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RESUMO 

 

MARCELA DIOGO DE SOUZA  

 

INVESTIGAÇÃO DA PRESENÇA DE POSSÍVEIS AMILOIDES BACTERIANOS 

PRESENTE NA FORMAÇÃO DO BIOFILME DE Bacteroides fragilis 

Orientador: Leandro Araujo Lobo 

Coorientadora: Scarlathe Bezerra da Costa 

 

A microbiota é adquirida no nascimento onde ocorre a colonização do indivíduo por 

bactérias que, em sua maioria, são benéficas para o desenvolvimento do recém-nascido. A 

microbiota intestinal, por exemplo, é composta por uma gama de espécies de microrganismos 

e desempenha, coletivamente, diferentes funções no hospedeiro. Estudos de metabolômica 

revelaram que metabólitos bacterianos produzidos no intestino, tais como substâncias 

neurotransmissoras, LPS e amiloides podem influenciar no funcionamento do sistema nervoso 

central através da resposta imunológica, sinalização direta pelo nervo vago ou atravessando 

diretamente a barreira hemato-encefálica. A partir dessa constatação, surgiu o termo ―eixo 

cérebro-intestino-microbiota‖, no qual desequilíbrios nessa microbiota bem como a presença 

de neurotoxinas inflamatórias no lúmen intestinal passaram a ser observados nas doenças 

neurodegenerativas. Na literatura muito se tem descrito sobre os amiloides bacterianos 

presentes na formação de biofilme das enterobactérias, principalmente em Escherichia coli. 

No entanto, outras bactérias como os Bacteroides sp.também podem apresentar essa proteína, 

mas pouco se sabe sobre os amiloides produzidos por esse gênero na nossa microbiota 

intestinal. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é determinar a presença e caracterizar 

potenciais amiloides bacterianos presente na formação do biofilme de cepas da espécie 

Bacteroides fragilis isoladas tanto da microbiota saudável como de bacteremias.  Para tanto, 

foi realizada a indução da formação de biofilme por essa bactéria com intuito de investigar a 

composição dessa estrutura. Observou-se que a adição de proteinase K diminuiu 

significativamente a produção do biofilme, indicando que provavelmente esse biofilme é 

composto por proteínas. Além disso, quando a formação de biofilme foi induzida em placas 

de BHI suplementadas com sacarose 20% contendo o corante vermelho congo, observou-se a 

presença de amiloides a partir do aparecimento de uma coloração enegrecida. Todas as cepas 

investigadas no estudo apresentaram cápsula, de acordo com a coloração de nanquim 

contrastada com fucsina. A partir das análises de bioinformática pode-se observar que o B. 

fragilis possivelmente apresentam proteínas que são potenciais amiloides. Com esses 

resultados pode-se presumir que a bactéria estudada no presente estudo eventualmente 

apresenta amiloide na formação do biofilme quando relacionada à patologia.  

 

Palavras chave: Bacteroides fragilis, amiloides bacterianos, microbiota intestinal. 
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ABSTRACT 

MARCELA DIOGO DE SOUZA  

 

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF POSSIBLE BACTERIAL AMYLOIDS 

PRESENT IN THE BIOFILME OF FORMATION OF BACTEROIDES FRAGILIS 

 

Orientador: Leandro Araujo Lobo 

Coorientadora: Scarlathe Bezerra da Costa 

 

The microbiota is acquired at birth where the colonization of the individual 

occurs by bacteria that, for the most part, are beneficial to the development of the 

newborn. The intestinal microbiota, for instance, is composed by a range of 

microorganismsspecies and collectively plays different roles in the 

host.Metabolomics studies have revealed that bacterial metabolites produced in the 

gut, such as neurotransmitter substances, LPS and amyloids can influence central 

nervous system functioning through immune response, direct signaling by the vagus 

nerve or directly crossing the blood-brain barrier. From this finding, the term "brain-

intestine-microbiota axis" appeared, in which imbalances in this microbiota as well 

as the presence of inflammatory neurotoxins in the intestinal lumen began to be 

observed in neurodegenerative diseases. In the literature, much has been described 

regarding the bacterial amyloids present in the biofilm formation of enterobacteria, 

especially Escherichia coli. However, other bacteria such as Bacteroides sp. may 

also present this protein, but little is known about the amyloid produced by this genus 

so abundant in our intestinal microbiota. Therefore, the aim of this work was to 

determine the presence and characteristics of potential bacterial amyloids present in 

biofilm formation of Bacteroidesfragilis strains isolated from healthy microbiota and 

bacteremias. For this, the induction of biofilm formation by this bacterium was 

carried out in order to investigate the composition of this structure. It was observed 

that the addition of proteinase K significantly decreased biofilm production, 

indicating that this biofilm is probably composed of proteins. In addition, when 

biofilm formation was induced on BHI plates supplemented with 20% sucrose 

containing the Congo red dye, the presence of amyloid was observed from the 

appearance of a blackish color. All the strains investigated in the study presented 

capsule. From the analysis of bioinformatics it can be observed that B. fragilis 

possibly present proteins that are potential amyloids. With these results it can be 

presumed that the bacterium studied eventually presents amyloid in the formation of 

the biofilm when related to the pathology. 

 

Keywords: Bacteroides fragilis, bacterial amyloids, intestinal microbiota. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Microbiota Intestinal 

A microbiota residente no corpo humano é adquirida no nascimento a partir 

da colonização de bactérias que, em sua maioria, são benéficas para o 

desenvolvimento do recém-nascido. Essa microbiota é transmitida da mãe para o 

filho durante o nascimento, e o tipo de parto pode ter um grande efeito sobre a 

composição desta comunidade bacteriana. Por exemplo, em caso de parto normal, 

bactérias provenientes do canal vaginal da mãe colonizam o bebê e são 

predominantes no início da vida. Quando ocorre à cesárea, os bebês são 

colonizados por bactérias provenientes das mãos dos médicos e do ambiente 

hospitalar, que passam a compor a microbiota em uma proporção acima do 

esperado. Diversos outros fatores podem afetar a composição da microbiota no 

início da vida como aleitamento, genética, uso de antimicrobianos entre outros. 

(Stinson et al., 2017). 

Alguns estudos recentes sugerem que o útero possui uma microbiota 

própria. (Verstraelen et al., 2016). Dessa forma, acredita-se que microrganismos 

maternos podem colonizar diferentes compartimentos embrionários, mesmo em 

um desenvolvimento uterino normal, sendo encontrados na placenta (Zhenget al., 

2015) e no líquido amniótico (Rautava et al., 2012). Além disso, foi evidenciada a 

presença de microrganismos no mecônio (Gosalbes et al., 2013). Sendo assim, 

alguns autores sugerem que a primeira colonização pela microbiota começaria no 

útero, mas estudos complementares ainda são necessários para comprovar essa 

afirmação. 

O estabelecimento da microbiota do trato gastrointestinal do recém-nascido 

é influenciado com a passagem do bebê pelo canal vaginal, predominando o 

gênero Lactobacillus sp. (Dominguez-Bello et al., 2010). Novas pesquisas indicam 

que a presença de Bifidobacterium sp, habitando o intestino dos neonatos, é 

proveniente da microbiota intestinal de suas mães. A colonização inicial por essa 

bactéria tem um papel importante para o desenvolvimento da microbiota intestinal 

do recém-nascido, visto que o protege contra agentes patogênicos, contribui para 

ativação do sistema imune da mucosa e, consequentemente, protege contra futuras 

doenças (Makino et al.,2011; Makino et al., 2013). 

Todavia, quando o recém-nascido não tem esse primeiro contato com a 

mãe, fica propenso a colonização por bactérias da pele da progenitora ou da equipe 

do hospital, sendo Staphylococcus e Corynebacterimos gêneros mais 
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predominantes (Toscano et al., 2017). O estabelecimento dessas bactérias no 

intestino aumentaria a suscetibilidade a patógenos como o Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA) (Watson et al., 2006). Outros estudos sugerem que 

o bebê nascido de cesárea tem maior probabilidade de desenvolver alergias e 

asmas (Bager et al., 2008). 

 

 
1.2 Composição da Microbiota Intestinal Adulta 

O tubo digestivo é formado por células epiteliais colunares altamente 

vascularizadas e inervadas, com cerca de nove metros. Ele é dividido em 

estômago, intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo) e intestino grosso (ceco, 

cólon, reto e ânus). Cada região é habitada por uma microbiota diferente. O local 

com maior abundância microbiana é o intestino grosso, especificamente o cólon. 

(Zhao et al., 20017). A microbiota intestinal do cólon é composta por microrganis

mos simbiônticos. Sua maior população é de bactérias anaeróbias, mas esse nicho 

também é povoado por vírus, fungos e arqueas (HumanMicrobiome Project 

Consortium, 2012). Estima-se que o intestino seja habitado por centenas de 

espécies, a maioria distribuídas em sete diferentes filos. Os filos mais 

predominantes em termos de abundância são osFirmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Proteobacteria  e Verrucomicrobia (Zhaoet al., 2017). 

Estudos de metagenômica apontam que na microbiota intestinal pode haver 

milhões de genes bacterianos, cerca de cem a mil vezes mais que o genoma 

humano. No entanto, muitos desses genes estão desempenham funções 

redundantes. A hipótese de que este ecossistema possui uma comunidade de 

colonizadores centrais permanentes tem sido estudada nos últimos anos. Ao longo 

da vida adulta ocorrem alterações ambientais na microbiota afetando 

principalmente a abundância, mas não a presença de espécies microbianas 

específicas (Sai Manasa et al.,2015). 

 
 

1.3 Importantes funções da microbiota intestinal 

A microbiota intestinal desempenha diversas funções no metabolismo dos 

seres humanos, tais como a absorção de nutrientes, uma vez que o corpo humano 

não possui algumas enzimas específicas para degradar compostos provenientes da 
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alimentação, complexos provenientes de plantas como a celulose (Zhao et 

al.,2016). Além disso, contribui para a obtenção de energia dos alimentos e síntese 

de vitaminas e aminoácidos. A fermentação anaeróbia de carboidratos, que é 

realizada pela microbiota intestinal do intestino grosso, tem como produto final os 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Esses ácidos graxos são fonte de energia 

para as bactérias que habitam essa região do intestino e possuem atividade anti-

inflamatória (Iraporda et al., 2015). 

Entre outras funções que a microbiota intestinal desempenha são a 

modulação do sistema imune e proteção contra patógenos. O sistema imunológico 

inato tem a capacidade de diferenciar os patógenos das bactérias comensais da 

microbiota intestinal. Esse mecanismo ocorre através dos receptores de 

reconhecimento de patógenos, como os receptores Toll-like (TLR)e receptores de 

domínio de oligomerização de ligação de nucleotídeos. Ambos os tipos de 

receptores de reconhecimento de patógenos são expressos por células epiteliais 

intestinais e apresentadoras de antígenos. As células dendríticas e macrófagos são 

capazes de identificar facilmente qualquer célula bacteriana. Para evitar uma 

estimulação recorrente e indesejada do sistema imunológico inato, a barreira 

epitelial intestinal é protegida por um muco viscoso, que impede o contato 

próximo entre bactérias comensais e células epiteliais intestinais. No entanto, ao 

entrar em contato, o enterócito é capaz de enviar alertas na forma de quimiocinas e 

citocinas ao sistema imune da mucosa e ao mesmo tempo, secreta peptídeos 

bactericidas no lúmen intestinal. Dessa forma, o sistema imunológico entra em 

estágio de atenção quando compreende que está diante de um patógeno (Round et 

al., 2011). 

É importante ressaltar que o ecossistema microbiano faz uma barreira física 

protegendo o hospedeiro contra invasão de patógenos ao competir por sítios de 

adesão e nutrientes (Goul et al., 2015).  Portanto, o sistema imunológico co-

evoluiu para viver em uma relação simbiótica com a microbiota saudável 

(Jandhyala et al., 2015).

 

 
1.4 Fatores que alteram a microbiota intestinal 

A comunidade bacteriana presente no intestino não permanece estável por 

todo tempo. Diferentes situações podem alterar a microbiota ao longo da vida, 
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como a utilização de medicamentos, idade, patologias, entre outros (Clemente et 

al., 2012).Adisbiose intestinal se caracteriza pelo desequilíbrio na microbiota. Esta 

acontece por diversos fatores, o mais bem estudado é o uso de antimicrobianos. 

Após o tratamento com fármacos há uma diminuição na diversidade microbiana a 

longo prazo. Nessas situações, o ecossistema intestinal pode ter número de 

bactérias comensais diminuído e, concomitantemente, aumentam-se as chances da 

proliferação de patógenos oportunistas (Clemente et al., 2012). Estudos apontam 

que o uso de antibióticos de amplo espectro, como clindamicina, mesmo a curto 

prazo, causa efeito deletério na diversidade taxonômica da microbiota. Esse efeito 

pode durar até dois anos e altera diretamente a abundância e diversidade de 

gêneros bacterianos, entre eles o gênero de Bacteroides sp (Kennedy et al., 2014). 

 

A idade é outro fator que altera a microbiota intestinal. Até os três anos de 

idade a microbiota do bebê está sendo moldada. Após esse período, a microbiota 

permanece relativamente estável como a dos adultos. No entanto, ela ainda está 

propensa a ter perturbações por eventos da vida (Clemente et al., 2012). Com a 

chegada do envelhecimento ocorrem alterações fisiológicas tendo como consequên

cia a redução do filo Bacteroidetes, do gênero Bifidobacteriume uma baixa 

produção de AGCC. Em contraste, há um aumento no crescimento de anaeróbios, 

tais como os gêneros Fusobacterium, Clostridium e há também maior 

atividade proteolítica. Estudos evidenciam o importante papel dos AGCC como 

principais mediadores metabólicos e imunológicos. Logo, sua diminuição contri- 

bui para o aparecimento de pequenos processos inflamatórios nos intestinos do 

idoso (Thursby et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

1.5 Disbiose intestinal e doenças 

 

Após o mapeamento do Microbioma Humano, muitos pesquisadores 

começaram a relacionar desequilíbrios na microbiota intestinal com várias doenças 

dentre elas distúrbios gastrointestinais, distúrbios neurológicos e até neurodegener

ativos (Consórcio do Projeto Microbioma Humano, 2012). 
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A colite ulcerativa é uma doença gastrointestinal inflamatória crônica que 

se manifesta através do surgimento de úlceras espalhadas pelo revestimento do 

intestino grosso e reto. Nesta doença o sistema o nervoso entérico (SNE)

apresenta alterações no sistema nervoso entérico, como degeneração de células 

ganglionares e hiperplasia dos nervos entéricos. Consequentemente, desenvolve-se 

uma severa disbiose caracterizada pela diminuição do filo Firmicutes em 

comparação com um aumento da população de γ-Proteobacteria e Actinobacteria. 

Com o aumento da população de bactérias Gram-negativas pode ocorrer o 

aumento dapresença de lipopolissacarídeos (LPS) no intestino, levando a um 

estado crônico de inflamação (Sokol, et al., 2007, 2009; Lepage et al., 2011). 

 

Um exemplo da importância da microbiota em doenças neurológicas pode 

ser ilustrado pelo transtorno do espectro autista (TEA). O TEA consiste em vários 

transtornos neurocomportamentais do desenvolvimento caracterizados por altera- 

ções que prejudicam a interação social e a comunicação do indivíduo afetado. 

Muitos pacientes que apresentam severo grau do TEA desenvolvem alterações 

gastointestinais, tais como diarréia, constipação, inchaço e dor abdominal. A 

propensão para problemas gastrointestinais associados com crianças que 

apresentam o TEA levou pesquisadores a sugerir o envolvimento da microbiota 

intestinal na doença (Toh e Allen-Vercoe, 2015). Eles começaram a comparar a 

microbiota de indivíduos que apresentam a patologia e os que são saudáveis. Song 

e colaboradores em 2004, encontraram um aumento significativo de Clostridium 

bolteaeem fezes de pacientes com TEA. Wang e colaboradores em 2010, 

encontraram níveis mais elevados de Sutterellae Ruminococcusspp e Finegold e 

colaboradores, em 2013, observou um aumento de Desulfovibrio spp em relação 

ao grupo controle. Estudos clínicos no ano 2000 relataram uma melhora no 

comportamento de pacientes com TEA a partir da administração de vancomicina e, 

ao interromper o tratamento, a melhora foi diminuída consideravelmente. Sendo 

assim, aponta-se que o microbioma pode contribuir com a gravidade das 

anormalidades comportamentais da doença (Sandler et al., 2000). 

 

 

 
1.6 Conexão cérebro-intestino-microbiota 
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O mecanismo de comunicação entre o intestino e o cérebro é bidirecional e 

ocorre através de múltiplas vias: nervo vago, sistema nervoso entérico sistema 

imunológico, metabólitos bacterianos, entre outros. 

 

 

1.6.1 Nervo vago 

 

O nervo vago é uma estrutura longa com origem na parte posterior do 

bulbo raquidiano que inerva o abdômen chegando até o cólon (Browning et al., 

2017). Este nervo é o principal componente do sistema parassimpático, composto 

por 80% de fibras aferentes e 20% de fibras eferentes. As fibras aferentes vagais se 

ramificam por todas as camadas da parede digestiva, mas não ultrapassam a 

camada epitelial, sendo assim, não entram em contato direto com a microbiota do 

lúmen intestinal. Consequentemente, essas fibras só conseguem detectar sinais 

indiretamente, através da difusão de compostos, metabólitos bacterianos ou a partir 

de outras células localizadas no epitélio que retransmitem sinais luminais. Ao 

detectar essa informação intestinal o nervo vago a transmite para o sistema 

nervoso central (SNC). Por sua vez, o SNC processa a informação e responde ao 

estímulo (Bonaz et al., 2018). 

 

1.6.2 Sistema Nervoso Entérico 

 

O SNE é muito importante para funções fisiológicas gastrointestinais 

essenciais, como motilidade, secreção de fluidos e fluxo sanguíneo. O intestino é 

colonizado por trilhões de bactérias que regulam a produção do hospedeiro de 

várias moléculas de sinalização, incluindo a serotonina (5-HT) e outros hormônios 

e neurotransmissores. Aproximadamente 90% da 5-HT se originam no intestino. O 

SNE pode atuar como um indicador de patologias neurodegenerativas que afetam 

o SNC. Esse tem dois papéis antagonistas, podendo oferecer um ponto de entrada 

para influências devastadoras da comunidade microbiana ou - inversamente - para 

abordagens terapêuticas via comensais intestinais (De Vadder et al., 2018; Endres 

e Schäfer, 2018). 

 

 

 

1.6.3 Sistema Imunológico 

 

A conexão cérebro intestino acontece também pela participação do sistema 
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imunológico intestinal. Este se desenvolve a partir da microbiota presente no local. 

A comunicação acontece pelos receptores TLR do hospedeiro com as bactérias 

intestinais. Esses receptores são parte do sistema imune inato e induzem a 

produção de citocinas pelas células que os possuem levando ao desenvolvimento 

de uma resposta. Estas citocinas interagemcom sistema nervoso entérico e quando 

alcançam a corrente sanguínea atingem o sistema nervoso central (Wang et al., 

2016). 

Recentemente foi descrito que a microbiota intestinal está intimamente 

ligada na maturação da microglia. Para entender os fatores que interferem nesta 

maturação, os pesquisadores utilizaram camundongos axênicos, desprovidos de 

microbiota desde o nascimento, e camundongos controle que apresentavam 

microbiota normal. Ao comparar a microglia desses grupos observaram-se 

diferenças significativas entre elas: o grupo livre de microbiota apresentou uma 

micróglia hiper-ramificada,aumento da densidade celular e elevada presença de 

marcadores de superfície, que geralmente só aparecem em células imaturas. Em 

contrapartida, os camundongos controle retratam uma microglia madura com 

morfologia ramificada que não ultrapassa as fronteiras territoriais e os marcadores 

de superfície estavam em níveis normais (Ernv et al., 2017). 

O estudo também observou que a administração de AGCC (acetato, 

butirato e propionato) induziu a maturação da microglia, pois AGCC são capazes 

de atravessar a barreira hematoencefálica. Sendo assim, eles concluíram que a 

complexidade bacteriana presente na microbiota intestinal é fundamental para a 

maturação e morfologia normal da microglia (Erny et al., 2017; Frost et al., 2014). 

 

 

 

 
1.6.4 Metabólitos Bacterianos 

 

A via metabólica representa uma importante comunicação entre o SNC, o 

intestino e a microbiota, visto que moléculas sinalizadoras do hospedeiro podem 

ser sintetizadas ou são muito semelhantes a metabólitos derivados da microbiota 

intestinal. Bactérias comensais podem produzir diferentes moléculas neuroativas 

como: serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), melatonina, ácido gama- 
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aminobutírico (GABA), catecolaminas, histamina e acetilcolina (Wang e Kasper., 

2014). Yano e colaboradores em 2015 demonstraram que um grupo de bactérias 

produtoras de esporos presente na microbiota intestinal tem papel fundamental na 

formação de 5-HT no lúmen intestinal. Esses procariotos promovem a biossíntese 

de 5-HT a partir de mecanismos de sinalização para as células enterocromafinas do 

cólon. Essas células secretoras ao receber o sinal promovem um aumento na 

produção do neurotransmissor na mucosa intestinal (Yano et al., 2015). 

 

1.6.5 Amiloides Bacterianos 
 

Amiloides são proteínas insolúveis com conformação em folhas β-

pregueadas. Essas proteínas possuem uma sequência de aminoácidos que têm 

grande propensão a agregar-se,formando estruturas fibrilares. Certas bactérias 

presentes na microbiota intestinal têm a capacidade de sintetizar e secretar 

proteínas com características de amiloides (Pistollato et al.,2016).As fibras amiloid

es são insolúveis em SDS e são muito resistentes. Isso se deve à estrutura ―β 

pregueada‖ comum a todas as fibras amiloides, onde  as folhas β posicionam-se 

paralelas ao eixo das fibras, composta de filamentos β empilhados verticalmente, 

como os degraus de uma escada. As folhas β estão próximas o bastante para serem 

governadas pelas forças de Van der Waals e, em alguns casos, as cadeias laterais 

conseguem se ligar uma na outra formando um ―zíper‖, conseguindo assim 

expulsar a água. As cadeias β individuais do protofilamento podem ser dispostas 

de maneira paralela ou antiparalela, cada uma delas extensivamente ligada por 

hidrogênio viagruposamida e carboxila na cadeia principal do polipeptídio. Esses 

filamentos se acumulam para formar a quaternária. A combinação de interações de 

Van der Waals e uma extensa rede de ligações de hidrogênio confere às fibras ami- 

loides sua extraordinária estabilidade (Erskine et al.,2018).

A produção das proteínas amiloides é altamente regulada, pois a 

conformação β-pregueada facilita a união das células para formar biofilme e 

resistirem à destruição por agentes físicos e imunológicos (Friedlandet al., 2017). 

Os amiloides produzidos por microrganismos estão muito ligados na 

formação de seus biofilmes (Taglialegna et al., 2016). O sistema amiloide bacteriano 

mais estudado e caracterizado é a fímbria curli em Escherichia coli. As fímbrias curli 

possuem as propriedades biofísicas prototípicas das fibras amiloides: fibras ricas em 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amyloid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amyloid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/amyloid
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/van-der-waals-interactions
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folha β que tem a capacidade de se ligar a corantes específicos (Vermelho do Congo 

ou Tioflavina T). O conjunto de amiloides requer os produtos de pelo menos dois 

operons divergentemente transcritos, csgBAC e csgDEFG CsgA e CsgB são as 

subunidades de proteína que compõem o amiloide, enquanto o restante das proteínas 

estão envolvidas na regulação da produção, estabilização e secreção das subunidades 

CsgA e CsgB. A CsgA tem a propensão para se auto-agregar; no entanto,precisada 

subunidade CsgB para nucleação em fibras in vivo. CsgA e CsgB são translocados 

para o periplasma pelo sistema Sec e exportados para o meio extracelular através de 

uma estrutura semelhante a poros constituída pela proteína CsgG formada na 

membrana externa. Associadas a este poro estão as proteínas CsgE e CsgF, que 

modulam a estabilidade das subunidades e a montagem adequada das fibras.A 

fímbria curli medeiam à adesão bacteriana a uma variedade de proteínas hospedeiras 

ou superfícies abióticas, promovendo a formação de biofilme e patogenicidade 

(Hammer et al., 2012; Van et al., 2015). 

Exemplos de fibras extracelulares com similaridade estrutural e funcional a 

fímbrias curtas de E. coli foram descritas em várias espécies de Pseudomonas , 

incluindo P. aeruginosa , P. fluorescens e P. putida . Neste caso, os componentes 

proteicos para montagem amiloide são codificados no operon fapABCDEF . A 

análise biofísica de fímbrias Fap purificadas mostrou a presença de uma estrutura em 

folha β pregueada, bem como a ligação ao corante tioflavina T específico. A análise 

bioquímica da composição da fibrila identificou a proteína FapC como principal 

componente proteico. Embora pequenas quantidades de FapB e FapE também 

estivessem presentes. Como para CsgB no sistema de amiloides, FapB atuaria como 

um nucleador de fibrilação de FapC (Dueholm et al., 2013; Dueholm e Nielsen, 

2013). 

Existem as fibras extracelulares especiais, formadas pela polimerização de 

um monômero que é secretado correspondente às modulinas solúveis em fenol 

(PSMs) em Staphylococcus aureus. Os PSMs podem ser classificados de acordo com 

seu comprimento como α-PMSs (20 a 25 aminoácidos) e β-PSMs (43 a 45 

aminoácidos).Os PSMs são proteínas bifuncionais que podem ser armazenadas como 

fibras inertes em um biofilme séssil até que acontecem condições favoráveis a sua 

dissociação para promover a desmontagem e virulência do biofilme(Schwartz et al., 

2012; Cheung et al., 2014). 

Fibras funcionais com propriedades amiloidogênicas têm se mostrado parte 
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da matriz extracelular de biofilmes formados pelas bactérias do 

solo Bacillussubtilis e Bacilluscereus.Nesse caso, a matriz de biofilme contém fibras 

semelhantes a amiloide feitas pela TasA que mantêm as células juntas e fornecem 

suporte estrutural para a manutenção do biofilme. TasA é expresso a partir do 

operontapA-sipW-tasA, juntamente com duas proteínas, TapA e SipW, das quais 

depende a formação das fibras (Branda et al., 2006; Romero et al., 2010). 

As fibras amiloides além de participar diretamente na formação do biofilme 

também desempenham outras funções na relação das bactérias com o hospedeiro. O 

MHC-I (complexo de histocompatibilidade principal de classe I) é uma glicoproteína 

de membrana presente em todos os tipos de células nucleadas de mamíferos, curli 

demonstrou aderir a essa proteína, mostrando seu papel também na adesão.Essa 

adesão efetiva de E. coli a células hospedeiras e tecidos mediados por curli facilita a 

invasão celular e a patogênese, revelando o amiloide como um importante fator 

bacteriano nos primeiros estágios das interações humano-bacterianas. Na bactéria 

patogênica gram-negativaChlamydiapneumoniae, a proteína Pmp21 desempenha um 

papel importante na patogênese, mediando à adesão às células do hospedeiro pela 

ligação ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e trabalhando como 

invasina. A proteína Pmp21 também mostra propriedades amiloides e uma tendência 

para polimerizar em fibrilas com uma estrutura secundária rica em folhas β(Gophnaet 

al., 2002; Luczaket al., 2016). 

No sistema nervoso, a resposta imune às fibras amiloides é mediada por 

receptores TLRs são expressos em células da microglia. Estes receptores protegem 

o hospedeiro contra invasão microbiana através da ativação do sistema imune 

inato. Os TLRs 2 nas microglias são ativados por amiloides, lipoproteínas e outros 

exudatos microbianos. Ao serem ativados induzem a produção de citocinas pró-

inflamatórias, fagocitose e respostas inatas do sistema imune que impactam 

diretamente na homeostase do SNC e influenciam as neuropatologias. Os 

receptores TLR1 e TLR2 podem reconhecer amiloides associados a biofilmes 

produzidos por membros dos filos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria (Asti 

e Gioglio, 2014). Os amiloides microbianos também têm a capacidade de ativar 

IL-17 (Interleucina 17), que é uma precursora da sinalização NF-kB(fator nuclear 

kappa B), que por sua vez ativa ciclo-oxigenage-2 (COX-2) e outros mediadores 

pró inflamatórios como a IL-22 (Interleucina 22) (Nishimoriet al., 2012). Zhang e 

colaboradores, em 2013, observaram que o aumento de IL-17 e IL-22 estão 
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associados a doenças inflamatórias crônicas, incluído a Doença de Alzheimer(DA) 

(Zhang et al., 2013). 

 

 

1.7 Biofilme bacteriano 

 

Biofilme é uma comunidade estruturada de células bacterianas envoltas em 

uma matriz polimérica produzida pelos seus componentes com a capacidade de se 

aderir a uma superfície biótica ou abiótica (Pumbweet al.,2007).Existe uma grande 

diversidade na composição da matriz do biofilme, no entanto, geralmente são 

constituídos de polissacarídeos, DNA extracelular e proteínas. Este pode ser 

composto somente por um ou ser uma associação de vários microorganismos, sendo 

chamado de biofilme polimicrobiano(Gabrilska e Rumbaugh, 2015). 

Estudos recentes apontam que as bactérias apresentam comportamento e 

metabolismo diferenciado quando estão associadas a um biofilme em comparação 

ao seu crescimento planctônico (Lebeauxet al.,2013).A matriz do biofilme é 

dinâmica e cumpre múltiplas funções incluindo sequestro de nutrientes e adsorção 

de água, protegendo as células residentes do estresse ambiental e da competição, 

atuando como um facilitador de sinalização para células dentro e fora do biofilme 

(Flemminge Wingender, 2010;  Dragos e Kovács, 2017). 

O primeiro passo para a formação do biofilme é a adesão de células 

planctônicas em uma superfície. Esta primeira adesão é mantida por interações 

físico-químicas não específicas e pode ser facilmente reversível. Em seguida, as 

bactérias começam a secretar substâncias como a matriz de polímeros 

extracelulares (EPS) que pode ter natureza polissacarídica ou proteica. Ela é 

exposta na membrana externa das bactérias Gram-negativas e nopeptídeoglicano de 

Gram-positivas.Portanto ocorre a adesão secundária, que gera uma firme camada de 

elementos sólidos, onde se encontram embebidos na matriz de polissacarídeo os 

elementos celulares bacterianos e os da superfície.O biofilme maduro é envolvido 

por diferentes substâncias, principalmente açúcares e rodeados por poros e 

canais de água, atuando como um sistema de troca de nutrientes, oxigênio e 

metabólitos que precisam ser secretados para fora do mesmo. A última fase da  

formação do biofilme ocorre quando o ambiente não é mais vantajoso à sua 

manutenção, e consiste no descolamento do biofilme maduro em forma de 

conglomerados celulares ou células planctônicas.  Depois de desprendidas, as 
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bactérias livres podem colonizar novos ambientes, reiniciando a formação de 

novos biofilmes (Stoodley et al., 2002; Costerton et al., 2007; Andrade et al., 

2008).  

Acredita-se que a diversidade genética dos microrganismos dentro das 

comunidades de biofilme aumenta a resistência da comunidade residente, 

tornando-os mais preparados para sobreviver às tensões ambientais. Em grande 

parte, isso se deve a um pool genético expandido, que pode ser mais facilmente 

compartilhado dentro dos limites de uma comunidade de biofilme (Ehrlich et 

al., 2005). 

 

 
1.8 Bacteroides fragilis 

B. fragilis é um bacilo Gram-negativo anaeróbio pertencente ao gênero 

Bacteroides e filo Bacteroidetes.Este microrganismo representa de 1 a 2% a 

microbiota intestinal e atua em diversos processos junto ao hospedeiro como a 

degradação de ácidos graxos que o corpo humano não metaboliza. B. fragilis é 

considerado um comensal, no entanto, quando consegue acessar outros sítios do 

corpo pode causar doenças graves como a bacteremia e infecções peritoneais, que 

têm em média uma mortalidade de 19% nos casos onde o tratamento não é 

adequado (Goldstein, 1986). Além disso, pode causar abscessos no abdome, 

fígado, cérebro e pulmões (Wexler, 2007). Esses abscessos são comuns nas 

infecções causadas pelo bacilo, devido à cápsula polissacarídica. A presença do 

polissacarídeo A (PSA) e polissacarídeo B (PSB) são suficientes para induzir a 

formação de abscessos em camundongos quando combinados a um adjuvante, o 

conteúdo cecal estéril (CCE) desses animais (Tzianabos et al., 1993). 

 

Algumas cepas de B. fragilis são capazes de produzir a toxina (BFT), uma 

metaloprotease dependente de zinco. Estas cepas são denominadas de Bacteroides 

fragilisEnterotoxigênico (ETBF). A BFT, também conhecida como fragilisina, é 

codificada pelo gene bfte se apresenta em três variantes: BFT -1, BFT-2, BFT-3, 

sendo a BFT-2 a mais tóxica. Esta toxina atua clivando a E-caderina, proteína 

responsável por manter a integridade do epitélio, sendo assim, o citoesqueleto de 

actina nas células sofre rearranjo nas células e o tecido torna-se mais permeável. 

Já as cepas não produtoras dessa toxina são classificadas como não-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5215050/#R25
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enterotoxigênica (NTBF) (Fathi e Wu, 2016). 

As vesículas da membrana externa (EMVs) são formadas por muitos 

microrganismos, desde os procariotos até os eucariotos. O processo de secreção de 

proteínas para o meio extracelular é importantíssimo na comunicação das 

bactérias. A liberação de vesículas está envolvida na resposta aos fatores de 

virulência, secreção de componentes destinados à superfície celular, antígenos, 

resposta ao estresse ambiental e, no caso de patógenos, interação com o 

hospedeiro. Existem muitas vias de secreção descritas em bactérias Gram-

negativas que proporcionam a entrada de toxinas e outras proteínas específicas 

para as células do hospedeiro. Entre eles, está o sistema de secreção do tipo III 

(TSS3) que após contato com a superfície celular, pode injetar proteínas efetoras 

nas células. Em B. fragilis, essas vesículas são conhecidas por terem atividades de 

hemaglutinação e sialidase além de, também, conterem o PSA, porém não se sabe 

qual o seu papel na virulência (Ferreira et al., 2018). 

O biofilme é outro fator de virulência presente no B. fragilis. Esse 

mecanismo confere proteção contra o sistema imunológico do hospedeiro e 

proporciona a troca de material genético, podendoconferir, por exemplo, genes de 

resistência aos antimicrobianos (Hall et al., 2004). A microbiota intestinal pode ser 

encontrada como organismos planctônicos luminais ou associada à mucosa 

formando biofilme. Biofilmes formados por comunidades polimicrobianas têm 

sido associados a doenças humanas. Dejea e colaboradores, em 2018, observaram 

em estudos com camundongos e humanos, que desenvolveram o câncer de cólon, a 

presença do biofilme polimicrobiano formado pelo B.fragilisETBF e E. coli. 

Portanto, sugeriram que a presença dessas bactérias e suas toxinas trabalhando 

sinergicamente no desenvolvimento de câncer de cólon (Dejeaet al., 2018). 

As bactérias Gram-negativas presentes no lúmen intestinal secretam 

diversas neurotoxinas pró- inflamatórias, tais como LPS, que ao serem absorvidos 

pela corrente sanguínea são altamente prejudiciais para o hospedeiro e seu SNC. 

Os lipopolissacarídeos são componentes característicos das membranas externas 

de bactérias Gram-negativas. São liberados no espaço extracelular e desempenham 

um importante papel na interação patógeno-hospedeiro. O LPS de B.fragilisé 

penta-acilado e monofosforilado possuindo um lipídio A altamente inflamatório 

para a microglia do hospedeiro, visto que a microglia é sensível a qualquer corpo 

estranho. Esse agente inflamatório ativa os receptores TLRs da microglia 
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desencadeando produção de citocinas, inflamação, fagocitose e resposta inata de 

defesa imunológica, que impacta diretamente nas patologias neurodegenerativas 

(Minter et al., 2016). Estudos recentes mostram que o LPS bacteriano foi 

encontrado no neocórtex e no hipocampo do encéfalo com DA, tendo maior 

abundância significativa na DA do que no controle. Sugere-se, portanto, que o LPS 

pode ser capaz de transitar por barreiras fisiológicas e, assim, chegar ao cérebro. 

Este acontecimento estaria relacionado com a chegada do envelhecimento, pois a 

barreira hematoencefálica (BHE) e as células do lúmen intestinal perdem sua 

permeabilidade, aumentando a probabilidade de toxinas inflamatórias e outros 

exudatos bacterianos alcançarem os neurônios (Zhao e Cong, 2017). 

Estudos recentes relacionam o B. fragilis com a Doença de Alzheimer. 

Descobriu-se que o LPS se associa à periferia dos núcleos neuronais no cérebro da 

DA e promove a geração do fator de transcrição inflamatório NF-kB na cultura 

primária de células da glia. Por sua vez o NF-kB induz a transcrição de uma 

pequena família de microRNAs pró-inflamatórios (miRNAs), tais como o miRNA- 

146a. Este acaba se ligando em RNAs mensageiros (mRNA) e assim reduzema 

expressão dos genes codificados nessa molécula. Os mRNA alvos são aqueles que 

codificam o fator de complemento-H (CFH) e uma proteína SH3-prolina rica em 

prolina da densidade pós-sináptica (SHANK3). Assim, o LPS é capaz de conduzir 

uma deficiência mediada por NF-kBmiRNA na expressão gênica que contribui 

para alterações na arquitetura sináptica, amiloidogênese e sinalização inflamatória 

progressiva, todos os quais são características da neurodegeneração da DA (Zhao e 

Lukiw, 2018). 

 

 

1.9 Doença de Alzheimer como modelo de estudo da interação microbiana com 

Sistema Nervoso Central 

Em 1907, Alois Alzheimer descreveu o caso de Auguste Deter, um 

paciente com uma combinação de déficits cognitivos, sintomas psiquiátricos e 

lesões cerebrais microscópicas. Esse conjunto sintomatológico e a histopatologia 

fez com que Emil Kraenpelin chamasse de Doença de Alzheimer (Alzheimer, 

1907; Lage, 2006). Atualmente, a DA é a principal causa para demências em 

idosos e é a doença neurodegenerativa mais comum. Esta doença é um distúrbio 

neuropsiquiátrico progressivo. É caracterizada pela formação de placas senis (SPs) 
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extracelulares contendo o peptídeo β-amiloide (Aβ), presença de emaranhados 

neurofibrilares intracelular constituídos por proteínas Tau hiperfosforiladas 

localizados no córtex e hipocampo do cérebro, perdas de sinapses e neurônios, e 

uma gliose aumentada (Jiang et al., 2013). 

 
 

A influência da microbiota intestinal na função do sistema nervoso central 

conhecido como eixo cérebro-intestino-microbiota, recentemente, obteve grande 

visibilidade. Dessa forma, alterações na microbiota estão sendo relacionadas com 

doenças neurodegenerativas como a Doença de Alzheimer. Estudos em camundon-

gos sugerem que a deposição de amiloides está ligada com a redução da 

diversidade e composição da microbiana intestinal, caracterizando-se pelo 

aumento do filo Bacteroidetes e acompanhada da diminuição do filo Firmicutes e 

do gênero Bifidobacterium. Harach e colaboradores, em 2017, utilizaram 

camundongos transgênicos, na proteína APP/PS1 que conferem um fenótipo de 

susceptibilidade à DA, e sequenciaram o rRNA (RNA ribossomal) 16S bacteriano 

de amostras fecais desses animais e de camundongos selvagens, observaram uma 

diferença significativa entre os grupos. Posteriormente, geraram camundongos 

transgênicos livres de microrganismos e observaram uma mudança drástica na 

deposição do peptídeo Aβ quando comparados com o grupo controle com 

microbiota intestinal. Complementando o estudo, os pesquisadores colonizaram 

esses animais livres de germes com microbiota intestinal de camundongos 

APP/PS1 e observaram que a colonização com microbiota de camundongos 

selvagens protegeu esses animais do aumento da deposição do peptídeo Aβ. O 

grupo concluiu que os resultados obtidos indicam um possível envolvimento 

microbiano com o desenvolvimento e avanço da doença (Harach et al., 2017). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

Doenças neurodegenerativas são aquelas que causam a destruição 

progressiva dos neurônios. Alguns indivíduosacometidos apresentam um rápido 

avanço da doença, se tornando incapacitados de realizar suas tarefas diárias sozinhos. 

Segundo o IBGE, 4% da população brasileiradesenvolvem essas doenças. As causas 

delas, em geral, não são determinadas. Por isso, diversos estudos estão sendo 

desenvolvidos para buscar compreender melhor a origem dessas patologias.  

Nos últimos anos essas neurodegeneraçõesestão sendo relacionadas com a 

microbiota intestinal. Como a microbiota é extremamente complexa e produz 

moléculas que podem afetar o funcionamento de diversos sítios do corpo, muitos 

pesquisadores começaram a relacionar essa área com as doenças. Dessa forma, 

descobriram que moléculas produzidas pelos microrganismos podem interferir no 

SNC, tais como os amiloides. Na doença de Alzheimer, por exemplo, alguns 

pesquisadores afirmam que a formação da placa Aβ estaria relacionada com um 

mecanismo de defesa inata. A formação das placas teria o objetivo de proteger o 

corpo de ataques de microrganismos que conseguiram ultrapassar a BHE.  

Os amiloides bacterianos são chamados de funcionais, pois desempenham 

um importante papel na estruturação no biofilme das mesmas. No entanto, quando 

em contato com o nosso sistema imunitário é reconhecido pelos receptores TRL’s 

causando processos inflamatórios, que aliados com a neurodegeneração aumentam a 

progressão das patologias.  

Na literatura os modelos mais utilizados para estudar essa relação são E. coli 

e Salmonella, que são bactérias facultativas. O objetivo do nosso estudo é observar se 

o B. fragilis é capaz de produzir proteínas do tipo amiloide, e incorpora-las em seu 

biofilme. A hipótese de que microrganismos habitantes comensais do trato 

gastrointestinal produzam proteínas amiloides ainda não foi testada, e a maioria dos 

trabalhos avaliou a produção dessas estruturas em microrganismos patogênicos. A 

descoberta de proteínas amiloides em representantes da microbiota normal pode ser 

importante para correlacionar doenças neurodegenerativas e disbioses. 
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3 OBJETIVO 

 

Objetivo geral 

 
 

Este trabalho tem como objetivo avaliar a produção de proteínas amiloides 

por cepas de Bacteroides fragilis e a sua integração ao biofilme dessa espécie. 

 
Objetivos específicos 

 

● Quantificar a produção de biofilme por cepas de Bacteroides fragilis 

isoladas de diferentes fontes, provenientesda coleção de cultura do 

laboratório de biologia de anaeróbios 

● Caracterizar a natureza do biofilme de Bacteroides fragilis quanto à sua 

composição molecular 

● Observar a presença de cápsulapolissacaridica nas cepas estudadas 

● Avaliar a produção de amiloides através do crescimento no meio BHI 

suplementado com o corante Vermelho Congo; 

● Observar a presença de amiloides no biofilme produzidos por cepas 

identificadas como produtoras através da técnica de microscopia de 

fluorescência com o corante Tioflaniva S; 

● Avaliar por análise in silicoa similaridade entre os amiloides de B. 

fragilis e amiloides presentes em outras espécies bacterianas, assim 

como avaliar também a similaridade dessa molécula com o Aβ 

humano. 

 

 



20 
 

 

 
 

4 METODOLOGIA 
 

4.1 Condições de crescimento 

As amostras de B.fragilis(Tabela 1) utilizadas nesse estudo pertencem a 

Coleção de Culturas do Laboratório de Biologia de Anaeróbios e foram cultivadas 

em caldo Brain Heart Infusion(BHI) pré reduzido, suplementado com 1% de 

glicose, hemina (5µg/mL) e menadione (10µg/mL). Sendo crescidos em estufa a 

37°C em atmosfera anaeróbica (80% de N2; 10% de H2; 10% de CO2) por 18 

horas. Assim como a cepa de S. epidermidisATCC 35984,Clostridium 

citroniaeeStaphylococcusagalactiae.  

 

Tabela 1: Amostras usadas no estudo. 

Amostras Origem  Ano de isolamento 

SBF1 Abscesso de parede 

 

1997 

SBF2 Pús 1997 

SBF3 Fenda operatória 1994 

SBF5 Água de poço 

contaminada 

1996 

SBF7 Pús 2003 

SBF10 Otite média crônica 1984 

 

SBF12 Microbiota intestinal 2001 

638R Bacteremia Costa, 2016 

ATCC25285 Abscesso * 

StaphylococcusepidermidisATCC 

35294 

 

 

Biofilme de cateter * 

Clostridium citroniae 
Microbiota intestinal Antunes, 2014 

Staphylococcusagalactiae 
Orofaringe * 

*Não consta no banco de dados. 
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4.2 Biofilme de B. fragilis 

O ensaio de produção de biofilme foi realizado segundo Donelli(2011), 

com algumas modificações. Após o crescimento bacteriano, o inóculo foi ajustado 

à escala 0,5 de McFarland (1,5x10
8
UFC/mL). Em uma microplaca de poliestireno 

de 96 poços foram adicionados 20µL do inóculo e 180µL de BHI suplementado 

com glicose 1% (p/v). A placa foi incubada por 48h em atmosfera de anaerobiose 

(80% de N2; 10% de H2; 10% de CO2) a 37°C. Após essa etapa, o meio de cultura 

foi descartado e lavado cuidadosamente três vezes com 200µL de PBS 1 vez 

(NaH2PO4.H
2
O 0,2 M; Na2HPO4.12 H2O 0,2 M; NaCl 1%). Em seguida, a placa 

foi incubada por 1 hora em estufa a 60°C. Posteriormente, o biofilme foi corado 

com 150µL de cristal violeta 1% (p/v) por 5 minutos em temperatura ambiente. 

Após essa etapa, o corante foi retirado e o excesso foi lavado com água. 

Novamente a placa foi incubada a 60°C por 10 minutos. O corante foi solubilizado 

com 150µL de ácido acético 33% (v/v) e o resultado foi observado no leitor de 

microplaca Infinite F50(Tecan, EUA) a 360-380ʎ a 492 nm. 

 

 
4.3 Análiseda natureza do biofilme de B. fragilis 

 

 Para estudar a natureza do biofilme utilizou-se a técnica descrita no item 4.2 

com algumas modificações por Botelho (2015). Após a etapa de crescimento por 

48h o meio de cultura foi descartado e a placa foi lavada três vezes cuidadosamente 

com 200µL de PBS. Em seguida foi adicionado na placa 100µL de Proteinase K(30 

U/ml; Qiagen, EUA), quando o objetivo foi estudar a natureza proteica do biofilme. 

Ou 100µL de metaperiodato de sódio (10 mM; Sigma,EUA), quando o objetivo foi 

estudar a natureza glicídica do mesmo. Após esse processo a placa foi incubada por 

2h em estufa a 37°C. Posteriormente, remove-se o solvente, novamente, lavou-se a 

placa 3 vezes com PBS. Em seguida, a placa foi incubada por 1hem estufa a 60°C. 

Em seguida, o biofilme foi corado com 150µL de cristal violeta 1% (p/v) por 5 

minutos em temperatura ambiente. Após essa etapa, o corante foi retirado e o 

excesso foi lavado com água. Depois a placa foi incubada a 60°C por 10 minutos. O 

corante foi solubilizado com 150µL de ácido acético 33% (v/v) e o resultado foi 

observado no leitor de microplaca Infinite F50 (Tecan, EUA) a 360-380ʎ a 492 nm. 
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4.4 Observação de amiloides bacterianos em B. fragilis 

 

Este experimento foi realizado de acordo com Lazzarotto (2010). Foram 

preparadas placas de ágar BHI suplementado com vermelho congo 0,08% (p/v) e 

sacarose 1% (p/v).Uma gota de 2µL de cada amostra de B. fragilis foi inoculada 

na superfície de meio BHI ágar suplementado com corante vermelho congo. As 

placas foram incubadas por 48h a 37°C em atmosfera de anaerobiose. As amostras 

positivas apresentaram um crescimento com coloração enegrecida e amostras 

negativas coloração transparente/esbranquiçada. O experimento foi realizado em 

duplicata e teve como controle positivo S.epidermidisATCC 35984 e controle 

negativo C. citroniae. 

 

 

 
4.5 Visualização de Cápsula de B. fragilis 

Este experimento foi realizado de acordo com Patrick, 1983. O volume de 

10µL de suspensão bacteriana das amostras crescidas nas condições do item 4.1, foi 

depositado no centro da lâminajuntamente com 10µL de tinta nanquim e 10µL de 

glicose 6%. Em seguida, espalhou-se a gota por toda a lâmina com auxílio de outra 

lâmina de vidro. As lâminas foram deixadas em temperatura ambiente para secar.  

Depois, adicionou-se fucsina básica (0,25% [p / vol] em 10% de etanol) esperou-se 2 

min e a lâmina foi lavada com água destilada e seca em temperatura ambiente. A 

coloração foi analisada em microscópio óptico de objetiva 1000x com óleo de 

imersão. A cápsula é visualizada sem coloração, a bactéria fica corada de rosa em 

contraste com o fundo da lâmina preto por conta do nanquim.  

 

 
4.6 Microscopia de fluorescência 

Após a etapa de crescimento do item 4.1, ajustou-se a concentração 

bacteriana para 0,5 da escala McFarland (1,5x10
8 

UFC/mL). Em placa de 24 poços 

de poliestireno foi adicionada uma lamínula estéril por poço. Em seguida 10µL do 

inóculo e 90µL de meio BHI contendo 1% de glicose foram adicionados ao poço. 

A placa foi incubada por 24h a 37°C em atmosfera de anaerobiose. Depois a fração 

líquida foi removida e a lamínula contendo o microrganismo foi lavada 
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cuidadosamente três vezes com 200µL de PBS uma vez e foi incubada por 1h em 

estufa a 60°C para que qualquer líquido remanescente evaporasse. Posteriormente, 

foram adicionados 200µL de formaldeído 3,5% (v/v) por 30 minutos e a placa foi 

deixada em agitação. Após esse tempo cada poço foi lavado com 200µL de PBS 1 

vez. Em seguida foi adicionado o corante tioflavina S (0,5% Sigma). A placa foi 

então incubada por 15 minutos sem abrigo da luz. Depois dessa etapa, as lamínulas 

foram retiradas dos poços e colocadas, cuidadosamente, em lâminas. Todas as 

lâminas foram armazenadas em recipiente protegido de luz a 10°C para posterior 

análise. 

O resultado foianalisado em microscópio de fluorescência no filtro DAP 

(excitação 358nm, emissão 463nm) O resultado foi positivo ao ver a imagens com 

coloração azuis brilhantes ao redor do biofilme bacteriano. O resultado negativo 

foi a coloração azul bem escuro, pois a tioflavina quando não estava na presença 

do amiloide corou outros compostos do biofilme. 

 

 

 

4.7 Análise in silico 

 

Inicialmente buscou-se GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) 

pertencente ao National Center for BiotechnologyInformation(NCBI)a sequência 

FASTA de todas as proteínas do B. fragilisYCH46. Após esse processo utilizou-se 

o servidor Pasta 2.0(http://protein.bio.unipd.it/pasta2/help.html). Este analisa a 

sequênciadeaminoácidos prevendo quais partes deste peptídeo tem propensão 

àformação de fímbrias amiloides(Walshet al., 2014). Com resultados de todas as 

proteínas que possivelmente fazem ligação amiloide adicionou-se o resultado da 

pesquisa no servidor Cello (http://cello.life.nctu.edu.tw/). Este sistema classifica 

onde a sequência de aminoácidos está localizada na célula (Yu e Hwang., 2014). 

Sendo assim, selecionaram-se as proteínas que localizavam no periplasma, na 

membrana externa e as extracelulares. Posteriormente, esse resultado foi analisado 

pelo servidor Tango (http://tango.crg.es/protected/correctlogin.jsp) que prevê a 

agregação β-cruzada, alfa-hélice(Fernandez-Escamillaet al., 2004; Lindinget al., 

2004; Rousseau et al., 2006). Paralelamente, o resultado também foi analisado 

pelo servidor da Universidade de Cambridge o VendruscoloLab - Software, este 

fornece o cálculo do perfil de solubilidade, visto que os aminoácidos com maiores 

http://www-mvsoftware.ch.cam.ac.uk/
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propensões a formação de amiloides são muito insolúveis. Dessa forma, 

conseguiu-se fazer um levantamento de quantas possíveis proteínas poderiam ter 

perfil amiloidogênico em B. fragilisYCH46 (Sormanniet al., 2015 e 2017).  
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Formação de biofilme de B. fragilis em placa de poliestireno 

 
Das 11 cepas do estudo (Gráfico 1) duas são provenientesdamicrobiota 

intestinal de voluntários saudáveis (SBF12, C.citroniae), uma de água de poço 

contaminada (SBF 5) e as nove cepasrestante de infecções endógenas.Dentre as 

amostras proveniente de quadros infecciosos, todas apresentaram capacidade de 

formar biofilme nas condições testadas. Quando submetidas à análise estatística, 

Teste T de Stuart (p>0,05), em comparação ao controle positivo, a cepa ATCC 

35284 de S. epidermidis, as amostras SBF1, SBF7, SBF12, a ATCC 25285 e 

C.citroniae apresentaram diferença significativa em relação à baixa produção de 

biofilme. Entretanto, a amostra SBF2, SBF5, SBF10 e 638R mostraram ter boa 

produção de biofilme, se aproximando ao controle positivo.   

 

Gráfico 1: Formação de biofilme por cepas de B. fragilis. Os resultados foram comparados 

com o controle S. epidermides 35284. Amostras marcadas com * indicam p> 0,05 de acordo 

com análise do teste estatístico t-student. A leitura foi feita na D.O 492nm.  
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5.2 Análise da natureza do biofilme de B. fragilis 
 

5.2.1 Tratamento com proteinase K 

 
Para analisar se a composição do biofilme formado por amostras de B. 

fragilis foi realizado o tratamento dessas estruturas com proteinase K (30 U/ml). O 

biofilme formado pelas amostras testadas teve redução substancial quando tratados 

com essa enzima (Gráfico 2). Isso demonstra que provavelmente o biofilme 

formado por essa espécie bacteriana tem composição majoritariamente proteica. A 

análise estatística mostrou que todas as cepas testadas apresentaram diferença em 

relação a condição não tratada, tendo o biofilme se dissolvido por completo. As 

cepas SBF1, 2, 3 e 12 não apresentaram diferença significativa de acordo com o 

teste estatístico. 

 

 

Gráfico 2:Tratamento do biofilme de B. fragiliscom  Proteinase K. Em comparação com o 

biofilme normal, sem tratamento as cepas SBF 5, SBF7, SBF 10, 638R, ATCC 25285 e o controle 

positivo S. epidermidis apresentaram reduções significativas (p>0,05), de acordo com o teste t-

student  indicadas pelos astericos (*). A leitura foi feita na D.O 492 nm.  
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5.2.2 Tratamento com metaperiodato de sódio 

O metaperiodato de sódio foi capaz, também, de diminuir a estrutura do 

biofilme formado por cepas de B. fragilis(Gráfico 3). Quando comparadas ao 

biofilme sem tratamento as amostras SBF5, SBF 7, SBF10, 638R, ATCC 25285 e o 

controle positivo S. epidermidisdemonstraram redução significativa de seu 

biofilme. Esse resultado aponta que além de proteico, o biofilme formado por B. 

fragilis pode ter em sua composição polissacarídeos necessários para a manutenção 

da estrutura do mesmo.Apesar da diferença não ter sido significativa nas amostras 

1,2,3,12 e o C. citroniae no teste estatístico aplicado, é importante notar que o 

tratamento reduziu o biofilme em todas as amostras. 

 

Gráfico 3:Tratamento do biofilme de B. fragilis comMetaperiodato de sódio. Em 

comparação com o biofilme sem tratamento as amostras SBF5, SBF7, SBF10, 638R, ATCC 

25285 e o controle positivo obtiveram uma redução significativa(p>0,05) na composição do 

biofilme indicada pelo asteriscos (*). A leitura foi feita na D.O 492 nm.  
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5.3 Observação de possíveis amiloides bacterianos em biofilme de B. fragilis 

 

 A presença de estruturas amiloides em biofilme bacterianos pode ser 

evidenciada a partir da utilização do corante vermelho do congo (Figura 1) Em 

amostras que apresentam essas estruturas, ocorre o escurecimento do biofilme em 

placa de ágar BHI contendo vermelho do congo. As cepas SBF 1, SBF2, SBF3, 

SBF5 e SBF10, apresentaram coloração acinzentada com borda bem delimitada. A 

amostra SBF7 apresentou uma coloração acinzentada mais escura, se aproximando 

do preto apresentado pelo controle positivo.  Em contrapartida, as amostras SBF8 e 

SBF12 cresceram sem apresentar coloração, como observado no controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

Figura 1 (a,b): Observação da possível presença de estruturas amiloides em biofilme de B. 
fragilis formado em placa. As amostras positivas apresentaram coloração enegrecida e 

acinzentada, e as amostras negativas não apresentaram coloração.A: biofilme formado por S. 

epidermidis (C+); C. citroniaie (C-); e pelas cepasde B. fragilis SBF2, SBF7, SBF10 e SBF12. 

B: biofilme formado por S. epidermidis (C+), e pelas cepasde B. fragilis SBF1, SBF3, SBF5, 

SBF7.  

a b 
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5.4 Visualização de Cápsula de Bacteroides fragilis 
 

Todas as cepas utilizadas no estudo apresentaram cápsula. Aparentemente, 

as cápsulas não variaram entre si.  

 

 
 

 
Figura 2: Avaliação da presença de cápsula em amostras de B. fragilis. a- Controle 

positivo de Cápsula S. agalactiaeA10. b- Amostra SBF 1. 3- Amostra SBF 2. c- Amostra 

SBF 5. d- Amostra SBF 10. e- Amostra SBF 12. f- Amostra 638R. g- Amostra ATCC25285. 

h- C. citroniae. O fundo mais escuro se deve a coloração com nanquim. A estrutura da 
cápsula aparece sem coloração, como um halo ao redor da bactéria. As setas indicam a 

cápsula.  
 

2 

a b 

c d 

e f 

g h 
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5.5 Observação da estrutura amiloide por microscopia de fluorescência 
 

Nesta técnica espera-se visualizar as proteínas amiloides em destaque 

fluorescente. No entanto, encontramos todo o biofilme corado. 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Microscopia de fluorescência do biofilme de B. fragilis. a:amostra SBF12, coletada 

de microbiota saudável. De acordo com o controle negativo, não apresenta amiloide em seu 

biofilme. b: amostra SBF7. Coletada de secreção com pús. De acordo com o controle positivo, 

apresenta amiloide em seu biofilme.  As setas indicam o biofilme corado pela tioflavina. c: C. 

citroniae. Usado como controle negativo, aparentemente, não apresenta amiloide em seu biofilme. 

d: S. epidermides. Utilizada como controle positivo. Apresenta uma coloração bem azulada, 

indicativa da presença de amiloides na formação de biofilme. As setas indicam o bio 

filme corado pela tioflavina. 

 
 

 



31 
 

 

5.6 Análise in silico 
 

As sequências, em formato FASTA, de todas as proteínas do Bacteroides 

fragilis YCH46, foram depositadas no site PASTA 2.0 (Gráfico 4). O resultado 

obtido foi que 325(7%) do total das proteínas apresentam características 

amiloidogênicas. Todos os resultados foram comparados com proteínas amiloides já 

conhecidas na literatura são eles: a proteínaCurli da E. Coli, Aβ-42 de Humano.As 

proteínas identificadas pelo PASTA 2.0 foram analisadas pelo software 

Cello(Gráfico 5), assim descobriou-se que 195(60%) das proteínas são 

citoplasmáticas, 65 (20%) estão na membrana externa, 49 (15%) são extracelulares e 

16 (5%) estão localizadas no periplasma. As proteínas que apresentam maior 

interesse para o estudo são aquelas presentes na membrana externa, as extracelulares 

e as periplasmáticas. Com isso, essas proteínas foram submetidas à análise a 

outrosdois programas para confirmar outras características amiloidogênicas. O 

VendruscoloLab - Software confirmou que todas essas proteínas de interesse 

apresentam um score baixo ou negativo indicando que são muito insolúveis, 

característica igual às proteínas amiloidogenicas. Já o software Tango confirmou que 

as mesmas proteínas apresentam agregação β-cruzada, alfa-helicesemelhante a 

modelos utilizados.As proteínas com melhores scores (Tabela 2) variaram de-0.7 até 

0,73. Elas estavam localizadas na membrana externa e periplasma.  
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Tabela 2: resultado das proteínas que mais se assemelham com os 

amiloides estabelecidos na literatura. 

Proteínas  Localização Score Ligação β-

pregueada 

Aβ-42  - 

humana  

Transmembrana  0.303015 57,14 

Csg-A E. coli Extracelular  0.566137 40.4 

 

YP_097469.1 

Proteína 

hipotética  

 

Membrana 

externa  

 

-0.623456 

 

49,01 

YP_0974381 

Proteína 

hipotética 

conservada 

 

Extracelular  

 

0.020416 

 

57,94 

 

 

 

YP_10011711 

Proteína 

hipotética 

 

Extracelular / 

periplasma  

 

0.326759 

 

57,14 

 

YP_1007461 

Proteína 

hipotética 

 

Extracelular  

  

-0.776663 

 

62,93 

 

YP_0978741 

Proteína 

hipotética 

 

Extracelular 

 

0.423518 

 

54,59 

 

YP_0992391 

Proteína 

hipotética 

conservada 

 

Extracelular 

 

0.734028 

 

53,49 

 

YP_0975271 

Proteína 

hipotética 

conservada 

 

Extracelular 

 

0.655104 

 

53,28 

 

YP_1005091 

Proteína 

hipotética 

conservada 

 

Membrana 

externa/ 

extracelular  

 

0.658267 

 

53,07 

 

YP_0998241 

Proteína 

hipotética 

conservada 

 

Membrana 

externa  

 

0.215046 

 

51,49 

 

YP_0990101 

Sialidase  

 

Extracelular 

 

-0.642412 

 

51,29 
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Gráfico 4- Localização das Proteínas a partir do software Pasta 2.0. De acordo com o software 

60% das proteínas são citoplasmáticas, 15% extracelulares, 5% localizadas no periplasma e 20% 

estão localizadas na membrana externa.  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5- Localização das Proteínas a partir do software Cello. De acordo com o software 60% 

das proteínassão citoplasmáticas, 15% extracelulares, 5% localizadas no periplasma e 20% estão 

localizadas na membrana externa.  
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Tabela 3: Resumo dos resultados. 

Amostras  Biofilme Proteinase 

k 

Metaperioda

to de sódio 

Congo Red Tioflavina S 

SBF 1 Produz Reduziu  Reduziu  Colônia 

cinza claro 

 

Azul escuro 

SBF2 Produz Reduziu  Reduziu  Colônia 

acinzentada 

 

Azul escuro 

SBF3 Produz  Reduziu  Reduziu  Colônia 

cinza claro 

 

Azul escuro 

SBF5 Produz  Reduziu  Reduziu  Colônia 

acinzentada 

 

Azul claro  

SBF7 Produz  Reduziu  Reduziu  Colônia 

acinzentada 

 

Azul claro 

SBF10 Produz  Reduziu  Reduziu   Colônia  

acinzentada 

 

Azul claro 

SBF12 Produz  Reduziu   Reduziu  Colônia 

clara 

 

Azul escuro 

ATCC 

25285 

 

Produz  Reduziu  Reduziu   Colônia 

preta 

Azul claro 

638R Produz  Reduziu  Reduziu   Colônia 

preta 

 

Azul escuro                    

S. 

epidermidis 

 

Produz Reduziu  Reduziu   Colôniapret

a 

Azul claro  

Clostridim 

citriniae 

Produz  Reduziu  Reduziu  Colônia 

clara 

Azul escuro  
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6 DISCUSSÃO 
 

Bacteroides fragilisé um bacilo gram-negativo que vive no intestino 

humano. Este microrganismo é um dos principais anaeróbios responsável por causar 

infecções endógenas. Para tal efeito, utiliza-se de diversos fatores de virulência. Um 

dos mais estudados é o complexo polissacarídeo capsular (CPC), que é formado por 

oito polissacarídeos distintos. Os polissacarídeos PSA e PSB, são compostos cada 

um com unidades de repetição que têm grupos amino carregados positivamente e 

grupos carboxila ou fosfato carregados negativamente. O CPC é um dos fatores que 

promovem a formação de abscesso em sítios fora do intestino (Coyneet al 2000; 

Choiet al., 2002; Doğanet al 2013). 

No presente estudo, observou-se que todas as amostrasapresentaram 

cápsulas. O B. fragilispossui três tipos de cápsula que são classificadas como: Micro 

cápsula (MC), Grande cápsula (LC) e pequena cápsula. A grande cápsula está 

associada à resistência bacteriana.Estudos indicam que a micro cápsulaestá associada 

à formação de abscessos (Luttonet al., 1991; Patrick et al., 2010)Cox em 2009 

relacionou o aparecimento de abscesso cerebral em uma criança na Uganda após a 

mesma apresentar otite crônica. As bactérias anaeróbias isoladas foram 

Proteusmirabilise B. fragilis, ambas encapsuladas. O estudo evidencia que as 

bactérias encapsuladas estão muito relacionadas com diversos quadros infecciosos 

formadores de abscesso (Cox et al., 2009). 

A formação de biofilme é um dos fatores que contribui para adesão da 

bactéria ao sítio de interesse e também é um fator de virulência. Pouco se tem 

descrito sobre a formação de biofilme de bactérias anaeróbias do intestino. No 

presente estudo foi constatado que a formação de biofilmeé uma característica 

presente nas amostras patogênicas e ambiental testadas. Por outro lado, a amostra 

coletada da microbiota saudável apresentou baixa formação de biofilme.  

Nos últimos anos, a formação de biofilme no trato gastrointestinal vem 

sendo relacionado com possível estado pré-câncer no cólon. Um estudo recente de 

Dejea e colaboradores relataram a colonização e formação de biofilme bacteriano na 

superfície epitelial do cólon em pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar 

(FAP). A mutação herdada na FAP bloqueia a montagem do complexo E-caderina / 

β-catenina nas junções aderentes do epitélio e aumentam o risco de passagens de 
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microrganismos por elas. Além disso, a formação de biofilme na superfície do tecido 

canceroso de cólon,e também nas criptas Lieberkühn, pode ser observada. A 

degradação da mucina por patógenos resulta na formação de biofilme na superfície 

epitelial que causa a invasão de bactérias até as criptas e aceleram a carcinogênese 

(Dejea et al., 2018; Rascov et al., 2018). É interessante notar a dualidade da relação 

de B. fragiliscom o hospedeiro humano. O seu potencial carcinogênico pode estar 

relacionado a fatores de virulência presentes em apenas algumas cepas, como no caso 

do biofilme, enquanto cepas não patogênicas são importantes para o bom 

desenvolvimento do sistema imunológico. 

A utilização da proteinase K e do metaperiodato de sódio nesse estudo teve 

como objetivo compreender os componentes presentes no biofilme de B. fragilis. O 

resultado foi que todas as cepas tiveram seu biofilme reduzido. A cepa ATCC 35294 

de S. epidermidis, em condições de aerobiose, é conhecida na literatura como um 

biofilme predominantemente glicídico. No entanto, em nosso estudo ela sofreu 

também a ação da proteinase K.  A explicação para tal efeito possivelmente é que nas 

condições de anaerobiose, que a cepa foi, estaria sofrendo a regulação quorum 

sensing e ativando genes formadores de biofilme diferentes. Sendo assim acabou 

apresentando um biofilme mais protéico. Para confirmar esse achado e melhorar a 

barra de erro do nosso estudo este ensaio será repetido futuramente.  

Os amiloides associados àamiloidose humana e doenças degenerativas são 

bem conhecidos pelos seus efeitos citotóxicos. Os mecanismos moleculares de 

toxicidade nesses vários sistemas são diversos e incluem dano tecidual e inflamação 

causados por fibras maduras depositadas. Semelhante a amiloides patológicos, 

amiloides bacterianos podem estar associados com danos nas células e tecidos como 

uma consequência do processo de formação da fibra no local da infecção. Portanto, 

amiloide é considerado como um fator de virulência nasbactériaspatogênicas por 

muitos autores (Van et al., 2018). 

No resultado obtido nesse estudo, os B. fragilis que apresentam eventual 

amiloide foram os coletados de amostras clinicas e a amostra ambiental. A amostra 

da microbiota intestinal não apresenta evidências de produzir amiloide na formação 

do biofilme.Nesse resultado pode-se sugerir que a presença do amiloide na formação 

do biofilme dessas bactérias pode ser mais um fator que contribui para que ele resista 

em ambientes que não é seu habitat comum. Sendo assim, seu biofilme precisa ser 

mais resistente ao ataque do sistema imunológico do hospedeiro. 
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Negi e colaboradores em 2017 estudaram potenciais peptídeos bacterianos 

parecidos com os humanos que seriam responsáveis por promover autoimunidade em 

doenças com início tardio. Esta autoimunidade pode destruir a funcionalidade da 

proteína alvo. Portanto, ela pode acabar sendo uma das causadoras de distúrbios 

metabólicos inflamatórios de início tardio, tais como, Diabetes, Artrite Reumatoide, 

Hiperlipidemias, Câncer e Doença de Alzheimer. Neste estudo, foi encontrado um 

grande número de peptídeos idênticos entre as bactérias humanas e intestinais, que se 

ligavam aos alelos HLA-II e, portanto, provavelmente auto imunogênicos. Além 

disso, observou-se que tais candidatos auto-imunes foram relacionados com espécies 

bacterianas pertencentes aos filos Firmicutes e Proteobacteria. Levando os autores a 

concluir que esses filos podem ter maior impacto sobre a doença em indivíduos 

geneticamente predispostos (Negi et al., 2017). 

Existe uma estreita relação mutualística e simbiótica entre a microbiota 

intestinal e a saúde do intestino. Quando ocorre uma diminuição da biodiversidade 

intestinal ou o aumento de bactérias patogênicas, é caracterizado a disbiose. Este 

fenômeno resulta na alteração do sistema imunológico da mucosa intestinal e no 

surgimento de doenças inflamatórias, imunológicas, metabólicas ou degenerativas 

(Chassaing e Gewirtz., 2014). Evidências emergentes indicam que a alteração na 

composição da microbiota intestinal pode contribuir em alguns distúrbios 

neurológicos. Portanto, intervenções como antibióticos, probióticos, patógenos e 

nutrição devem afetar a composição da microbiota intestinal e a função fisiológica do 

intestino. Dessa forma, as intervenções na microbiota intestinal são novas estratégias 

para tratar ou ao menos retardar a progressão das doenças neurodegenerativas (Huet 

al., 2016). 

A idade avançada está associada à inflamação crônica de baixo 

grau. Consequentemente, os idosos apresentam também uma maior permeabilidade 

das células da mucosa intestinal e um aumento da permeabilidade da barreira 

hematoencefálica. Sendo assim, exudatos bacterianos conseguem ultrapassar essas 

barreiras mais facilmente (Bischoffet al., 2014; VanSpaendonket al., 2017). 

Zhan e colaboradores em 2016 provaram que bactérias gram-negativas estão 

associadas à neuropatologia da doença de Alzheimer (DA). Estudos prévios 

demonstraram que LPS e curli de E. coli foram detectados imunocitoquimicamente 

no parênquima cerebral e vasos em todos os cérebros com DA. Os níveis de curli 

medidos usando Western blots foram maiores na DA em comparação com os 
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cérebros de controle (p <0,01) e o curli foi localizado nos neurônios na DA mas não 

nos cérebros controle (Zhanet al.,2016). 

Chen e colaboradores usaram modelo de camundongo para mostrar que a 

presença de bactérias produtoras de curli no intestino aumenta a inflamação e a 

deposição de α-sinucleína no cérebro. Curiosamente, estudos anteriores apontam que 

o intestino pode estar envolvido, ou mesmo ser a origem da agregação de α-

sinucleína, na doença de Parkinson e tambémna Doença de Alzheimer. O eixo do 

intestino-cérebro pode fornecer contato de depósitos amiloides bacterianos 

localizados no intestino e hospedar proteínas propensas a amiloidose no sistema 

nervoso central, semelhante à via de infecção de príons que são ingeridosem 

encefalopatias espongiformes transmissíveis (EETs) (Chen et al., 2016). 

O estudo da presença de amiloides no biofilme bacteriano é um processo 

complexo e minucioso. A princípio, ao adicionarmos a Tioflavina S ao biofilme de 

B. fragilis não conseguimos distinguir as cepas produtoras de biofilme das não 

produtoras. A Tioflavina S é um corante que se liga às proteínas e moléculas 

hidrofóbicas, supostamente onipresentes em biofilmes bacterianos. No entanto, ao 

observar as fotos de microscopia de fluorescência com maior cuidado, observamos 

que existe certa diferença de tonalidade azul entre as cepas estudadas. Esse fenômeno 

é explicado pela capacidade do corante Tioflavina S de aumentar até 100x sua 

fluorescência na presença de amiloides. Isso ocorre por conta da ligação 

perpendicular que faz ao se aderir nas ligações β. O amiloide sofre uma pequena 

mudança conformacional que aumenta a fluorescência do corante(Groenning, 2009). 

Recentemente, descobriu-se um novo corante que, aparentemente, se liga 

especificamente somente ao amiloide. Mahía e colaboradores, observaram que o 

corante Acetamida (composto 1D) cora bem as fibras amiloides humanas, a α-

sinucleína e também consegue corar peptídeos de Staphylococcus sp. No entanto, sua 

fluorescência é menor que a Tioflavina T (Mahíaet al., 2018). Esperamos incluir esse 

corante em estudos futuros com as cepas de B. fragilis testadas. 

Em nossos estudos in silico conseguimos concluir que das4640 proteínas do 

B. fragilis YCH46 somente325(7%) apresentam ligações amiloidogênicas próximas 

aos controles positivos que são β-42 de humano, e o Curli da E. coli. O programa 

Pasta 2.0 utiliza bancos de dados para comparar proteínas amiloides conhecidas e 

predizer à formação de ligações entre folhas β em sequencias de aminoácidos. Outros 

recursos importantes para a classificação de proteínas amiloides, podem ser 
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facilmente aplicado sem uma escala genômica, desde que as sequências de interesse 

estejam disponíveis. Além disso, com intuito de melhorar nossa pesquisa, 

determinamos onde estas proteínas estariam localizadas na célula. Utilizamos o 

servidor Cello, um programa de previsão de localização sub-celular de proteínas, 

para determinar se proteínas com características amiloides estão expostas na 

superfície de B. fragilis. Esse programa mostrou que das 325 proteínas 

amiloidogenicas selecionadas no programa Pasta 2.0, 130 delas estão localizadas nos 

compartimentos celulares que o amiloide é encontrado normalmente. Sendo assim, 

65 estão localizadas na membrana externa, 49 são extracelulares e 16 estão no 

periplasma. A maioria são proteínas hipotéticas que não se sabe qual a função na 

bactéria. Esses resultados nos indicam que o B. fragilispode produzir e secretar 

proteínas com características amiloides no biofilme.  

Esperamos, com esse estudo, entender mais sobre o envolvimento de 

bactérias da microbiota no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e 

enriquecer a pesquisa dos amiloides bacterianos, mostrando que podem existir mais 

espécies de bactérias produtoras de amiloides além das conhecidas na literatura. Para 

melhorar a investigação de amiloides no biofilme dos B. fragilis, iremos buscar 

novos corantes que sejam mais específicos para observação do amiloide no biofilme 

pela microscopia de fluorescência, como o corante sugerido no protocolo de Mahia e 

colaboradores em 2018. Planejamos fazer o tratamento do biofilme também com 

DNase. Testes com microscopia confocal nos permitirão observar a espessura do 

biofilme após os tratamentos. A microscopia eletrônica de varredura pode ser uma 

importante ferramenta para visualizarmos o amiloide no biofilme. Ademais, 

planejamosextrair esse amiloide do biofilme seguindo o protocolo de Naiki 1988 

com algumas modificações.Paralelamente, continuaremos a pesquisa in silico 

comparando as proteínas selecionadas nesse estudo com os amiloides já conhecidos 

na literatura.  
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7 CONCLUSÃO 
 

 O biofilme do Bacteroides fragilis possivelmente é composto por uma fração maior de 

proteínas, mas também possui polissacarídeos. 

 

 Todos as cepas utilizadas nesse estudo apresentam cápsula polissacarídica 

 

 

 Cepas de B. fragilis patogênicas e ambientais apresentam fortes indícios da presença 

de amiloides na formação de seus biofilmes.  

 

 

 Estudos in silico evidenciam que B. fragilis apresentam proteínas com características 

que as encaixam em potenciais amiloides bacteriano.  
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