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RESUMO

O reaproveitamento de residuos agroindustriais tem sido alvo de diversas pesquisas,
uma vez que apresentam uma rica composi¢cao quimica, seu descarte gera custos as
inddstrias e prejuizos ao meio ambiente. Entre esses residuos destacam-se o0s da soja,
um grdo com comprovadas atividades benéficas a saude humana. A busca por
compostos ativos contra biofilmes, definidos como comunidades microbianas aderidas
a superficies, tem sido extremamente importante, uma vez que sdo considerados
desafios nos ambientes clinicos e industriais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a potencial atividade antibiofilme e antimicrobiana de extratos obtidos de residuos do
processamento da soja contra as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. Os residuos obtidos foram submetidos a um
processo de extragdo por ultrassom, utilizando-se agua como solvente. As atividades
antibacteriana e antibiofilme de dois extratos brutos foram avaliadas por absorbéancia
(620 nm), contagem de UFC e método de cristal violeta. O extrato obtido de fragmentos
de gréo e cascas (E1) apresentou maior atividade antibiofilme, sendo escolhido para
caracterizacdo quimica por cromatografia em camada delgada e métodos
colorimétricos, tratamentos térmico e enzimatico, fracionamento em coluna
cromatografica (CC - cromatografia de exclusdo molecular) e processos de
ultracentrifugacdo. E1 (4 mg/mL) inibiu em 75% a formacé&o de biofilme por S.
epidermidis sem inibicdo de crescimento. A caracterizacdo quimica mostrou a
presenca de aminoacidos, saponinas, terpenos e esteroides. A atividade antibiofilme
de E1 foi perdida quando este foi submetido a tratamento térmico enquanto o
tratamento enzimatico levou a perda de 30% na atividade do extrato, sugerindo que as
moléculas antibiofiime podem ser de origem proteica. Duas fracdes obtidas da CC
foram capazes de inibir em aproximadamente 35% a formacdo de biofime de S.
epidermidis. A partir do processo de ultracentrifugacdo, a atividade antibiofiime foi
observada apenas quando duas fracdes (fracdo> 50 kDa e fracdo <10 kDa) foram
combinadas, sugerindo que a atividade biol6gica € dependente do sinergismo das
moléculas ativas. Nossos resultados demonstraram que o efeito antibiofiime é
alcancado com apenas 6 h de tratamento com E1 e sugere que a atividade biol6gica é
via efeito fisico, uma vez que sua propriedade antibiofilme é observada apenas quando
em contato direto com as células bacterianas. Além disso, o tratamento agudo com o
E1 ndo causou nenhum efeito toxico em Caenorhabditis elegans, no entanto, a
exposicao crbénica causou reducdo na sobrevivéncia d vermes, aumento do tamanho
corporal e aumento da expressdo de GST-4. Este trabalho mostra que os residuos
agroindustriais da soja podem ser uma fonte potencial de moléculas com atividade
contra biofilmes bacterianos e com baixa toxicidade in vivo, sendo esta manejada pela
concentracao utilizada.

Palavras-chave: soja; residuos agroindustriais; antibiofilme; S. aureus; S. epidermidis



ABSTRACT

The reuse of agroindustrial waste has been the subject of several researches, since
since they have a rich chemical composition, their disposal generates costs to the
industries and potential harmful to the environment. Among these residues stand
out these from soybeans, a grain with proven beneficial activities to human health.
The search for active compounds against biofilms, which are defined as microbial
communities attached to surfaces, has been extremely important, since they are
challenges in clinical and industrial environments. Thus, the aim of this study was
to evaluate the potential antibiofilm and antimicrobial activities of extracts obtained
from soybeans processing residues in the following bacteria Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa. The residues
used were subjected to an ultrasonic extraction process, using water as solvent.
The antibacterial and antibiofilm activities of two crude extracts were evaluated
using absorbance (620 nm), UFC counting and the crystal violet method. The extract
obtained from fragments of the grain and stalks (E1) presented major antibiofilm
activity, being chosen for chemical characterization using thin layer chromatography
and colorimetric methods, thermal and enzymatic treatments, fractionation in
column chromatography (CC - size exclusion chromatography) and
ultracentrifugation processes. E1 (4 mg/mL) inhibited in 75% the formation of S.
epidermidis biofilm without inhibition of growth. Chemical characterization showed
the presence of amino acids, saponins, terpenes and steroids. Antibiofilm activity of
E1 was lost when it was submitted to heat treatment while the enzymatic treatment
led to the loss of 30% in the activity of the extract, suggesting that the antibiofilm
molecules may be of protein origin. Two fractions obtained from CC were able to
inhibit by approximately 35% the biofilm formation of S. epidermidis. From the
ultracentrifugation process, antibiofilm activity was observed only when two
fractions (fraction> 50 kDa and fraction <10 kDa) were combined, suggesting that
the biological activity is dependent on the synergism of the active molecules. Our
results demonstrated that the antibiofilm effect is achieved with just 6 h of treatment
with E1 and suggests that the biological activity is via physical effect, since its
antibiofilm activity is observed only when in direct contact with bacterial cells. In
addition, acute treatment with E1 extract did not cause any toxic signs in
Caenorhabditis elegans, however chronic exposure caused reduced worms
survival, increased body length and increased GST-4 expression. This work shows
that soybeans agroindustrial residues may be a potential source of molecules with
activity against bacterial biofilms and with low toxicity in vivo, which can be managed
by the concentration used.

Keywords: soybeans; agroindustrial residues; antibiofilm; S. aureus; S. epidermidis
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1. Soja (Glycine max)

A soja (Glycine max) (figura 1) é uma leguminosa originaria da Asia
(BRACHFELD & CHOATE, 2007), conhecida por conter elevadas quantidades de
proteinas e baixas quantidades de gorduras saturadas e colesterol, sendo
considerada um alimento funcional (SILVA et al., 2006; PONNUSHA et al., 2011).
A soja e seus produtos derivados estédo entre os mais consumidos mundialmente,
sendo utilizados em diversos setores industriais, principalmente na alimentacao
humana e animal e na producédo de biocombustiveis (CHEN et al., 2012; HO et al.,
2014). O Brasil € um de seus maiores produtores e 0 Rio Grande do Sul apresenta-
se como terceiro estado com a maior producédo deste grao, sendo uma das culturas

mais importantes economicamente (CONAB, 2017).

Figura 1. Grdos de soja em fase de colheita. (Figura disponivel em:
http://denisegomesludwig.blogspot.com.br/2015/05/19-de-maiosojaleguminosa-
planta.html). Acesso em 19 de novembro de 2018.

O reconhecimento e a popularizacdo da soja como um alimento benéfico a

saude humana se devem ao fato deste grdo possuir em sua composi¢do quimica
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diversas moléculas com propriedades bioativas. Os graos de soja sao constituidos
basicamente por proteinas, lipideos, -carboidratos, vitaminas, minerais e
metabdlitos secundarios (compostos fitoquimicos como isoflavonas, fendlicos e
saponinas, majoritariamente) (FRIEDMAN & BRANDON, 2001; CHEN et al., 2012).
A guantidade de tais componentes € variavel, sendo dependente de fatores como
condi¢cBes climaticas e do solo onde o plantio é realizado (CHATTERJEE et al.,
2018).

As proteinas e seus compostos fitoquimicos associados, principalmente as
isoflavonas, sdo os componentes da soja mais relacionados as suas propriedades
bioativas, tais como atividades de auxilio na reducdo de risco de doencas
cardiovasculares, hepéticas e relacionadas a perda de massa 0ssea, antitumoral,
antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana (HSIEH & YANG, 2004; CHEN et al.,
2012; GUANG et al., 2014).

O conteudo proteico dos gréos de soja é de cerca de 35 a 40 % de seu peso
seco, o0 qual é constituido por proteinas de armazenamento, tais como a-, B- e y
conglicininas, glicinina e outras globulinas, com diferentes propriedades fisico-
quimicas. Destas, B-conglicinina (BCG, 7S — 360 kDa) e glicinina (11S — 150 kDa)
sdo consideradas as principais proteinas de armazenamento, constituindo cerca de
80 a 90 % do conteudo proteico total dos grédos de soja e possuindo todos os
aminoacidos essenciais a saude humana (ZARKADAS et al., 2007; XIAO et al.,
2008). BCG é composta por trés subunidades (a’, a e B) e a glicinina possui
subunidades acidas e bésicas, sendo que a variagdo de composicdo de suas
subunidades esta relacionada a diferencas em suas propriedades funcionais
(WOLF, 1970; KILARA & HARWALKER, 1996; SITOHY et al., 2012). As
propriedades bioativas destas proteinas sdo relacionadas principalmente a seus
peptideos, inativos quando fazem parte da molécula original, e ativados quando
submetidos a fermentacdo, processamento de alimentos e processos enzimaticos
(SINGH et al., 2014). Em estudo realizado por Sitohy e colaboradores (2011), BCG,
glicinina e uma de suas subunidades basicas foram isoladas de graos de soja e
avaliadas quanto as suas propriedades antimicrobianas. As trés fracOes
apresentaram atividade contra bactérias patogénicas e contaminantes de alimentos

(Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis e Salmonella enteriditis) na seguinte
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ordem: subunidade basica > glicinina > BCG, nas concentracdes de 50, 100 e 1000
pg/mL, respectivamente, indicando maior atividade da subunidade isolada a partir
da molécula original.

As isoflavonas sdo compostos que pertencem a classe dos flavonoides,
sendo encontradas em grandes quantidades nos graos de soja. Genisteina,
daidzeina, gliciteina e seus respectivos glicosideos (genistina, daidzina e glicitina)
séo responséveis por 50, 40 e 10 %, respectivamente, do contetdo de isoflavonas
nos graos (CESAR et al., 2007; MESSINA, 2016), e por suas propriedades
bioativas. As isoflavonas sao relacionadas principalmente as suas atividades
antioxidante e antitumoral, porém estudos demonstram sua potencial utilizacdo no
controle de micro-organismos nocivos. Hong et al.,, (2006) avaliaram as
propriedades antimicrobianas da genisteina frente a bactérias patogénicas,
incluindo Escherichia coli e Staphylococcus aureus, encontrando resultados
positivos tanto para bactérias susceptiveis quanto resistentes aos antimicrobianos.
A gliceolina, sintetizada a partir da daidzeina, também apresenta atividade
antimicrobiana in vitro de acordo com estudo realizado por NG et al., 2011.

Em estudo realizado por Ghahari et al. (2017), evidenciou-se atividade
antimicrobiana de 6leo essencial e extrato metandlico obtidos a partir de sementes
de soja. Os materiais analisados continham alto teor de compostos alcaloides,
flavonoides e fendlicos, com destaque para o carvacrol, identificado como
composto majoritario. O carvacrol, classificado como um composto monoterpeno
fendlico, é descrito como um potencial agente antimicrobiano (NOSTRO &
PAPALIA, 2012). Boia et al. (2013) analisaram a acdo antibacteriana de extrato
aquoso obtido a partir de residuo sélido da soja. Observou-se acdo contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas, sendo os melhores resultados de inibicdo obtidos
nestas ultimas.

Assim, além do grao propriamente dito, produtos derivados da soja e residuos
resultantes de sua cadeia produtiva também podem apresentar composicdes ricas

em moléculas bioativas, sendo importante a sua investigacao.

1.1.1. Residuos provenientes do processamento da soja
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Residuos agroindustriais séo definidos como resultantes do processamento de
produtos da agroindustria, podendo ser tanto de origem vegetal como animal
(MUSSATO et al., 2012). Estes residuos sdo gerados em grande quantidade ao
longo da cadeia produtiva de diversos produtos presentes no cotidiano e estao
relacionados ao desperdicio no uso de insumos e perdas entre producdo e
consumo. Além disso, residuos agroindustriais podem possuir potencial nocivo
tanto ao meio ambiente quanto a saude humana e animal, devendo assim ser
realizados tratamentos adequados antes de seu descarte, com consequente
geracado de custos adicionados ao valor final dos produtos (MAKRIS et al., 2007;
ROSA et al., 2011; MUSSATO et al., 2012).

A reutilizacéo de residuos agroindustriais tem sido de grande interesse, visto
que o volume gerado os torna uma significativa fonte renovavel, além de possuirem
composic¢des quimicas ricas em compostos com alto valor agregado (VANDAMME,
2009; MUSSATO et al., 2012, LEMES et al., 2016). Entre as potenciais aplicacdes
de compostos provenientes de residuos agroindustriais destacam-se a participagéo
nas industrias produtoras de energia, de biotecnologia, alimenticia e farmacéutica.
Os residuos agroindustriais podem se apresentar como fonte de moléculas
bioativas, e estudos tém demonstrado que estas podem possuir propriedades
importantes, incluindo antimicrobiana (MAKRIS et al., 2007; MELO et al., 2011,
ROCHELLE, et al., 2016; LEMES et al., 2016).

Sendo uma das maiores culturas do mundo, a cadeira produtiva da soja €
responsavel por grande parte dos residuos agroindustriais gerados mundialmente,
e estes podem ser considerados uma fonte de baixo custo para processos
industriais e aplicac6es biotecnolégicas (LI et al., 2013).

Ao longo da cadeia produtiva da soja, produtos secundarios (grau B) séo
gerados a partir dos residuos dos produtos primarios (grau A) usualmente
destinados ao consumo humano ou producgéo de combustiveis. Como exemplos de
produtos secundarios podem ser citados o (i) okara, obtido durante a producéo do
extrato aquoso de soja (“leite de soja”) e tofu, utilizado para alimentagao e produgao
de acidos organicos (BOWLES & DEMIATE, 2006; NIGAM, 2009); (i) o farelo,
resultante da extracédo do 6leo de soja, posteriormente utilizado para producéo de
proteinas isoladas e texturizadas de soja (POTTER & HOTCHKISS, 1997) e (iii) o
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melaco, resultante da extracdo do extrato proteico de soja, utilizado para producéo
de etanol (WOICIECHOWSKI et al, 2013). Tais produtos, assim como seus
produtos primarios de origem, sédo reconhecidos por sua importancia econémica.

Além destes produtos secundarios, durante o processamento dos graos de soja
demais residuos sem valor econdmico aparente também séo gerados, designados
como produtos grau C, sendo utilizados como suplementacdo na alimentacao
animal e como substratos para compostagem (MUSSATO et al., 2012), ou sendo
simplesmente descartados. Porém, estudos demonstram que tais residuos
possuem elevado potencial biotecnolégico devido as suas composi¢des quimicas
ricas principalmente em proteinas, lipideos, carboidratos totais e fibras. Entre estes
residuos encontram-se residuos sélidos resultantes dos processos fisicos prévios
a extracao do 6leo de soja, como cascas, talos e fragmentos do grdo. Estudos tém
sugerido que esses residuos solidos podem ser utilizados como substratos para
processos de fermentacdo, fontes de moléculas bioativas, producdo de
biocombustiveis e como bioadsorventes para remocdo de metais pesados de
sistemas hidricos (SILVA et al., 2006; SUD et al., 2008; MUSSATO et al., 2012;
NETO et al., 2013; BLANES et al., 2016).

Em estudo realizado por Tyug et al. (2010), foram analisados os contetdos
fendlicos e de isoflavonas isoladas, bem como as atividades antioxidantes, de dois
produtos derivados do processamento da soja (p6 da casca e p6 do extrato aquoso
de soja — produtos grau B) em comparagdo com um produto primario (p6 do extrato
aguoso de soja, comercializado como leite de soja em pd — grau A). Os resultados
obtidos indicaram que os contetdos de moléculas bioativas eram similares entre as
trés formas analisadas e que os produtos derivados possuiam propriedades
antioxidantes similares ao produto primario, sendo interessante sua exploracao
futura no desenvolvimento de nutracéuticos. Tais resultados indicam que apesar de
serem submetidos a diferentes processos exaustivos, 0S COmpostos responsaveis
pela bioatividade dos gréos de soja estdo ainda presentes nos residuos e nao
perdem seu potencial biologico.

Freitas et al. (2018) realizaram estudo utilizando um dos principais subprodutos
resultantes do processo de refino de soja para producéo de 6leos, a chamada “torta

de soja” (soymeal em inglés). Tal residuo foi submetido a processo de extracao
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utilizando-se agua como solvente, gerando um extrato aquoso a ser utilizado para
ensaios de avaliacao de atividades biolégicas, como antitumoral e antimicrobiana
(em concentracdes de 12,5 a 150 mg/mL, e de sua composi¢cdo em relagdo aos
graos de soja propriamente ditos. O extrato apresentou atividade bactericida contra
ampla gama de micro-organismos gram-positivos e gram-negativos e diversas
classes de compostos fitoquimicos foram recuperados ap0s a extracdo, sendo
encontradas predominantemente isoflavonas, ja reconhecidas por suas atividades
antimicrobianas.

Apesar do aumento de estudos relacionados as potenciais atividades
antimicrobianas de residuos agroindustriais de forma geral, pesquisas relacionadas
a novas alternativas de combate e controle microbiano ainda sdo muito escassas
na literatura, principalmente relacionadas a residuos de soja e biofilmes

bacterianos.

1.2 Biofilmes bacterianos — aspectos gerias, probleméatica e estratégias de

controle

1.2.1. Aspectos gerais de biofilmes bacterianos

Bactérias sao consideradas micro-organismos ubiquitarios, devido a sua
capacidade de adaptacdo ambiental. Tal adaptabilidade se deve ao fato destes
micro-organismos possuirem grande diversidade metabdlica, o que possibilita que
colonizem até mesmo ambientes com condi¢cBes extremas onde outros seres Vivos
nao sobreviveriam (MURRAY et al., 2014). As células bacterianas podem ser
encontradas em dois estados de vida basicos: como células planctbnicas ou livres,
ou como células sésseis, quando estdo agrupadas, geralmente aderidas a uma
superficie, ocorrendo entdo a formacdo de um biofilme. Biofilmes sdo definidos
como comunidades microbianas onde as células se encontram envoltas por uma
matriz de substancias exopoliméricas, composta principalmente de
polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (LEWIS, 2001; FLEMMING &
WINGENDER, 2010). A capacidade de formacéo de biofilme é um dos fatores de

viruléncia mais importantes das bactérias, podendo sua formacao ocorrer tanto nos



16

tecidos bioticos de hospedeiros animais e vegetais, quanto em superficies
abidticas, como metais, vidros e plasticos (DUNNE, 2002; LOPEZ et al., 2010).

As células bacterianas em biofilme apresentam perfis metabdlicos e
estruturais diferentes das células planctonicas, e podem ser consideradas como a
forma mais comum de sobrevivéncia destas no meio ambiente por conferir maior
resisténcia a condi¢cdes de estresse. Os processos de formacéo e regulacdo dos
biofilmes bacterianos sdo complexos e dependentes de diversos fatores,
relacionados tanto ao meio ambiente quanto as células bacterianas (KUMAR et al.,
2017).

A formacé&o de um biofilme bacteriano ocorre em quatro etapas fundamentais
(figura 2): (a) adesao inicial a superficie, (b) desenvolvimento, (¢) maturacao e (d)
dispersédo (LEWIS, 2001; KUMAR et al., 2017).

f
/\ Células plancténicas z —\ \
AN

Adesédo dos micro- '\ .

organismos a T
superficie

Adeszo Formacéo de Maturaco e Dispers&o do
microcoldnias estabilizacdo do biofilme
biofilme

Figura 2. Etapas fundamentais da formacao de biofilme (adaptado de GUPTA et
al., 2016).

A adeséo inicial a superficie € o primeiro passo para a formacdo de um
biofilme e nesta etapa o processo ainda é considerado reversivel, visto que se as

condi¢cdes de colonizacdo ndo se mostrarem favoraveis ao desenvolvimento da
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comunidade microbiana, as células podem se dispersar e colonizar outros sitios
(O'TOOLE et al., 2000; KUMAR et al., 2017). De forma geral, a adesdao inicial as
superficies abioticas ocorre por meio de interagdes fisico-quimicas entre as células
bacterianas e a superficie, sendo influenciadas pela topografia da superficie e por
fatores relacionados as bactérias propriamente ditas, como presenca e/ou
producdo de moléculas e estruturas de adesao (adesinas, pili, fimbrias, etc.) Ja a
adesdo as superficies bibticas ocorre por meio de interacdes moleculares,
relacionadas a ligacBes do tipo receptor-ligante entre proteinas e/ou acguUcares
presentes na superficie das células do hospedeiro (DUNNE, 2002; ; KUMAR et al.,
2017).

As interacdes de natureza fisico-quimica séo principalmente as hidrofébicas
e eletroestaticas. Na superficie das diferentes células bacterianas existem niimeros
variaveis de sitios de ligacdo, nos quais multiplas ligacdes de hidrogénio podem ser
formadas com a superficie (figura 3) (CHEN et al., 2011; WANG et al., 2015).

Ligacbes de hidrogénio

Sitios de ligacdo
Interacdes hidrofébicas

A

InteragBes de longo
alcance:

- Eletroestaticas

- van der Waals

Interagdo de curto
alcance:

- Acidos e bases de
Lewis

Rigidez da superficie

Figura 3. Fatores e interagdes fisico-quimicos (as) relacionados a adeséo

bacteriana em superficies abidticas (adaptada de WANG et al., 2015).

Tais interacdes podem ser afetadas pela hidrofobicidade da superficie da

célula bacteriana (resultante da estrutura e composi¢cao bioquimica destas) (Van
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der MEI et al., 1987), pela hidrofobicidade da superficie do substrato (resultante da
composicdo quimica do material e da rigidez da superficie) (QUIRYNEN et al.,
1990) e pela tensao superficial do meio liquido (van OSS et al., 1986). De forma
geral, estudos demonstram que a adesao ocorre mais fortemente em superficies
hidrofobicas e apolares (JAMAL et al., 2018).

As interacdes eletroestaticas sao forcas de longo alcance entre as células
bacterianas e a superficie (figura 3) e podem ser afetadas pela carga da superficie
celular (dependente da presenca de um excesso de grupos carboxila e fosfato
localizados na superficie celular) (GOULTER et al., 2009), pela carga da superficie
do substrato (dependente da natureza fisico-quimica do material) (LI & LOGAN,
2004) e pela forca ibnica do meio liquido (BOS et al., 1999).

Além disso, a composicao das células bacterianas, que contém a presenca
de &cido teicoico, responsavel pela carga negativa da parede celular, também deve
ser levada em consideracdo quando se trata da atracao entre célula e superficie
(GROSS et al., 2001).

ApOGs a adesdao inicial, as interagfes celulares com o meio, baseadas na
densidade celular, tém papel essencial nos processos regulatérios do
desenvolvimento de biofilmes a fim de tornar o processo irreversivel, sendo os
eventos de sinalizacdo celular fundamentais para expressao de genes e producao
de moléculas associados a sua formacao. Sistemas de deteccdo para integracao
das respostas ambientais e sinalizacdo celular podem induzir respostas de
sistemas de dois componentes (TCS, do inglés two-component systems), de via de
sinalizacdo da funcédo extracitoplasmatica (ECF, do inglés extracytoplasmatic
function) e de quorum sensing (QS) (MILLER & BASSLER, 2001; GUPTA et al,
2016). Além dessas vias de regulacdo, moléculas que agem como segundas
mensageiras intracelulares como c-di-GMP (do inglés cyclic guanosine
monophosphate) também contribuem para o processo, estimulando e modulando
diversas funcdes celulares (HENGGE, 2009).

Tais sistemas de regulacdo auxiliam entdo no inicio da etapa de
desenvolvimento do biofiime, que consiste na formagdo de camadas de
microcolbnias e na producdo da matriz exopolimérica. A formagéo de microcoldnias

implica na diminuigdo da motilidade celular, e por isso, podem ser consideradas
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micro comunidades que agem de forma coordenada nas trocas com o meio, como
distribuicdo e excrecdo de importantes produtos metabodlicos durante o processo
(JAMAL et al.,, 2018). Estes produtos sé&o reconhecidos como substancias
poliméricas extracelulares (EPS do inglés extracellular polymeric substances)
sendo majoritariamente polissacarideos e proteinas e tém como fun¢des principais
nutricdo e protecdo das microcoldnias em desenvolvimento, formando uma camada
denominada de matriz exopolissacaridica. Os componentes da matriz variam de
acordo com a (s) espécie (s) envolvida (s) e o meio ambiente (LOPEZ et al., 2010)
e estima-se que apenas cerca de 10 % do peso de um biofilme seja composto por
micro-organismos formadores, enquanto os outros 90 % representam a matriz.
Apesar de geralmente ndo serem referidos como estruturas rigidas, a mecanica
estrutural dos biofilmes €& de extrema importancia, sendo o papel da matriz
fundamental na estruturacdo de um biofilme durante seu desenvolvimento. Com a
formacdo de multicamadas celulares, tais comunidades adquirem formato
tridimensional semelhante a de um cogumelo e a matriz € responsavel pela coeséo
desta estrutura, principalmente por suas propriedades adesivas e pela formagéo de
canais que servem como distribuidores de nutrientes (FLEMMING & WINGENDER,
2010).

ApoOs a estabilizacdo do biofilme no meio, os sistemas de regulacdo dao
inicio & etapa de dispersao, onde as células que se encontram na camada mais
superficial da estrutura passam a se desligar do biofilme maduro para retornarem
ao estado planctbnico e colonizar outros locais, iniciando um novo ciclo. A
dispersdo é coordenada pelo aumento na expressao de genes relacionados a
fatores de motilidade ou a producdo de enzimas liticas que agem diretamente na
matriz (COSTERTON & STEWART, 1999; JAMAL et al, 2018).

De forma geral, o sucesso de formacao e desenvolvimento de um biofilme
depende basicamente de trés fatores: intrinsecos as bactérias (propenséao a adesao
por composicdo de sua superficie, presenca de fatores de viruléncia que facilitem
a adeséo como fimbrias e presenca de pili, producéo de moléculas e regulacéo por
guorum sensing), microambiente de desenvolvimento (pH, disponibilidade de
nutrientes e temperatura) e propriedades da superficie, seja esta bibtica ou abibtica

(rugosidade, carga, hidrofobicidade e presenca de moléculas propicias a ligacdes)
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(DAROUICHE, 2001). Os processos envolvidos na manutencdo desta forma de
vida sdo bastante complexos e possuem como principal objetivo fazer com que as
bactérias permanecam o maior tempo possivel em um sitio que forneca suporte a
sua sobrevivéncia para disperséo e colonizacéo de outros locais. Assim, biofilmes
bacterianos séo considerados um desafio em diversos setores, principalmente nos
ambitos clinico e industrial.

Como dito anteriormente, biofilmes s&o considerados estruturas resistentes
que conferem maior persisténcia das células bacterianas em um ambiente
favoravel. A adaptacdo ao ambiente faz com que as células sésseis possuam
diferencas em relacdo as células plancténicas, resultantes das interacdes fisicas e
sociais intra e interespécie que podem estar presentes na estrutura. Estas
interacdes conferem as células sésseis propriedades estruturais e metabdlicas
diferenciadas, onde ocorre um aumento na troca de material genético e uma maior
resisténcia a agentes fisicos e quimicos de desinfeccédo (LEWIS, 2001; FLEMMING
et al., 2016).

1.2.2. Biofilmes bacterianos — problemética e impacto econémico

Apesar de serem virtualmente encontrados em qualqguer ambiente, o0s
biofilmes bacterianos séo relacionados principalmente a salde humana, visto que
cerca de 65 a 80 % das infec¢Bes crbnicas ocorrem devido a sua formagéo (NIH,
2002; HGIBY, 2010; CORTES et al., 2011). A tendéncia de cronificacdo de uma
infeccédo relacionada a um biofilme ocorre devido a diversos fatores, principalmente
pela maior resisténcia aos antimicrobianos (células sésseis podem ser de dez a mil
vezes mais resistentes que células plancténicas) (LEWIS, 2001; DAVIES, 2003) e
ao escape do sistema imune do hospedeiro, devido a sua estruturacdo e protecao
pela matriz (que dificulta o reconhecimento das superficies celulares e impede a
ligacdo de moléculas de defesa produzidas pelo sistema imune) (GUPTA et al.,
2016; WATTERS et al., 2016). As infec¢des relacionadas aos biofilmes bacterianos
podem ser divididas em duas grandes categorias: infec¢cdes devido ao uso de
dispositivos médicos invasivos e infecgbes prévias ou inerentes aos tecidos do
hospedeiro (SUN et al., 2013).
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Dispositivos médicos invasivos (DMI) sédo definidos como qualquer material
inserido no corpo humano que de acordo com o fabricante deva ser utilizado
sozinho ou em combinagédo, para qualquer uma das seguintes fungdes: diagndstico
e/ou prevencao de doencas, tratamento ou alivio de doencas ja existentes, suporte
ou sustentacdo a vida, controle de concepcédo e de modificagdo ou suporte da
anatomia ou de um processo fisiologico (SHAH & GOYAL, 2008). Os exemplos
mais comuns de DMI utilizados incluem cateteres de acesso venoso e urinarios,
vélvulas cardiacas mecéanicas, proteses ortopédicas, marca-passos cardiacos e
tubos endotraqueais, sendo aparatos de extrema importancia principalmente em
unidades de tratamento intensivo (UTIs) (SUN et al., 2013; ARCIOLA et al., 2018).
Os DMI tém sido muito utilizados pela medicina atualmente e se mostram como
opcdes de auxilio no aumento da expectativa e qualidade da vida humana, porém
oferecem maior risco associado de desenvolvimento de infec¢cdes bacterianas,
sendo classificadas dentro do grande grupo de infeccdes relacionadas a assisténcia
em saude (IRAS). O desenvolvimento de infec¢des bacterianas associadas ao uso
de DMI é dependente de dois fatores principais, sendo eles o tempo de utilizacdo
de tal aparato e do grau de comprometimento do sistema imune do paciente,
havendo relacao direta entre aumento do tempo e diminuicdo da capacidade imune
com o aumento da chance de desenvolvimento de infec¢cdo (PERCIVAL et al.,
2015).

As principais infec¢cdes associadas a DMI séo infeccbes respiratorias,
cardiacas, urinarias e 6sseas, e juntas sdo responsaveis por cerca de 94 milhdes
de dolares, gastos com tratamento de infec¢des crénicas nos Estados Unidos da
América por ano (ROMLING et al., 2014). Considerando-se a taxa de probabilidade
de um paciente com utilizagcdo de DMI desenvolver uma infec¢ao crbnica, pode-se
predizer que os gastos iniciais do seu tratamento podem se elevar a quase sete
vezes quando o processo infeccioso ocorre de fato (MAHAMI & ADU-GYAMFI,
2011). De acordo com levantamentos descritos na literatura, 0os gastos totais com
tratamentos de infec¢des crbnicas sao relacionados ao prolongamento da terapia
com antimicrobianos, tempo de internagdo e cuidados associados e a realizacéo

de procedimentos cirargicos para retirada do DMI, o que acarreta também em maior
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desconforto dos pacientes, podendo aumentar também as taxas de morbidade e
mortalidade (HZIBY et al., 2010; WU et al., 2015).

As demais infecgOes associadas a biofilmes bacterianos s&o aquelas que
nao dependem da insergcéo de um biomaterial visto como corpo estranho, mas que
ocorrem devido a um déficit imunolégico do organismo que propicia o
desenvolvimento da infeccdo. Geralmente causadas por micro-organismos
oportunistas, tais infecgcdes podem ocorrer devido a colonizagao por deslocamento
para sitios do corpo humano normalmente estéreis ou em tecidos que ja possuam
microbiota, mas que devido ao déficit imunoldgico ou quebra de barreiras de defesa
naturais, como a pele, facilitem o desenvolvimento do processo infeccioso
(BURMOLLE et al., 2010; WATTERS et al., 2016). Dentre estas infecgcdes as mais
comuns sao otite, rino-sinusite, periodontite, osteomielite, infeccdes em feridas
operatorias e infec¢des urinarias no geral (SUN et al., 2013). InfeccBes respiratorias
causadas por biofilmes bacterianos também sdo muito comuns e associadas a
pacientes com fibrose cistica, condicdo genética na qual ocorre a diminuicdo da
producéo do fluido para ciliar, com acimulo de muco e secre¢des pulmonares que
facilitam a formacédo de agregados bacterianos (H@IBY, 2017).

Além do ambito clinico, outros setores também sdo alvo de biofilmes
bacterianos. A contaminacado bacteriana na agua, levando a formacéao de biofilmes
em sistemas hidricos, € um dos principais problemas industriais associados a
bactérias. Bioincrustacdo, contaminacdo de agua e alimentos destinados ao
consumo humano, mal funcionamento de equipamentos por obstrucéo e corrosao
de materiais sdo alguns dos problemas ocasionados por biofilmes nas industrias
(MATTILA-SANDHOLM & WIRTANEN, 1992; VELMOUROUGANE et al., 2017,
GALIE et al., 2018). Além disso, grande parte das bactérias contaminantes de
sistemas industriais, principalmente através da agua, sdo patégenos antropofilicos
oriundos diretamente de residuos gerados pelo homem, biolégicos ou relacionados
a estes, e podem acarretar no aumento da resisténcia a antimicrobianos e a
agentes de desinfeccao durante seu fluxo de descarte (VELMOUROUGANE et al.,
2017). Nos setores industriais, estima-se que a formacgédo de biofilmes seja

responsavel por diminuir em cerca de 40 % a efetividade de processos e
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funcionamento de equipamentos, com consequente aumento de gastos e perdas
de producéo (NYA, 2015).

Assim, reconhecidos por serem desafios em diversos setores, os biofilmes
bacterianos tém sido cada vez mais objeto de pesquisas relacionadas a estratégias
de controle e/ou combate, que podem ser aplicadas em suas diferentes etapas de

desenvolvimento.

1.2.3. Estratégias de controle e combate a biofilmes bacterianos

Devido a sua importancia nos setores clinico e industrial, a busca por
estratégias de combate e controle de biofilmes bacterianos tem sido amplamente
difundida entre diversas areas do conhecimento. Tais estratégias podem ser
aplicadas durante qualquer uma das etapas de desenvolvimento de um biofilme,
buscando principalmente inibir a sua formacéo ou erradicar um biofilme ja formado
(TRENTIN et al., 2013). O controle ou combate aos biofilmes pode implicar na
aplicacdo de métodos fisicos, biol6gicos e/ou quimicos.

Métodos fisicos podem incluir aqueles capazes de danificar ou romper a
estrutura tridimensional através de forcas mecanicas. Estes métodos incluiriam
procedimentos para desinfeccdo e esterilizacdo dos locais de adeséo, podendo
romper o biofilme, mas ndo necessariamente conseguir eliminar todas as ceélulas
vidveis, que podem se dispersar e iniciar o ciclo novamente. Além disso, tais
processos sao de acesso facilitado no ambito clinico, principalmente na prevencao
da formacédo de biofilmes, devido ao tamanho reduzido das superficies abibticas,
mas tornam-se mais dificeis nos setores industriais, onde o tamanho dos
equipamentos, principalmente hidricos que séo sistemas fechados, ndo possibilita
0 acesso tao facilmente (MATTILA-SANDHOLM & WIRTANEN, 1992).

Os métodos bioldgicos incluem a utilizagcdo de outros micro-organismos e de
anticorpos. Nesta linha, os estudos que utilizam bacteriéfagos ou simplesmente
fagos, particulas virais que infectam bactérias, sdo os mais comuns. O fago pode
se ligar a diversas estruturas e moléculas presentes na superficie das células
bacterianas, sendo a sua especificidade de infeccdo uma de suas maiores

vantagens. Porém, a especificidade perde sua eficiéncia quando as células ja se
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encontram em biofilme, visto que o fago ndo consegue se ligar as células presentes
nas camadas mais profundas da estrutura, tornando a erradicacdo do biofilme
quase impossivel, sendo portanto, mais eficaz na prevencdo de sua formacao
(CORTES et al., 2011; PIRES et al., 2017).

Os métodos quimicos sdo os mais utilizados nos estudos em relacdo aos
biofilmes. Neste grupo, sdo encontradas estratégias que incluem desenvolvimento
de novos compostos ou moléculas, bem como a modificacdo de estruturas ja
conhecidas. As estratégias quimicas de controle e combate a biofilmes bacterianos
sdo em sua maioria voltadas a inibicdo da formacédo deste, visto que a erradicacéo
de um biofilme ja formado € mais dificil, pois tal estrutura € resistente fisica e
guimicamente a maior parte dos agentes empregados atualmente. A utilizacéo de
compostos quimicos, sejam eles de origem natural ou sintética, pode ser ampla,
visto que devido as ligacdes e alteracdes bioquimicas que estes podem causar nas
células bacterianas, seus mecanismos e vias de acdo séo diversos. Estes podem
agir em qualquer etapa da formagé&o de um biofilme bacteriano, como pelo bloqueio
de sitios moleculares que facilitam a adesao (alteracédo na producéo de adesinas e
expressdo de genes relacionados a estruturas fisicas de adeséo, alteracdo nos
sistemas de comunicacdo celular), agindo na producdo ou dispersdo da matriz
exopolissacaridica (alteracdes estruturais e bioguimicas que acarretam na ma
formacao ou rompimento) e na dispersao (inducao de disperséao para acesso dos
compostos as camadas mais profundas da estrutura) (CORTES et al., 2011; KOO
et al, 2017).

Tais terapias possuem risco associado de desenvolvimento de resisténcia, e 0
tratamento de infec¢cdes bacterianas tem-se tornado um desafio cada vez maior
devido as altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado
(WRIGHT, 2013). A busca por alternativas levou ao surgimento do conceito de
terapias antiviruléncia, ou seja, terapias que consistem na modulagéo dos fatores
de viruléncia bacterianos, tais como a formacgéo de biofilme, agindo em aspectos
como expressao e funcao destes, ao contrario dos antimicrobianos convencionais
gque agem diretamente em processos essenciais as células bacterianas
(CLATWORTHY et al., 2007), diminuindo assim a pressao seletiva imposta as

células. De forma geral, as principais terapias antiviruléncia podem ser classificadas
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conjuntamente dentro dos métodos biolégicos e/ou quimicos, sendo as moléculas

com capacidade de inibir a formacao de biofilme classificadas dentro deste grupo.

1.3 Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sdo cocos gram-
positivos comensais da microbiota humana que podem apresentar potencial
patogénico, sendo patdégenos oportunistas. Ambas as espécies podem apresentar
mecanismos intrinsecos ou adquiridos de resisténcia aos antimicrobianos e fatores
de viruléncia importantes, tais como a formacdo de biofiimes (MURRAY et al.,
2014).

Staphylococcus aureus € encontrado colonizando principalmente a
nasofaringe de aproximadamente 20 a 25 % dos individuos higidos de forma
persistente e em 60% da populacdo de forma intermitente (DELEO et al., 2010;
JENKINS et al., 2015). Outros sitios, em menor frequéncia, também sé&o
colonizados por S. aureus, tais como pele, trato gastrointestinal e regido do perineo
(WERTHEIM et al., 2005). As infec¢des agudas causadas por esta bactéria incluem
infeccbes de pele e de tecidos moles e bacteremia, geralmente causadas por
células planctbnicas através da secrecdo de enzimas e exotoxinas (GORDON &
LOWY, 2008). Ja as infec¢des cronicas sdo associadas principalmente a formacéao
de biofilme, incluindo osteomielite, endocardite e quadros associados ao uso de
DMI (KIEDROWSKI & HORSWILL, 2011).

Staphylococcus epidermidis faz parte do grupo de Staphylococcus
coagulase negativos (CoNS), pela auséncia da enzima coagulase, considerado a
espécie de maior importancia clinica dentro do grupo (MURRAY et al., 2014). E um
micro-organismo tipicamente encontrado na pele humana, estando seus quadros
infecciosos associados primariamente a quebra da barreira cutanea. A maior parte
das infeccdes por S. epidermidis s&o causadas por formacéo de biofilmes em DMI,

principalmente em cateteres (OTTO, 2009).

1.4 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo adaptado as mais

diversas condi¢cdes ambientais, sendo encontrado principalmente em agua e solos.
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Em humanos esta associado a infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), principalmente infeccoes de feridas e queimaduras; bacteremias e
infec¢des urinarias causadas pelo uso de DMI (STRYJEWSKY & SEXTON, 2003),
sendo também a principal causa de infec¢des crénicas pulmonares em pacientes
com fibrose cistica (LYCZAK et al., 2002). A importancia de estratégias de combate
a formacao e erradicacao de biofilmes em P. aeruginosa se estende também aos
setores industriais, onde esta se apresenta como um dos principais microrganismos
contaminantes de produtos e causadores de mau funcionamento de estruturas e
equipamentos (MATTILA-SANDHOLM & WIRTANEN, 1992; SREY et al., 2013).

1.5 Caenorhabditis elegans como modelo experimental no estudo de
biofilmes

Estudos in vivo tém sido muito utilizados para complementar os dados de
estudos in vitro em relacao aos biofilmes microbianos e também na avaliacao de
desempenho de possiveis estratégias de combate e controle, visto que permitem
avaliacdo de seus processos nas condicdes reais de um hospedeiro (LEBEAUX et
al., 2013).

O uso de animais vertebrados é fortemente relacionado a questdes éticas,
sendo os modelos invertebrados alternativas para estudos de interacées patégeno
hospedeiro e respostas imunes (LEMAITRE & AUSUBEL, 2008). Caenorhabditis
elegans (figura 4) € um nematddeo de vida livre que apresenta diversas vantagens
como modelo experimental, tais como facilidade de -cultivo, reproducdo e
manutencao (SIFRI et al., 2005). Primariamente utilizado em estudos de
desenvolvimento, neurobiologia e envelhecimento, C. elegans também € descrito
como modelo experimental em estudos relacionados a patogénese bacteriana e a
formacdo de biofilmes, podendo ser infectado por uma ampla variedade de
bactérias (DARBY et al., 2002; KALETTA & HENGARTNER, 2006; DIARD et al.,
2007).
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Figura 4. Caenorhabditis elegans em microscopia com contraste de interferéncia
diferencial (barra de escala 0.1 mm) (adaptado de
http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html).

A maior parte dos estudos com a utilizacdo de C. elegans para avaliacédo de

biofiilmes envolve a alimentacdo do nematddeo com cepas de interesse e
monitorizacdo de sua sobrevivéncia ao longo do tempo, sendo este um
procedimento de facil execucdo (SIFRI et al., 2005). Quando alimentado
normalmente com a cepa laboratorial Escherichia coli OP50, C. elegans apresenta
periodo aproximado de duas semanas de vida e nos ensaios onde sua alimentagcao
€ substituida por cepas patogénicas observou-se diminuicdo significativa deste
periodo, ocorrendo em alguns casos, a morte em trés horas apos a infecgdo (PARK
et al., 2017). Outra vantagem em relacdo a tal modelo e seu método de utilizacdo
mais comum (alimentacdo) é a possibilidade de se avaliar ndo somente a
patogénese bacteriana, mas também a toxicidade de compostos e/ou moléculas
ativas.

O estudo de biofilmes em modelos in vivo tem sido amplamente difundido e
a comprovacdo de que a maior parte dos mecanismos necessarios para 0
desenvolvimento de biofiimes em humanos e em C. elegans se mantém, o torna
um modelo de hospedeiro alternativo interessante no estudo de biofilmes
microbianos (KALETTA & HENGARTNER, 2006).


http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial acao antibiofilme e antimicrobiana de extratos obtidos de

residuos provenientes do processamento da soja.

2.2 Objetivos especificos

a) Obter extratos brutos a partir de residuos provenientes do processamento
da soja;

b) Avaliar as atividades antibiofilme e antimicrobiana dos extratos brutos;

c) Fracionar o extrato com melhor atividade antibiofilme e caracteriza-lo
guimicamente;

d) Avaliar potenciais vias de acdo do extrato mais ativo;

e) Avaliar a toxicidade do extrato em modelo de Caenorhabditis elegans.
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3. RESULTADOS

Conforme as normas vigentes para elaboracéo de teses e dissertagbes do
Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre, os resultados obtidos no presente estudo serdo
apresentados a seguir em formato de manuscrito de artigo cientifico redigido em
inglés, de acordo com as orientacdes disponibilizadas pela publicacdo de escolha
dos autores.

TITULO DO ARTIGO:
Soybeans agroindustrial residues as staphylococcal biofilm inhibitors
PERIODICO ESCOLHIDO PARA SUBMISSAO:

Industrial Crops and Products

INDICE DE IMPACTO (2018):

3,84

QUALIS CAPES (Ciéncias Biologicas I/ll):

Bl

NORMAS PARA SUBMISSAO:

O seguinte manuscrito foi redigido de acordo com as orientacbes e normas
disponibilizadas pelo periddico de escolha para a categoria de artigos originais de

pesquisa, disponiveis no seguinte endereco:

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/522825?generate
pdf=true
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Abstract

The reuse of agroindustrial waste has been the subject of several researches, since
since they have a rich chemical composition, their disposal generates costs to the
industries and potential harmful to the environment. Among these residues stand
out these from soybeans, a grain with proven beneficial activities to human health.
The search for active compounds against biofilms, which are defined as microbial
communities attached to surfaces, has been extremely important, since they are
challenges in clinical and industrial environments. Thus, the aim of this study was
to evaluate the potential antibiofilm and antimicrobial activities of extracts obtained
from soybeans processing residues in the following bacteria Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa. The residues
used were subjected to an ultrasonic extraction process, using water as solvent.
The antibacterial and antibiofilm activities of two crude extracts were evaluated
using absorbance (620 nm), UFC counting and the crystal violet method. The extract
obtained from fragments of the grain and stalks (E1) presented major antibiofilm
activity, being chosen for chemical characterization using thin layer chromatography
and colorimetric methods, thermal and enzymatic treatments, fractionation in
column chromatography (CC - size exclusion chromatography) and
ultracentrifugation processes. E1 (4 mg/mL) inhibited in 75% the formation of S.
epidermidis biofilm without inhibition of growth. Chemical characterization showed
the presence of amino acids, saponins, terpenes and steroids. Antibiofilm activity of
E1 was lost when it was submitted to heat treatment while the enzymatic treatment
led to the loss of 30% in the activity of the extract, suggesting that the antibiofilm
molecules may be of protein origin. Two fractions obtained from CC were able to
inhibit by approximately 35% the biofilm formation of S. epidermidis. From the
ultracentrifugation process, antibiofilm activity was observed only when two
fractions (fraction> 50 kDa and fraction <10 kDa) were combined, suggesting that
the biological activity is dependent on the synergism of the active molecules. Our
results demonstrated that the antibiofilm effect is achieved with just 6 h of treatment
with E1 and suggests that the biological activity is via physical effect, since its
antibiofilm activity is observed only when in direct contact with bacterial cells. In
addition, acute treatment with E1 extract did not cause any toxic signs in
Caenorhabditis elegans, however chronic exposure caused reduced worms
survival, increased body length and increased GST-4 expression. This work shows
that soybeans agroindustrial residues may be a potential source of molecules with
activity against bacterial biofilms and with low toxicity in vivo, which can be managed
by the concentration used.

Keywords: soybeans; agroindustrial residues; antibiofilm; S. aureus; S. epidermidis
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1. Introduction

Agroindustrial residues are defined as the resulting products of the processing
of agroindustry, being produced in large quantities from the productive chain of
various products that are present in daily life mainly of animal and vegetable
origins (Mussato et al., 2012). This residue may present a harmful potential to
both environment and animal health and in order to minimize possible
contaminations some chemical previous treatments must be applied before its
discard, which aggregates costs to the final value of the products (Makris et al.,
2007; Rosa et al., 2011; Mussato et al., 2012).

Based on the large amount of agroindustrial waste produced worldwide, the
reuse of this raw material has become of great interest due to its rich chemical
compositions and the possibility of being applied as a new type of renewable
source (Vandamme, 2009; Mussato et al., 2012, Lemes et al., 2016). Some
studies that have reported that they contain many bioactive molecules with
important biological properties such as antioxidant, antitumoral, anti-inflammatory
and antimicrobial (Makris et al., 2007; Melo et al., 2011; Rochelle, et al., 2016;
Lemes et al., 2016).

Soybeans (Glycine max) and its derivative products are among the most
consumed products worldwide mostly to human and animal consumption and
biofuel production (Li et al., 2013). Due to its high protein and low fat content,
soybeans are known as a functional food and previous studies have shown its
many beneficial properties to human health. Some of these studies have shown

that soybeans, its derivatives and residues products also may present important
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biological properties such as antioxidant and antimicrobial (Hsieh & Yang, 2004;
Chen et al., 2012; Guang et al., 2014).

Biofilms are microbial communities living attached to a biotic or abiotic surface
involved by a polymeric extracellular matrix composed basically of
polysaccharides, proteins and extracellular DNA (Lewis, 2001; Flemming &
Wingender, 2010). Bacterial cells in sessile form are more resistant to
antimicrobials, chemical and physical disinfection agents and to host immune
defenses being responsible for therapeutic failures and industrial large
contaminations (Lewis, 2001; Srey et al., 2013). Some bacterial species of clinical
and industrial interest are biofilm producers such as Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa (Von Borowski et al.,
2019).

In order to enable the application of compounds presenting biological activity,
their safety must be addressed. One model that has been used to this end is the
nematode Caenorhabditis elegans, ideal for (eco)toxicogenomics studies to
assess the testing of chemicals, technical materials, and environmental risk
assessment (Abbas et al., 2018, Han et al., 2018, Tejeda-Benitez et al., 2018).
Furthermore, C. elegans is sensitive to residual toxicity, which makes this model
appropriate to monitor and evaluate agroindustrial residues (Abbas et al. 2018;
Han et al. 2018; Tejeda-Benitez et al. 2018).

The aim of this study was to evaluate antimicrobial and antibiofilm activities of
agueous crude extracts obtained from soybeans agroindustrial residues and to
investigate the nature, the possible path of action of antibiofilm compounds and

safety of the most active extract using the alternative model C. elegans.
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2. Materials and methods
2.1 Agroindustrial residues and extraction

Soybeans agroindustrial residues were kindly given by Bianchini S.A
company (Canoas, RS, Brazil). Two types of residues were collected being
nominated as residue 1 (R1) composed by grains fragments and stalks and
residue 2 (R2) composed only by soybeans husks. R1 and R2 were processed
in a knife mill and stored at — 20°C until use. Aqueous crude extracts were
obtained according to the extraction protocol suggested by Oniszczuk et al.
(2014). Briefly, 20 mL of sterile distillated water were added to 2 grams of both
R1 and R2 and submitted to ultrasound at 60 °C for 30 min and the supernatant
was collected and transferred to a new recipient. This process was repeated three
times. Two extracts were obtained named as E1 from R1 and E2 from R2 and
they were submitted to lyophilization and subsequently stored at — 20°C. For
further assays lyophilized extracts were directly dissolved in distilled water and

filtered through a 0.22 um pore membrane.

2.2 Bacterial strains and growth conditions

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Pseudomonas aeruginosa
PA14 were grown in tryptic soy agar (TSA) overnight at 37°C. A bacterial
suspension in 0.9% sterile NaCl solution, equivalent to 108 CFU/mL (OD = 0.150

+ 0.05 in 620 nm) was used in the assays.

2.3 Microbiological assays

2.3.1 Antibiofilm and antimicrobial assays
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Biofilm assays were performed using the violet crystal method (CV) as
described by Trentin et al. (2011) with minor modifications. In the biofilm
formation inhibition assay, 40 uL of tryptic soy broth (TSB), 80 pL of extract E1 or
E2 (with a final concentration of 4 mg/mL for both extracts) and 80 pL of bacterial
suspension were added to 96 well polystyrene flat bottom microtiter plates
(KASVI®) followed by an incubation period of 24 hours at 37°C. For biofilm
eradication assay, 100 pL of bacterial suspension and 100 pL of TSB were added
to the plates and incubated in order to allow a preformed biofilm. After incubation
period, plates content was discarded and wells were washed three times with a
0.9% sterile NaCl solution and filled with 100 pL of TSB and 100 pL of extract E1
or E2 and incubated for more 24 hours at 37°C. Following the incubation time in
both assays, the content of the plate was discarded and wells were washed three
times with sterile saline solution. Remaining attached bacteria were heat-fixed at
60°C for 1 hour. The adherent biofilm layer formed was stained with 200 pL of
0.4% crystal violet for 15 min. at room temperature. Excess stain was removed
by placing plates under running tap water until the flowing water appeared
colorless. The dye bound to the cells was solubilized with methanol and the
absorbance was measured (570 nm). Negative control (untreated) was prepared
by replacing the extracts for sterile distilled water. Rifampicin and gentamicin (8
pMg/mL) were used as bacterial growth control for staphylococcal species and for
P. aeruginosa, respectively.

Antimicrobial activity was evaluated during the antibiofilm assay, based on
the difference between initial (t = 0) and final (t = 24) absorbances at 620 nm of
the plates content previous its discard (Zimmer et al., 2013). To corroborate the

absorbance readings, aliquots of the wells previously treated with extract (E1)
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were diluted serially and spread on TSA plates and incubated for 24 hours at

37°C to CFU determination.

2.3.2 Biofilm assay with variable exposure time
The antibiofilm action of E1 was evaluated against S. epidermidis biofilm
as described in item 2.3.1 using six different periods of incubation (2, 4, 6, 8, 16

and 24 h).

2.3.3 Dose-response assay
The biofilm formation and bacterial growth were evaluated as mentioned
in item 2.3.1 in a dose response assay varying the concentration of E1 (0.25; 0.5;

1; 2; and 4 mg/mL).

2.3.4 Determination of extract effect on biofilm formation (recovery assay)

In order to determine if E1 had a reversible or irreversible effect on S.
epidermidis biofilm, the CV method was followed with a slight modification
(Zimmer et al., 2013). A first assay was conducted following the same steps
already described in section 2.3.1 but previously to wash steps, the liquid content
of the wells was gently collected and added to microtubes and submitted to three
washing cycles with sterile saline solution using centrifugation at 5000 rpm for 15
min each. The free-treatment cells pellet obtained was then suspended in saline
solution and adjusted to an OD=0.150 + 0.05 (ODs20 Nnm) and used as a new
bacterial suspension in a second biofilm formation assay as described in section

2.3.1.
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2.3.5 Cell surface hydrophobicity (CHS)

To evaluate the effect of E1 on bacterial cell surface hydrophobicity (CHS)
a protocol proposed by Limsuwan and Voravuthikunchai (2008) was used.
Bacterial cells (2 mL) were cultivated in TSB broth (1 mL) in the presence of the
E1l (2 mL; 4 mg/mL) for 24 hours. After incubation time, bacteria cells were
collected by centrifugation and washed three times with a 0.85 % sterile NaCl
solution. Afterwards, the final pellet was suspended in saline solution (0.85%) to
obtain an ODeoo of 0.4 (OD initial). Three milliliters of this suspension were placed
to glass tubes and 250 pL of toluene were added. The toluene phase was
separated from the aqueous phase, and the OD was determined
spectrophotometrically at 600 nm (OD final). The control consisted of bacterial
cells incubated with Milli-Q water. The hydrophobicity index (HI) was determined

as [(OD initial-OD final)/OD initial] x 100%.

2.4 Extract chemical characterization
2.4.1 Thin layer chromatography (TLC)

E1 was subjected to TLC using silica gel plates (Kieselgel 60 F254 0.2
mm, Merck, Germany) and the following systems as eluents: chloroform,
methanol, water and acetic acid (30:17:2:0.2 v/v) and butanol, acetic acid and
water (70:20:10 v/v). The TLC plates were observed under 254 and 365 nm UV
light (Handheld UV Lamp Model 9403E, BioAmerica Inc., USA). Ninhydrin was
used for amines and amino acids detection and sulfuric anisaldehyde, for the

detection of steroids and terpenes.
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2.4.2 Determination of total protein content

Total protein content of E1 was determined using the Pierce™ Microplate
BCA Protein Assay Kit according to the manufacturer's instructions and the
results were expressed as mg/mL of total protein content. Bovine serum albumin

(BSA) was used as standard.

2.4.3 Determination of total phenolic content

The total phenolic content was determined using the Folin-Ciocalteau
method, according to the previous studies of Zimmer et al. (2012). The sample
(E1) was dissolved in methanol (1.0 mg/mL solution), gallic acid was used as
standard to obtain the calibration curve. Results were expressed in micrograms

of gallic acid equivalents per milliliters of extract (ug/mL).

2.4.4 Determination of total flavonoids content

The total flavonoids content was measured according to the methodology
proposed by Chang et al. (2002). The sample (E1) was dissolved in methanol
(2.0 mg/mL) and then 10% aluminum chloride solution 1M sodium acetate was
added. The absorbance at 415 nm was determined after 30 min. Quercetin was
used as standard to obtain the calibration. Curve and the results were expressed

as micrograms of quercetin equivalents per milliliters of extract (ug/mL).

2.4.5 Determination of tannins content
The condensed tannins content was determined by the Vanillin reaction
described by Price (1978) using a 1% methanolic vanillin solution and 8% HCI

(in methanol). The samples were placed in water bath at 30°C for 20 min, and the
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absorbance was determined at 500 nm. Catechin was used as standard to obtain
the calibration curve and the results were expressed as micrograms of catechin
equivalents per milliliters of extract (ug/mL).

The hydrolysable tannins content was estimated using the potassium
iodate method. Briefly, to the E1 extract was added 2.5% potassium iodate
solution with stirring, the mixture was kept in a water bath at 25°C for 35 min, and
the absorbance was measured at 550 nm. Tannic acid was used as standard to
obtain the calibration curve and the results were expressed as micrograms of

tannic acid equivalents per milliliters of extract (ug/mL).

2.4.6 Thermal and enzymatic treatments

E1 was subjected to thermal and enzymatic treatments and then had its
antibiofilm and antimicrobial activities evaluated as mentioned in section 2.3.1.
The thermal treatment consisted in boiling the extract using a dry bath at 100°C
for 10 min. For the enzymatic treatment, active and inactive forms of proteinase
K (100 pg) were added to E1 independently. Proteinase K inactivation was

achieved using a 10 min. boiling period at dry bath.

2.5 E1 fractionation
2.5.1 Column chromatography (CC — gel filtration column)

E1 was applied onto a gel filtration column (Sephadex™ LH-20, Sigma-
Aldrich). A total of 24.84 grams of Sephadex LH-20 silica was weighed and 502.0
mg of the active extract powder were applied after column mounting and water
was used as mobile phase. The eluate was collected in glass vials with a 10 mL

capacity generating a total of forty fractions. Afterwards, vials content was freezer
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stored until lyophilization moment. For further microbiological assays the
lyophilized fractions were directly dissolved in distilled water at a concentration of
10 mg/mL (concentration final of 4 mg/mL in wells) and filtered through a 0.22 pm

pore membrane.

2.5.2 Ultrafiltration assays

First, E1 was fractionated using ultra centrifugal filters (Amicon™ Merck
Millipore, County Cork, Ireland) with different cutoff ranges (10 kDa, 30 kDa and
50 kDa) and the fractions obtained (filtrate and non-filtrate) were tested for
antibiofilm and antibacterial activities as mentioned in item 2.3.1. In a second
moment, fractions were submitted to exhaustive fractioning in order to obtain
samples within the delimitated ranges. The fractions were filtered through a 0.22

pm pore membrane and freezer stored until use.

2.6 Polyacrylamide gel electrophoresis

Samples were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing conditions (Laemmli 1970) and
stained with Coomassie Brilliant Blue and silver nitrate. Electrophoresis was
performed using a Mini-PROTEAN Tetra cell system (Bio-Rad) and stacking and

resolving gels were 5% and 15% polyacrylamide, respectively.

2.7 Caenorhabditis elegans assays

2.7.1. C .elegans strains maintenance and treatments
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The strains used in this study were Bristol wild type (N2) and CL2166
[(PAF15) gst-4p::GFP::NLS], which were obtained from Caenorhabditis Genetics
Center (University of Minnesota).

Strains were maintained at 20°C in NGM (Nematode Growth Medium)
plates containing a lawn of Escherichia coli OP50. The animals that were
submitted to treatment with E1 were at the same larval stage and to obtain them
we synchronized adult worms. Gravid adult hermaphrodites were lysed by using
a bleaching solution (NaOH 1M, NaClO 1%) to break their cuticle and to release
the eggs. After approximately 12-14 hours, the eggs hatched, releasing the L1
larvae, which were used in the experiments.

For the treatments, the L1 population was submitted to acute or chronic
protocols of treatment with E1 at two concentrations: 2 mg/mL and 4 mg/mL. In
the acute treatment 1,500 worms were exposed to these concentrations during
30 minutes. After, these animals were washed three times with M9 to remove the
extract and then worms were transferred to plates with E. coli OP50 as food
source.

In the chronic exposure, 50 L1 worms were submitted to extract treatment
at different concentrations for 24 h in a 24-wells plate under orbital stirring. During
the first hour, the worms remained without food, after this period 5 pL of E. coli
OP50 was added as food source. After 24h treatment, the worms were

transferred to plates with NGM and E. coli OP50.

2.7.2 Survival assay
This assay was performed to evaluate the effects of extract in the worms

survival rate. After a recovery period of 48 h of both treatments (acute or chronic)
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we evaluated the number of alive worms N2 on the plates. This result was
expressed as percentage of control and the assay was conducted in duplicate.
Furthermore, this experiment has been repeated at least 3 times.
2.7.3 Body length

In order to evaluate worms development, after the 48h recovery period
animals were transferred to microscope slides (containing levamisole 1 mM) and
then images were acquired using an inverted microscope (MEDILUX MDL-INV-
1) connected to a digital camera (SAMSUNG ST64). The body length of 10
worms per group was measured using the ImageJ software. The experiments

were performed in triplicates. The results were expressed as % of control.

2.7.4 Brood size measurements

The nematodes were treated (acute or chronic) as described above and
were maintained on NGM/OP50 plates until they reached larval stage L4 (48h).
To evaluate brood size, one nematode from each treatment was transferred to a
new plate containing NGM medium, and the total number of progeny was counted
until the end of the reproductive period (Guo et al., 2009). The experiments were

performed in triplicates. The results were expressed as % of control.

2.7.5 GST-4 expression

The strain CL2166 [(pAF15) gst-4p::GFP::NLS] emits fluorescence when
the Glutathione S-transferase (GST) promoter is transcript. The intensity of green
fluorescence protein (GFP) is proportional to the expression of GST-4. After 48h
of treatments (acute and chronic) the fluorescence intensity was observed in an

epifluorescence microscope (Nikon Eclipse 50i) and measured using the ImageJ
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software. The experiments were performed in triplicates. The results were

expressed as % of control.

2.8 Statistical analysis

All experiments were performed using independent biological triplicates
and data were expressed as mean values + standard deviation. For
microbiological assays, statistical significance was analyzed using unpaired two-
tailed Student’s t tests (GraphPad Prism version 6.0). For toxicity analysis in C.
elegans was used One-Way ANOVA, as also Tukey's multiple comparison test.

A p value <0.05 was considered statistically significant.

2.9 Ethical aspects and funding source

The present study was approved by the research committee of the
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(COMPESQ/UFCSPA) under the number 028/2016 and was supported by the
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(MCTI/CNPQ/Universal 14/2014) and Fundacdo de Amparo a Pesquisa do

Estado do Rio Grande do Sul (PRONEM FAPERGS/CNPq 11/2014).

3. Results

After extraction process yields obtained were 9.4 % for E1 and 8.5% for
E2.
Antibiofilm and antimicrobial activities of E1 and E2 are showed in figures

1 and 2. Against P. aeruginosa strains both extracts did not show antibiofilm or
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antimicrobial activities. Contrary, these extracts were able to stimulate biofilm
formation and bacterial growth (figure 1). Concerning gram-positive strains, E1
and E2 showed significant biofilm inhibition without bacterial growth inhibition
(figure 2). E1 was the most effective extract in inhibiting biofilm formation in S.
aureus ATCC 6538 (65%) and E1 and E2 presented similar inhibition rates in S.
epidermidis ATCC 35984 (75% and 78%, respectively). None of the extracts was

able to eradicate preformed biofilm of the bacterial strains evaluated (data not
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Figure 1. Biofilm formation and bacterial growth after P. aeruginosa strains
exposure to E1 and E2. A p value < 0.05 was considered significant (* for biofilm
formation and # for bacterial growth in relation to the untreated control).

Since extracts did not present activities against P. aeruginosa strains and
both extracts presented a major activity against S. epidermidis biofilm, we chosen
this bacterium and E1 to conduct further assays. To corroborate the antimicrobial
tests and confirm that E1 did not inhibit bacterial growth, CFU counting was

performed in S. epidermidis showing that the antibiofilm effect is independent of

bacterial cellular death (figure 2).

wm Biofilm formation

S. epidermidis ATCC 35984 Bacteral grouth
120
14
100
12
=
—. 80 0 g
£ £
5 08 g
£ o £
5
] 06 =
2 &
= 40 S
=] # 0.4 g
i tas 00 A7 £0,05 * : -
20 — i . 0.2 -
#
] T T T { 0.0
N :
& & & &
e ® & »
K& o W h
e n ¥
& ¢
s
= Biofilm formation
S. aureus ATCC 6538 Bacterial growth
140 14
120 12
Z 100 . §
3 -
> 2
o
"'!E 80 8 §
2 * # =
60 06 B
é = = Q
2 * g
8 4 - 04 S
I 3
#
20 0.2
I
0 = 0.0
» & & &
& $ & &
8 @ W b
I o S >
‘35} < <
e



380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408

409

46

Figure 2. Biofilm formation and bacterial growth after S. aureus and S.
epidermidis strains exposure to E1 and E2. A p value < 0.05 was considered
significant (* for biofilm formation and # for bacterial growth in relation to the
untreated). Numbers above bars represent the CFU counting (log™).
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Figure 3. Biofilm formation and bacterial growth of S. epidermidis after different
periods of treatment with E1. A p value < 0.05 was considered significant (* for
biofilm formation and # for bacterial growth in relation to the untreated control).

The variable exposure time assay demonstrated that at 6 h period of
incubation an antibiofilm activity similar to the 24 h period was observed (figure
3). Based on this result all further microbiological assays were conducted with a
6 h period of incubation.

In order to evaluate the lower concentration of E1 that would show
antibiofilm activity a dose-response curve was performed. At a concentration of
4 mg/mL E1 was able to inhibit in 75% S. epidermidis biofilm while half
concentration (2 mg/mL) has shown a considerable but lower antibiofilm activity

of about 48% of inhibition (figure 4). Lower concentrations have not shown

antibiofilm activity.
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Figure 4. Dose-response curve of E1. A p value < 0.05 was considered significant
(* for biofilm formation and # for bacterial growth in relation to the untreated).

To determine if the extract had a reversible or irreversible effect in
preventing bacterial adhesion an additional assay was performed. S. epidermidis
was exposed to treatment with E1 during a 6 h period of incubation and then
treatment was removed through washing cycles and a new biofilm was formed
from free-treatment cells. In this assay it was observed that after a constant
exposure to the treatment, S. epidermidis did not adhere to the surface (72% of
biofilm inhibition) but once treatment is removed cells adhere again showing an
eqgual biofilm formation as the untreated control (figure 5).

Concerning E1 chemical characterization, the TLC suggested the
presence of amines/amino acids, steroids, saponins and terpenes. The content
of total proteins, total flavonoids, total phenolic and tannins is presented in table

1.
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Figure 5. Determination of extract effect on biofilm (recovery assay). A p value <
0.05 was considered significant (* for biofilm formation and # for bacterial growth
in relation to the untreated control).

Table 1. Chemical characterization of E1.

Class Total content
Total proteins 3.34 mg/mL
Total flavonoids 71.1 pg/mL
Total phenolics 141.45 pg/mL
Condensed tannins 1.22 pg/mL
Hydrolysable tannins Not detected
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As soybeans are known for a high protein content (Chen et al., 2012) and
chemical characterization has confirmed that its residues, like R1, also keep its
high protein level (table 1) we hypothesized that active compounds in E1 may
have a protein origin. To evaluate this possibility E1 was submitted to two types
of pretreatments to verify the effects on the activity previously observed (figure
6). The results showed that when E1 is pretreated with a digestive enzyme
(proteinase K), its antibiofilm activity decreases by about 30% and when it is
submitted to a heat treatment it is inactivated. So, these results suggest that E1

antibiofilm active molecules are of protein origin.

S. epidermidis ATCC 35894

®

Biofilm formation (%)

Figure 6. Antibiofilm assay using E1 heat and enzymatic pretreatments. E1 —
extract 1; ProK — active proteinase K; ProK| — inactive proteinase K; H20 — water;
Ei— boiled E1. A p value < 0.05 was considered significant (* for biofilm formation
in relation to the untreated control).

As suggested by the recovery assay, E1 can prevent S. epidermidis biofilm
through a physical effect. A cell surface hydrophobicity assay was performed in

order to evaluate if E1 could act in biofilm inhibition by modifying cells surface
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hydrophobicity. Results showed that after being exposed to E1 treatment, S.
epidermidis hydrophobicity has decreased in about 83% suggesting that E1 could
alter cells surface increasing its hydrophilic properties (figure 7). Since we used
a hydrophobic material (96 well polystyrene microtiter plates) as adhesion
surface, the increasing in hydrophilicity could hinder the adhesion of S.
epidermidis.

S. epidermidis ATCC 35984
40
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Figure 7. Effect of E1 on S. epidermidis cells surface hydrophobicity. A p value
< 0.05 was considered significant (* for hydrophobicity index in relation to the
untreated control).

Only two from forty fractions obtained by fractionation with CC and
denominated fractions 3 and 4 could have been used in microbiological assays,
due to its quantities (10.2 mg and 12.1 mg, respectively). In this assay none of
the fractions exhibit an antibiofilm activity similar to the extract (inhibition rates of

34.7% for fraction 3 and 32.9% for fraction 4) (figure 8).
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Figure 8. Antibiofilm assay using two semi purified fractions of E1 tested at 4
mg/mL concentration. A p value < 0.05 was considered significant (* for biofilm
formation and # for bacterial growth in relation to the untreated control).

As both semi purified fractions collected after size exclusion CC showed a
reduced antibiofilm activity, the extract was submitted to ultrafiltration process.
By this approach, six fractions with protein content of different molecular weight
ranges were obtained: < 10 kDa; > 10 kDa; < 30 kDa; > 30 kDa; < 50 kDa; and >
50 kDa. These fractions were tested against S. epidermidis biofilm formation
(figure 9) and it was observed that no fraction was able to inhibit the biofilm of
this bacterium. However, when the fractions were combined, returning to their
original composition (R10+F10, R30+F30 and R50+F50), the mixture recuperate
the antibiofilm activity similar to the extract not submitted to separation (figure

10).
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Figure 9. Antibiofilm assay using six semi purified fractions of E1 obtained
through ultrafiltration. Filtrates are identified as F10, F30 and F50 and non-
filtrates are identified as R10, R30 and R50. A p value < 0.05 was considered
significant (* for biofilm formation and # for bacterial growth in relation to the
untreated control).
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Figure 10. Antibiofilm assay using combined semi purified fractions of E1
obtained through ultrafiltration. Filtrates are identified as F10, F30 and F50 and
non-filtrate are identified as R10, R30 and R50. A p value < 0.05 was considered
significant (* for biofilm formation and # for bacterial growth in relation to the
untreated control).
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Based on the previous results which suggested that E1 submitted to
fractionation loses its antibiofilm activity, and also to evaluate the probable
molecular weight of the active compound, the extract was submitted to an
exhaustive ultrafiltration process. Briefly, the filtrates obtained were re-submitted
to a lower molecular weight cut-off membrane, resulting in fractions F50, F30 and
F10, respectively. The retained fractions were named R50, R30 and R10. All
fractions isolated or combined were tested against S. epidermidis biofilm. As seen
in results shown in figure 11, only the R50+F10 combination was able to inhibit
strongly biofilm formation. This data suggests that antibiofilm activity is
dependent of a synergism of different active compounds presenting molecular

weights > 50 kDa and < 10 kDa.
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Figure 11. Antibiofilm assay using combined and separated partially purified
fractions of E1 obtained through ultrafiltration. Filtrates are identified as F10, F30
and F50 and non-filtrate are identified as R10, R30 and R50. A p value < 0.05
was considered significant (* for biofilm formation and # for bacterial growth in
relation to the untreated control).

In order to investigate the protein profile of E1 and active fraction

R50+F10, samples were submitted to a 15% SDS-PAGE. Analysis of E1 using
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Coomassie Brilliant Blue revealed several protein bands, being the major bands

located below 17 kDa and above 52 kDa (figura 12).
MW E1

225 kDa
150 kDa
102 kDa
76 kDa |
“

-
=
"9

Figure 12. SDS-PAGE 15% stained with Coomassie Brilliant Blue showing

proteins present in E1. MW — molecular weight marker.

Using a silver nitrate stain for E1 and R50+F10 samples it was possible to
observe that major bands are located above 76 kDa for both samples, being the
most evident band presented in R50+F10 fraction at this molecular weight (figure

13). MW E1 R50+F10

150 kDa

102 kDa
76 kDa

31 kDa
24 kDa
17 kDa
12 kDa

Figure 13. SDS-page gel stained with silver nitrate showing proteins present in
E1l and R50+F10 fraction. MW — molecular weight marker.
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We have also quantified total protein content of E1 and fraction R50+F10
(table 2). The results demonstrated that a protein content present in the fraction
is 5 times lower when compared to the extract and was able to inhibit by about
79 % S. epidermidis biofilm.

Table 2. Total protein contents of E1 and R50+F10.

Total protein content

(mg/mL) Biofilm inhibition (%)
Extract 1 3.34 75
R50+F10 0.67 79

For the purpose to verify the safety of E1, we have exposed the nematode
C. elegans through two exposure protocols, acute and chronic. Our results
demonstrate that the acute exposure does not alter the worms survival (Figure
14A); however, the chronic treatment (4 mg/mL) with E1 decreased the survival
of the animals when compared to the control group (Figure 14B).

In relation to body length, the acute treatment did not alter the body length
of the worms (figure 15A); interestingly, the chronic treatment with E1 at two
concentrations evaluated, increased the body length of animals when compared

to control group (figure 15B).
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Figure 14. Survival assay. A) The acute exposure does not alter the survival of
worms B) The chronic exposure at 4 mg/mL decreased the animals survival. A p
value < 0.05 was considered significant (* in relation to the untreated control).



656

657
658
659
660
661
662
663
664

665
666
667
668
669

670

671

672

673

674

675

676

677
678
679
680

681
682
683
684
685
686
687

688
689
690
691
692

56

A) B)

150 4 200 -
Ez E = 150 *
E £ 100 ' :?: 2 ——
5 B 5 5 1004
B 50 B 2
T = o2 a0
= a

o : o :
Untreated  ZmgdmL AmgmL Untreated  2mgimL dmgiml

Figure 15. Body length. A) The acute exposure to extract E1 did not alter the
survival of the worms. B) The chronic exposition to extract E1 (2 and 4 mg/mL)
increased the body length of animals. A p value < 0.05 was considered significant
(* in relation to the untreated control).

Our results also demonstrated that both treatments (acute and chronic) did

not affect the reproductive profile of worms (figure 16A and B).
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Figure 16. Brood size. A) Number of progeny after acute treatment with E1. B)
Number of progeny after chronic exposition to E1.

GST expression is depicted in figure 17 and it was possible to observe an
increase in the fluorescence of chronically exposed worms at two tested

concentrations, thus indicating increase in GST-4 levels figure 17B). On the other

hand, worms acutely exposed to 2 mg/ml depicted higher fluorescence.
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Figure 17. Intensity of fluorescence of glutathione S-transferase (gst-4:GFP)
expression in strain CL2166. A) GST-4 gene expression was increased by E1
acute treatment at 2 mg/mL. B) The chronic exposition to worms at concentration
of 4 mg/mL increase the intensity of GST fluorescence. A p value < 0.05 was
considered significant (* in relation to the untreated control).

4. Discussion and conclusion

Soybeans and its derivate products are highly consumed worldwide and
their production chain is responsible for great part of agroindustrial waste
generated (Chen et al., 2012; Li et al., 2013; Ho et al., 2014). Some previous
studies have demonstrated that soybeans composition is rich in many bioactive
compounds such as isoflavones and peptides and that its byproducts also can
have similar compositions retaining most of the molecules of interest (Hong et al.,
2006; Boia et al., 2013; Ghahari et al., 2017; Freitas et al., 2018).

In this study we demonstrated that an aqueous extract obtained from
soybeans residue is effective in preventing S. epidermidis and S. aureus biofilm
formation without bacterial growth inhibition but it is not effective against a gram-
negative bacteria as P. aeruginosa. In relation to S. epidermidis, results based
on different periods of bacterial cells exposed to treatment with E1 showed that
the extract inhibits biofilm formation on its initial steps, therefore being not active
when tested against a preformed biofilm. Concerning E1 chemical composition,
proteins were the major components and the other three phytochemical classes
were found in lower quantities, what is according to previous studies that
analyzed soybeans residues (Tyug et al., 2010; Freitas et al., 2018).

The protein content of soybeans is about 35-40% of their dry weight, which
is composed of storage proteins, such as a-, B- and y conglycinins, glycine and

other globulins, with different physico-chemical properties. Of these, [-
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conglycinin (BCG, 7S-360 kDa) and glycinin (11S-150 kDa) are considered the
main storage proteins, making up to 80 to 90% of the total protein content of
soybeans and having all essential amino acids to human health (Zarkadas et al.,
2007; Xiao, 2008). BCG is composed of three subunits (a' — 76 kDa, a — 72 kDa
and B — 52 kDa) and glycinin has acid and basic subunits, and the variation of its
subunit composition is related to differences in its functional properties (Wolf,
1970; Kilara & Harwalker, 1996 , Sitohy et al., 2012). The bioactive properties of
these proteins are mainly related to their peptides, inactive when part of the
original molecule and active when submitted to fermentation, food processing
and enzymatic processes (Singh et al., 2014). In a study by Sitohy et al. (2011),
BCG, glycinin and one of its basic subunits (50 to 65 kDa) were isolated from
soybeans and evaluated for their antimicrobial properties. The three fractions
showed activity against pathogenic bacteria and food contaminants (Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis and Salmonella enteritidis) in the following
order: basic subunit> glycinin> BCG, indicating higher activity of the isolated
subunit from the original molecule. These results could indicate that subunits with
lower molecular weight may be responsible for the antimicrobial activity when
compared to the whole protein molecule.

Since E1 demonstrated a high protein content and diverse studies mention
soybeans as a natural source of active peptides with antimicrobial activities
(Agyei, 2015; Liu et al., 2016; Xiang et al., 2017; Freitas et al, 2018) we submitted
El to treatments that would degrade proteins and decrease or extinguish its
antibiofilm activity. After the treatments, E1 showed lower antibiofilm activity
suggesting that the active compound is sensible to high temperatures and

partially affected by enzymatic digestion. When submitted to an ultrafiltration
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process E1 was separated in portions containing molecules of different sizes that
showed no antibiofilm activity when tested separately but only when combined,
suggesting that E1 could have a synergistic mode of action. In order to determine
the size of active compounds we separated and combined these different portions
and results indicated that antibiofilm activity is restored when molecules > 50 kDa
and <10 kDa are combined.

A previous study (Soares et al., 2013) that has evaluated the antimicrobial
activity of a crude aqueous extract obtained from soymeal, demonstrated the
presence of several molecules with low molecular weights (from 5 to 14 kDa) in
the active fractions obtained after molecular weight-based fractioning. According
to Farrokhi and colleagues (2008), most peptides presenting antimicrobial
activities are sourced from major protein precursors that sometimes only become
active after proteolysis processes. Most of known soybeans active molecules with
antimicrobial activity are large proteins and have a bactericidal effect. Our SDS-
PAGE results have confirmed the presence of molecules with molecular weights
higher than 50 kDa, actually higher than 76 kDa, and lower than 17 kDa,
indicating that the interaction between small and large molecules may be
important for the biological activity since only the F10 junction with R50 was active
against the S. epidermidis biofilm. The R50+F10 fraction has presented very
similar major bands to E1, with some bands appearing more concentrated in the
fraction when compared to the extract (76 kDa, 17 kDa and 12 kDa) indicating
that these proteins may be involved with the bioactivity of the sample. Also, after
ultracentrifugation processes, active molecules were concentrated and fraction
R50+F10 with a lower quantity of proteins than E1 has shown a higher

percentage of biofilm inhibition.
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Most part of molecules related to proteins that have antimicrobial activity
act by interacting with bacterial cell membranes and its components (Brogden,
2005). Our results show that E1 alters S. epidermidis cells hydrophobicity and
they become more hydrophilic showing less adhering properties in early biofilm
formation steps. The recovery assay results suggest that E1 has a reversible
effect on S. epidermidis cells and only is effective when in continuous contact.
This reversible effect may be due to a physical effect caused by bounds among
cell wall and active compounds that form a protective layer on bacterial surface
since it is known that protein molecules can be adsorbed in cells surfaces
(Brogden, 2005). Further assays such as scanning electron microscopy will be
realized in order to visualize bacterial cells when in contact with E1.

In a study conducted by Ponnusha and colleagues (2011), antioxidant and
antimicrobial properties of soybeans were evaluated and regarding to their
chemical composition and biological activities, isoflavones were the most active
compounds responsible for their actions against gram-positive and gram-
negative bacteria with high antioxidant activity. Wang et al. (2017) also evaluated
antioxidant and antimicrobial activities of soybeans, and they found similar results
to Ponnusha et al. (2011). In this context, besides molecules with protein origin
other compounds presented in soybeans composition could contribute to the
results found in this study since flavonoids content was also similar to found in
these studies that analyzed whole soybeans.

The nematode Caenorhabditis elegans has been used as a valuable tool
in toxicology due to the high level (60—80%) of genetic homology with humans
(Kaletta and Hengartner, 2006). Beyond that, C. elegans is a highly attractive

model for assessing toxicity, because this nematode offers a wide variety of
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ecologically and toxicologically relevant endpoints, such as mortality, growth, and
reproduction (Tejeda-Benitez and Olivero-Verbel, 2016). Indeed, C. elegans has
been used to evaluate residual toxicity during conventional and advanced
wastewater treatment (Abbas et al., 2018, Han et al., 2018, Tejeda-Benitez et al.,
2018).

Our results demonstrated that the acute treatment with the E1 extract did
not cause toxicological effects in C. elegans. However, in relation to chronic
exposure, the treatment with the highest concentration (4 mg/mL) decreased the
survival of the worms. This finding suggests that a longer time of exposure to the
E1l extract may cause toxic effects when compared to shorter treatment
exposure. Furthermore, the chronic treatment also increased the length of worms
at concentrations tested, which may be suggesting that extract E1 stimulates the
worm’s development, without affecting the reproductive profile, despite the visible
tendency.

A possible explanation for this increase is that chronic exposure to the
extract stimulated the worm development, or perhaps even accelerating aging.
Some studies show the relation between alterations in the energetic metabolism
can be influenced by nutritional factors in which the activating pathways are
associated with longevity and cellular metabolism, as TOR and insulin (MacNeil
et al., 2013). In this context, it has been demonstrated that alterations in nutrition
state could have some toxic effect in nematodes (MacNeil et al., 2013). For
example, the supplementation of vitamin B12 can regulate gene expression,
accelerate development, and affect worms fertility (Watson et al., 2014).
Furthermore, accelerating C. elegans development could be a toxic response and

may result in a reduction of their lifespan (Ludewig et al., 2017). In addition, this
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accelerated development induced by extract E1 could be associated with the
decreased of survival of worms, as a response to some toxic effect of this extract.

Overall, the worms from the chronic exposure were smaller than those
from the acute treatment. That is caused by the longer maintenance in liquid
media treatment (30 minutes vs 24h) that is known by delaying development
(Szewczyk et al., 2006).Therefore, the chronic exposure to E1 extract which is
rich mainly in proteins may have enriched the medium and accelerated worms
development in relation to untreated worms.

In addition, our results also demonstrated an increase in the expression of
GST-4, which indicates a major stress resistance in the worms treated with
extract E1. One possible explanation to these results is the antioxidant property
already attributed to soybean, which could be associate with the increase of
antioxidants enzymes. In agreement with our results, it has been demonstrated
in C. elegans that isolated peptides from soybean protected against the oxidative
stress, trough extending worms life expectancy and reducing the reactive oxygen
species (ROS) production (Ma et al., 2016). This may be caused because when
the hydrolysis of proteins occur, molecules with bioactivity could be released,
which are capable of increasing the activity of antioxidants enzymes, as the
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase (Lee, 2006).

Another possible explanation it that the extract has a hormetic effect in
worms, promoting a holistic and integrated adaptive cellular response which
protect cells against severe stress. This occurs because the consecutive
deterioration of protein homeostasis and stress resistance accelerates the protein
unfolding at subcellular level, which causes rapid aging progress (Gems and

Partridge, 2008, Rattan, 2008). As consequence the activation of these genes
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responsible for protein homeostasis and stress resistance through internal or
external factors such as hormetic drugs have been evidenced (Gems and
Partridge, 2008, Rattan, 2008). In agreement, several studies demonstrated the
hormetic action of different compounds, extending the healthy lifespan of worms
via Heat shock factor-1(HSF-1), DAF-16/FOX03, SKN-1/Nrf2 signaling pathways
and increased expression of antioxidants enzymes (Rainey et al., 2015, Zhang
et al., 2017, Govindan et al., 2018).

The reuse of agroindustrial waste has become of great interest and due to
the great amount of soybeans residues produced worldwide they can be
considered a source for obtention of natural compounds of biotechnological
interest (Vandamme, 2009; Mussato et al., 2012, Lemes et al., 2016). Also, new
alternatives to reuse soybeans residues may be presented as an important factor
that would decrease its potential harmful aspect. Microbial biofilms are a major
challenge in many sectors mainly in clinical and industrial environments. New
strategies to prevent and/or combat biofilms are needed and incorporation of
molecules and compounds to surfaces materials has risen in interest as an
alternative (Artini et al., 2017). The extract evaluated in this study has showed
important antibiofilm activity against S. epidermidis and S. aureus in vitro and low
toxicity in vivo, which can be managed by the concentration used. The
compounds with biological activity appear to be of protein origin and act
synergistically via physical effect. Further assays concerning its active
compounds and path of action will be performed in order to suggest its possible

applications.
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4. DISCUSSAO

A soja e seus derivados sao altamente consumidos no mundo e
sua cadeia produtiva € responsavel por grande parte dos residuos
agroindustriais gerados (Chen et al., 2012; Li et al., 2013; Ho et al., 2014). Alguns
estudos anteriores demonstraram que a soja € rica em muitos compostos
bioativos, como isoflavonas e peptideos, e que seus subprodutos também
podem ter composi¢cfes similares, mantendo a maioria das moléculas de
interesse (HONG et al., 2006; BOIA et al., 2013; GHAHARI et al., 2017; FREITAS
et al., 2018).

Neste estudo demonstramos que um extrato aquoso obtido a partir do
residuo de soja € eficaz na prevencao da formacéao de biofilme de S. epidermidis
e S. aureus sem inibicdo do crescimento bacteriano, mas nao € efetivo contra
bactérias gram-negativas como P. aeruginosa. Bactérias gram-negativas de
forma geral sdo mais resistentes a antimicrobianos devido a sua estrutura
celular, a qual conta com a presenca de membrana externa, ausente nas
bactérias gram-positivas. Em relacdo a moléculas obtidas a partir de um residuo
de soja, a torta de soja, Villalobos et al. (2016) demonstraram que bactérias
gram-positivas sdo mais sensiveis a a¢do antimicrobiana destes compostos do
gue bactérias gram-negativas, reforcando que a acao destes compostos pode
ser relacionada as diferencas entre os tipos celulares. Assim, um ponto
importante a ser observado é que E1 apresenta atividade antibiofilme sem
apresentar atividade antimicrobiana, agindo portanto, diretamente em um dos
principais fatores de viruléncia de duas espécies estafilococicas responsaveis
por infeccdes crénicas, principalmente relacionadas a formacéo de biofilme.

Em relacéo a S. epidermidis, resultados baseados em diferentes periodos
de exposicao das ceélulas bacterianas ao tratamento com E1, mostraram que o
extrato inibe a formacgdo de biofilme nas suas etapas iniciais, ndo sendo,
portanto, ativo quando testado contra um biofilme pré-formado. A erradicacdo de
um biofilme apresenta-se como um desafio, visto que devido a sua estruturacéo
e presenca de matriz exopolimérica, compostos ndo conseguem acessar as

camadas mais profundas da estrutura, ndo havendo portanto, eliminacao
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completa das células viaveis (FLEMMING et al., 2016). Neste caso, a
combinacdo de métodos fisicos e quimicos de controle microbiano pode se
apresentar como uma alternativa.

Quanto & composi¢ao quimica de E1, as proteinas foram os componentes
majoritarios e as outras trés classes fitoquimicas avaliadas foram encontradas
em menor quantidade, o que esta de acordo com estudos anteriores que
analisaram residuos de soja através de extracdo aquosa (TYUG et al., 2010;
FREITAS et al., 2018).

O teor de proteinas na soja é de cerca de 35-40% do seu peso seco,
composto por proteinas armazenadoras, tais como conglicininas a, e vy, glicina
e outras globulinas, com diferentes propriedades fisico-quimicas. Destes, [3-
conglicinina (BCG, 7S-360 kDa) e glicinina (11S-150 kDa) sao consideradas as
principais proteinas de armazenamento, perfazendo até 80 a 90% do teor total
de proteina da soja e tendo todos 0os aminoacidos essenciais para saude humana
(ZARKADAS et al., 2007; XIAO, 2008). BCG é composta de trés subunidades (a
', a e B) e a glicinina possui subunidades acidas e basicas, e a variagao de sua
composicdo subunitéria esta relacionada a diferencas em suas propriedades
funcionais (WOLF, 1970; KILARA & HARWALKER, 1996, SITOHY et al., 2012).
As propriedades bioativas dessas proteinas estao relacionadas principalmente a
seus peptideos, inativos quando parte da molécula original, e ativos quando
submetidos a fermentacdo, processamento de alimentos e processos
enzimaticos (SINGH et al., 2014). Em um estudo de Sitohy et al. (2011), BCG,
glicinina e uma de suas subunidades béasicas foram isoladas da soja e avaliadas
quanto as suas propriedades antimicrobianas. As trés fracdes apresentaram
atividade contra bactérias patogénicas e contaminantes alimentares (Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis e Salmonella enteritidis) na seguinte ordem:
subunidade basica> glicinina> BCG, indicando maior atividade da subunidade
isolada da molécula original. Esses resultados podem indicar que subunidades
de menor massa molecular podem ser responsaveis pela atividade
antimicrobiana quando comparadas a molécula de proteina total.

Devido ao fato de que E1 demonstrou alto teor proteico e diversos estudos
mencionam a soja como fonte natural de peptideos ativos com atividades
antimicrobianas (AGYEI, 2015; LIU et al., 2016; XIANG et al., 2017; FREITAS et
al, 2018) submetemos E1 a tratamentos que degradariam proteinas e
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diminuiriam ou extinguiriam sua atividade antibiofilme se esta fosse de origem
proteica. ApOs os tratamentos, E1 mostrou menor atividade antibiofilme
sugerindo que o composto ativo é sensivel a altas temperaturas e parcialmente
afetado pela digestdo enzimética. Quando submetido a um processo de
ultrafiltracdo E1 foi separado em fra¢cdes contendo moléculas de tamanhos
diferentes que ndo mostraram atividade antibiofiime quando testadas
separadamente, mas apenas quando combinadas, sugerindo que E1 poderia ter
um modo de acgdo sinérgico, como j& sugerido por Freitas et al. (2018) para
moléculas antimicrobianas isoladas de soja. A fim de determinar a massa
molecular dos compostos ativos, separamos e combinamos essas diferentes
fracbes e os resultados indicaram que a atividade antibiofilme é restaurada
quando moléculas >50 kDa e < 10 kDa sdo combinadas.

Um estudo anterior (SOARES et al., 2013) que avaliou a atividade
antimicrobiana de um extrato aquoso bruto obtido da torta de soja, demonstrou
a presenca de varias moléculas com baixa massa molecular (de 5 a 14 kDa) nas
fracOes ativas obtidas apds ensaios de fracionamento. De acordo com Farrokhi
e colaboradores (2008), a maioria dos peptideos que apresentam atividade
antimicrobiana é proveniente de precursores proteicos maiores que as vezes so
se tornam ativos apds processos de protedlise. A maioria das moléculas ativas
de soja com conhecidas atividades antimicrobianas sao proteinas grandes e tém
um efeito bactericida, visto que a maior parte das moléculas de origem proteica
exerce este efeito através da formacdo de poros nas membranas celulares
(BROGDEN, 2005). Nossos resultados de SDS-PAGE confirmaram a presenca
de moléculas com massas moleculares superiores a 50 kDa e inferiores a 17
kDa, sugerindo que a interagdo entre moléculas de diferentes tamanhos pode
ser importante para a atividade antibiofiime sem levar a morte celular. A
formacdo de complexos entre proteinas de diferentes tamanhos ou até mesmo
ligacdes em sitios tamanho-especificos podem ser alternativas para explicar este
efeito.

Grande parte das moléculas relacionadas as proteinas que possuem
atividade antimicrobiana agem interagindo com as membranas celulares
bacterianas e seus componentes (BROGDEN, 2005; PASUPULETI et al., 2012).
Nossos resultados mostraram que E1 altera a hidrofobicidade das células de S.

epidermidis tornando-as mais hidrofilicas, apresentando propriedades menos
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aderentes nas etapas iniciais de formagcdo de biofilme na superficie abiotica
avaliada. Geralmente, peptideos com atividade antimicrobiana possuem alta
carga positiva e sendo as células bacterianas negativamente carregadas,
ocorrem interacdes eletroestéticas que favorecem a ligagédo peptideo-membrana
(XIANG et al., 2017). Os resultados do ensaio de recuperagéo sugerem que E1
tem um efeito reversivel nas células de S. epidermidis e s6 é eficaz quando em
contato continuo com as mesmas. Este efeito reversivel e fisico pode ser devido
a ligacdes entre a parede celular e compostos ativos que formam uma camada
protetora na superficie bacteriana, uma vez que é sabido que moléculas
proteicas podem ser adsorvidas na superficie das células (BROGDEN, 2005).
Tais resultados sugerem gque E1 é efetivo em prevenir a formacao de um biofilme
ao ser adsorvido na superficie celular, porém perde sua acdo em um biofilme
pré-formado possivelmente pela falta de acesso aos possiveis sitios de ligacéo.
Outros ensaios, como microscopia eletrénica de varredura, serdo realizados
para visualizar células bacterianas quando em contato com EL1.

Em um estudo realizado por Ponnusha e colaboradores (2011), as
propriedades antioxidantes e antimicrobianas da soja foram avaliadas. Quanto a
sua composicdo quimica e atividades biolégicas, as isoflavonas foram os
compostos mais ativos responsaveis por suas acdes contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas e importante atividade antioxidante. Wang et al.
(2017) também avaliaram atividades antioxidantes e antimicrobianas da soja, e
encontraram resultados semelhantes aos de Ponnusha et al. (2011). Nesse
contexto, além de moléculas com origem proteica, outros compostos presentes
na composicao da soja poderiam contribuir para os resultados encontrados neste
estudo, uma vez que o teor de flavonoides também foi semelhante ao encontrado
em estudos prévios que analisaram graos de soja propriamente ditos.

Os estudos avaliando atividade antibiofilme e residuos agroindustriais sao
ainda escassos. Recentemente, Rochelle et al. (2016) avaliaram o potencial
antibiofilme de 14 extratos de residuos da agroindudstria incluindo Theobroma
cacao (cacau), Coffea arabica (café), Psidium guajava (goiaba), Citrus sinensis
(laranja), Malus domestica (maca), geopropolis, Punica granatum (romd) e
Solanum lycopersicum (tomate). Os autores encontraram promissora atividade

antibiofilme de extratos obtidos dos residuos de geopropolis e roma. Diferente
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dos achados do nosso estudo, a atividade de inibicao dos biofilmes foi decorrente
da inibicdo do crescimento microbiano (ROCHELLE et al., 2016).

O nematoide Caenorhabditis elegans tem sido usado como uma
ferramenta valiosa em toxicologia devido ao alto nivel (60-80%) de homologia
genética com humanos (KALETTA & HENGARTNER, 2006). Além disso, C.
elegans é um modelo altamente atrativo para avaliar a toxicidade, porque esse
nematoide oferece uma ampla variedade de parametros ecoldgicos e
toxicologicamente relevantes, como mortalidade, crescimento e reproducao
(Tejeda-Benitez e Olivero-Verbel, 2016). C. elegans tem sido usado para avaliar
a toxicidade residual durante o tratamento convencional e avancado de aguas
residudrias (ABBAS et al., 2018, HAN et al., 2018, TEJEDA-BENITEZ et al.,
2018).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento agudo com E1 nao
causou efeitos toxicologicos em C. elegans. Porém, em relacdo a exposicéo
cronica, o tratamento com maior concentracdo (4 mg/mL) diminuiu a sobrevida
dos vermes. Esse achado sugere que um tempo maior de exposicéo a E1 pode
causar efeitos téxicos quando comparado a uma menor exposicdo ao
tratamento. Além disso, o tratamento crénico também aumentou o tamanho
corporal dos vermes nas concentracdes testadas, o que pode estar sugerindo
que E1 estimula o desenvolvimento do verme, sem afetar o perfil reprodutivo,
apesar da tendéncia visivel.

Uma possivel explicacdo para esse aumento € gue a exposi¢ao crénica
ao extrato estimulou o desenvolvimento dos vermes, ou talvez esteja até
acelerando o envelhecimento. Alguns estudos mostram que a relagdo entre
alteracdes no metabolismo energético pode ser influenciada por fatores
nutricionais nos quais as vias ativadoras estdo associadas a longevidade e
metabolismo celular, como TOR e insulina (MACNEIL et al.,, 2013). Neste
contexto, foi demonstrado que alteragdes no estado nutricional podem ter algum
efeito toxico em nematoides (MACNEIL et al., 2013). Por exemplo, a
suplementacdo de vitamina B12 pode regular a expressdo génica, acelerar o
desenvolvimento e afetar a fertilidade dos vermes (WATSON et al., 2014). Além
disso, acelerar o desenvolvimento de C. elegans pode ser uma resposta toxica
e pode resultar em uma reducéo de sua vida util (LUDEWIG et al., 2017). Além

disso, esse desenvolvimento acelerado induzido pelo extrato E1 poderia estar
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associado a diminuicdo da sobrevivéncia de vermes, como resposta a algum
efeito toxico desse extrato.

No geral, os vermes da exposicdo crénica foram menores que os do
tratamento agudo. Isso é causado pela manuten¢cdo mais longa no tratamento
com meio liquido (30 minutos versus 24 horas) que é conhecido por retardar o
desenvolvimento (SZEWCZYK et al., 2006). Portanto, a exposicéo crénica a E1,
que é rico principalmente em proteinas, pode ter enriquecido o meio e acelerado
o desenvolvimento dos vermes em relagédo aos néo tratados.

Além disso, nossos resultados também demonstraram um aumento na
expressao de GST-4, que indica uma grande resisténcia ao estresse nos vermes
tratados com E1. Uma possivel explicacdo para esses resultados é a
propriedade antioxidante ja atribuida a soja, que poderia estar associada ao
aumento de enzimas antioxidantes. De acordo com nossos resultados, ja foi
demonstrado em C. elegans que peptideos isolados de soja protegem contra o
estresse oxidativo, através da extensdo da expectativa de vida dos vermes e
reduzindo a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MA et al., 2016).
Isso pode ser causado porque, quando ocorre a hidrélise de proteinas, moléculas
com bioatividade podem ser liberadas, capazes de aumentar a atividade de
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, a catalase e a glutationa
peroxidase (LEE, 2006).

Outra possivel explicacdo é que o extrato tem um efeito hormético em
vermes, promovendo uma resposta celular adaptativa, holistica e integrada, que
protege as células contra o estresse severo. Isso ocorre porque a deterioracao
consecutiva da homeostase protéica e resisténcia ao estresse acelera a proteina
se desdobrando no nivel subcelular, o que causa um rapido progresso do
envelhecimento (GEMS & PARTRIDGE, 2008; RATTAN, 2008). Como
consequéncia, a ativacdo desses genes responsaveis pela homeostase proteica
e resisténcia ao estresse por meio de fatores internos ou externos, como drogas
hormonais, tem sido evidenciada (GEMS & PARTRIDGE, 2008; RATTAN, 2008).
De acordo, varios estudos demonstraram a acdo hormética de diferentes
compostos, estendendo o tempo de vida saudavel de vermes via vias de
sinalizacdo de choque térmico fator 1 (HSF-1), DAF-16 / FOXO3, SKN-1/ Nrf2 e
aumento da expressao de enzimas antioxidantes (RAINEY et al., 2015; ZHANG
et al.,, 2017; GOVINDAN et al., 2018).
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A reutilizacdo de residuos agroindustriais tem se tornado de grande
interesse e devido a grande quantidade de residuos de soja produzidos
mundialmente, pode ser considerada uma fonte de obtencdo de compostos
naturais de interesse biotecnolégico (VANDAMME, 2009; MUSSATO et al.,
2012, LEMES et al., 2016). Além disso, novas alternativas de reutilizacdo de
residuos de soja podem ser apresentadas como um fator importante que
diminuiria seu potencial aspecto prejudicial. Os biofilmes microbianos sdo um
grande desafio em muitos setores, principalmente em ambientes clinicos e
industriais. Novas estratégias para prevenir e/ou combater biofilmes sé&o
necessarias e a incorporacdo de moléculas e compostos a materiais de
superficies tem se mostrado como uma alternativa (ARTINI et al., 2017). O
extrato avaliado neste estudo apresentou atividade antibiofilme in vitro
demonstrando sua potencialidade como fonte de obtencdo de moléculas com

interesse biotecnoldgico.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados neste estudo, podemos concluir :

(@) Extratos aquosos obtidos a partir de residuos agroindustriais de soja
possuem importante atividade antibiofilme contra biofilmes estafilocécicos (S.
epidermidis e S. aureus);

(b) Proteinas parecem ser os componentes majoritarios de E1, mas outros
compostos incluindo flavonoides, fendlicos e taninos condensados estao
também presentes no extrato;

(b)  As moléculas biologicamente ativas presentes em E1 podem ser de
origem proteica;

(c) E1l demonstra atividade antibiofilme nos estagios iniciais da adesao
bacteriana e age de forma dose-dependente;

(d)  E1 diminui a hidrofobicidade celular bacteriana e pode inibir a formacao
de biofilmes de S. epidermidis através de um efeito fisico;

(e) A combinacdo de duas fracGes obtidas por ultracentrifugacdo com
moléculas de massas moleculares <10 kDa e superiores a 50 kDa, inibiu
fortemente o biofilme de S. epidermidis sugerindo que a atividade € dependente
de um sinergismo de moléculas presentes em E1.

) Tratamento agudo com E1 néo causa efeitos toxicos em C. elegans, mas
a exposicdo cronica a este extrato, levou a um decréscimo na taxa de

sobrevivéncia dos vermes .
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