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RESUMO. Streptococcus pneumoniae é uma bactéria de grande importancia mundial,
responsavel por mais de um milh&o de mortes anuais. Comumente adquirido nos primeiros anos
de vida, o pneumococo coloniza o trato respiratério superior de forma assintomatica, formando
biofilmes que persistem por meses na nasofaringe. No entanto, sob condi¢Ges que alteram o
ambiente bacteriano, tais como infeccdes virais, 0s pneumococos podem escapar do biofilme e
invadir outros nichos, causando diversas doencas de gravidade variavel. O transportador de
poliaminas PotD € um importante fator de viruléncia do pneumococo. A imunizacdo de
camundongos com PotD recombinante é capaz de reduzir a colonizagdo subsequente com a
bactéria, em um processo que envolve a producdo de elevados niveis da citocina IL-17.
Também foi sugerido que PotD esta envolvida na formacdo de biofilmes por pneumococo.
Dessa forma, considerando i) o papel protetor de PotD em limitar a colonizagdo bacteriana e ii)
seu possivel envolvimento na formacdo de biofilme, o presente estudo tem como objetivo
elucidar o papel de PotD e das poliaminas na formacao de biofilme por pneumococo. Durante
a primeira etapa do trabalho, foi comparada a formacdo de biofilmes em pneumococos
selvagens e mutantes negativos para Pot, através de ensaios de formacdo de biofilme em
microplaca. Em seguida, a formacéo de biofilmes foi avaliada na presenca de poliaminas —
produto transportado por PotD, em comparagdo com meio sem adicdo de poliaminas. A bactéria
mutante apresentou inibi¢cdo da formacao de biofilme in vitro em relagdo a estirpe selvagem.
De forma semelhante, observa-se um aumento da formacao de biofilme pela bactéria selvagem
apos adicdo de putrescina e espermidina. Em conjunto, os dados sugerem que o transporte de
poliaminas € um mecanismo importante para a formacao de biofilmes por pneumococos., uma
vez que a auséncia do transportador limita a formacdo de biofilmes, enquanto a adicdo de
poliaminas favorece este evento. Os resultados deste estudo poderdo contribuir para determinar
0 mecanismo de formacgéo de biofilme em pneumococos, bem como sua possivel correlacdo
com o processo de colonizagéo.
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ABSTRACT. Streptococcus pneumoniae is a bacterium of great importance worldwide,
responsible for more than one million annual deaths. Commonly acquired in the first years of
life, the pneumococcus colonizes the upper respiratory tract asymptomatically, forming
biofilms that persist for months in the nasopharynx. However, under conditions that alter the
bacterial environment, such as viral infections, pneumococci can escape biofilm and invade
other niches, causing several diseases of varying severity. The polyamine transporter PotD is
an important virulence factor of the pneumococcus. Immunization of mice with recombinant
PotD is able to reduce subsequent colonization with the bacteria in a process that involves the
production of high levels of cytokine IL-17. It has also been suggested that PotD is involved in
the formation of pneumococcal biofilms. Thus, considering i) the protective role of PotD in
limiting bacterial colonization and ii) its possible involvement in biofilm formation, the present
study aims to elucidate the role of PotD and polyamines in biofilm formation by pneumococci.
During the first stage of this study, the biofilm production was compared in wild pneumococci
and pot-negative mutants, through an in vitro biofilm formation assay. The mutant bacteria
showed inhibition of in vitro biofilm formation compared to the wild strain. Next, biofilm
production was evaluated in presence of polyamines — molecules transported by PotD - in
comparison with medium without the addition of polyamines. Supporting our previous data, an
increase in biofilm formation by wild type bacteria is observed in presence of putrescin and
spermidin, an effect that was not observed in the mutant. Taken together with the data suggest
that poliamin transport is an important mechanism for biofilm formation by pneumococci, since
the absence of the transporter limits biofilm formation, while the presence of exogen poliamins
favors its development. This study may contribute to elucidate the mechanisms involved in
biofilm formation by pneumococci, as well as its possible correlation with the colonization
process.
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INTRODUCAO
1.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, popularmente conhecido como pneumococo, € uma bactéria
Gram-positiva, podendo ser encapsulado ou ndo, e anaer6bio facultativo. Capaz de colonizar
de forma comensal a nasofaringe e a orofaringe (HENRIQUES-NORMARK; NORMARK,
2010). Em hospedeiros susceptiveis, causa diversas doencas com gravidade variavel. E o agente
etiologico mais comum em pneumonia e também é o causador da meningite, otite média e
bacteremia (ROSSI; FRANCO; RODRIGUES; ANDREAZZI, 2012; SMITH-VAUGHAN;
BYUN; NADKARNI; JACQUES et al., 2006).

A incidéncia da colonizacdo por pneumococo varia de acordo com a idade; a frequéncia
de colonizacdo nos adultos saudaveis é de 5 a 10% e em criancgas saudaveis € maior, atingindo
20 a 40% (REGEV-YOCHAY; RAZ; DAGAN; PORAT et al., 2004) sendo este valor
potencializado quando frequentadas creches (40 a 70%) (GRAY; CONVERSE; DILLON,
1980). Além disso, criangas, idosos, pacientes imunocomprometidos e 0s que pertencem a
outros grupos de risco (fumantes, asplénicos) apresentam maior susceptibilidade a infeccéo
pneumocdcica (Prevention of pneumococcal disease: recommendations of the Advisory
Committee on Immunization Practices (ACIP), 1997; WHITNEY; SCHAFFNER; BUTLER,
2001). Apesar da colonizagdo na nasofaringe por pneumococos ser mais frequente do que a
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infeccdo pneumocacica, vale ressaltar que o que determina se 0 pneumococo ird permanecer
confinado a nasofaringe ou causar infeccdo € a susceptibilidade do hospedeiro colonizado e a
viruléncia da cepa (KELLER; ROBINSON; MCDANIEL, 2016).

S. pneumoniae é responsavel pela morte de mais de um milhdo de pessoas por ano. As
taxas de mortalidade estdo relacionadas & bacteremia e a meningite, sendo mais elevadas nos
extremos de idade. Em idosos, a mortalidade provocada por bacteremia chega a atingir 60% e
por meningite, 80%. (ORIHUELA; TUOMANEN, 2006).

Atualmente existem vacinas pneumococicas que tem como alvo 0 pneumococo
encapsulado, que esta associado as doengas mais invasivas; no entanto, 0S pneumococos nao
encapsulados, conhecidos como NESPs (do inglés non-encapsulated pneumococci) ainda
mantém as taxas de infec¢do elevadas mesmo com a implementacdo das vacinas. Isto se deve
a ineficacia da vacina contra esse grupo de bactérias, que se tornaram mais prevalentes gracas
a pressdo seletiva contra os pneumococos capsulados. Também se observa alteragdes na
frequéncia e prevaléncia de sorotipos capsulares; a reducdo na colonizacdo por sorotipos
vacinais leva a um aumento na infeccdo causada por sorotipos ndo vacinais (HICKS;
HARRISON; FLANNERY; HADLER et al., 2007).

Em conjunto, os dados epidemioldgicos apontam a necessidade de se investigar
estratégias vacinais alternativas, capazes de promover protecdo contra uma ampla gama de
pneumococos, independente do sorotipo.

1.2 Papel do biofilme nas infec¢Ges por pneumococo

Na nasofaringe, 0s pneumococos organizam-se em biofilmes — comunidades altamente
estruturadas que apresentam elevada resisténcia a agentes antimicrobianos, quando comparadas
as células plancténicas (que ndo estdo organizadas em biofilme). Sob a forma de biofilme, o
pneumococo exibe baixa capacidade invasiva, conferindo um ambiente favoravel para a
multiplicacdo bacteriana e maior troca de material genético. Biofilmes também foram
encontrados em superficies mucosas durante infeccdo do ouvido médio, sinusite e pneumonia
(CHAO; MARKS; PETTIGREW; HAKANSSON, 2014; SHAK; VIDAL; KLUGMAN, 2013).
No entanto, apesar da forma em biofilme apresentar baixa capacidade invasiva foi demonstrado
que o biofilme de S. pneumoniae pode inibir a producéo de biofilme de espécies competidoras,
como S. aureus in vivo (REDDINGER; LUKE-MARSHALL; SAUBERAN; HAKANSSON et
al., 2018).

Em pneumococos, os biofilmes atuam como reservatdrio de microrganismos. Bactérias
sob a forma de biofilmes — como ocorre durante a colonizagdo — apresentam viruléncia
reduzida, porém séo fontes de bactérias patogénicas que se libertam do biofilme na presenca de
sinais do ambiente e se disseminam para diferentes locais (MARKS; REDDINGER,;
HAKANSSON, 2012). Estes sinais incluem: disponibilidade de nutrientes, variagcbes na
temperatura e presenca de ATP extracelular (CHAO; MARKS; PETTIGREW; HAKANSSON,
2014); podendo ainda ser consequéncia de um infeccao pelo virus influenza em individuos ja
colonizados por pneumococos.

O efeito sinérgico das infecgBes virais sobre a patogénese de pneumococos ja foi
observado em diferentes estudos (CHERTOW; MEMOLI, 2013; PETTIGREW,; GENT,;
PYLES; MILLER et al., 2011); os virus atuam promovendo a exposi¢do de receptores nas
células epiteliais, aumento da temperatura (febre), alteracdo na disponibilidade de nutrientes
(glicose), producdo de ATP extracitoplasmatico, noradrenalina e citocinas pro-inflamatorias.
Estes sinais levam a uma alteracdo no padrdo de transcricdo génica no pneumococo,
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promovendo a liberagdo de bactérias patogénicas (CHAO; MARKS; PETTIGREW,;
HAKANSSON, 2014). Como consequéncia, ocorre um aumento na multiplicacdo bacteriana e
a dissociacdo do tecido nasofaringeo (DIAVATOPOULOS; SHORT; PRICE; WILKSCH et
al., 2010; MCCULLERS, 2014).

Além de atuar como reservatdrio de microrganismos com potencial patogénico, foi
sugerido que o biofilme in vivo é um mecanismo de protecdo contra a formacdo de redes
extracelulares de neutréfilos (NETS, do inglés neutrophil extracelular traps). NETs s&o capazes
de ligar e matar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de alguns tipos de leveduras
patogénicas. Nas infec¢fes pneumocacicas, embora seja possivel observar a formacao de NETs
e sua ligacdo as bactérias, sua acdo bactericida é reduzida (URBAN; LOURIDO;
ZYCHLINSKY, 2006).

1.3 Transportador de poliaminas PotD

Diversos fatores bacterianos contribuem com a capacidade de colonizagdo do
pneumococo. Dentre esses fatores, destaca-se a proteina transportadora de poliaminas, PotD
(FLEMMING; WINGENDER; SZEWZYK; STEINBERG et al., 2016; PIPKINS;
BRADSHAW; KELLER; SWIATLO et al., 2017). Entende-se que para o funcionamento das
celulas as poliaminas sdo moléculas imprescindiveis, por desempenhar um papel importante no
crescimento celular, na sintese de proteinas e acidos nucleicos (SHAW, SWIATLO, 2006).
Entre os tipos de poliaminas encontra-se: putrescina, espermidina, espermina e cadaverina.

Estas moléculas estdo ligadas a diversos processos fisiologicos com forte interacdo com
os acidos nucléicos, modulando a fungdo do RNA, do DNA e das trifosfatases nucleotidicas;
sintese proteica e de substancias relacionadas (IGARASHI; KASHIWAGI, 2000). A maior
parte das bactérias € capaz de sintetizar naturalmente, mas principalmente, transportar
moléculas de poliaminas do meio extracelular para o0 meio intracelular utilizando um conjunto
de proteinas de membrana. Em S. pneumoniae, o transporte de poliaminas é realizado pelo
operon potABCD (complexo de transportadores de poliaminas), um conjunto de proteinas
expressas virtualmente todas as cepas de S. pneumoniae (IGARASHI; ITO; KASHIWAGI,
2001).

Estudos fundamentados no alinhamento com proteinas similares, de outras bactérias,
propdem a funcdo de cada proteina do complexo PotABCD. A proteina PotA confere a funcdo
de fornecer energia ao complexo pelo fato de possuir um sitio de ligacdo para moléculas de
ATP. As proteinas PotB e C tem caracteristicas de proteinas transmembranas conferindo a
funcdo de formar canais de passagem das poliaminas. E por fim a proteina PotD (proteina a ser
estudada neste trabalho), em especifico a de pneumococo, possui um peptideo sinal
caracteristico de Gram-positivos, sugerindo uma localizacéo na superficie da membrana. Além
disso, PotD possui sitios de ligagdo para espermidina e putrecina, sugerindo assim, que a PotD
é responsavel por capturar essas poliaminas do meio extracelular (SHAH; NANDURI;
SWIATLO; MA et al., 2011).

Considerando a sua localizacdo na membrana, a PotD vem sendo estudada como
possivel candidato vacinal contra o pneumococo em diferentes modelos de infeccéo.
Camundongos imunizados com PotD apresentaram protecdo contra a Sepse por pneumococos
virulentos (SHAH; SWIATLO, 2006). Além disso, foi mostrado que a imunizacao intranasal
de camundongos com rPotD reduz a colonizacdo da nasofaringe por pneumococo (MIN;
ZHANG; WANG; GONG et al., 2012; SHAH; BRILES; KING; HALE et al., 2009). Os
camundongos imunizados com rPotD se mostraram aptos a reconhecer o estimulo com a
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proteina e responder produzindo éxido nitrico (CONVERSO; GOULART; RODRIGUEZ;
DARRIEUX et al., 2017b), sugerindo que a imunizacdo foi capaz de gerar memaria nessas
células (BOGDAN, 2001; BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000).

Além da imunizacdo intranasal, foi observado que a imunizacdo subcutanea dos
camundongos com PotD é capaz de reduzir a colonizagdo por pneumococo, ou Seja,
imunizagbes com PotD recombinante, demonstraram sua capacidade protetora contra a
colonizagdo nasal em camundongos(CONVERSO; GOULART; RODRIGUEZ; DARRIEUX
et al., 2017b). Os mecanismos de protecao e fagocitose bacteriana, também foram investigados
(CONVERSO; GOULART; RODRIGUEZ; DARRIEUX et al., 2017b).

Considerando a capacidade de PotD em reduzir a colonizacdo da nasofaringe, este
trabalho tem como finalidade investigar a relagcdo do transportador de poliaminas PotD na
formacdo de biofilme por Streptococcus pneumoniae em pneumococos selvagens e mutantes
que ndo expressam o operon potABCD, bem como a sua formacéo de biofilme na presenca das
poliaminas.

METODOLOGIA
2.1 Bactérias utilizadas no estudo

Neste trabalho foram utilizadas a cepa de Streptococcus pneumoniae TIGR4 — um
isolado bacteriano encapsulado virulento de sorotipo 4, e seu mutante isogénico ApotABCD
cujos genes potA, potB, potC e potD (correspondente ao operon pot inteiro) foram deletados.
A cepa mutante foi construida por substituicdo alélica dos genes pertencentes ao operon
potABCD por um cassete de resisténcia a canamicina, flanqueado pelas regides a montante e a
jusante do operon. Esta cepa foi doada pelo Dr. Anders Hakansson da Universidade de Lund,
em Malmo, Suécia.

2.2 CondicBes de armazenamento

Inicialmente as cepas selvagem e mutante, foram cultivas até D.O 0,4 - 0,5 em meio
THY. Em seguida, os estoques foram centrifugados e ressuspendidos em 10% do volume final
em meio THY com 20% de glicerol e armazenadas em freezer -80°C.

2.3 Cultivo em caldo para ensaio de biofilme

Em uma placa de agar sangue foram plaqueados 30 pL dos estoques permanentes e
cultivados em anaerobiose a 37°C, overnight. Apds este periodo, com o auxilio de um swab
estéril, o cultivo foi coletado da placa e transferido para 8 mL de meio Trypticase Soy Broth
(TSB). As amostras foram cultivadas em estufa a 37°C, até uma D.O.s00nm entre 0,4-0,5.

2.4 Comparacdo da producéo de biofilme in vitro por pneumococos selvagens e
mutantes negativos para Pot.

A formacéo de biofilme pelas cepas selvagem e mutante de S. pneumoniae foi quantificada por
meio de um ensaio de adesdo em microplaca de 24 pocos, utilizando protocolo adaptado de
(PIPKINS; BRADSHAW; KELLER; SWIATLO et al., 2017). Inicialmente as cepas selvagem
e mutante foram cultivadas até uma D.O.e00nm de 0,3 e transferidas para placas de 24 pocgos de
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fundo chato. Para cada poco, foram adicionados 10° UFCs de bactérias em 1 ml de meio TSB,
contendo 8 unidades/ml de catalase e soro equino a 10%. As amostras foram inoculadas em
decaplicatas e incubadas a 37 °C, por 24 horas em anaerobiose. Apés as incubagdes, 0 meio de
cultura foi removido com micropipeta de 1000 ul e descartado em solugdo contendo agua e
hipoclorito. Os pogos foram enxaguados com PBS 1x, e secos em temperatura ambiente. As
células aderidas foram coradas com cristal violeta a 0,1% em agua destilada, por 30 minutos.
Em seguida, o corante foi descartado e as células foram lavadas novamente com PBS 1x por 3
vezes. O cristal violeta que aderiu as bactérias foi solubilizado em 1 ml de etanol 95% incubado
entre 23-27°C durante 15 min em agitagéo de 80 rpm. A absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotdbmetro (Glomax) no comprimento de onda de 600 nm.

2.5 Comparacédo da producdo de biofilme in vitro por pneumococos selvagens e
mutantes negativos para Pot com adi¢do de poliaminas exdgenas.

Para este ensaio, foi utilizado um protocolo adaptado de um estudo que avaliou o papel
da espermidina na formacdo de biofilme em Vibrio cholerae (MCGINNIS; PARKER,;
WALTER; RUTKOVSKY et al., 2009).

Primeiramente as cepas selvagem e mutante foram cultivadas até uma D.O.s00nm de 0,3-
0,4. Neste momento, essas culturas foram inoculadas em uma placa de 24 pocos de fundo chato,
com 10° CFU de bactérias em 1 ml de meio TSB, contendo 8 unidades/ml de catalase, 10% de
soro equino as quais foi adicionado putrescina ou espermidina nas concentracfes de 2 mM; 1
mM; 0,5 mM e 0,25mM. As amostras foram cultivadas em decaplicata, sendo 3 pocos para cada
concentracdo de poliamina. Estas culturas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas em
anaerobiose. Apoés as incubagdes, 0 meio de cultura foi removido com micropipeta de 1000 pl
e descartado em solucgdo contendo agua e hipoclorito; os pocos foram enxaguados com tampéao
fosfato-salino, foi aguardada a secagem da placa e as células aderidas foram coradas com cristal
violeta a 0,1% por 30 minutos. Em seguida, o corante foi descartado, as células foram lavadas
novamente com o tampdao fosfato-salino, por 3 vezes a fim de garantir a retirada de qualquer
resquicio de cristal violeta garantindo somente a coloracdo das células aderidas. O cristal violeta
que aderiu as bactérias foi solubilizado em 1 ml de etanol 95% e levado a agitacdo por 15 min
em 80 rpm. A absorbancia das amostras foi lida em espectrofotdmetro (Glomax) no
comprimento de onda de 600 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio de biofilme por adesdo em placa de 24 pogos e ensaios de biofilme por
adesdo com poliaminas exogenas.

A formagé&o de biofilmes in vitro foi analisada atraves de um ensaio de cultivo bacteriano
em placas de poliestireno de 24 pogos, seguida pela coloracdo das células aderidas ao plastico
(representando os biofilmes microbianos) com cristal violeta. Foram comparadas a bactéria
selvagem e o mutante negativo para potABCD. A Figura 1 mostra os resultados desta analise.
E possivel observar uma diferenca no crescimento e formagcéo do biofilme, entre o pneumococo
selvagem TIGR4 e a cepa mutante ApotABCD; o mutante apresentou menor formacdo de
biofilme em comparacdo com a estirpe selvagem. Este resultado sugere que a bactéria mutante
apresenta capacidade reduzida de formar biofilmes em superficies abidticas, em comparagdo
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com o pneumococo selvagem. Os dados da Figura 1 reforcam a hipotese deste estudo, de que a
auséncia do operon potABCD afeta a formacao de biofilme, inibindo esse importante processo.

Ensaio de adesdo de Biofilme in vitro

1.0 *k Kk k

0.8+

DO 600nm

Figura 1 — Ensaio de formagdo de biofilme por S. pneumoniae in vitro. A formagdo de biofilme foi
avaliada apds 24h de cultivo em microplaca contendo meio TSB suplementado com 8 unidades/ml de catalase e
10% de soro equino. A absorbancia das amostras coradas com cristal violeta foi determinada em comprimento de
onda de 600 nm, apds coloracdo das bactérias aderidas ao plastico. Os resultados expressos sdo representativos de
um experimento realizado em decaplicata. ****p <0.001 analisado por teste t de Student.

Este resultado estd de acordo com o estudo realizado por PIPIKINS e colaboradores
(2017), onde se demonstrou que, em uma cepa de pneumococo produtora de cépsula
polissacaridica (como a TIGR4 do presente estudo), a auséncia do operon potABCD levou a
uma diminuicdo na formacdo de biofilme quando comparada com a bactéria selvagem.
Interessante destacar que, naquele estudo, o resultado obtido para pneumococos sem capsula
foi inverso: as bactérias mutantes apresentaram maior formacéo de biofilmes em comparacao
com a cepa selvagem ndo-encapsulada. Este resultado sugere que a capsula afeta a formagéo de
biofilmes em pneumococo, o que pode justificar o aumento recente nas infeccdes de mucosa
por pneumococos ndo encapsulados, mas ndo na doenga invasiva.

Em um trabalho utilizando Escherichia coli como modelo de estudo, observou-se que a
super expressao da proteina PotD foi capaz de estimular a transicdo das células planctbnicas
para o fenotipo de biofilme (ZHANG; ZHANG; LIU; LIU, 2013). Este dado reforca o papel
das poliaminas na formagdo de biofilmes, e sugere que o mecanismo é conservado entre
diferentes tipos de bacteéria.

Em seguida, foi avaliada a formacdo de biofilmes por pneumococos na presenca de
putrescina exdgena (Figura 2). A adicdo de putrescina exdgena nas concentracdes de 0,25 mM
0,5 mM, 1 mM e 2mM provocou um aumento na formac&o de biofilme pela bactéria selvagem,
em relacdo ao controle sem putrescina, demonstrando uma relacdo de dose dependéncia.
Interessante notar que a adicdo de 2 mM de putrescina resultou em um efeito menor quando
comparado as menores concentracdes avaliadas.
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Ensaio de adesédo de biofilme
com adicdo de putrescina
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Figura 2 - Formagdo de biofilme in vitro por S. pneumoniae com adi¢cdo de putrescina exdgena. A
formacéo de biofilme foi avaliada apds 24h de cultivo em microplaca com concentracfes de 0,25 mM, 0,5 mM, 1
mM e 2 mM de putrescina. A absorbancia das amostras coradas com cristal violeta foi determinada em
comprimento de onda de 600 nm e utilizada para calcular as porcentagens, considerando os controles sem
putrescina como 100%. Os resultados expressos sdo representativos de experimentos realizados em triplicata. A
comparacao entre 0s grupos foi realizada através do teste One-way ANOVA p0s teste de Dunnet, onde ***p<0,001
para One-way ANOVA e nas amostras com 2mM ***<(,001p e 1mM *p<0,001 em relacéo ao grupo controle.

Resultado semelhante foi obtido com a adicdo de espermidina exdgena (Figura 3). E
possivel observar um aumento na formacéo de biofilme pela bactéria selvagem ap6s adicao de
espermidina nas concentracbes de 1 mM, 0,5 mM e 0,25 mM em relacdo controle sem
espermidina. Interessante notar que a adi¢cdo de 2 mM de putrescina resultou em um efeito
menor quando comparado as menores concentracdes avaliadas. Ou seja, nao foi suficiente para
afetar a formacdo de biofilme pela bactéria, indicando que as poliaminas atuam de forma
distinta na formacéo de biofilmes ou que o mecanismo de transporte de poliaminas favorece a
entrada de putrescina na célula bacteriana em relagdo a espermidina.
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Ensaio de adesédo de biofilme
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Figura 3 - Formac&o de biofilme in vitro por S. pneumoniae com adicdo de espermidina exdgena. A
formacéo de biofilme foi avaliada apds 24h de cultivo em microplaca com concentra¢fes de0,25mM, 0,5 mM, 1
mM e 2 mM de espermidina. A absorbancia das amostras coradas com cristal violeta foi determinada em
comprimento de onda de 600 nm e utilizada para calcular as porcentagens, considerando os controles sem
putrescina como 100%. Os resultados expressos sdo representativos de experimentos realizados em triplicata. A
comparacdo entre os grupos foi realizada através do teste One-way ANOVA pos teste de Dunnet, onde
****p<0,0001 para One-way ANOVA e nas amostras com 1 mM ***<(,05 p; 0,5 mM e *p<0,05 0,25 mM em
relacdo ao grupo controle.

As poliaminas podem ser encontradas na maioria das células, sendo a putrescina e
espermidina mais presentes em células bacterianas. Além de serem sintetizadas pelas bactérias,
elas também possuem ser transportadas a partir do meio externo por transportadores
especializados, localizados na superficie da bactéria (SHAH; SWIATLO, 2008). Diversos
estudos ja relacionaram as poliaminas e/ou seus transportadores com a formacdo de biofilme
(GOYTIA; DHULIPALA; SHAFER, 2013; MCGINNIS; PARKER; WALTER;
RUTKOVSKY et al., 2009; PATEL; WORTHAM; LINES; FETHERSTON et al., 2006;
RAMON-PEREZ; DIAZ-CEDILLO; CONTRERAS-RODRIGUEZ; = BETANZOS-
CABRERA et al., 2015).

No presente estudo, a adi¢do das poliminas putrescina e espermidina promoveu um
aumento na formacéo de biofilme na bactéria selvagem. A espermidina favoreceu a formagéo
de biofilme nas doses de 0,25 mM 0,5 mM e 1 mM sem diferenca entre as duas concentracoes
menores, engquanto a putrescina foi efetiva nas doses de 1 e 2 mM, sendo o efeito maximo em
2 mM. Esses resultados também foram observados e outros trabalhos, por exemplo, em Vibrio
cholereae, foi demonstrado que tanto a espermidina quanto a norspermidina conseguem ligar-
se a uma proteina homologa a PotD no espaco periplasmatico, regulando de forma positiva a
produgdo do biofilme; naquele estudo, houve um aumento na formagdo do biofilme nas
concentracdes maiores de espermidina, quando comparados com o0 meio de cultura sem adicao
de poliaminas (LEE; SPERANDIO; FRANTZ; LONGGOOD et al., 2009; MCGINNIS;
PARKER; WALTER; RUTKOVSKY et al., 2009).

Em outro trabalho, cujo modelo de estudo foi Yersinia pestis, mutantes deficientes na
sintese de putrescina foram construidos; como resultado, foi demonstrado que uma menor
concentragdo de putrescina no interior da célula impactou fortemente na producéo de biofilme.
A bactéria incapaz de sintetizar a poliamina produziu uma quantidade muito inferior de biofilme
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ao ser comparada com a bactéria selvagem (PATEL; WORTHAM; LINES; FETHERSTON et
al., 2006). Similarmente, em Pseudomonas aeruginosa, 0 aumento na concentracdo de
putrescina intracelular esta ligado ao aumento na producdo de biofilme (WILLIAMS; DU;
CALCUTT; ABDOLRASULNIA et al., 2010).

Em nossos ensaios € visivel que a adi¢do de putrescina e espermidina exdgena influencia
diretamente na formacdo de biofilme in vitro, reforcando a ideia de que auséncia do operon
potABCD reduz a capacidade da bactéria de formar biofilme, diminuindo a oferta de poliaminas
no interior das células bacterianas.

No entanto, diferente de bactérias como P. aeruginosa e K. pneumoniae, que possuem
elevada capacidade de formacdo de biofilme em superficies abioticas, nos pneumococos a
formacdo de biofilmes in vitro é limitada e ndo esta relacionada a doenca invasiva (MARKS;
PARAMESWARAN; HAKANSSON, 2012). Os biofilmes em pneumococos ocorrem
principalmente durante colonizacéo da nasofaringe, onde atuam como reservatorios de bactérias
para focos infecciosos, e estdo associados a infec¢fes ndo invasivas que afetam as mucosas,
como a otite (LOUGHRAN; ORIHUELA; TUOMANEN, 2019).

CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliado o papel do transporte de poliaminas na formacéo de
biofilmes in vitro por pneumococo. Mutantes de pneumococo negativos para o transportador
de poliaminas apresentam capacidade reduzida de formacdo de biofilmes em superficies
abioticas, quando comparadas a bactéria selvagem.

Corroborando este resultado, a adicdo de poliaminas promoveu um aumento na
formacédo de biofilmes pela cepa selvagem, mas ndo na bactéria mutante. Em conjunto, os dados
sugerem que o transporte de poliaminas é importante para a formacdo de biofilmes por
pPNeumMococos.
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