio e caracterizacdo vesicular por ambas as técnicas e
comparamos sua atividade antibiofiime.

Embora seja amplamente utilizado por sua alta pureza, a UC é um processo
demorado que demanda grandes volumes iniciais de cultura bacteriana, com baixa

recuperacgao de vesiculas (Cvjetkovic et al., 2014; Klimentova; Stulik, 2015; Van Der
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Pol et al., 2015). Além do mais, esse método pode promover o acumulo e agregagao
de OMVs, devido ao uso de rotores de angulo fixo e a peletizagao, resultando na fuséo
de vesiculas integras com vesiculas que apresentam membranas enfraquecidas,
gerando OMVs com maiores diametros (Klimentova; Stulik, 2015; Witwer et al., 2013).
De acordo com o trabalho de Reimer e colaboradores (2021), em seus resultados, as
maiores OMVs-UC apresentaram um didametro de 450 nm, indicando uma possivel
agregacao, visto que, anteriormente a etapa de UC, a amostra foi filtrada em filtro com
poros de 0,45 um, removendo particulas maiores que esse tamanho.

Em nosso trabalho, observamos pelo NTA que, OMVs-UC apresentaram um
diametro médio de 249 nm, enquanto a analise de DLS demonstrou um didmetro
hidrodindmico maior de 242,83 nm.

O segundo método utilizado para a obtengéo vesicular foi a partir do uso do kit
de isolamento de exossomos. De acordo com a descricdo do produto (Kit Total
Exosome Isolation Reagent - Invitrogen™), o reagente é responsavel por forgar os
componentes menos soluveis, como OMVs, a precipitarem apds um periodo de
incubacgéao, permitindo sua coleta por centrifugacdo de baixa rotagdo. Além disso, a
empresa afirma que o uso do kit apresenta maior semelhanga no tamanho dos
exossomos quando comparado ao método por UC.

Nossos dados indicam uma grande similaridade entre as OMVs obtidas pelos
dois métodos de isolamento. No entanto, observou-se que as OMVs-Kit apresentaram
menor didmetro e uma concentragao ligeiramente inferior, conforme evidenciado pelas
analises DLS e NTA. Junto a isso, a MET revelou, além dos mesmos padrbes de
vesiculas em ambos os métodos de obtengao, um padrao diferente de OMVs-Kit, com
didmetro e densidade menores. O estudo de Reimer e colaboradores (2021) também
demonstrou que, ao realizar o isolamento por UC, as OMVs apresentaram tamanho
maior em comparagao ao isolamento por ultrafiltragao.

O trabalho de Sharif e colaboradores (2021) também buscou comparar OMVs
de E. coli ClearColi™ isoladas pelo método de UC e pelo uso de Exocib Kit (Cib
Biotech Co., Ird) e avaliou as vantagens de cada técnica. Em ambos os métodos, as
OMVs foram previamente precipitadas pelo uso de sulfato de aménio. De acordo com
seus resultados, as OMVs-UC apresentaram menor didmetro e menor indice de
polidispersdo quando comparado ao kit utilizado, apresentando menor

heterodispersao das vesiculas.
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Nossos resultados mostram que as OMVs-UC, apresentam grande similaridade
morfolégica com aquelas isoladas pelo mesmo método no estudo anteriormente
citado, assim como OMVs-Kit também apresentaram semelhangas com o método
correspondente. Além disso, em nosso trabalho, as OMVs-Kit apresentaram
heterogeneidade em seus diametros, corroborando com a literatura. Contudo, a
analise de DLS revelou que o tamanho das vesiculas obtidas pelo kit utilizado em
nosso estudo foi menor quando comparado ao método de ultracentrifugacao,
destacando uma possivel vantagem no uso do kit, visto que MVs de menores
didmetros possuem maior capacidade de penetragdao nas membranas de células
bacterianas, facilitando a interagdes mais rapidas com as células-alvo (Singh et al.,
2023).

De modo semelhante, um estudo isolou vesiculas fosfolipidicas, que foram
visualizadas em MET, apresentando imagens parecidas as observadas pelas
vesiculas isoladas pelo kit utilizado neste trabalho. As vesiculas fosfolipidicas foram
identificadas quanto a sua composicdo, como PA, PC e PE, em que possuem o0s
seguintes  fosfolipidios, respectivamente:  fosfatidica, fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina. O PA e PE sdo comumente encontrados em membranas
plasmaticas bacterianas (Epand; Savage; Epand, 2007; Istivan; Coloe, 2006; Moncelli;
Becucci; Guidelli, 1994; Murzyn; Rég; Wilderman et al., 2002).

Desse modo, a UC e o uso kit de isolamento de exossomos apresentam grande
similaridade quanto a recuperagao vesicular. No entanto, sugerimos que o uso do kit
de isolamento seja significativamente vantajoso devido as dificuldades encontradas
no método de ultracentrifugacdo. Para a obtengcdo de OMVs por ultracentrifugagao
utilizando altas rotagdes, € necessario considerar o tipo de material bioldgico utilizado,
o tipo especifico de rotor, assim como o tempo e velocidade de rotacéo, implicando
em dificeis comparacdes entre estudos que nao fornecem especificamente os dados
utilizados (Crigna et al., 2021; Cvjetkovic et al., 2014; Suh et al., 2024; Torres-Vanegas
et al., 2024). Além disso, a alta rotagdo pode implicar em danos e agregacdes de
OMVs (Nordin, 2017). O uso do kit, por sua vez, otimiza o tempo de producgao,
facilitando a produgdo de OMVs em maior escala.

Em relagédo a agéo bacteriostatica das OMVs de B. thailandensis contra EAEC,
foi observada a queda de quase 1 log do crescimento bacteriano, na maior
concentracdo testada para CIM, conforme dados apresentados neste trabalho.

Embora nao tenha sido observada a agao bactericida das OMVs, a partir do ensaio
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antibiofilme com revelagao por MTT, foi constatada a capacidade das vesiculas de B.
thailandensis, isoladas por ambos os métodos, em reduzir significativamente os
biofilmes, sobretudo, biofilmes em formacao.

De acordo com trabalhos da literatura, OMVs sao capazes de realizar sua fuséo
com células bacterianas mediadas por algum tipo de grau de especificidade (Biller et
al., 2022; Toyofuku et al., 2017; Wang; Nie; Wu, 2021). Contudo, os mecanismos
envolvidos nesse processo nao sao bem compreendidos (Toyofuku et al., 2023).
Estima-se que a partir de sua estrutura, as OMVs possam apresentar uma maior
propensao em se associar com a parede celular de bactérias especificas que
apresentem similaridade em sua constituicdo, como a carga de superficie (Tashiro et
al., 2017) e superficie hidrofébica (Macdonald; Beveridge, 2002). Desse modo,
sugerimos que devido as similaridades entre as paredes celulares de EAEC 042 e B.
thailandensis E264, as OMVs foram capazes de se fundir a ME das bactérias,
liberando compostos antimicrobianos, como hidrolases, HMNQ e ramnolipidios.

A atividade antibiofilme de ramnolipidios ja é descrita na literatura (De Rienzo;
Martin, 2016; Wood et al., 2018). De acordo com um estudo recente, biofilmes de
MRSA tratados com HMNQ e ramnolipidios apresentaram uma redugao significativa
da biomassa total, aumento da propor¢ao de células mortas e do coeficiente de
rugosidade nos biofilmes, além de uma reducao da espessura dos biofilmes pré-
formados, quando comparados ao grupo controle que nao recebeu tratamento (Wang
et al., 2020b).

Ademais, quando secretadas por bactérias resistentes a B-lactamicos, as
OMVs apresentam altas concentracdes de B-lactamases (Ciofu et al., 2000; Schaar et
al., 2011). Devido ao empacotamento vesicular, a enzima encontra-se protegida no
interior do lumen das OMVs, evitando a degradagao e neutralizagéo pelos anticorpos
do sistema imune do hospedeiro (Schaar et al., 2013). Desse modo, quando
necessario, as enzimas sao liberadas, contribuindo para a sobrevivéncia da célula
bacteriana progenitora e da comunidade bacteriana que coabitam o mesmo habitat,
como observado em casos de coinfecgdes (Kim et al., 2018; Schaar et al., 2011). Esse
fato foi observado em um estudo clinico que relatou que pacientes infectados por S.
pyogenes do grupo A e Haemophilus influenzae resistente, o qual produz OMVs com
B-lactamases, apresentaram uma falha na terapia com amoxicilina, resultando em um
tratamento ineficaz contra faringoamigdalite (Bielaszewska et al., 2021).

Outro fator que pode contribuir para a especificidade vesicula-célula sao as
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interagdes entre ligante-receptor. Conforme estudo de Lin e colaboradores (2017), um
efetor denominado TseF é incorporado em OMVs de P. aeruginosa por intermédio de
um sistema de secrecao tipo VI (T6SS), que direciona as OMVs para suas células-
mae pela ligacdo aos receptores de superficie FptA e OprF (Lin et al., 2017).

A acdo antibacteriana de OMVs contra demais espécies competidoras, foi
relatada pela primeira vez com vesiculas de P. aeruginosa, relacionada a presenca
de hidrolases de peptidoglicano (Kadurugamuwa; Beveridge, 1966; Li et al., 1998).
Nos ultimos anos, foi constatada a sintese de produtos antibacterianos por
Burkholderia, como capistruina (Knappe et al., 2008), malleilactona (Biggins; Ternei;
Brady, 2012), thailandamida (Nguyen et al., 2008), burkholdacs (Biggins et al., 2011),
thailanstatinas (Liu et al., 2013), bactobolina (Seyedsayamdost et al., 2010),
ramnolipidio (Dubeau et al., 2009) e hidroxi-alkilquinolina (Vial et al., 2008). Wang e
colaboradores (2020) sugerem que esses compostos sejam secretados por intermédio
de OMVs, resultando em vantagens nas respostas predatorias contra microrganismos
competidores (Beveridge, 1999; Mashburn-Warren et al., 2008; Mashburn-Warren;
Whiteley, 2006), mas destacam a necessidade de novos estudos para determinar a
preferéncia pela secrecdo de HMNQ e ramnolipidios por OMVs.

Derivados de HAQs foram recentemente encontrados em B. thailandensis (Vial
etal., 2008; Wu; Seyedsayamdost, 2007), agindo como moléculas de QS, participando
da modulagao imunoldgica, da comunicagao entre células bacterianas e com efeitos
sinérgicos que podem ser capazes de inibir o crescimento de E. coli (Vial et al., 2008;
Wu; Seyedsayamdost, 2007). Dentre os HAQs produzidos por B. thailandensis, o
HMNQ é a forma predominante, sendo capaz de perturbar a forga motriz da proteina
responsavel pela passagem de prétons e por impedir a biossintese de pirimidinas (Wu;
Seyedsayamdost, 2007).

Os surfactantes ramnolipidios, por sua vez, sédo glicolipidios com até dois
rhamnoses unidos por ligacao B-glicosidica, sendo mono ou di-rhamnolipidios, além
de acidos graxos 3-hidroxi com axilas de diferentes comprimentos de cadeia (Jarvis;
Johnson, 1949). Em B. thailandensis, sabe-se que os ramnolipidios produzidos s&o
predominantemente de acidos graxos de cadeias longas, com potente atividade
antibacteriana por inibicao da sintese da parede celular (Costa; Déziel; Lépine, 2011;
Dubeau et al., 2009; Wang et al., 2020b).

Ademais, um estudo investigou a geracao de estresse oxidativo por meio de

OMVs isoladas por P. aeruginosa, sendo capaz de causar morte celular em bactérias
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(Gurunathan; Choi; Kim, 2018). A partir do estresse oxidativo, danos celulares sao
gerados, afetando proteinas, DNA e a membrana celular (Zhang; Shen; Gurunathan,
2016). De acordo com o estudo, as vesiculas produzidas por P. aeruginosa induzem
3 vezes mais a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em Streptococcus
mutans. As proteinas bacterianas sado importantes alvos biologicos para a agao de
ROS (Butterfield; Dalle-Donne, 2012; Davis, 2003; Zhang et al., 2016). Ademais,
embora o mecanismo de interagcdo entre OMVs e células bacterianas ainda nao seja
completamente compreendido, as vesiculas sdo capazes de agir em diversos alvos
bacterianos, como membrana celular, enzimas, proteinas, lipidios, DNA e plasmideos
(Gurunathan et al., 2023).

As células apresentam naturalmente um estado de homeostasia, devido a
manutencdo do equilibrio entre pro-oxidante-antioxidante. Quando sofrem pelo
estresse oxidativo, elas podem sofrer hidroxilagdo do DNA, desnaturacdo proteica,
peroxidagao lipidica e perda da viabilidade celular, que podem ser combatidas por
defesas antioxidantes nao enzimaticas, assim como sistemas de reparo (Gurunathan
et al., 2023). Diante disso, o trabalho de Gurunathan (2023) sugere que OMVs
produzidas por P. aeruginosa agem comprometendo os metabdlitos antioxidantes,
resultando no estresse celular, levando a morte bacteriana, causada pelo
extravasamento de proteinas citoplasmaticas em S. mutans, devido a alteragao do
potencial de membrana, resultando na perda de sua integridade e morte celular, além
da inibicdo na sintese de ATP e perda da capacidade de adesao das bactérias.

Além disso, devido ao seu tamanho na nanoescala, as OMVs tém uma
distribuicdo mais rapida nos tecidos em comparagao a distribuicdo de medicamentos
convencionais. Essas vesiculas também s&o capazes de proteger seu conteudo
interno, tornando-se uma estratégia promissora para a entrega de medicamentos
(Bitto; Kaparakis-Liaskos, 2017; Macdonald; Kuehn, 2013). Em hospedeiros humanos,
foi relatado que OMVs com diametros inferiores a 100 nm s&o capazes de entrar em
células epiteliais e desencadear respostas pro-inflamatérias, potencializando a acao
medicamentosa (Kaparakis et al., 2010; Turner et al., 2018). Sugerimos que, embora
a diferenca tenha sido sutil, a melhor atividade antibiofime das OMVs-Kit em
comparagao as OMVs-UC possa ser atribuida ao seu menor didmetro, além de uma
possivel variagdo em sua composigao.

De acordo com dados do estudo de Van Nederveen e Melton-Celsa (2024), os

autores investigaram diferentes abordagens para a modulacgao de biofilmes de EAEC.
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O uso de proteinase K mostrou-se eficaz, reduzindo em 60% a coloragao dos biofilmes
em formagao, enquanto o tratamento com DNAse resultou em uma redugao de 20%.
Em alguns casos, a proteinase K induziu alteragdes no arranjo das células do biofilme,
observando-se uma quantidade menor de células em comparagcao aos biofilmes
tratados com PBS (Van Nederveen; Melton-Celsa, 2024). Além disso, foi observado
que o metaperiodato de sodio, um agente que cliva carboidratos, causou rearranjos
nas células presentes no biofilme, embora sem alterar significativamente a coloragao
quantitativa (Van Nederveen; Melton-Celsa, 2024). O estudo também sugere que
componentes como proteinas, DNA e carboidratos estdo protegidos dentro da
estrutura dos biofilmes formados. Nos biofilmes pré-existentes, somente a proteinase
K foi capaz de reduzir a coloragao quantitativa de algumas células (Van Nederveen;
Melton-Celsa, 2024). Com base nesses resultados, os autores concluem que o0s
biofilmes de EAEC sao estruturas complexas que envolvem carboidratos, proteinas e
DNA, indicando que um unico tratamento de antibioticoterapia ndo seria suficiente
para eliminar completamente os biofilmes de EAEC.

Com base em nossos resultados acerca da composi¢cdao das OMVs de B.
thailandensis obtidos pelo micro-Raman e FT-IR, os quais indicam a presenca de
proteinas, sugerimos que as vesiculas podem apresentar em sua constituicdo
proteinase K ou enzimas semelhantes, capazes de reduzir a concentracéo de células
e causar o rearranjo do biofilme. Desse modo, ainda que a inibi¢do do crescimento do
biofiime de EAEC néo seja alcangada, o tratamento com OMVs é capaz de impactar
em sua estrutura.

Devido a variedade de moléculas bioativas presentes nas OMVs, a matriz
extracelular dos biofilmes pode ser degradada por enzimas liticas, enquanto o biofilme
bacteriano pode ser desorganizado pelo contato com proteinas, lipidios e DNA
originados das OMVs (Cooke et al., 2020; YashRoy, 2016). A interacao entre OMVs e
bactérias formadoras de biofilmes & potencializada por fatores de viruléncia e material
genético que sao entregues pelas vesiculas, resultando no direcionamento da
degradacao de estruturas do biofilme (Tashiro et al., 2019). Desse modo, baseando-
se em dados citados anteriormente que demonstram a acdo de OMVs contra estrutura
de biofilmes, sugerimos que as OMVs oriundas de B. thailandensis analisadas neste
trabalho, possuem compostos com maior capacidade de destruicdo da matriz
extracelular de biofilmes, comprometendo sua estrutura.

Outro fator observado em nosso trabalho foi a diferenga eletrostatica entre as
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OMVs analisadas. Conforme descrito na tabela 2, foi constatada a carga superficial
de -22,41 mV em OMVs-UC, enquanto OMVs-Kit apresentaram a carga de -3,28 mV.
A interagao entre OMVs e superficies bioldgicas € influenciada pela carga eletrostatica
das vesiculas, as quais sdo predominantemente carregadas negativamente, devido a
presenca de LPS em sua superficie, aumentando a adesio e absorcao nas superficies
de células hospedeiras (Gui et al., 2016; Magafa et al., 2023). Contudo, a carga pode
variar de acordo com as espécies bacterianas e a composi¢ao da membrana externa
(Gui et al., 2016).

De acordo com a Wang e colaboradores (2023), cargas positivas de OMVs
promovem sua ligacdo com membranas bacterianas carregadas negativamente,
facilitando a entrega dos compostos intravesiculares. Além disso, o campo elétrico
formado a partir de OMVs pode modular a expressédo génica associada a formagéao
de biofilme, resultando na redugdo da biomassa e integridade da comunidade
bacteriana (Wang et al., 2023).

E relatado que OMVs induzidas por PQS de P. aeruginosa aumentam a
degradagdo da matriz exopolissacaridica de biofilmes durante sua dispersao,
sugerindo que as enzimas hidroliticas presentes em OMVs sejam capazes de
degradar essa matriz, colaborando para o desprendimento das células (Cooke et al.,
2020). Contribuindo para a agao antibiofiime, OMVs sao capazes de modular vias de
QS, as quais sao essenciais para o desenvolvimento e manutengao de biofilmes
bacterianos e, desse modo, podem resultar na reducdo da formacédo de biofilme e
aumento de sua dispersao (Chen et al., 2024).

Sugerimos que a diferenga de carga de superficie constatada entre as OMVs
analisadas neste trabalho, seja decorrente da variagdo da composi¢cao das vesiculas,
conforme discutido anteriormente, com base nas micrografias obtidas por MET, onde
€ possivel constatar a presenca de OMVs-Kit com menor densidade, quando
comparado as OMVs-UC. Sendo assim, pela variagdo em sua composicdo, a
superficie de OMVs-Kit pode tornar-se menos negativa, possibilitando uma maior
interacdo com as células bacterianas, ainda que em menor concentragao.

Desse modo, a jungao de fatores parece contribuir para a agao antibiofilme de
OMVs, como a capacidade de se fundir a membranas bacterianas, presenca de
enzimas liticas, interferéncia na expressao génica responsavel pela formacao de
biofiime, degradagdo do conteudo da matriz extracelular e modulagdo na via de

quorum sensing.
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Assim, a partir da junc&o dos dados do nosso trabalho e de estudos relatados
na literatura, as OMVs apresentam uma vasta gama de aplicagdes no
desenvolvimento de antimicrobianos, com estudos destacando suas vantagens como
sistemas eficientes de administracdo de medicamentos em organismos eucariotos.

Ademais, a fim de avaliar a toxicidade das vesiculas, avaliamos o efeito
citotoxico de OMVs de B. thailandensis obtidas pelos métodos discutidos, testando-as
contra células VERO CCL-81. As células VERO sao conhecidas por sua sensibilidade
a diversas substancias toxicas, possibilitando a deteccdo de efeitos citotoxicos de
substancias testadas em baixas concentracbes, sendo possivel determinar com
precisdo as doses citotoxicas letais (Gumm et al., 2016; Perryman et al., 2018).
Nossos resultados demonstraram que as OMVs nao apresentaram efeito citotoxico,
ndo afetando a viabilidade celular dessa linhagem.

Em um estudo recente (Esam; Al Sahlanee, 2023), OMVs isoladas de E. coli
resistentes a multiplos antimicrobianos causaram uma redugao significativa na
viabilidade celular das linhagens OV33 (células de céancer de ovario) e HdFn
(fibroblastos dérmicos humanos), de forma dependente da concentracdo das
vesiculas utilizadas. Esses resultados sugerem que o conteudo intravesicular das
OMVs, como enzimas, fatores de viruléncia, peptidoglicanos, LPS e proteinas, foi
transferido para as células, causando desestabilizacdo bioldgica, alteragdes
morfoldgicas e induzindo apoptose (Ellis; Kuehn, 2010).

O trabalho de Baker e colaboradores (2021) também investigou o efeito
citotoxico de OMVs sobre células de linhagens. Neste estudo, Baker avaliou se as
OMVs de B. pseudomallei, cultivadas em meio M9 que mimetiza as condi¢cdes dos
macrofagos, apresentavam alteracbes em seu conteudo vesicular. As OMVs
cultivadas nesse meio, denominadas OMVs M9, apresentaram proteinas relacionadas
a sobrevivéncia intracelular. Quando testadas contra macrofagos RAW 264.7, essas
OMVs néo afetaram a viabilidade celular. Da mesma forma, ao testar OMVs derivadas
de uma cepa nao virulenta de E. coli, observou-se efeito citotdoxico nas células de
macrofagos. Corroborando com os achados de Baker, um estudo recente de Jin e
colaboradores. (2022) relatou uma atividade citotdéxica dependente da dose de OMVs
isoladas de E. coli contra as linhagens de células de neuroblastoma humano SK-N-
SH e SH-SY5Y, além das células de rim de embrido humano HEK293, conforme
representado abaixo.

Como demonstrado pelos dados apresentados, o efeito citotoxico das OMVs
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parece variar conforme as condi¢des de crescimento e a cepa progenitora das
vesiculas. Sugerimos que, embora as OMVs obtidas neste trabalho apresentem efeito
contra biofilme de EAEC, elas nao resultem em efeitos citotoxicos em células VERO
CCL-81 devido a n&o patogenicidade da célula progenitora e, consequentemente,
auséncia de compostos toxicos para linhagem celular testada. Além disso,
considerando as diferengas morfologicas entre células eucariotas e procariotas,
reafirmamos a hipétese de que as OMVs utilizadas neste estudo, por apresentarem
composicdo semelhante a da EAEC, sejam capazes de se fundir de forma mais
eficiente e exercer maior toxicidade contra as células bacterianas. Isso se deve a
semelhanga com a membrana externa e com compostos bacterianos como LPS,
lipideos e proteinas. Em contrapartida, as células de linhagem renal, que ndo possuem
membrana externa e apresentam estruturas mais complexas, seriam menos
suscetiveis a esses efeitos, ndo possuindo receptores que permitem a internalizagéo
de OMVs.

Estudos futuros podem explorar em maior profundidade o mecanismo de agao
das OMVs isoladas e avaliar sua eficacia em modelos clinicos, ampliando as
possibilidades terapéuticas contra bactérias multirresistentes. Além disso, €
recomendado que novas pesquisas se concentrem na identificacao e isolamento dos
constituintes bioativos das OMVs, a fim de testar sua atividade antibacteriana
diretamente em cultivos bacterianos, além de realizar mais testes de toxicidade para
avaliar seu efeito contra células eucariotas. A associacdo entre OMVs e
antimicrobianos convencionais também pode representar uma estratégia inovadora
para o tratamento de infecgbes resistentes, especialmente por serem possiveis
carreadores com atividade antibiofilme, oferecendo uma abordagem terapéutica mais

eficaz e de longo alcance.

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, este estudo demonstrou que as OMVs
isoladas de B. thailandensis E264 possuem uma acgao eficaz na redug¢ao da formacéao
e destruicao de biofilmes de EAEC 042, sugerindo seu potencial como uma estratégia
antibiofilme. Ademais, constatamos que as OMVs isoladas neste trabalho néao
apresentaram efeito toxico contra cultura 2D de células VERO CCL-81. A comparacéao

dos métodos de obtencao das vesiculas revelou que, apesar das diferengas nos
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procedimentos, o uso do kit de isolamento de exossomos apresentou vantagens em
termos de tempo e facilidade, ao recuperar quantidades e padrbes de vesiculas
semelhantes a ultracentrifugagédo. Esses achados indicam a viabilidade de técnicas
mais rapidas e simples para a obtengao de vesiculas do que a ultracentrifugagao, sem
comprometer a qualidade do material obtido. A resisténcia bacteriana associada a
formacgao de biofilmes é um desafio significativo na terapia antimicrobiana, e o uso de
OMVs pode representar uma alternativa promissora para o combate a infecgbes

bacterianas persistentes.
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9 ANEXOS

Figura 9. Comparagao da recuperacao de células HelLa por meio do kit de isolamento

de exossomos e por ultracentrifugacao

A Total Exosome Isolation Reagent B Ultracentrifugation
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Analise de exossomos recuperados do meio de células HelLa. (A) exossomos recuperados
pelo uso do kit de isolamento e (B) exossomos recuperados pelo método de ultracentrifugagdo. Os
perfis analisados pelo instrumento NanoSight LM10 demonstram que a maioria dos exossomos
possuem tamanho entre 50-150 nm. Fonte: kit total exosome isolation reagent (invitrogen ™)

Tabela 4. Macromoléculas de OMVs-UC identificadas por valores de deslocamento

do Raman no laser de 532 nm por espectroscopia de micro-Raman

532 carotenoide De Oliveira et al., 2010

| ] ] 1
1509 carotenoide De Oliveira et al., 2010

I ] ] 1
1295 lipidios Kruglik et al., 2019

Tabela 5. Macromoléculas de OMVs-UC identificadas por valores de deslocamento

do Raman no laser de 785 nm por espectroscopia de micro-Raman

641 tirosina Stone et al., 2000
I T T 1
641,703 e 779 RNA/DNA Manno et al., 2021
| T T 1
703 lipidios e amida V Kruglik et al., 2019; Kuhar; Sil;

Umapathy, 2021

779 timina Mussi et al., 2021
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866 estrutura de polissacarideo e Gniadecka et al., 1997; Maquelin
fosfolipidios et al., 2000; Kruglik et al., 2019
T T 1
939 proteinas Kruglik et al., 2019; Potter et al.,
2020
T T 1
1096 carboidratos, DNA, proteinas e Potter et al., 2020; Chan et al.,
lipidios 2006; Kruglik et al., 2019
T T 1
1165 fenilalanina, tirosina e ligagcbes de Potter et al., 2020
lipidios C-C
T T 1
1239 amido lll, bacteriorrodopsina e Potter et al., 2020; Manno et al.,
proteinas 2021; Marcus; Lewis, 1978;
Kruglik et al., 2019
T T 1
1322 C-N da amida lll; adenina, Manno et al., 2021; Potter et al.,
guanina, tirosina, triptofano, 2020; Kamemoto et al., 2010
lipidios e proteinas
T T 1
1558 triptofano Potter et al., 2020

Tabela 6. Grupos funcionais de compostos organicos de OMVs-UC identificados pelos

valores de absorcao por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Numero de onda (cm™")

Grupo funcional

839 C-C de alcanos, éster

T 1
1057 C-O de alcoois e fenodis; S=0 (sulféxido)

T 1
1140 C-O de alcool, éter e acidos carboxilicos; C-N de aminas; C=S

de tio-carbonila; P=0 de 6xido de fosfina e fosfato

T 1
1269 C-0O de acidos carboxilicos e éster; P=0 de fosforamida

T 1
1422 S=0 de sulfato

T 1
1523 C=C de aromatico

T 1
1607 NH2 de aminas

2928

C-H de alcanos; O-H de acidos carboxilicos
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3334 O-H de alcool; N-H de aminas

Fonte: Segneanu et al., 2012

Tabela 7. Grupos funcionais de compostos organicos de OMVs-Kit identificados pelos

valores de absorcao por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Numero de onda (cm™) Grupo funcional

T 1
843 C-C de alcanos

T 1
961 N-O de 6xido de amina

T 1
1060 S=0 de sulféxido

T 1

1060, 1112, 1148 e 1242 C-N de aminas

T 1
1278 C-O de acidos carboxilicos

T 1
1342 S=0 de acido sulfénico

T 1
1467 C=C de aromatico

T 1
1628 C=C de alcanos; C=0 de amidas

T 1
2178 Si-H de silano

T 1
2696 (O=)PO-H de acido fosfénico

T 1
2744 O-H de acido carboxilico

T 1
2892 C-H de alcano

T 1
3337 O-H de alcool

Fonte: Segneanu et al., 2012

Tabela 8. Resumo dos resultados de caracterizagao, atividade antibacteriana,

atividade antibiofilme e ensaio de citotoxicidade

Analise Resultados

Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) As OMVs-Kit apresentaram um didmetro
2,83 vezes menor, quando comparadas as
OMVs-UC.
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Potencial Zeta

As OMVs-UC apresentaram uma carga de
superficie quase 7 vezes mais negativa,

quando comparadas as OMVs-Kit.

Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET)

Foram observadas OMVs semelhantes em
ambos os métodos, com didmetro variando
de 60 a 100 nm. Ademais, foram
encontradas OMVs-Kit de menor didmetro e
densidade, resultando em dois padrbes de

vesiculas por esse método de isolamento.

Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

Foi constatado o formato bacilo de B.
thailandensis, com comprimento de cerca de
2,5 ym, assim como foram observadas
OMVs-Kit esféricas, com diametro de 60 a
100 nm. Nao foi possivel visualizar OMVs-
ucC.

Anadlise de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA)

As OMVs-UC apresentaram diametro médio
de 249 nm e concentragdo de 7,08 x 10®
particulas/mL, enquanto as OMVs-Kit
apresentaram didmetro médio de 145,8 nm e

concentragéo de 2,46 x 108 particulas/mL.

Espectroscopia de Micro-Raman

A analise nao pbdde ser realizada em OMVs-
Kit. Em OMVs-UC, constatou-se a presenca
de carotenoides, material genético da célula
progenitora, aminoacidos, proteinas e

lipidios.

Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FT-IR)

Foram identificados em OMVs-UC e OMVs-
Kit os grupos hidroxilas, nitro e halogénio.
Também foram detectados em OMVs-UC,
compostos aromaticos, grupo dioxido de
enxofre, alcoois, fendis ou grupo sulféxido, e

alquenos ou anéis aromaticos.

Ensaio de Gota-Difusao

Nao houve inibicdo do crescimento
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bacteriano, mas foi observada uma reducéao

da intensidade do crescimento.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM néo foi encontrada, mas foi observada
uma reducido da turbidez do crescimento

bacteriano na maior concentragdo de OMVs.

Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A CBM nao foi encontrada, visto que a CIM

nao pode ser determinada.

Contagem de Colénias

Houve a reducdo de quase 1 log no
crescimento bacteriano apods o tratamento

com OMVs isoladas por ambos os métodos.

Ensaio de Inibicao da Formagao de
Biofilme

OMVs-UC na concentragdo de 3,54 x 108
particulas/mL inibiu 95,86% da formacao de
biofiime de EAEC, enquanto OMVs-Kit na
concentragdo de 1,23 x 108 particulas/mL
resultou na inibicdo de 94,83% da formacgéao
de biofilme de EAEC.

Ensaio de Destruicao de Biofilme Pré-
Formado

OMVs-UC na mesma concentracdo do

ensaio contra biofime em formacgao,

demonstraram ser capazes de reduzir
88,55% do biofilme pré-formado de EAEC,
OMVs-Kit na

concentracdo testada contra biofiime em

enquanto as mesma
formacao, nao demonstraram tanta eficacia,
com redugédo de 62,52% do biofilme pré-

formado.

Ensaio de Citotoxicidade

As vesiculas obtidas por ambos os métodos
demonstraram nao apresentar efeito toxico
contra células VERO CCL-81.




