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“O homem erudito € um descobridor de fatos que ja existem, mas o0 homem sabio é
um criador de valores que nao existem e que ele faz existir.”
(Albert Einstein)

“Nao ha felicidade sem amor, vida sem sonhos, vitoria sem luta.”

(Armando de Almeida)

“Vocés, jovens doutores e cientistas do futuro, ndo se deixem macular por um
ceticismo estéril e nem sejam desencorajados pela tristeza que as nacdes passam
em certas horas. Nao figuem bravos com seus adversarios. Nenhuma teoria
cientifica ja foi aceita sem oposicdo. Vivam na paz de suas bibliotecas e laboratorios.
Perguntem-se antes: ‘O que fiz pela minha instrucdo? ' E ao avangarem
gradualmente: ‘O que estou conseguindo? ' Até que chegue a hora que terdo a
imensa felicidade de pensar que contribuiram de algum modo para o bem-estar e
progresso da humanidade.”

(Louis Pasteur)
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RESUMO

Recentes pesquisas demonstram que o xilitol, além de poder ser utilizado como um
ingrediente alimentar, possui varias aplicagdes clinicas, sendo indicado para tratar
diabetes, lesdes renais e parenterais, bem como para prevenir otite, caries
dentarias, infecgcbes pulmonares e osteoporose. Na literatura cientifica, ha alguns
relatos da atuacdo antiaderente do xilitol sobre diversas bactérias. Atualmente, com
a emergéncia de microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais,
torna-se essencial a intensificagdo de pesquisas de novas estratégias para se
prevenir e/ou tratar doengas ocasionadas pela presenca destes patdgenos. Uma
abordagem promissora se baseia no conhecimento da aderéncia de microrganismos
a diferentes superficies, tanto no hospedeiro (in vivo) quanto em materiais médico-
hospitalares, e de mecanismos que possam impedir essa colonizagcdo. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e a propriedade
antiaderente do xilitol frente as cepas bacterianas Escherichia coli ATCC 8739,
Escherichia coli clinica (EPEC), Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica,
Shigella flexneri ATCC 12022, Shigella flexneri clinica e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027. Foram realizados o teste de atividade antimicrobiana, para
determinagdo da concentragao inibitoria minima (CIM), e o teste de aderéncia, no
qual os parametros: crescimento no meio de cultivo, numero de unidades
formadoras de colénias desprendidas e avaliagcdo das laminulas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foram analizados. Foi constatado que o xilitol, nas
concentracdes 0,5%; 2,5% e 5,0%, nao possui atividade antimicrobiana sobre as
cepas testadas. No entanto, foi demonstrada a inibicdo da aderéncia tanto pelas
contagens dos bacilos desprendidos quanto pelas microfotografias obtidas por MEV.
Para as concentragcbes de xilitol 0,5%; 2,5% e 5,0% foram desprendidos,
respectivamente, 89 + 6; 187 + 12 e 257 + 30 bacilos (E.coli ATCC 8739); 198 * 28;
282 + 20 e 311 = 30 bacilos (E.coli clinica - EPEC); 65 £ 4; 23 + 2 e 31 £ 1 bacilos
(S. enterica sorotipo Typhimurium clinica); 131 + 3; 120 + 6 e 58 * 6 bacilos (S.
flexneri ATCC 12022); 779 + 15; 146 £ 2 e 56 * 6 bacilos (S. flexneri clinica); 2259 +
130; 2990 £ 130 e 5330 + 0 bacilos (P. aeruginosa ATCC 9027). Para todas as
cepas testadas, os resultados revelaram que a inibicdo da aderéncia microbiana,
observada nas laminulas tratadas com xilitol, € provavelmente o mecanismo de agao
deste composto. Este trabalho confere ao xilitol um maior valor agregado, torna-se
uma biomolécula adequada para ser usada como adjuvante terapéutico para a
prevencao e/ou tratamento de uma série de infecgdes recorrentes.

Palavras-chave: Aderéncia bacteriana. Bactérias. Prevencao e Controle. Xilitol.



ABSTRACT

Recent researches show that xylitol, besides being used as a food ingredient, has
many clinical applications, being used to treat diabetes, renal and parenteral lesions,
as well as to prevent otitis media, caries, lung infections and osteoporosis. In the
scientific literature, there are some reports on the anti-adherent action of xylitol on
many bacteria. Currently, with the emergence of microorganisms resistant to
conventional antibiotics, research for new strategies is necessary, aiming at
preventing and/or treating diseases caused by the presence of such pathogens. A
very promising approach is based on the awareness of the adherence of
microorganisms to several surfaces, both in the host (in vivo) and in medical-hospital
materials, and of the mechanisms which may prevent such colonization. The present
study aimed at evaluating the antimicrobial activity and the anti-adherent property of
xylitol on the bacterial strains Escherichia coli (ATCC 8739), clinical Escherichia coli
(EPEC), clinical Salmonella enterica serotype Typhimurium, Shigella flexneri (ATCC
12022), clinical Shigella flexneri and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). The
test of antimicrobial activity was realized to determinate a minimum inhibitory
concentration (MIC) and the adhesion test were performed, according to which the
parameters regarding growth in the culture medium, number of colony-forming units
(CFUs) released and evaluation of slides using scanning electron microscopy (SEM)
were analyzed. It was found that 0.5%, 2.5% and 5.0% concentrations of xylitol do
not have antimicrobial activity on the strains tested. However, the inhibition of
adherence was demonstrated both by counting the released bacilli and by SEM
microphotographs. For 0.5%, 2.5% and 5.0% concentrations of xylitol, CFUs were
released, respectively of 89 + 6; 187 + 12 and 257 + 30 E.coli ATCC 8739 bacilli; 198
1 28; 282 + 20 and 311 + 30 clinical E.coli — EPEC bacilli ; 65 +4; 23 £ 2 and 31 £ 1
clinical S. enterica sorotipo Typhimurium bacilli ; 131 £ 3; 120 + 6 and 58 + 6 S.
flexneri ATCC 12022 bacilli; 779 + 15; 146 + 2 and 56 + 6 clinical S. flexneri bacilli;
2259 £ 130; 2990 = 130 and 5330 = 0 P. aeruginosa ATCC 9027 bacilli. For all the
strains tested, the results obtained show that the inhibition of microbial adhesion,
observed in slides treated with xylitol, is probably the mechanism of action of this
compound. This study gives xylitol a greater added value, making it an appropriate
biomolecule to be used as adjuvant therapeutic for the prevention and/or treatment of
a series of recurrent infections.

Keywords: Bacterial Adhesion. Bacteria. Prevention and Control. Xylitol.
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1 INTRODUGAO

A biotecnologia € um ramo da ciéncia que vem contribuindo sistematicamente
para o desenvolvimento de produtos, técnicas e biofarmacos de grande aplicagéo na
vida contemporanea. A pesquisa de novos farmacos de origem biotecnoldgica é um
ramo promissor que tem se destacado nesses ultimos anos. A biotecnologia vem
contribuindo significantemente para a detecgao precoce de varias doencgas através
do desenvolvimento de produtos e farmacos que possibilitam um tratamento de
maior sucesso. Como vantagens destes produtos citam-se aproveitamentos de
residuos para sintese destes compostos, surgimento de novas moléculas e
possibilidade de cura para diversas enfermidades.

A resisténcia microbiana aos farmacos presentes hoje no mercado € uma das
principais dificuldades para um tratamento de sucesso. Esta resisténcia tende a se
disseminar cada vez mais, uma vez que microrganismos possuem maneiras
diversas de se tornarem resistentes rapidamente aos antimicrobianos em funcao de
algum(s) destes mecanismos: modificagdo enzimatica na estrutura do
antimicrobiano; modificacbes pontuais como, por exemplo, na aquisicdo de uma
nova proteina; impermeabilidade da membrana; aumento do efluxo do
antimicrobiano ou modificagdo das vias enzimaticas (SILVEIRA et al., 2006)

Formalmente, o aparecimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos
pode ser considerado como uma manifestagdo natural regida pelo principio evolutivo
da adaptacédo genética de organismos a mudangas no seu meio ambiente. Apesar
da presenga de poucos microrganismos geneticamente modificados nao ser
suficiente para produzir resisténcia, se uma populagcdo bacteriana infecciosa
contendo alguns mutantes resistentes a determinado antimicrobiano for exposta a
este farmaco, os genotipicamente alterados terdo maior vantagem seletiva
(SILVEIRA et al., 2006).

Dentro deste contexto, tem-se tornado essencial a intensificacdo de
pesquisas de novas estratégias para se prevenir e/ou tratar as doencas infecciosas.
Uma abordagem bastante promissora se baseia no conhecimento da aderéncia de
microrganismos a diferentes superficies, envolvendo tanto as superficies celulares

no hospedeiro quanto as superficies de biomateriais, € de mecanismos que
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impegam essa colonizagao (OFEK, KAHANE e SHARON, 1996; OFEK, HASTY e
SHARON, 2003).

O xilitol, composto de interesse deste estudo, atua diferentemente em relagao
aos antimicrobianos classicos, ao agir impedindo a aderéncia do patégeno por um
mecanismo pouco provavel de induzir resisténcia. Desde que a aderéncia a
superficie hospedeira é a primeira etapa na maioria das infec¢des, uma intervencao
neste estagio & bastante benéfica na prevengdo de uma determinada patologia.
Além disso, a inibicdo da aderéncia de microrganismos a materiais médicos e
hospitalares, como, por exemplo, diferentes tipos de cateteres, de sondas e de
instrumentais cirurgicos, compreende em uma medida preventiva quanto a

disseminacao de infecgdes hospitalares.

1.1 XILITOL: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E TOXICIDADE

O xilitol € um poli-alcool de cinco atomos de carbono que se apresenta na
forma de um po6 cristalino branco e possui poder edulcorante similar ao da sacarose
(AGUIAR, OETTERER e MENEZESI, 1999). E um carboidrato natural de férmula
empirica CsH1205 (Figura 1), sem odor, altamente soluvel em agua (64,2 g/100 mL),
com ponto de fusdo na faixa de 93,4 a 94,7°C e de massa molecular igual a 152,15
g/mol (TAMANINI e HAULY, 2004).

O xilitol foi descoberto em 1891 pelo quimico alem&o Emil Fischer (1852-
1919) e pelo quimico francés Gabriel Bertrand (1867-1962), que o prepararam, na
forma de xarope, a partir da reagdo da xilose (agucar obtido da madeira) com
amalgama saodica (liga de mercurio e sédio) (LIMA e BERLINCK, 2003). Este agucar
pode ser encontrado em liquens, fungos, algas, frutas e vegetais, e também como
um intermediario do metabolismo de carboidratos em animais, inclusive no homem
(LIMA e BERLINCK, 2003; TAMANINI e HAULY, 2004).
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Figura 1 — Estrutura do xilitol (CsH4,05). A) Numeracédo de cada atomo de carbono e hidrogénio
individuais. B) Formula zig-zag da molécula. A dupla seta tracejada indica a interagao
entre o O, e O,. Fonte MAKINEM, 2000

Em razéo de seu elevado calor de solugdo endotérmico (34,8 cal/g), o xilitol
produz um agradavel efeito refrescante na boca, quando entra em contato com a
saliva. Devido a essa propriedade organoléptica, o xilitol real¢a o efeito refrescante
dos produtos com sabor de menta, tais como balas e gomas de mascar
(MUSSATTO e ROBERTO, 2002). As propriedades fisico-quimicas do xilitol estao
apresentadas na Tabela 1.

Pelo fato do xilitol ndo possuir grupos aldeidicos ou cetbnicos em sua
molécula, este composto ndo sofre reagdo de Maillard, o que significa que ele nao
sofre reagdes de escurecimento ndo enzimatico ao reagir com proteinas sob
aquecimento. Dessa forma, recomenda-se a utilizacdo deste agucar na manufatura
de produtos nos quais as reagbes de Maillard s&o indesejaveis, tais como os
alimentos infantis, por exemplo. Entretanto, seu uso em produtos nos quais o
resultado dessa reacao € importante para caracteristicas visuais, como em produtos
de padaria, o uso exclusivo de xilitol oferece problemas, uma vez que as reacgdes de
escurecimento sdo responsaveis pela aparéncia e pelas caracteristicas flavorizantes
desses produtos (MANZ, VANNINEN e VOIROL, 1973; BAR, 1991; MUSSATTO e
ROBERTO, 2002).



Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do xilitol.

19

PROPRIEDADES

CARACTERISTICAS OU VALORES

Férmula empirica

Massa molar

Aparéncia

Cor

Sabor

Odor

Ponto de Fuséao

Ponto de Ebulicao

pH (solugdo aquosa a 10%)
Densidade (solugéo aquosa a 10%)
Solubilidade em agua a 20 °C
Calor de Solugao (endotérmico)
Valor Caldrico

indice de Refracdo & 25 °C (solugéo
aquosa a 10%)

Higroscopicidade

Poder adogante

Estabilidade

CsH120s5
152,15 g/mol
Pé cristalino
Branca

Doce
Nenhum
92-96°C
216°C (1 atm)
5-7

1,03 g/mL

63 g/100 g solugcéao
34,8 callg

2,4 kcallg
1,3471

Em elevada umidade relativa, € mais
higroscépico que a sacarose e
menos que o sorbitol

Similar ao da sacarose, superior ao
do sorbitol e manitol

Estavel a 120°C (ndo carameliza)

Fonte: Adaptada de BAR, 1991, p. 350.

A incorporacéo de xilitol em alimentos € permitida por este ser considerado

uma substéncia atoxica e, portanto, conhecido como um aditivo geralmente
reconhecido como seguro (GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA), ou
seja, classe de substancias quimicas altamente seguras para serem adicionadas a
alimentos (MUSSATTO e ROBERTO, 2002). A resolucdo RDC n° 24, de 15 de
fevereiro de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprova a
utilizacdo de xilitol como aditivo alimentar e coadjuvante de tecnologia (BRASIL,
2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), testes de toxicidade
aguda executados em animais, nos quais o xilitol foi administrado por via oral,
indicaram que este agucar apresentou toxicidade muito baixa (FERREIRA, 2007).
Voirol (1977) observou em seus estudos que individuos que utilizaram o xilitol como
unico adogante, por um periodo de dois anos, ndao apresentaram significativos
efeitos colaterais.

O uso de xilitol esta liberado em mais de 50 paises do mundo, incluindo

membros da Unido Européia, Suiga, Brasil, Argentina, Australia, Jap&o, Coréia do
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Sul e China (AGUIAR, OETTERER e MENEZES, 1999). A aprovacao estende o uso
do xilitol para todas as categorias de alimentos, produtos dietéticos, farmacéuticos,
de higiene oral e cosméticos (KRUGER, 2005). Além disso, o xilitol € mais inerte
quimicamente do que a sacarose, 0 que possibilita um maior tempo de prateleira aos

produtos que contenham xilitol (BAR, 1991).

1.2 XILITOL: PRODUGAO

A obtencdo do xilitol pode ser realizada de trés maneiras: extragao liquido-
sélido, reducéo quimica da xilose, e conversao biotecnoldgica de solugdes contendo
xilose. A primeira via de producéo, que compreende a separagao de um componente
sélido solubilizado por um solvente liquido, utiliza vegetais e frutas (banana, alface,
morango, cenoura, espinafre e berinjela, entre outros) como matéria prima, bem
como liquens, fungos, algas e cogumelos. Contudo, como o xilitol esta presente em
pequena propor¢gao (menos de 900 mg em cada 100 g de matéria-prima), este
processo torna-se inviavel economicamente (PARAJO, DOMINGUES e
DOMINGUES, 1998a; LIMA e BERLINCK, 2003; TAMANINI e HAULY, 2004).

O processo quimico ocorre por meio de reducéo catalitica da xilose purificada
em presenga do catalisador Niquel de Raney. Este processo inclui quatro etapas
basicas: 1) obtencao da xilose por hidrolise acida de material vegetal rico em xilana;
2) purificagao da xilose obtida; 3) hidrogenacgao catalitica da xilose formando xilitol e
4) cristalizagdo do composto. O rendimento do processo quimico e a qualidade do
xilitol dependem da pureza da solugdo inicial de xilose, ja que a presenga de
impurezas interfere na reagao catalitica (LIMA e BERLINCK, 2003; TAMANINI e
HAULY, 2004). Sado necessarias operagdes de purificagdo (como troca ibnica,
descoloragdo e fracionamento cromatografico) para remogdo do catalizador e
obtencdo de uma solucdo de xilose de elevada pureza. Apés a remocado do
catalisador por filtragao e troca ibnica, a solugao de xilitol € concentrada, fracionada
por cromatografia e cristalizada para obtencao do produto puro (LIMA e BERLINCK,
2003; TAMANINI e HAULY, 2004). No entanto, o processo possui custo
extremamente elevado uma vez que ocorre em reatores de elevada pressao e

temperatura, além de requerer etapas de purificagdo da xilose antes de sua
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hidrogenacgao a xilitol. O custo de produgao do xilitol por processo quimico € cerca
de 10 vezes maior que o0 da sacarose ou do sorbitol (MUSSATTO e ROBERTO,
2002)

Diante das dificuldades relacionadas com o processo quimico de obtencao do
xilitol, que resulta em elevado prego do produto final, surgiu a necessidade de se
desenvolver tecnologias alternativas e mais atraentes de obtengdo do xilitol
(PARAJO, DOMINGUES e DOMINGUES, 1998a). A alternativa encontrada ao
processo convencional envolve a produgao biotecnoldgica, em que o xilitol pode ser
obtido por via enzimatica, com obtengao de maiores valores de conversao, e/ou por
via microbioldgica (podendo ser utilizadas bactérias, leveduras e fungos) a partir da
fermentacdo de solugdes ricas em xilose, sem a necessidade de purificacdo prévia
do substrato (Figura 2). Varios outros produtos comerciais sdo obtidos por
fermentacao, destacando-se o etanol, utilizado como combustivel (NIGAM e SINGH,
1995; LIMA e BERLINCK, 2003).

MATERIAL LIGNOCELULOSICO
CONTENDO XILANA

|

| PROCESSO DE HIDROLISE |

|

'SOLUGAO CONTENDO XILOSE|

|

|CONCENTRAGAO DO HIDROLISADO |

VIA QUIMICA | VIA BIOTECNOLOGICA

PURIFICAGAO DA DESTOXIFICAGAO DO
XILOSE HIDROLISADO
¢ |
HIDROGENAGAO Enzimasefou _, | CONVERSAO
CATALITICA Microrganismos BIOTECNOLOGICA
l Produtos de reagéo l
'SEPARAGAO / PURIFICAGAO| [SEPARAGAO / PURIFICAGAO

Figura 2 — Fluxogramas da via quimica e da via biotecnolégica para producéo de xilitol.
Fonte: MUSSATTO e ROBERTO, 2002
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Como relevantes vantagens da via biotecnoldgica de produgao pode-se citar a
nao formagado de compostos téxicos, reduzindo significantemente os custos
relacionados com a separacédo e purificacdo do produto final; e a ocorréncia do
processo em baixas temperaturas e pressado, o que também diminui os custos e
possibilita a aplicagdo em varios segmentos industriais e institucionais. Além disso,
nessa produgao nao ha necessidade da purificagao inicial da xilose, uma vez que a
sua conversao a xilitol ocorre diretamente no préprio hidrolisado hemiceluldsico
proveniente dos residuos lignocelulésicos (NIGAM e SINGH, 1995; LIMA e
BERLINCK, 2003). Entre as vantagens apresentadas pelos processos
biotecnolégicos destaca-se ainda o fato da produgao apresentar caracteristicas que
minimizam o impacto ambiental, como diminuicdo da toxicidade dos efluentes e o
uso de recursos renovaveis (biomassa vegetal). No caso da via biotecnoldgica
proposta para a producdo de xilitol, utilizam-se residuos agroindustriais como
bagaco de cana, palha de arroz, palha de trigo e sobras de eucaliptos,
potencializando o carater de redugdo de custos financeiros e ambientais (LIMA e
BERLINCK, 2003).

O processo biotecnolégico de produgao do xilitol se apoia no fato deste ser
um intermediario do metabolismo de D-xilose em leveduras (TAMANINI e HAULY,
2004). A obtencédo de xilitol por via biotecnoldgica esta, contudo, associada a
capacidade dos microrganismos de sintetizar a enzima xilose redutase (XR).
Inicialmente, essa enzima catalisa a reducao de xilose a xilitol com a participacao
dos cofatores NADPH ou NADH. O xilitol, composto relativamente estavel, ou é
excretado da célula, ou é oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH),
cuja atividade requer os cofatores NAD ou NADP (Figura 3). Em resumo, a produgéo
de xilitol depende de uma elevada atividade da enzima XR ou de uma baixa
atividade da enzima XDH, sendo o grau de atividade dessas enzimas o critério
utilizado para identificar os melhores produtores (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).
Embora as leveduras sejam mais aptas que as bactérias para produzir xilitol, & dificil
classificar suas varias espécies quanto a capacidade produtiva. Acredita-se que as
que tém maior potencial pertencem ao género Candida (Tabela 2) (MAYERHOFF et
al., 1996; MUSSATTO e ROBERTO, 2002).



XILOSE

NAD(P)H+H"

Xilose Redutase

NAD(E)

- i

X LY
(_ xmroL

Xilitol NAD

Desidrogenase

NADH+H"

HKilulose
ATP

ADP

Reacdes ndo oxidativas
(conversdo das pentoses

Reacoes oxidativas
(regeneracao do NADPH)

7 Viadas T
fosfato a triose e hexose

fosfopentoses /r

Gliceraldeido 3P Frutose 6P

(ﬁ_i;_glim_u_@
\A

Pimuvato NADH-H ¢

/ %—p AD
~Ticlo do acidos ™, _
“._fricarboxilicos -~ Etanol + CO;

23

Figura 3 — Esquema simplificado do metabolismo da xilose em leveduras. Fonte: TAMANINI e

HAULY, 2004
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Tabela 2 — Leveduras produtoras de xilitol. Os cédigos indicam diferentes linhagens e a producgéo é
por litro de meio de cultura.

LEVEDURAS XILITOL (g/l)

Candida boidinii (NRRL Y-17213) 29
Candida guilliermondii (FT1-20037) 37
Candida intermedia (RJ-248) 57
Candida mogii (ATCC 18364) 31
Candida parapsilosis (ATCC 34078) 20
Candida pseudotropicalis (1Z2-431) 4,3
Candida tropicalis 2,1
Candida tropicalis (HXP>) 4.8
Candida tropicalis (1004) 17
Candida tropicalis (ATCC 7349) 20
Candida tropicalis (ATCC 20240) 55
Candida utilis (ATCC 22023) 1,8
Candida utilis (C-40) 3

Debaryomyces hansenii (C-98, M-21) 0,8
Hansenula anomala (1Z-1420) 6,1
Kluyveromyces fragilis (FTI-20066) 4,6
Kluyveromyces marxianus (1Z-1821) 6,1
Pichia (Hansenula) anomala (NRRL Y-366) 2

Pachysolen tannophilus (NRRL Y-2460) 2,2
Saccharomyces (SC-13) 0,7
Saccharomyces (SC-37) 2,3
Schizosaccharomyces pombe (16979) 0,2

FONTE: Adaptado de LIMA e BERLINCK, 2003.

Apesar das diversas pesquisas desenvolvidas na produgao biotecnoldgica via
fermentagao, ainda nado foi possivel obter concentragdes de xilitol suficientes para a
etapa de cristalizacdo. Para aumentar a produtividade desse processo, estdo sendo
aplicadas estratégias de engenharia metabdlica, que consistem no desvio do
metabolismo, para aumentar a formacao desse poliol € diminuir o seu consumo pelo

préprio. Embora tenha se observado os crescentes rendimentos, produtividades e
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concentragdes de xilitol obtidos pela via biotecnoldgica, estes valores ainda néo sao
suficientes para esta substituir o processo quimico atualmente utilizado. Séao
necessarias investigagdes para melhor compreensao do metabolismo da xilose em
xilitol, dos efeitos da disponibilidade de oxigénio na conversédo e da agao sinérgica
dos inibidores de crescimento microbiano presentes nos hidrolisados
hemiceluldsicos (LIMA e BERLINCK, 2003).

Sarrouh (2009) realizou um estudo operacional e de viabilidade econémica da
producado biotecnoldgica de xilitol em reator de leito fluidizado utilizando bagago de
cana de agucar e células imobilizadas. O aumento no fluxo de fluidizacdo obtido
resultou em um maior consumo de xilose e consequente acumulo de xilitol, uma vez
que promoveu melhor transferéncia de oxigénio do meio para o interior do suporte
de imobilizagdo. Além disso, este processo permitiu a reutilizagdo sucessiva das
células imobilizadas durante bateladas repetidas sem redugdes no fator de
rendimento de xilose em xilitol e na concentragao final de xilitol. Esta nova forma de
producao proposta mostrou-se economicamente viavel com um tempo de retorno de
capital investido de 24 meses, uma taxa interna de retorno (TIR) de 51,7% e um
preco de venda do xarope de xilitol (80% de pureza) de R$ 211,60, representando
53% do precgo do xilitol cristalizado no mercado interno (R$ 402,50). Visando ainda
reduzir o custo de venda deste xarope e aumentar a competitividade do xilitol em
relacdo aos demais polidis encontrados no mercado, foram sugeridas modificacoes
em algumas etapas do processo em estudo. Dentre elas, 0 aumento na eficiéncia da
hidrélise para 80% e a utilizagdo de resinas de troca i6nica no tratamento do
hidrolisado hemicelulésico. Dessa forma, o processo modificado resultou na reducao
de 62% no prego de venda do xarope (R$ 113,10), apenas 28% do preco de venda
do xilitol cristalizado, com o mesmo tempo de retorno de capital investido. Este
processo biotecnologico de produgcdo do xilitol mostrou-se economicamente

promissor para uma futura implantagcdo em nivel industrial.

1.3 XILITOL: USO E APLICAGOES

O xilitol constitui um insumo de grande importdncia para a industria

alimenticia, odontolégica e farmacéutica (SILVA et al., 1994), podendo ser
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empregado como adogcante em gomas de mascar, chocolate, produtos de
panificagdo, confeitos, condimentos, entre outros alimentos. Pode ser utilizado
também em preparacdes farmacéuticas, devido o seu poder refrescante. Além disso,
o xilitol funciona como insumo nas industrias de papel e fumo e como poliol na
manufatura de resinas (SILVA et al., 1994; AGUIAR, OETTERER e MENEZES,
1999).

Recentes pesquisas com animais € humanos demonstram que o xilitol, além
de poder ser utilizado como um ingrediente alimentar, possui varias aplicagbes
clinicas, sendo indicado para tratar diabetes, lesées renais e parenterais, bem como
para prevenir otite, caries dentarias, infecgdes pulmonares e osteoporose. Os
resultados até agora obtidos ja permitem uma analise global dos beneficios da
administracdo de xilitol para pacientes com diversos tipos de patologias
(MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

Uma alimentagcdo correta, variada e completa cobre nossas necessidades
biolégicas basicas, permitindo que nosso organismo funcione com normalidade,
além de ser importante para a redug¢ao do risco de certas alteragcdes ou doencas a
curto e longo prazo. A ligacdo entre os excessos alimentares e a elevada
prevaléncia de doencas crbnicas tem sido objeto de crescente interesse entre
pesquisadores e entidades governamentais. Desde o inicio dos anos 60, comités
especializados em diversos paises tém apresentado recomendacgdes nutricionais
como forma de prevenir os problemas de saude decorrentes desses maus habitos
alimentares, cada vez mais comuns em paises desenvolvidos (FREIRE, CANNON e
SHEIHAM, 1994). O aumento do consumo de agucares nas ultimas cinco décadas,
em especial, na forma de sacarose, vem provocando varios problemas de saude
(LIMA e BERLINCK, 2003). A carie e a obesidade sao as duas condi¢gdes mais
frequentemente relacionadas ao consumo de agucares extrinsecos, juntamente com
outras doencgas cronicas (ou fatores de risco para as mesmas) tais como diabetes,
doengas coronarianas e trigliceridemia (FREIRE, CANNON e SHEIHAM, 1994).
Neste sentido, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de se encontrar
substitutos que evitem efeitos indesejaveis e que ajudem a reverter o quadro atual
(FREIRE, CANNON e SHEIHAM, 1994; SILVA et al., 1994; AGUIAR, OETTERER e
MENEZES, 1999). Muitos adogantes alternativos ja sdo empregados em varios tipos
de alimentos, sendo que um deles, o xilitol, tem-se mostrado como uma boa op¢éo
para substituir a sacarose (LIMA e BERLINCK, 2003).
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O xilitol no corpo humano é produzido, regularmente, durante o metabolismo
do organismo, pela via glucurbnica (também denominada de via do acido urénico),
em quantidades que variam de 5 a 15 g/dia (VANDESKA et al., 1996; PARAJO,
DOMINGUEZ E DOMINGUEZ, 1998b; AGUIAR, OETTERER e MENEZES, 1999;
TAMANINI e HAULY, 2004; ARAUJO, 2007). A produgao do xilitol depende de uma
série de reacdes quimicas que ocorrem durante o metabolismo dos carboidratos,
com a formagdo de moléculas simples de glicose e pela agdo da enzima
hexoquinase e do nucleotidio adenosina trifosfato (ATP). A hexoquinase e o ATP
fazem a conversao da glicose para a glicose-6-fosfato. A partir dai, a glicose-6
fosfato segue por uma via principal, denominada de glicdlise, seguida da via
respiratoria e fosforilagdo oxidativa. Por outro lado, a glicose-6-fosfato também
segue por uma via alternativa, denominada de via do acido urdnico, na qual ha a
producao, dentre outros compostos, de xilitol (ARAUJO, 2007).

O metabolismo do xilitol pouco contribui para a formagao de tecido adiposo e
€ independente da insulina, o que possibilita sua utilizagdo como adogante na dieta
para diabéticos. O xilitol possui baixa absorcao intestinal quando comparado a
sacarose, e, por isso, pode ser recomendado para diabéticos, ja que nao produz
mudancas rapidas na glicemia (AGUIAR, OETTERER e MENEZES, 1999;
TAMANINI e HAULY, 2004).

Segundo Bar (1991), o xilitol pode seguir duas vias metabdlicas, a principio: a
primeira engloba o metabolismo direto ou absorgao pelo organismo, principalmente
pelo figado, enquanto a segunda compreende a fermentacdo do xilitol, nao
absorvido, pela flora intestinal. De fato, nenhuma das duas principais vias de
absorcao do xilitol (figado e flora intestinal) € mediada pela insulina (MUSSATTO e
ROBERTO, 2002). Embora o xilitol possa penetrar em quase todas as células do
organismo, as do figado sdo especialmente permeaveis e contém uma enorme
quantidade de enzimas capazes de rapidamente metaboliza-lo e transforma-lo em
energia. A absorgdo pelo intestino €, ao contrario, consideravelmente lenta
(MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

Toda a D-glicose proveniente do metabolismo do xilitol é primeiro estocada
como glicogénio no figado e depois liberada gradualmente. Desse modo, sua
concentragdo no sangue nao sofre as mudangas bruscas causadas pela sacarose e
pela glicose, o que faz do xilitol um adogante apropriado para pacientes com
diabetes mellitus tipo | ou tipo Il (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).
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O xilitol nao é fermentado pela maioria dos microrganismos da cavidade bucal
humana, exercendo efeito cariostatico e inibindo a desmineralizagdo dos dentes
(SILVA et al., 1994; AGUIAR, OETTERER e MENEZES, 1999; TAMANINI e HAULY,
2004). Essa acao foi observada sobre a bactéria Streptococcus mutans, principal
causador das caries. O efeito ndo cariogénico € uma consequéncia deste
microrganismo e de outros que formam a placa bacteriana, ndo fermentarem tal
acgucar, nao o utilizando como uma fonte de carbono. Além disso, o xilitol estimula a
salivagdo e, por ndo ser fermentado, faz com que ndo haja diminuigcdo do pH e
acidificagdo do meio, o que contribuiria para o crescimento do Streptococcus mutans
e para o desenvolvimento da carie (IWATA et al., 2003).

A estrutura quimica do xilitol € caracterizada por uma sequéncia treo de
grupos hidroxila (-OH). Esta configuragdo pode ser responsavel pela formagéao de
complexos estaveis com ions, como por exemplo, com caélcio (Figura 4) (MAKINEM,
2000). Acredita-se que o xilitol possua a capacidade de transportar e de formar
complexos com ions calcio, e, com isso, € capaz de penetrar no esmalte dentario.
Sugere-se que o xilitol, além de atuar na prevengao de caries, possa atuar também
tanto na prevencado da desmineralizacdo quanto na remineralizacdo dos dentes
revertendo o quadro de erosao dental (AMAECHI, HIGHAM e EDGAR, 1998; SANO
et al., 2007). A remineralizagcado € promovida geralmente por minerais, em particular
ions calcio e fosfato, que estdo presentes naturalmente na saliva. Uma vez que a
substituicdo do acucar por xilitol estimula a salivagéo (pelo seu agradavel sabor
refrescante), um aumento da quantidade de saliva aumenta também a quantidade
dos minerais nela presentes (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

O uso alternativo como adogante, em substituicdo a sacarose, por pacientes
diabéticos e obesos, e o efeito anticariogénico, sdo as duas aplicagdes mais
difundidas do xilitol. Sendo assim, a importancia econdmica e social deste agucar
reside principalmente no seu alto poder adocante e em sua propriedade

anticariogénica, o que o coloca como um produto de elevado valor agregado.
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Ca-XILITOL
CsH1205Ca(OH)2. 4H20

Figura 4 — Complexacgao do xilitol em solugdo aquosa pelos ions Ca*. Fonte MAKINEM, 2000

O uso do xilitol em nutricdo parenteral é recomendado pelo fato de nao haver
reagao entre xilitol e aminoacidos, o que facilita a produgcédo de infusdes contendo
ambos, e também pelo fato dos tecidos poderem utilizar xilitol sob condi¢cdes pds-
operatorias ou pos-traumaticas (YLIKAHRI, 1979). Pacientes sob tais condi¢des
apresentam uma excregao excessiva dos horménios do stress (cortisol, horménios
do crescimento entre outros), os quais provocam resisténcia a absorg¢ao da insulina
e impedem a utilizacdo eficiente da glicose pelo organismo. Dessa forma, o
tratamento com xilitol € indicado uma vez que produz apenas um aumento limitado
dos niveis de glicose (YLIKAHRI, 1979). Georgieff et al. (1991) observaram que ao
usar xilitol, em nutricdo parenteral de ratos com queimaduras, nao houve
degradacédo das proteinas como acontecia quando tal solugao era preparada com
glicose. Sendo assim, uma nova formulagdo, composta por solugdo aquosa,
aminoacidos e xilitol, para nutricdo parenteral, foi patenteada para o tratamento de
pacientes com estresse severo ou complicacbes renais. Tal preparacdo reduz a
perda de nitrogénio e acelera a gliconeogénese (GEORGIEFF e OEHMKE, 1990).

Manifestagdes clinicas como anemia hemolitica induzida por drogas ou por
infeccao, ictericia neonatal e anemia hemolitica congénita cronica estdo associadas
a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). A enzima G6PDH

€ responsavel pela manutencdo de um nivel adequado da coenzima reduzida
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NADPH e é necessaria para o metabolismo da glicose. A deficiéncia desta enzima
promove a diminui¢ao dos eritrécitos. O xilitol € um agente terapéutico que pode ser
utilizado por pessoas com deficiéncia de G6PDH, uma vez que essa enzima nao é
requerida para o seu metabolismo. Assim sendo, o xilitol supre a célula de NADPH2
por meio da oxidacdo da L-xilulose, mantendo a integridade da membrana dos
glébulos vermelhos (YLIKAHRI, 1979; MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

O «xilitol atua também sobre microrganismos do sistema respiratorio.
Problemas como otite média, sinusite, congestdes nasofaringeas e inflamacdes
associadas a complicacbes respiratorias podem ser prevenidas e tratadas com
aplicagao nasal de xilitol em solugdo salina. Além disso, administragao de xilitol por
preparagdes soélidas (gomas de mascar, pé e comprimido, por exemplo) pode ser
usada em tratamento de infecgbes respiratorias em geral, principalmente em otite
média aguda em humanos (UHARI et al., 1996). Em um experimento duplo-cego e
randémico realizado com cerca de 300 criangas por Uhari et al. (1996), foi sugerido
que a agao do xilitol em controlar a otite média aguda se refere a prépria presenca
do agucar e ndo a uma fungdo mecanica, como, por exemplo, a mastigacdo da
goma de mascar utilizada nos ensaios, contendo xilitol e sacarose.

A eficiéncia do xilitol no tratamento de doencas respiratorias (ZABNER et al.,
2000; TAPIAINEN et al., 2001; MUSSATTO e ROBERTO, 2002) é atribuida a sua
baixa permeabilidade transepitelial. Dessa forma, o xilitol ndo € metabolizado pela
maioria das bactérias e, com isso, diminui a concentragdo de sais no liquido que
reveste a superficie interna dos pulmdes (ZABNER et al., 2000). Esta superficie é
revestida por uma fina camada de liquido que contém substancias antimicrobianas
capazes de eliminar as bactérias constantemente aspiradas ou inaladas, prevenindo
dessa forma as infeccdes pulmonares. O aumento da concentracdo de sais nesse
envoltdrio liquido das células, que reveste o interior dos pulmdes, inibe a atividade
antimicrobiana dessas substancias, fazendo com que as bactérias se espalhem e
produzam infecgdes crénicas. Reduzindo-se a concentracéo salina do liquido, pode-
se aumentar a atividade antimicrobiana e prevenir a infecgdo (MUSSATTO e
ROBERTO, 2002). Experimentos realizados por Zabner et al. (2000), a partir de 50
Ml de uma solugdo 3 mM de xilitol, demonstraram que as bactérias Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa (principais causadoras de doengas pulmonares)
nao utilizam xilitol para crescimento, o que faz diminuir a concentracdo de sais no

liquido e aumentar a atividade antibidtica natural dos pulmdes. Pode-se dizer,
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portanto, que o xilitol fortalece o sistema de defesa natural dos pulmdes, atrasando
ou prevenindo o estabelecimento de infeccdes bacterianas, entre as quais se inclui a
pneumonia.

Outra aplicacdo do xilitol seria no tratamento ou na prevengao da
osteoporose. Ele atua promovendo o aumento da massa dos 0ssos, preservando os
minerais neles existentes e evitando o enfraquecimento de suas propriedades
biomecanicas. O combate da osteoporose pelo xilitol se da através do estimulo da
absorcao de calcio pelo intestino e da facilidade de sua passagem do sangue para
os ossos. O conteudo de calcio nos ossos €, assim, aumentado, diminuindo a
necessidade de reabsorcdo (MATTILA, KNUUTTILA e SVANBERG, 1998; MATTILA
et al., 1998; MATTILA et al., 1999). No estudo realizado por estes mesmos autores,
a dieta dos animais foi suplementada com uma quantidade de xilitol que variou de 10
a 20% na formulacéo da racgao, tendo ficado evidente que quanto maior € a dose de
xilitol na alimentagdo, melhores sao os resultados alcangados no combate a
osteoporose.

Takahashi, Onodera e Akiba (1999) realizaram pesquisas com aves de até 12
dias de idade, alimentando-as por 10 dias com uma dieta que continha 15% de
xilitol. ApOs esse periodo, injetaram antigenos nas aves para induzir processos
inflamatorios e observaram que o tratamento com xilitol, além de aliviar o
retardamento do crescimento e a anorexia provocados pela infecgao, ainda preveniu
a perda de peso dessas aves, sem afetar ou alterar qualquer outra parte do seu
sistema. Embora pouco numerosas, as pesquisas referentes a aplicagao do xilitol na
cura ou controle de processos inflamatorios sdo muito promissoras, pois indicam
que, com um baixo conteudo de xilitol na dieta € possivel se obter resultados
positivos num curto periodo de tratamento, sem prejudicar o funcionamento geral do
organismo. O uso do xilitol como suplemento alimentar (6 a 15% da alimentagao)
tem demonstrado bons resultados em relagdo a processos inflamatorios agudos
induzidos (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

Em preparagdes oftalmicas, polidis como xilitol, sorbitol, manitol e inositol, ou
mesmo combinagbes destes, podem ser utilizados para diminuir a pressao
intraocular (por aplicagédo tépica ou solugao) (BASOTHERM GMBH, 1994). Franz,
Kompa e Rozman (1996) patentearam uma solugéo para uso tépico contendo xilitol

com propriedade de diminuir a pressao intraocular.
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1.4 XILITOL: PROPRIEDADE ANTIADERENTE

Na literatura cientifica ha alguns relatos da atuagao do xilitol sobre diversas
bactérias, impedindo sua aderéncia ao tecido a ser infectado (NAABER et al., 1996;
SAJJAN et al., 2004; FERREIRA, 2007; AMMONS et al., 2009; SODERLING e
HIETALA-LENKKERI, 2010). Makinen (2000) reforga, em seu trabalho, a atividade
anticariogénica deste composto, ao estudar recém-nascidos cujos familiares
mascavam gomas contendo xilitol. Foi constatado que tal habito evitava que os
recém-nascidos apresentassem caries, uma vez que aerossois provenientes da mae
seriam a via de transmissao mais comum do microrganismo Streptococcus mutans.
Essa acdo ocorre porque o xilitol impede a aderéncia da bactéria nos dentes,
diminuindo a contagem de células e também a chance de transmissdo. O
mecanismo de acao do xilitol neste caso pode ser explicado pela habilidade das
moléculas pentitdis de alterarem a aderéncia associada as estruturas da superficie
dos patogenos.

Em um estudo realizado com células da mucosa intestinal denominadas de
Caco-2 foi observado que o xilitol impediu a aderéncia e, consequentemente, o
desenvolvimento de Clostridium difficile, uma bactéria altamente virulenta e
considerada responsavel pelo processo inflamatério que ocorre na colite
pseudomembranosa. Essa inibicao foi dose-dependente, mas o mecanismo de acao
permanece desconhecido (NAABER et al., 1996).

Masako et al. (2005a e 2005b) estudaram pacientes que apresentavam
dermatite atdpica, doenga inflamatdria da pele na qual a bactéria Staphylococcus
aureus esta presente em 95% dos casos. Verificaram que o xilitol inibiu a formagao
do glicocalix deste microrganismo e atuou sinergicamente com o farnesol
(sesquiterpeno abundante em O&leos essenciais com potencial antimicrobiano) no
controle da patologia. A agdo coadjuvante do xilitol € importante, uma vez que o
glicocalix é a principal estrutura bacteriana responsavel pela resisténcia a farmacos.

Ferreira (2007) observou, por meio de ensaios in vitro, a propriedade
antiaderente do xilitol. Constatou que este poliol ndo possui atividade antimicrobiana,
mas sim a propriedade de antiaderéncia sobre o Staphylococcus aureus (ATCC
25923), sendo este o provavel mecanismo de agao do xilitol frente a esta bactéria.

Além disso, constatou, através de testes in vivo, que o xilitol poderia ser uma
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biomolécula adequada para ser utilizada no tratamento da dermatite atdpica, visto
que nao ¢é irritativo para a pele. Entretanto, este acucar apresentou fototoxicidade e,
por isso, deve ser administrado com o uso concomitante de um protetor solar.

Sajjan et al. (2004) observaram que o xilitol (60-80 mg/mL) inibiu em 65% o
crescimento da bactéria do complexo Burkholderia cepacia (BCC), cuja auséncia
esta intimamente relacionada ao sucesso do transplante de pulmdes. Kontiokari,
Uhari e Koskela (1998) avaliaram a aderéncia de microrganismos relacionados com
colonizagdo nasal e também com a otite média expondo trés grupos a 5% de xilitol:
células epiteliais, bactérias e células epiteliais + bactérias. Foi constatado que o
xilitol impediu a aderéncia da bactéria Streptococcus pneumoniae, € em menor
proporgao, a de Haemophilus influenzae; no entanto, ndo impediu significantemente
a aderéncia de Moraxella catarrhalis. Contraditoriamente, Kontiokari et al. (1999),
observaram que o0 5% de xilitol ndo foi capaz de impedir a infeccdo nasofaringea por
Streptococcus pneumoniae quando administrado em ratos por via oral ou nasal.
Tapiainem et al. (2004) observaram que exposigdo de Streptococcus pneumoniae
em meio contendo xilitol 0,5% e 5,0%, apds 2 h de contato, provocou diminuigdo do
didmetro da capsula e dissolucdo do conteudo da mesma. E, ainda, que esta
modificagdo € capaz de afetar a aderéncia e viruléncia dessa bactéria, o0 que pode
explicar a eficacia clinica do xilitol na prevencéo da otite média aguda.

Lee et al. (2006) observaram que o xilitol (0,01 mg/mL) impede a aderéncia da
bactéria Actinobacillus actinomycetemcomitans em eritrécitos humanos (ensaio de
hemaglutinacdo), a qual €& normalmente associada a colonizacdo de bolsas
periodontais.

Soderling e Lenkkeri-Hietala (2010) constataram que 4% de xilitol foi capaz de
inibir, in vitro (superficie de vidro lisa), a aderéncia de seis cepas de Streptococcus
sp. orais. Estes autores observaram também que o mecanismo de impedimento da
aderéncia ndo era dependente da inibicdo do crescimento microbiano. Ammons et
al. (2009) observaram que 5% de xilitol poderia diminuir significativamente a
viabilidade do biofilme formado, in vitro, por uma cepa clinica de Pseudomonas
aeruginosa.

Um spray contendo sal de zinco e xilitol, com atividade antialérgica, anti-
histaminica e bactericida foi patenteado e o0 mecanismo de ag¢ao envolvido se baseia
na inibicdo da aderéncia bacteriana (PK HOLDINE B V, 2005).

Tem-se observado uma crescente e potencial aplicagdo do xilitol na area
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farmacéutica, além de suas ja tradicionais aplicagcbes como, por exemplo, aditivo
alimentar, produto anticariogénico e acucar alternativo para diabéticos (LIMA e
BERLINCK, 2003). Estudos recentes apontam seu provavel efeito terapéutico no
controle de diversas patologias (SAJJAN et al., 2004; TAPIAINEM et al., 2004). Vale
ressaltar que para as bactérias patogénicas do trato gastrintestinal a aderéncia ao
epitélio € um processo essencial para a sobrevivéncia e colonizagdo das mesmas.
Apos este primeiro passo, ocorre a liberacdo de enzimas e toxinas que levam ao
inicio de um processo direto de necrose da célula-alvo podendo resultar na invasao
celular pelo microrganismo (JANKOWSKA et al., 2008).

Diante disso, torna-se necessario elucidar a possivel atuagao do xilitol frente as
bactérias responsaveis por diferentes doencas infecciosas, uma vez que a etapa da
aderéncia microbiana nestas infeccbes € o momento de maior importancia para a
instalagdo da patologia. Além disso, torna-se igualmente relevante estudar a
propriedade antiaderente do xilitol sobre as principais bactérias isoladas de produtos
hospitalares como, por exemplo, diferentes tipos de catéteres vasculares, sondas,
proteses e instrumentos cirurgicos. Dentro deste contexto, o xilitol poderia ser
incorporado nestes materiais, visando impedir a formacado de biofimes e de

consequentes infecgdes instaladas nos pacientes internados.

1.5 MICROBIOLOGIA DAS BACTERIAS EM ESTUDO

1.5.1 Escherichia coli

A Escherichia coli &€ um bacilo Gram-negativo (BGN) da familia
Enterobacteriaceae (Figura 5). E a bactéria comensal aerébia encontrada em maior
quantidade no intestino grosso. Atualmente sdo conhecidas variantes de Escherichia
coli que apresentam viruléncia: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli produtora de toxina
Shiga que inclui a E. coli enterohemorragica (STEC/EHEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) e E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; SILVA e SILVA, 2005; LORENZONI, 2009). A
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EPEC ¢é uma variante de grande importdncia por causar diarréia infantil,
principalmente em comunidades de baixa renda, onde estdo associadas condigdes
precarias de habitagc&do, subnutricdo, falta de agua potavel e de rede de esgotos
(SILVA e SILVA, 2005).

As técnicas mais utilizadas para a deteccao e identificagdo de Escherichia coli
baseiam-se em caracteristicas morfoldgicas e em reagdes bioquimicas. Atualmente,
métodos n&o soroldgicos que evidenciam a presenga de fatores de viruléncia tais
como a capacidade de aderir e invadir as células do epitélio intestinal, e também a
de produzir toxinas, tém sido empregados com sucesso como alternativos aos
métodos tradicionais de caracterizacao e identificagao de E. coli. Um dos testes mais
uteis para a diferenciacédo entre sorogrupos enteropatogénicos deste microrganismo
€ o0 de aderéncia a células HelLa ou HEp-2, o qual tem sido muito utilizado (NATARO
e KAPER, 1998; LIBERATORE et al., 2007; LORENZONI, 2009).
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Figura 5 — Bacilos Gram-negativos de Escherichia coli. A) Bacilos visualizados apos a Coloragéo de
Gram. Fonte: WIKIPEDIA, 2008. B) Colbnias de Escherichia coli em PCA.

A Escherichia coli enteropatogénica, ao contrario da Escherichia coli comensal,
adere, sinaliza e lesa enterdcitos. Distinguem-se trés estagios nas interagdes entre
EPEC e a célula hospedeira: contato inicial, aderéncia frouxa e aderéncia firme
(Figura 6). O contato inicial entre EPEC e a célula hospedeira € denominado adesao
localizada ou LA (localized adhesion) (SILVA e SILVA, 2005). Ha evidéncias que
indicam que esse contato é mediado por fimbrias expressas na superficie bacteriana
denominadas BFP (pili formador de feixes, do inglés: bundle forming pili), importante
fator de viruléncia de EPEC (GIRON, HO e SCHOOLNIK, 1991; SILVA e SILVA,
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2005). A aderéncia frouxa se inicia logo apés o contato inicial entre EPEC e a célula
alvo, com formagao de LA. Seguem-se estagios que levam ao estabelecimento da
lesdo celular da infecgdo, denominada A/E. A A/E ja constitui o estagio de aderéncia
firme e caracteriza-se pela intima aderéncia da bactéria a superficie das células
epiteliais, seguida de destruicdo das microvilosidades, formacdo de pedestal e
agregacao polarizada de componentes do citoesqueleto situados abaixo do sitio de
aderéncia (SILVA e SILVA, 2005; LORENZONI, 2009).

Bidpsias do intestino de pacientes infectados com células de EPEC mostraram
que as bactérias aderem a superficie do epitélio intestinal, na forma de
microcolbnias localizadas e, causam na célula infectada, lesdes tipicas (SILVA e
SILVA, 2005). A aderéncia, da bactéria a célula do hospedeiro € um pré-requisito
para a colonizacao e infecgao. Esta aderéncia compreende um fenbmeno especifico
de reconhecimento entre o microrganismo e as células infectadas e ocorre através
de adesinas fimbriais ou nao fimbriais, com os receptores correspondentes na
superficie celular. As fimbrias de Escherichia coli foram classificadas em trés
categorias: a) fimbrias ndo hemaglutinantes; b) fimbrias que tém a sua aglutinagéo
com eritrocitos inibida pela D-manose, designadas manose-sensiveis (HAMS) ou
fimbria tipo 1; e c) fimbrias que ndo tem a hemaglutinagao inibida pela manose,
chamadas manose resistente (HAMR). A presenca da fimbria HAMS é comum em E.
coli de origem fecal e urinaria (BRITO et al., 2004; TOMA et al., 2008).
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Figura 6 — Estagio inicial da infeccdo por EPEC. EPEC na luz intestinal (fase 1) por influéncia de
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inicial da bactéria aos enterdcitos e de agregacao entre as bactérias do grumo aderido
(fase 3). FONTE: SILVA e SILVA, 2005.
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1.5.2 Salmonella enterica sorotipo Typhimurium

A Salmonella spp. € um bacilo Gram-negativo, também pertencente a familia
Enterobacteriaceae, fermentadora de glicose e nao esporulada (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; TORQUATO, 2007). A patogenicidade desta bactéria varia de
acordo com o tipo sorolégico do microrganismo, e, com a idade e condigbes de
saude do hospedeiro (FRANCO; LANDGRAF, 2005). As salmonelas sao, entre as
enterobactérias responsaveis por gastrenterites, as mais frequentes pela sua
distribuicdo mundial e facilidade de transmissdo, causando numeros elevados de
estados moérbidos e até de mortes em pacientes com resposta imunoldgica
deficiente. E um dos microrganismos enteropatogénicos mais detectados em aguas
e alimentos contaminados, sob condigbes sanitarias precarias de higiene
(TORQUATO, 2007). A Salmonella enterica sorotipo Typhimurium é um dos
sorotipos mais comumente relacionado as infec¢gdes adquiridas por alimentos
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A Salmonella enterica sorotipo Typhimurium €é um importante agente
causador de gastrenterite e constitui um grave problema de saude publica. Em
nosso meio, esta bactéria tem sido responsavel por importantes infeccdes
hospitalares. Nesses casos, a bactéria é frequentemente encontrada no sangue e
pode originar focos de infeccdo em diferentes partes do organismo.
Epidemiologicamente verifica-se, sob o ponto de vista de frequéncia, de
disseminagao hospitalar e de severidade, que a infecgdo por S. enterica sorotipo
Typhimurium adquiriu, em nosso meio, caracteristicas bem preocupantes.
Determinantes dessas caracteristicas parecem estar condicionadas ao elevado grau
de desnutrigdo, a intensa pressao seletiva dos antimicrobianos, a superpopulacao de
criangas internadas e a grande frequéncia de infecgdo cruzada (GRISI et al., 1983).

Para a Salmonella spp. ter sucesso na colonizacido do hospedeiro e causar
infeccbes no trato gastrintestinal, o microrganismo necessita vencer a acidez do
estdbmago, a microflora endégena e a fermentacdo dos metabdlitos bactericidas,
além da barreira intestinal. Mesmo assim, as gastrenterites causadas por Salmonella
spp. apresentam frequéncia de ocorréncia alta, sendo responsaveis por milhares de
mortes no mundo, todos os anos (PEREZ, 2008).
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O resultado da infecgao por Salmonella spp. € determinado pelo estado do
hospedeiro e pela capacidade invasiva da bactéria, que é determinada pelos
chamados fatores de viruléncia. Atualmente, os métodos moleculares tém se
destacado para a determinacdo destes fatores, os quais envolvem proteinas,
plasmideos, toxinas, fimbrias e flagelos (PEREZ, 2008). Apds os bacilos de
Salmonella spp. chegarem ao intestino, estes microrganismos atravessam a mucosa
intestinal e aderem as células do epitélio através de diversos mecanismos,
especialmente fimbrias, que contribuem significativamente para a aderéncia das
bactérias nas células epiteliais. Estudos microscépicos revelam que estes
microrganismos invadem as células por processos mediados por endocitose
bacteriana. Imediatamente apds as bactérias aderirem as células apicais da
superficie intestinal, ocorrem profundos rearranjos no citoesqueleto das células do
hospedeiro, induzindo a subsequente formag¢ao de dobras na membrana plasmatica
que englobam a bactéria em grandes vesiculas para interioriza-las (PEREZ, 2008).

A aderéncia as células epiteliais € um processo fundamental para as bactérias
sobreviverem e colonizarem o trato gastrintestinal. Para bactérias patogénicas, como
Salmonella spp., a aderéncia ao epitélio € um passo critico, uma vez que permite a
liberacdo de enzimas e toxinas que iniciam diretamente o processo necroético na
célula-alvo, facilitando, assim, a invasdo bacteriana. As células epiteliais do trato
gastrintestinal estdo protegidas por uma série de mecanismos. Um deles é o
impedimento da instalagdo de infecgcdes através da concorréncia da aderéncia
celular entre os microrganismos da microbiota normal e as bactérias patogénicas.
Para causar infecgao, estas bactérias devem aderir aos enterdcitos. O passo inicial
de aderéncia, no caso da Salmonella spp., € mediado por fimbrias que reconhecem
determinados receptores na membrana das células eucaridticas (JANKOWSKA et
al., 2008).

1.5.3 Shigella flexneri

As bactérias do género Shigella sdo microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, assim como as do género Escherichia e a Salmonella. Sao

bastonetes Gram-negativos, imodveis, aerébios facultativos, sem capsula e nao
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formadores de esporos (SUDHA, DEVARAJ e DEVARAJ, 2001; PAULA, 2009). Este
género inclui quatro espécies: S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae e S. boydii,
sendo que a Shigella flexneri é a principal espécie causadora de shigelose endémica
em paises em desenvolvimento (FRANCO; LANDGRAF, 2005; PAULA, 2009). A
shigelose é responsavel por mais de 500.000 mortes de criangas, por ano, nestes
paises (WILLER, LIMA e GIUGLIANO, 2004).

A Shigella spp. é frequentemente disseminada através do contato direto
pessoa-pessoa, por transmissao fecal-oral, ou por consumo de alimentos ou aguas
contaminados. Este microrganismo alcanga o célon e o reto, é fagocitado por
macrofagos, provoca apoptose destas células, atinge a porgcdo basolateral das
células epiteliais e as invade. A Shigella spp. consegue se mover de uma célula a
outra através da formacéao de protusdes de actina (PAULA, 2009).

Para muitos enteropatdgenos, a aderéncia as células hospedeiras, como
passo primordial na colonizacao intestinal, € mediada por adesinas fimbriais ou n&do-
fimbriais. No entanto, para Shigella spp., a estrutura de aderéncia ainda nao foi
totalmente caracterizada. A capacidade de S. flexneri invadir células epiteliais tem
sido amplamente estudada, no entanto, sdo necessarios estudos sobre a
importancia da aderéncia no processo de colonizagdo e patogénese desse
microrganismo (WILLER, LIMA e GIUGLIANO, 2004).

O potencial patogénico da Shigella esta correlacionado com a capacidade
desse microrganismo de invadir e multiplicar-se no interior das células do epitélio do
colon intestinal. Embora a invaséo seja o ultimo evento observado, a etapa anterior
que envolve a aderéncia microbiana é extremamente relevante e, portanto, deve ser
considerada. A aderéncia de patdégenos entéricos a mucosa do intestino delgado e
do colon € um evento inicial importante na colonizagdo e desenvolvimento de
doencgas diarréicas. Tem sido sugerido que o muco, ou O sSeu componente
predominante, as mucinas, podem permitir a entrada bacteriana no lumen intestinal.
A aderéncia ao hospedeiro, principalmente pela ligagdo ao muco, é o evento inicial
do quadro infeccioso e considerada um importante mecanismo de viruléncia para
Shigella spp., visto que este microrganismo demonstra uma forte aderéncia ao
padrao de mucinas do colon humano (SUDHA, DEVARAJ e DEVARAJ, 2001).

Willer, Lima e Giugliano (2004) demonstraram que outros componentes do
leite humano, diferentes das imunoglobulinas, como, por exemplo, as glicoproteinas,

poderiam desempenhar um papel importante contra a aderéncia e invasao de S.
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flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae e S. boydii, e, por conseguinte, impedir a
shigelose em lactentes. A invasao do epitélio do célon humano por Shigella flexneri
desencadeia uma processo inflamatério e rompe a barreira do intestino. As células
epiteliais intestinais invadidas por este microrganismo sao as principais fontes de
recrutamento de mediadores inflamatérios (PEDRON, THIBAULT e SANSONETT],
2003).

1.5.4 Pseudomonas aeruginosa

Outros bacilos Gram-negativos importantes em infec¢gdes hospitalares, que
ndo da familia Enterobacteriaceae, sdao os também chamados de bacilos Gram-
negativos nao fermentadores de glicose (BGN-NF), sendo os exemplos mais
comuns Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia
complexo e outras espécies (NOWAKONSKI, 2007). A maioria destes
microrganismos é capaz de metabolizar os carboidratos pela via oxidativa e, por
isso, sao também denominados oxidativos ou sacaroliticos. As bactérias que nao
utiizam carboidratos pela fermentacdo ou oxidativamente sdo conhecidas
bioquimicamente como inertes ou nao oxidativos (BALAN, 2007). A Pseudomonas
aeruginosa é um bastonete reto, flagelado e aerdbio. E capaz de crescer em
colénias com formagdo de biofilme. Esse agrupamento de individuos em
microcolOnias unidas por uma matriz exopolissacaridea propicia a formag¢ao de uma
estrutura altamente hidrofobica que confere resisténcia a comunidade de bactérias,
que sao altamente resistentes a variacao de temperatura de 4°C a 42°C. Produzem
0s pigmentos pioverdina e piocianina (raras amostras n&o produzem estes
pigmentos). Esse microrganismo €& oportunista, causador de bacteremias severas,
de morte em individuos debilitados, de infeccbes urinarias, endocardites,
pneumonias € meningites (SARTORI, 2005; VASCONCELOQOS, 2005; BALAN, 2007).

A Pseudomonas aeruginosa € muito frequente em infeccbes hospitalares
devido a sua capacidade de sobreviver por longos periodos em superficies, tendo
necessidades nutricionais minimas, e com grande tolerancia as variagoes
ambientais (NOWAKONSKI, 2007). Raramente P. aeruginosa causa infecg¢des

comunitarias em individuos saudaveis, entretanto, essa espécie bacteriana assume
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importante papel como agente etiolégico de infecgdes nosocomiais. Na maioria dos
casos, 0 processo infeccioso tem inicio com algum tipo de alteracdo ou destruicéo
de barreiras fisicas, entre as quais se evidenciam as utilizagdes de cateter urinario,
sonda orotraqueal, realizagdo de cirurgias, pacientes que sofreram queimaduras e
pacientes que fazem uso de drogas imunossupressoras (BALAN, 2007).

P. aeruginosa tem também grande capacidade de desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos, além de mecanismos de escape da defesa do hospedeiro, que
geralmente é exposto ao uso de técnicas invasivas com fins diagnosticos e/ou
terapéuticos. Este microrganismo é amplamente distribuido no ambiente, com
predilegao por locais umidos. No homem, a colonizagao ocorre preferencialmente no
perineo, axilas e ouvido e, no ambiente hospitalar, em equipamentos respiratérios,
solugdes de limpeza, pias e vegetais (NOWAKONSKI, 2007).

Diversos sdo os fatores de viruléncia encontrados em P. aeruginosa que
permitem a colonizagdo, a sobrevivéncia e a invasao dos tecidos do hospedeiro.
Esse microrganismo produz dois tipos de adesinas protéicas: a pili e a adesina nao
piliada. Dentre os principais fatores destaca-se a pili, que facilita a aderéncia nos
epitélios; uma exoenzima; outras adesinas nao derivadas da pili, que reforcam esta
ligacao; e, o flagelo, que igualmente auxilia no processo de aderéncia. Amostras de
P. aeruginosa nao flageladas mostram viruléncia atenuada. Estas estruturas
aumentam a viruléncia do microrganismo por permitir sua aderéncia em superficies
sélidas e por aumentar sua resisténcia em relacéo as células fagocitarias (EUZEBY,
1997; STEHLING, 1999). Os anticorpos monoclonais especificos para regides
definidas do mondmero da pilina inibiram a aderéncia bacteriana em células
epiteliais e traqueais, reforcando o envolvimento da pili na aderéncia de P.
aeruginosa (STEHLING, 1999).

McEwan et al. (2008) estudaram monossacarideos, possiveis redutores da
aderéncia de Pseudomonas aeruginosa, em células corneas de caes. A média de
reducdo de aderéncia para os acgucares, na concentracdo de 0,1%, foi de 40,2%
para dextrose, 30,8% para L-ramnose, 25,6% para D-galactose e 19,4% para D-
manose. Quando D-galactose, D-manose e L-ramnose foram utilizadas em
associacado, na concentragao de 0,1%, a redugdo média de aderéncia foi 52,9%.
Estes monossacarideos estudados podem ter um potencial papel no combate de

infeccbes por Pseudomonas aeruginosa em caninos.
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1.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos sao farmacos utilizados terapeuticamente com o intuito de
provocar a morte ou de inibir o crescimento de determinado agente microbiano. Eles
podem ser originados de substancias oriundas de vegetais, substancias sintéticas ou
mesmo de substancias produzidas pelos proprios microrganismos (ALTERTHUM e
TRABULSI, 2003). Caso o microrganismo seja sensivel a um determinado
antimicrobiano, este pode provocar dois tipos de efeitos: morte da bactéria (efeito
bactericida) ou interrupgao do seu crescimento e reproducao (efeito bacteriostatico).
Estes efeitos sdo determinados por mecanismos de agao primarios ou secundarios
dos farmacos sobre o agente microbiano e sédo variaveis com a concentragdo do
antimicrobiano no meio em que se encontra o microrganismo (ALTERTHUM, 2004).

Segundo Eloff (1998), a técnica mais amplamente utilizada em ensaios
microbiologicos, para a determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), é a
de diluicdo seriada da substancia-teste em tubos, seguidos da adicdo do
microrganismo e da observagdo da turbidez como indicador do crescimento.
Alternativamente, a avaliacdo da atividade antimicrobiana vem sendo realizada
utilizando-se a técnica de diluicdo em microplacas. Esta € uma metodologia
adequada para tal finalidade, com aspectos vantajosos em relagdo a técnica de
diluicdo em tubos, como, por exemplo, a utilizacdo de pequenas quantidades da
substancia-teste e de meios de culturas, e, a possibilidade de se testar mais de uma
substancia bem como mais de um microrganismo diferente em um mesmo ensaio
(MORAES, 2006). Ambas as técnicas, que determinam a concentracdo inibitéria
minima, sdo quantitativas, pois possibilitam demonstrar qual a minima concentracao
necessaria de uma substancia para inibir o crescimento bacteriano (MORAES,
2006). Diz-se que a bactéria é resistente a um determinado antimicrobiano quando
esta é capaz de crescer in vitro na presenca da concentracio inibitdria minima do
farmaco em questao (SILVA, 2008).
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1.7 PROPRIEDADE ANTIADERENTE

O potencial patogénico dos microrganismos envolve varios fatores de
viruléncia, dentre os quais tem sido destacada a capacidade de aderéncia e
agregacao desses organismos. A aderéncia bacteriana a diferentes tipos celulares
leva a formagdo de uma ponte de ligagcdo entre colonizadores primarios e tardios
(JUNIOR, LANDUCCI e CAMPOS, 2002), que, juntos, causam a infecgdo local.
Interagdes inespecificas, como forgas ibnicas e hidrofobicidade celular, também
contribuem para as etapas iniciais da aderéncia bacteriana as células do hospedeiro,
acompanhadas de interacbes mais especificas entre adesinas bacterianas e
receptores teciduais (JUNIOR, LANDUCCI e CAMPOS, 2002).

Além da aderéncia celular in-vivo, no hospedeiro, a aderéncia bacteriana
também tem importancia fundamental na formacado de biofilmes na superficie de
biomateriais. Sob determinadas condigdes, os microrganismos se aderem, interagem
com as superficies e iniciam o processo de crescimento celular. Essa multiplicagao
da origem a colbnias e, quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes,
residuos e outros microrganismos, forma-se o que se chama de biofiime, ou seja,
complexos ecossistemas microbioldgicos embebidos em uma matriz de polimeros
organicos, aderidos a uma superficie. Os biofilmes contém particulas de proteinas,
lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros, que
formam uma espécie de crosta, debaixo da qual, os microrganismos continuam a
crescer, formando um cultivo puro ou uma associagao com outros microrganismos.
No biofilme os microrganismos estdo mais resistentes a agao de agentes quimicos e
fisicos, como aqueles usados no procedimento de higienizagdo (MACEDO, 2000).

Dentre os microrganismos patogénicos que podem participar de processos de
aderéncia e gerar problemas de saude publica ou mesmo de ordem econdmica,
ressalta-se: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Salmonella enterica, Yersinia
enterocolitica e Bacillus cereus (MACEDO, 2000). Dentro deste contexto, foi
realizada a escolha de algumas destas bactérias para se avaliar seus padrées de

aderéncia frente a substancia-teste deste trabalho, o xilitol.
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1.8 COLONIZAGAO DE MATERIAIS MEDICO-HOSPITALARES

A aderéncia de microrganismos a superficie de um material médico-hospitalar
€ um passo essencial na instalacdo de diferentes infecgdes no hospedeiro, contudo,
a estrutura fisica destes materiais e as interagcdbes moleculares que regem a
aderéncia bacteriana nestas superficies ainda sdo pouco conhecidas. Tanto
interacdes especificas e nao especificas podem desempenhar um papel importante
na capacidade de uma célula bacteriana anexar ou resistir a aderéncia na superficie
do biomaterial (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004). Mais de 99% das bactérias
presentes no interior desses sistemas vivem em microcolénias dentro de biofiimes
que sao aderentes as superficies inertes. Muitas das bactérias podem se instalar
quando um biomaterial € implantado ou podem ser transportadas para a superficie
do biomaterial por uma bacteremia ja instalada, mas, uma vez la, a aderéncia é
provavelmente o fator de viruléncia bacteriano que refor¢ca a resisténcia contra
antimicrobianos e contra as defesas do proprio organismo (GRISTINA e
COSTERTON, 1985).

A primeira fase da aderéncia bacteriana em biomateriais consiste na atracao
inicial das células para a superficie seguida de adsorgéo e ligagdo. Geralmente as
bactérias se deslocam e sdo movidas a superficie através de um material (veiculo) e
de forcas fisicas como, por exemplo, forgas gravitacionais, forgca de Van der Waals,
interacdo hidrofébicas, efeito da carga eletrostatica da superficie e movimento
browniano. Na segunda fase de aderéncia, reagcbes moleculares e especificas entre
a superficie da estrutura bacteriana e substratos da superficie de biomateriais
tornam-se predominantes. Isto implica em uma firme aderéncia da bactéria a
superficie pela fungdo de estruturas bacterianas que incluem capsulas e fimbria ou
pili, com funcdo de adesinas. Por exemplo, Staphylococcus epidermidis possui
varios polissacarideos que funcionam como adesinas permitindo a aderéncia desta
bactéria a superficie de varios biomateriais e as proteinas de tecidos do hospedeiro
(Figura 7). As mais importantes seriam uma galactose rica em polissacarideos
capsulares (PS/A), um antigeno composto de N-acetil-glucosamina (SAA) e
accumulation-associated protein (AAP) (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004).
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Figura 7 — Modelo esquematico das fases envolvidas na fomagdo do biofiime de Staphylococcus
epidermidis. 1) Ligagao de células bacterianas a uma superficie; 1l) Ligagcdo de outras
células na primeira camada de bacilos aderidos (aderéncia célula-célula e proliferagao); Ill)
Biofilme bacteriano formado e desprendimento de células. FONTE: Adaptado de
KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana e a propriedade antiaderente do xilitol sobre

diferentes cepas causadoras de infeccbes humanas e colonizadoras de biomateriais.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do xilitol, nas concentracdes de
0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v), frente as cepas de Escherichia coli ATCC 8739,
Escherichia coli clinica (EPEC), Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica,
Shigella flexneri ATCC 12022, Shigella flexneri clinica e Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027.

- Verificar in vitro a propriedade antiaderente do xilitol, nas concentragdes de

0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v), sobre as cepas supra-citadas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Identificacdo e Quantificagcao
Analitica (NIQUA) localizado na Faculdade de Farmacia (FFB) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). As analises de microscopia eletrénica de varredura
foram executadas no Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)
— llha do Fundao.

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas cepas provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Escherichia coli ATCC 8739, Shigella flexneri ATCC 12022 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027; e cepas selvagens, de proveniéncia clinica, isoladas no
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal
de Juiz de Fora (HU/UFJF): Escherichia coli clinica (EPEC), Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium clinica e Shigella flexneri clinica. Estas cepas foram mantidas
em meio de cultura adequado para conservacao (Skim Milk) e armazenadas em
freezer -20°C. As células foram cultivadas em meio de cultivo agar caseina soja
(TSA) a 37°C por 24 h, sendo posteriormente armazenadas em geladeira (4°C).
Repiques da cultura foram realizados em intervalos regulares de 15 dias e, apos o 6°

repique, nova aliquota do Skim Milk foi utilizada.

3.2 XILITOL

Foi utilizado xilitol produzido por via quimica, com teor de pureza maior do
que 98% (Fluka BioChemika, Suica).
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados os testes de atividade antimicrobiana e de propriedade
antiaderente para cada cepa-teste, utilizando-se o xilitol, em ambos os ensaios, nas

diferentes concentragdes: 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v) (Figura 8).
| XILITOL \
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Figura 8 — Fluxograma ilustrativo do teste de atividade antimicrobiana e do teste de aderéncia
realizados para cada cepa de interesse.

3.3.1 Atividade antimicrobiana

Foi utilizada a técnica de microdiluicio em caldo Mueller Hinton (CMH),
através da qual, foi determinada a concentragao inibitéria minima (CIM) por analise

turbidimétrica. Uma suspensao bacteriana de cada cepa foi preparada com solugao
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fisiologica estéril (cloreto de sddio - NaCl 9,0 g/l), a 25% de transmiténcia, com o
auxilio de um espectrofotémetro (Libra S12, Biochrom, Dinamarca). A suspensao
microbiana padronizada foi submetida a diluigdo seriada com solugdo fisiologica
estéril. Apds um periodo de 24 h, foi realizada a contagem das unidades formadoras
de colbénias (UFC’s), em meio de cultivo Tryptone Soy Agar (TSA), a fim de se obter
uma suspensdo de 10° — 10* UFC/mL (adaptado de USP, 1985; CANDAN et al.,
2003).

Para o controle negativo, foram adicionados nos pogos das microplacas,
100uL de CMH estéril. Para o controle positivo, foram empregados 100uL de CMH
inoculado. No preparo dos pogos dos grupos-teste, foram acrescentados 100puL
CMH inoculado e 100 pL de xilitol nas concentragdes 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v). Para
o controle da esterilizacdo das solugdes de xilitol, foram empregados 100uL de CMH
estéril e 100uL de xilitol nas diferentes concentragdes: 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v). O
cloranfenicol foi utilizado como farmaco de referéncia, sendo empregados 100uL de
CMH inoculado e 100uL de cloranfenicol nas concentragées 0,025; 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL. A microplaca foi incubada em ambiente aerdbico, a temperatura de 37°C
por 24 h. A CIM foi determinada através da observacao de turvagao dos pocos, apos

o periodo de incubagao. O procedimento foi realizado em ftriplicata.

3.3.2 Propriedade antiaderente

As coldnias de cada uma das cepas testadas foram ressuspendidas em salina
estéril e 200 uL destas suspensdes foram transferidos para 5 mL de caldo TSB, os
quais foram incubados a 37°C por 24 h. Apds este periodo, uma aliquota do TSB
crescido foi diluida na proporgéo de 1:10 (v/v) com tampéo fosfato 0,1M pH=7,4
(13,6 g de fosfato dibasico de potassio e 4,0 g de fosfato monobasico de potassio
diluidos em agua destilada quantidade suficiente para 1 L de solugdo). Foram
calculados os volumes de indculo correspondente a densidade ética de 0,01 (A=600
nm) para cada cepa (adaptado de FERREIRA, 2007).

No grupo-teste, os inéculos foram adicionados aos tubos com capacidade
para 50 mL, nos quais continham 25 mL de TSB, uma laminula de vidro (corpo de

prova) e xilitol 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v). Como controles negativos, trés condi¢cdes
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foram empregadas: a) laminula de vidro previamente limpa com solugéo
desengordurante; b) laminula de vidro em TSB; e, c) somente TSB. Para o controle
positivo foram empregados tubos que continham a suspensdo bacteriana, TSB,
laminula de vidro e 1) manose 5,0% (p/v) e 2) glicose 5,0% (p/v). Todos estes
sistemas foram incubados a 37° C por 24 h (adaptado de FERREIRA, 2007).

3.3.2.1 Avaliagao do crescimento bacteriano

Foi inoculado em TSA, 1 mL das suspensdes bacterianas crescidas em TSB,
de cada um dos referidos sistemas. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e,
posteriormente, foi realizada, em duplicata, a contagem das UFC’s (FERREIRA,
2007).

3.3.2.2 Avaliagao do crescimento bacteriano pés-sonicagao

As laminulas foram retiradas de cada sistema e acondicionadas
individualmente. Logo apés, as laminulas foram lavadas (2 vezes) com 10 mL de
tampao fosfato 0,1M pH=7,4 e, em seguida, foram acrescentados 10 mL do mesmo
tampao aos tubos, os quais foram sonicados (2 ciclos de 10 min) a 40 £ 6 KHz.
Foram preparadas diluicdes seriadas com cada solugao pds-sonicagao (10'2 a 10'3),
as quais foram inoculadas (1 mL) em TSA. As placas foram incubadas por 24 h a
37°C e, posteriormente, foi realizada, em duplicata, a contagem das UFC's, a fim se
de avaliar o crescimento das col6nias que ndo aderiram a laminula (LOCATELLI et
al.,, 2004; FERREIRA, 2007). A diluicdo que ofereceu melhores condigdes de

contagem foi a empregada para a realizagao dos protocolos experimentais.

3.3.2.3 Avaliacao das laminulas por MEV
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Finalizada a sonicagao, as laminulas foram novamente lavadas (2 vezes) com
10 mL de tampéo fosfato 0,1M pH=7,4 e fixadas com glutaraldeido 1% por 12 h.
Apos este periodo, as laminulas foram novamente lavadas (2 vezes) com 10 mL de
tampao fosfato 0,1M pH=7,4 e desidratadas com concentragcdes crescentes de
etanol (50% a 100%), com intervalo de 20 minutos entre cada troca. Em seguida, as
laminulas foram secas a temperatura ambiente e acondicionadas em envelopes de
papel sulfite, previamente identificados e esterilizados. Posteriormente, as laminulas
foram metalizadas em metalizadora (Balzers Union FL — 9496, Balzers, Alemanha)
com 2 nm de ouro, durante 2 minutos (Figura 9) e analisadas em microscopio
eletrénico de varredura (JSM 5310, Jeol, Japdo) em alto vacuo, no modo de elétrons
secundarios (Figura 10) (LOCATELLI et al., 2004; FERREIRA, 2007).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da contagem de colbnias que nao aderiram a laminula foram
expressos como média + desvio padrao (n=2). Para avaliar o crescimento bacteriano
pos-sonicagao, foi realizada a comparacdo das médias dos numeros de UFC’s
desprendidas, por cada tratamento experimental, pelo teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste post hoc de Tukey, com nivel de significancia igual a
95%. A analise de correlacéo entre as concentracdes de xilitol € 0 numero de células
desprendidas foi realizada pelo teste paramétrico de Pearson. Para esses calculos
estatisticos foi empregado o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 14.0.
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Figura 9 — Metalizadora utilizada para metalizacdo das laminulas no teste de aderéncia.

Figura 10 — Microscopio eletrénico de varredura utilizado para visualizacdo das laminulas no teste de
aderéncia.
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4 RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para todas as cepas testadas, Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli
clinica (EPEC), Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica, Shigella flexneri
ATCC 12022, Shigella flexneri clinica e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, nao
foi observada a inibicdo do crescimento bacteriano nas concentragdes de xilitol de
0,5%; 2,5%, 5,0% (p/v), uma vez que foi encontrada uma turbidez comparavel a do
controle positivo. Em contrapartida, ndo foi observada a turvagdao do controle
negativo e do controle da esterilidade do xilitol nas trés concentragdes.

A turvacdo nos pogos da microplaca contendo cloranfenicol ocorreu de
maneira diferente. Para a cepa Escherichia coli ATCC 8739 a CIM foi de 0,25
pg/mL. Para as cepas Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica, Shigella
flexneri ATCC 12022 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 a CIM foi de 25
pMg/mL. Para as cepas Escherichia coli clinica (EPEC) e Shigella flexneri clinica a
CIM foi de 250 pg/mL.

4.2 PROPRIEDADE ANTIADERENTE

4.2.1 Crescimento bacteriano

A contagem das células da suspensao bacteriana do TSB, onde as bactérias
foram cultivadas nos diferentes tratamentos experimentais, foi realizada a fim de
avaliar se o xilitol era capaz de inibir o crescimento de alguma cepa estudada, o que
reforcaria os resultados encontrados nos ensaios de atividade antimicrobiana. Para
todas as cepas testadas, ndo foi possivel realizar a contagem das (UFC’s), ja que
em todas as placas contendo o meio de cultivo TSA e a suspensao bacteriana do

TSB formou-se uma massa celular incontavel. Apenas no controle negativo do TSA



54

nao foi observado crescimento celular, o que ratifica a esterilidade do proceso
(Figura 11).

Figura 11 — Placas de avaliagdo do crescimento celular, apds incubagao das suspensotes
bacterianas em TSB, de cada tratamento experimental: A) Controle negativo (TSA)
representando a auséncia de crescimento celular, B) Massa celular incontavel
encontrada nas placas de todos os tratamentos experimentais.

4.2.2 Desprendimento bacteriano

A demonstracdo do numero de células desprendidas da superficie de
aderéncia, ou seja, a quantidade de bactérias que ndo aderiram ao corpo de prova
(laminula) é mais um parametro para se avaliar a propriedade antiaderente do xilitol.

Este deve ser considerado em conjunto com o resultados visualizados na MEV.

4.2.2.1 Escherichia coli ATCC 8739

Houve diferenga estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s
desprendidas pelo grupo-controle glicose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%);
pelo grupo-controle manose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%) e pelos
tratamentos com xilitol 0,5% versus xilitol (2,5% e 5,0%). Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre o desprendimento de bacilos pelos grupos-

controle (glicose e manose) (p=0,104) e nem pelos tratamentos com xilitol 2,5%
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versus xilitol 5,0% (p=0,074). Foi verificada uma correlagdo positiva (r=0,969) entre
as trés concentragdes de xilitol e o desprendimento bacteriano, o que demonstra a
relacdo de dose-dependéncia. Os resultados da contagem das UFC’s desprendidas
da cepa E.coli ATCC 8739 estdo demonstrados na Tabela 3. As placas que
representam o controle negativo, os controles-positivo e os tratamentos com xilitol,
incubadas simultaneamente com meio de cultivo TSA e com a solugdo poés-

sonicac&o na diluicdo 107, estdo demonstradas na Figura 12.

Tabela 3 — Desprendimento bacteriano de E. coli ATCC 8739 nos tratamentos experimentais.

TRATAMENTOS UFC’s DESPRENDIDAS
Controle negativo (TSA) 0
Controle positivo (glicose 5,0%) > 500 ®
Controle positivo (manose 5,0%) 436 + 34°
Xilitol 0,5 % 89 + 6 2o
Xilitol 2,5% 187 £ 12 @b°
Xilitol 5,0% 257 + 30 P

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2 placas). Médias se%uidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (*>¢ p<0,001;
c

p<0,05).
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Figura 12 — Despreendimento de UFC’s de E. coli ATCC 8739 pds-sonicagdo submetidas aos

tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%,
D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.

4.2.2.2 Escherichia coli clinica (EPEC)

Houve diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s
desprendidas pelos grupos-controle (glicose e manose); pelo grupo-controle glicose
5,0% versus xilitol 0,5%; pelo grupo-controle manose 5,0% versus xilitol (0,5%;
2,5% e 5,0%) e pelos tratamentos com xilitol 0,5% versus xilitol (2,5% e 5,0%). Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre o desprendimento de bacilos
pelo grupo-controle glicose 5,0% versus xilitol 2,5% (p=1,00) e 5,0% (p=0,794) e
nem pelos tratamentos com xilitol 2,5% versus xilitol 5,0% (p=0,692). Foi verificada
uma correlagdo positiva (r=0,877) entre as trés concentragbes de xilitol e o
desprendimento bacteriano, o que demonstra a relacido de dose-dependéncia. Os
resultados da contagem das UFC’s desprendidas da cepa E.coli clinica (EPEC)
estdo demonstrados na Tabela 4. As placas que representam o controle negativo,
os controles-positivo e os tratamentos com xilitol, incubadas simultaneamente com
meio de cultivo TSA e com a solugdo pds-sonicacdo na diluigdo 10, estdo

demonstradas na Figura 13.



Tabela 4 — Desprendimento bacteriano de E. coli clinica (EPEC) nos tratamentos experimentais.

TRATAMENTOS

UFC’s DESPRENDIDAS
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Controle negativo (TSA)
Controle positivo (glicose 5,0%)
Controle positivo (manose 5,0%)

Xilitol 0,5 %
Xilitol 2,5%
Xilitol 5,0%

0
286+ 11 2P
16 + 3 2°
198 + 28 Pode
282 + 20 ¢
311 +30°%°

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2 placas). Médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (*¢ p<0,001;

bde h<0,05).

Figura 13 — Despreendimento de UFC’s de E. coli clinica (EPEC) po6s-sonicagdo submetidas aos
tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%,

D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.
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4.2.2.3 Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica

Houve diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s
desprendidas pelo grupo-controle glicose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%) e
pelo grupo-controle manose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre o desprendimento de bacilos pelos
grupos-controle (glicose e manose) (p=0,309) e nem entre os tratamentos com
xilitol: 0,5% versus 2,5% (p=0,848); 0,5% versus 5,0% (p=0,923) e 2,5% versus
5,0% (p=1,00). Os resultados da contagem das UFC’s desprendidas da cepa S.
enterica sorotipo Typhimurium clinica estdo demonstrados na Tabela 5. As placas
que representam o controle negativo, os controles-positivo e os tratamentos com
xilitol, incubadas simultaneamente com meio de cultivo TSA e com a solugao pos-

sonicacdo na diluicdo 103, estdo demonstradas na Figura 14.

Tabela 5 — Desprendimento bacteriano de S. enterica sorotipo Typhimurium clinica nos tratamentos
experimentais.

TRATAMENTOS UFC’s DESPRENDIDAS
Controle negativo (TSA) 0
Controle positivo (glicose 5,0%) 442 + 63 2
Controle positivo (manose 5,0%) 357 + 6 P
Xilitol 0,5 % 65 + 4 @b
Xilitol 2,5% 23 +23b
Xilitol 5,0% 31 + 1 ab

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2 placas). Médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (* p<0,001;
p<0,05).
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Figura 14 — Despreendimento de UFC’s de S. enterica sorotipo Typhimurium clinica pés-sonicagéao
submetidas aos tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%,
C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%

4.2.2.4 Shigella flexneri ATCC 12022

Houve diferenga estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s
desprendidas pelos grupos-controle (glicose e manose); pelo grupo-controle glicose
5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%); pelo grupo-controle manose 5,0% versus
xilitol (0,5% e 2,5%) e pelos tratamentos com xilitol 5,0% versus xilitol (0,5% e
2,5%). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre o desprendimento
de bacilos pelo grupo-controle manose 5,0% versus xilitol 5,0% (p=0,998) e nem
pelos tratamentos com xilitol 0,5% versus xilitol 2,5% (p=0,302). Foi verificada uma
correlagdo negativa (r=-0,941) entre as trés concentragcbes de xilitol e o
desprendimento bacteriano. Os resultados da contagem das UFC’s desprendidas
da cepa S. flexneri ATCC 12022 estdao demonstrados na Tabela 6. As placas que
representam o controle negativo, os controles-positivo e os tratamentos com xilitol,
incubadas simultaneamente com meio de cultivo TSA e com a solugdo pés-

sonicagao na diluigdo 10, estdo demonstradas na Figura 15.
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Tabela 6 — Desprendimento bacteriano de S. flexneri ATCC 12022 nos tratamentos experimentais.

TRATAMENTOS UFC’s DESPRENDIDAS
Controle negativo (TSA) 0
Controle positivo (glicose 5,0%) 15+ 132°P
Controle positivo (manose 5,0%) 56 +22°
Xilitol 0,5 % 131 £ 3 Pod
Xilitol 2,5% 120 + 6 P°°
Xilitol 5,0% 58 + 6 °

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2 placas). Médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (**%%°
p<0,001).

Figura 15 — Despreendimento de UFC’s de S. flexneri ATCC 12022 pds-sonicagdo submetidas aos
tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%,
D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.

4.2.2.5 Shigella flexneri clinica

Houve diferenga estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s

desprendidas pelo grupo-controle glicose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%);
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pelo grupo-controle manose 5,0% versus xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%) e entre os
tratamentos com xilitol (0,5%; 2,5% e 5,0%). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre o desprendimento de bacilos pelos grupos-controle (glicose e
manose) (p=0,973). Foi verificada uma correlagao negativa (r=-0,890) entre as trés
concentracdes de xilitol e o desprendimento bacteriano. Os resultados da
contagem das UFC’s desprendidas da cepa S. flexneri clinica estdo demonstrados
na Tabela 7. As placas que representam o controle negativo, os controles-positivo
e os tratamentos com xilitol, incubadas simultaneamente com meio de cultivo TSA

e com a solugdo pds-sonicagdo na diluicdo 10, estdo demonstradas na Figura 16.

Tabela 7 — Desprendimento bacteriano de S. flexneri clinica nos tratamentos experimentais.

TRATAMENTOS UFC’s DESPRENDIDAS
Controle negativo (TSA) 0
Controle positivo (glicose 5,0%) 8+0°
Controle positivo (manose 5,0%) 15+1°
Xilitol 0,5 % 779 £ 15 2P°
Xilitol 2,5% 146 + 2 @P°
Xilitol 5,0% 56 + 6 *P°

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2 placas). Médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (a’b p<0,05;
Cc

p<0,001).
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Figura 16 — Despreendimento de UFC’s de S. flexneri clinica pds-sonicacdo submetidas aos
tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%,
D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.

4.2.2.6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Houve diferenga estatisticamente significativa entre a quantidade de UFC’s
desprendidas por todos os tratamentos experimentais. Foi verificada uma
correlagédo positiva (r=0,971) entre as trés concentragdes de xilitol e o
desprendimento bacteriano, o que demonstra a relagdo de dose-dependéncia. Os
resultados da contagem das UFC’s desprendidas da cepa P. aeruginosa ATCC
9027 estdao demonstrados na Tabela 8. As placas que representam o controle
negativo, os controles-positivo e o0s tratamentos com xilitol, incubadas
simultaneamente com meio de cultivo TSA e com a solugdo pds-sonicacdo na

diluicdo 1073, estdo demonstradas na Figura 17.
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Tabela 8 - Desprendimento bacteriano de P. aeruginosa ATCC 9027 nos tratamentos
experimentais.

TRATAMENTOS UFC’s DESPRENDIDAS
Controle negativo (TSA) 0
Controle positivo (glicose 5,0%) 459 + 26 @
Controle positivo (manose 5,0%) 3616 +41°
Xilitol 0,5 % 2259 +130°
Xilitol 2,5% 2990 + 130 ®
Xilitol 5,0% 5330+0°

Resultados expressos como média + desvio padréo (n=2 placas). Médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido de teste post hoc de Tukey (* p<0,05).

Figura 17 — Despreendimento de UFC’s de P. aeruginosa ATCC 9027 pds-sonicagdo submetidas aos
tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%,
D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.
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4.2.3 Aderéncia bacteriana - MEV

As microfotografias das laminulas obtidas por MEV corroboram com os
resultados de contagem das UFC’s desprendidas, demonstrados anteriormente no

item 4.2.2, para cada cepa.

4.2.3.1 Escherichia coli ATCC 8739

No experimento com E.coli ATCC 8739 n&o foram encontradas, no controle
negativo, particulas com formas e/ou tamanhos semelhantes a células, indicando
que o tratamento aplicado ao corpo de prova foi adequado (Figura 18 A). Foram
observadas quantidades significativas de células tanto no controle positivo — glicose
(Figura 18 B) quanto no controle positivo — manose (Figura 18 C), indicando que os
bacilos de fato aderiram ao suporte (laminula) utilizado na pesquisa. No entanto,
nas amostras incubadas com xilitol 0,5% (Figura 18 D) e 5,0% (Figura 18 F) nao
foram observadas células, enquanto na amostra incubada com xilitol 2,5% (Figura

18 E) foram observados raros bacilos.
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Figura 18 — Microfotografias de MEV da cepa E.coli ATCC 8739 nos tratamentos experimentais:
A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%,
F) xilitol 5,0%.

4.2.3.2 Escherichia coli clinica (EPEC)

No experimento com E.coli clinica (EPEC) ndo foram encontradas, no
controle negativo, particulas com formas e/ou tamanhos semelhantes a células
(Figura 19 A). Foram observadas quantidades significativas de células apenas no
controle positivo (glicose) (Figura 19 B), indicando que os bacilos de fato aderiram
ao suporte, enquanto no controle positivo (manose) (Figura 19 C) n&o foram

encontradas células. Ja nas amostras incubadas com xilitol 0,5% (Figura 19 D),
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xilitol 2,5% (Figura 19 E) e xilitol 5,0% (Figura 19 F), foram observados raros
bacilos. Nas trés concentragbées do agucar, foi observada uma redugéo expressiva

do numero de células aderidas em relagéo ao controle positivo (glicose).
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Figura 19 — Microfotografias de MEV da cepa E.coli clinica (EPEC) nos tratamentos experimentais:
A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%,
F) xilitol 5,0%.
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4.2.3.3 Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica

No experimento com S. enterica sorotipo Typhimurium clinica ndo foram
encontradas, no controle negativo, particulas com formas e/ou tamanhos
semelhantes a células (Figura 20 A). Foram observadas quantidades significativas
de células tanto no controle positivo — glicose (Figura 20 B) quanto no controle
positivo — manose (Figura 20 C) indicando que os bacilos de fato aderiram ao
suporte (laminula) utilizado na pesquisa. No entanto, nas amostras incubadas com
xilitol 2,5% (Figura 20 E) ndo foram observadas células, enquanto nas amostras

incubadas com xilitol 0,5% (Figura 20 D) e com xilitol 5,0% (Figura 20 F) foram

observados raros bacilos.

Figura 20 - Microfotografias de MEV da cepa S. enterica sorotipo Typhimurium clinica nos
tratamentos experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D)
xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.
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4.2.3.4 Shigella flexneri ATCC 12022

No experimento com S. flexneri ATCC 12022 nado foram encontradas, no
controle negativo, particulas com formas e/ou tamanhos semelhantes a células
(Figura 21 A). Foram observadas quantidades significativas de células tanto no
controle positivo — glicose (Figura 21 B) quanto no controle positivo — manose
(Figura 21 C) indicando que os bacilos de fato aderiram ao suporte (laminula)
utilizado na pesquisa. No entanto, nas amostras incubadas com xilitol 0,5% (Figura
21 D), xilitol 2,5% (Figura 21 E) e xilitol 5,0% (Figura 21 F), foram observados raros
bacilos.

Figura 21 — Microfotografias de MEV da cepa S. flexneri ATCC 12022 nos tratamentos
experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%,
E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.
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4.2.3.5 Shigella flexneri clinica

No experimento com S. flexneri clinica ndo foram encontradas, no controle
negativo, particulas com formas e/ou tamanhos semelhantes a células (Figura 22
A). Foram observadas quantidades significativas de células tanto no controle
positivo — glicose (Figura 22 B) quanto no controle positivo — manose (Figura 22 C)
indicando que os bacilos de fato aderiram a laminula utilizada na pesquisa. Na
amostra incubada com xilitol 0,5% (Figura 22 D), foram encontradas quantidades
significativas de células tal como nos controles-positivo. Ja nas amostras incubadas
com xilitol 2,5% (Figura 22 E) e xilitol 5,0% (Figura 22 F) foram observados raros

bacilos.
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Figura 22 - Microfotografias de MEV da cepa S. flexneri clinica nos tratamentos experimentais:
A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%, E) xilitol 2,5%,
F) xilitol 5,0%.
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4.2.3.6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

No experimento com P. aeruginosa ATCC 9027 nao foram encontradas, no
controle negativo, particulas com formas e/ou tamanhos semelhantes a células
(Figura 23 A). Foram observadas quantidades significativas de células somente no
controle positivo — glicose (Figura 23 B) indicando que os bacilos de fato aderiram
ao suporte (laminula) utilizado na pesquisa. No entanto, foram encontrados raros
bacilos no controle positivo — manose (Figura 23 C). Nas amostras incubadas com
xilitol 0,5% (Figura 23 D), xilitol 2,5% (Figura 23 E) e com xilitol 5,0% (Figura 23 F)

nao foram observadas células.

Figura 23 — Microfotografias de MEV da cepa P. aeruginosa ATCC 9027 nos tratamentos
experimentais: A) controle negativo, B) glicose 5,0%, C) manose 5,0%, D) xilitol 0,5%,
E) xilitol 2,5%, F) xilitol 5,0%.
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5 DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana do xilitol foram realizados para avaliar
a capacidade deste composto em inibir o crescimento das bactérias em estudo, e,
caso fosse confirmada tal hipétese, para se determinar a CIM do xilitol para cada
cepa. O método de turbidimetria foi utilizado ja que a turvagdo do meio de cultura
indica o crescimento do microrganismo. Para todas as cepas testadas, n&do se
observou a inibigdo do crescimento bacteriano, indicando que o xilitol, nas trés
concentragdes (0,5%; 2,5%, 5,0%), ndo possui atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos estudados.

A literatura reporta a acao antimicrobiana do xilitol sobre alguns
microrganismos. Kontiokari, Uhari e Koskela (1995) observaram uma redugao no
crescimento de Streptococcus pneumoniae de 35% quando cultivada com 1% de
xilitol por 2 h, e, de 72 % quando cultivada com 5% de xilitol por 2h. Zabner et al.
(2000), ao estudarem a fibrose cistica, constataram que o spray de xilitol (138 mM)
utilizado por 4 dias em voluntarios normais diminuiu significativamente o niumero de
UFC’s de Staphylococcus coagulase negativa quando comparado com solugao
salina. Além disso, este spray de xilitol aumenta a forga idbnica do meio sem interferir
na osmolaridade e inibe o crescimento bacteriano, estimulando a acdo de
antimicrobianos naturais presentes na fina camada de superficie liquida das vias
aéreas. Uhari, Tapiainem e Kontiokari (2001) consideraram o xilitol como uma
atrativa alternativa para o tratamento da otite média aguda, pois este agucar foi
capaz de inibir o crescimento de Streptococcus pneumoniae e de Haemophilus
influenzae nas células nasofaringeas. Foi verificada, neste estudo, uma redugao no
numero de criangas acometidas pela infecgédo de aproximadamente 40% quando o
xilitol foi administrado via goma de mascar e de aproximadamente 30% quando
administrado via xarope (8,4 — 10,0 g/dia, divididos em 5 doses). Contudo, o
mecanismo de agao do xilitol nas bactérias otopatogénicas n&do pode ser justificado

apenas pela inibicdo do crescimento bacteriano. Este carboidrato também possui
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propriedades que diminuem a aderéncia de Streptococcus pneumoniae as células
da nasofaringe, o que dificulta sua migragao até a orelha média, importante etapa da
patofisiologia da otite média aguda (PEREIRA et al., 2009).

Em relacdo ao controle da técnica, a turvacdo dos pocos da microplaca
contendo cloranfenicol ocorreu de maneira diferente entre os ensaios de cada
linhagem. A cepa Escherichia coli clinica (EPEC) possui a CIM para cloranfenicol
(250 pg/mL) superior ao da CIM para cloranfenicol (0,25 ug/mL) da cepa Escherichia
coli ATCC 8739. Da mesma forma, a cepa Shigella flexneri clinica possui a CIM para
cloranfenicol (250 ug/mL) superior ao da CIM para cloranfenicol (25 pg/mL) da cepa
Shigella flexneri ATCC 12022. Estes fatos demonstram que cepas clinicas, isoladas
de pacientes internados, possuem uma resisténcia maior ao cloranfenicol do que
cepas ATCC, confirmando o maior potencial patogénico. O uso clinico indiscriminado
de antimicrobianos exerce papel selecionador de cepas resistentes e,
provavelmente, € a principal causa da resisténcia microbiana, sobretudo a
observada no ambiente hospitalar, onde a pressdo do uso destas drogas € maior. A
cepa de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium clinica possui a CIM para o
cloranfenicol (25 pg/mL) inferior a das demais cepas clinicas visto que a
sensibilidade ao cloranfenicol é caracteristica das bactérias do género Salmonella,
especialmente das cepas de Salmonella enterica sorotipo Typhi. Devido a este fato,
tal antimicrobiano tem sido utilizado como droga de escolha no tratamento de
salmonelose sistémica em humanos (ANTUNES et al., 2003; MAYRHOFER et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2005; PAES et al., 2009).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de microrganismos resistentes e de infecgbes oportunistas fatais,
associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica e transplantes. O estudo de
agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios
setores do campo farmacéutico. Outro ponto a ser ressaltado € a utilizagcdo desse
estudo como primeiro screening na descoberta da atividade farmacologica de novos
agentes. Desta forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no
desenvolvimento do campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias
mais eficazes e menos toxicas na corrida contra a resisténcia e surgimento de
microrganismos patogénicos (OSTROSKY et al., 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser natural, onde os genes da bactéria

codificam enzimas que inativam o mecanismo de acdo da droga; ou adquirida,
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quando a bactéria torna-se resistente a um farmaco sensivel, através da aquisicao
de fatores genéticos ou de mutacbes em seus genes de defesa (SILVA, 2008). A
resisténcia a antimicrobianos nas bactérias dissemina-se em trés niveis: 1) por
transferéncia de bactérias entre pessoas; 2) por transferéncia de genes de
resisténcia entre bactérias (geralmente por plasmideos); e, 3) por transferéncia de
genes de resisténcia entre elementos genéticos no interior das bactérias
(transposons) (RANG et al., 2004).

A resisténcia as diferentes drogas antimicrobianas ndo é um fato inesperado,
pois reflete o principio evolutivo de que os organismos adaptam-se geneticamente a
mudancas no seu meio ambiente (RANG et al.,, 2004). A compreensdo dos
mecanismos envolvidos na resisténcia a antimicrobianos é importante tanto para o
uso criterioso desses farmacos na pratica clinica quanto para o desenvolvimento de
novos agentes capazes de vencer a resisténcia (RANG et al., 2004). Dessa forma
tem-se aumentado os esforcos na busca por novas moléculas com atividade
antimicrobiana. Muitas destas novas moléculas s&o originarias de extratos vegetais
purificados (MITSCHER et al., 1987; SILVA, 2008).

No entanto, acredita-se também nos carboidratos, como futuros farmacos
antiaderentes, podendo ser usados como adjuvantes no tratamento de doencgas
infecciosas (SHARON, 2006). Ainda neste contexto, a utilizagdo do xilitol podera
representar uma alternativa bastante promissora, uma vez que este pode ser obtido

por via biotecnoldgica, considerada de baixo custo, elevadas seguranga e eficacia.

5.2 PROPRIEDADE ANTIADERENTE

Para todas as cepas testadas, a massa celular incontavel formada nas placas
dos tratamentos experimentais, confirma o resultado de todos os ensaios de
atividade antimicrobiana realizados: o xilitol ndo foi capaz de impedir o crescimento
bacteriano e, portanto, ndo possui agao antimicrobiana sobre nenhuma cepa
estudada.

Em relagdo ao numero de células desprendidas da laminula, ou seja, a
quantidade de bactérias que n&o aderiram ao corpo de prova, o esperado, no

controle positivo (glicose) e no controle positivo (manose), seria um numero de
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UFC’s pequeno, inferior ao numero desprendido nas placas com xilitol, pois a
maioria dos bacilos deveriam estar aderidos a laminula. Contudo, para as cepas
E.coli ATCC 8739, E.coli clinica (EPEC) e S. enterica sorotipo Typhimurium clinica,
foi encontrado, nos controles-positivo, um numero de UFC’s desprendidos superior
ao observado pelos tratamentos com xilitol. Uma possivel explicagdo para estes
resultados seria o0 suporte de glicose e manose no meio de cultura, que,
possivelmente, leva ao aumento da disponibilidade de nutrientes e da multiplicagao
bacteriana, resultando em um expressivo numero de células tanto aderidas a
laminula quanto desprendidas durante a sonicagéo. Furlan e Castro (2001) e Silva
et al. (2007) concluiram, em seus estudos, que a presenca de glicose no meio de
cultura aumenta especificamente a taxa de crescimento microbiano. Para as trés
cepas, a contagem do controle positivo (manose) foi inferior ao do controle positivo
(glicose), uma vez que a glicose é o primeiro agucar de escolha para o metabolismo
bacteriano. Para as demais cepas, S. flexneri ATCC 12022, S. flexneri clinica e P.
aeruginosa ATCC 9027, ocorreu conforme esperado: ambos os controles-positivos
liberaram um numero de UFC’s inferior ao numero desprendido pelas diferentes
concentracdes de xilitol. O suporte nutricional ndo afetou a taxa de crescimento
destas cepas, uma vez que as bactérias do género Shigella sao relativamente
inertes e de crescimento lento, enquanto a P. aeruginosa é um bacilo nao
fermentador de glicose (ndo utiliza este agucar para seu crescimento).

A glicose é um agucar ideal para ser utilizado como controle positivo de
ensaios de aderéncia bacteriana. Vanmaele e Armstronga (1997) afirmaram que a
adesao localizada (LA) é um fendtipo induzido por condigbes especificas do
crescimento bacteriano. Tipos selvagens de EPEC, ligadas a células HEp-2,
apresentaram um padrdo de LA satisfatério quando estas linhagens foram
cultivadas em meio contendo glicose, enquanto cepas EPEC, incubadas em meio
contendo outro agucar como fonte de carbono (por exemplo, galactose), nao
aderiram as células HEp-2. A expressao do fendtipo de aderéncia por parte de
organismos cultivados em glicose estava associada ao aumento da expressao do
pili BFP (VANMAELE E ARMSTRONGA, 1997).

Analisando o numero de UFC’s desprendidas pelo xilitol para as cepas E.coli
ATCC 8739, E.coli clinica (EPEC) e P. aeruginosa ATCC 9027, pode-se observar
uma elevada correlacdo positiva entre as trés concentragbes do agucar e o

desprendimento bacteriano, 0 que caracteriza a relagcdo de dose-dependéncia do
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xilitol. Para ambas as cepas de S. flexneri (ATCC 12022 e clinica), a relacdo de
dose-dependéncia nado foi observada, uma vez que a correlagcdo entre as
concentragdes do agucar e o desprendimento bacteriano foi negativa. Para a cepa
S. enterica sorotipo Typhimurium clinica, foi observado que, para as trés
concentracdes de xilitol, o numero de bacilos ndao aderidos foi estatisticamente
igual, o que significa que, para tal cepa, a propriedade antiaderente deste composto
independe de sua concentragao.

A interagdo do xilitol com a bactéria Escherichia coli é baseada no fato dos
pentitodis interferirem no metabolismo dos acucares de seis carbonos. Tal
interferéncia é conhecida como “toxicidade do xilitol”, mas esta expressao se limita
apenas aos microrganismos, sendo que o xilitol ndo apresenta toxicidade para
humanos. Dessa forma, os pentitéis podem alterar o metabolismo bacteriano das
hexoses e, isso explica o papel que o xilitol possui na prevengdo de algumas
doencas infecciosas (MAKINEM, 2000).

Dessa forma, para se obter uma melhor conclusdo sobre a capacidade do
xilitol em inibir a aderéncia bacteriana, foi necessaria uma analise qualitativa
fornecida pelas microfotografias obtidas por MEV. Para todas as cepas testadas, foi
observada uma reducdo expressiva da aderéncia microbiana, nas trés
concentragbes de xilitol, em relagdo ao controle positivo (glicose) e ao controle
positivo (manose), reforgando a idéia de antiaderéncia do composto estudado. A
cepa S. flexneri clinica representou uma excec¢ao, pois a reducado da aderéncia so
foi observada nas concentracbes de 2,5% e 5,0% de xiltiol, sendo encontradas
expressivas quantidades de células na menor concentragdo do agucar (para esta
cepa 0,5% de xilitol n&o foi suficiente para inibir a aderéncia).

Curiosamente, ndo foram encontradas células nas microfotografias do
controle positivo (manose) para as cepas de E.coli clinica (EPEC) e P. aeruginosa
ATCC 9027, indicando que, para estas linhagens bacterianas, a manose também é
um agucar inibidor da aderéncia.

Este fato j4 era esperado para a cepa P. aeruginosa ATCC 9027, uma vez
que tal espécie nao pertence a familia Enterobacteriaceae, na qual, a aderéncia
mediada por manose € normalmente encontrada. A P. aeruginosa € uma bactéria
comumente associada as infecgdes das vias aéreas, e, para a colonizacao ocorrer,
€ necessario um contato prolongado da bactéria com a mucosa respiratéria. Este

evento pode ser favorecido quando o epitélio mucociliar é danificado, como, por
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exemplo, pelo habito de fumar. E sabido que o fumo diminui a frequéncia do
batimento ciliar, provoca um aumento da produgdo de muco e leva ao aumento do
numero de cilios anormais, contribuindo para o dano deste epitélio. A combinagao
destes fatores leva a persisténcia de microorganismos nas vias aéreas,
aumentando o risco de colonizagao, e, consequentemente, de infecgdes das vias
respiratorias (PIATTI, GAZZOLA e ALLEGRA, 1997).

Uma possivel explicagdo para os resultados obtidos com a E.coli clinica
(EPEC) seria baseada no fato desta cepa possuir fimbrias tipo 1 ou manose-
sensiveis, cuja aglutinagdo com eritrocitos € inibida pela D-manose (BRITO et al.,
2004; TOMA et al., 2008). Assim, quando a manose estava presente no meio, a
aderéncia da bactéria ao corpo de prova foi impedida. As fimbrias bacterianas
reconhecem alguns carboidratos soluveis e levam ao bloqueio in vitro da aderéncia
dessas bactérias (SHARON e OFEK, 2000; SHARON, 2006). A presenca da fimbria
tipo 1 € comum na familia Enterobacteriaceae e em amostras de E. coli patogénicas
de origem fecal e urinaria (BRITO et al., 2004; TOMA et al., 2008).

A aderéncia bacteriana tem sido bastante estudada tanto em ensaios com
culturas de células (NAABER et al., 1996; SUBRAMANIAN et al., 2008; TOMA et al.,
2008) quanto em ensaios in vitro, (LOCATELLI et al., 2004; GUS et al., 2006;
FERREIRA, 2007) onde a microscopia eletrbnica se destaca por ser mais indicada
para avaliar a interacdo microbiana com uma determinada superficie (MACEDO,
2000). Em especial, a microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma importante
ferramenta para se observar a morfologia da bactéria e sua aderéncia as superficies
materiais, como, por exemplo, laminulas de vidro (FERREIRA, 2007; FERREIRA et
al., 2009) Além da microscopia por diferentes métodos, para avaliar
quantitativamente e morfologicamente a bactéria em estudo, pode-se utilizar
também a contagem de bactérias viaveis como método indireto de se avaliar a
aderéncia (AN e FRIEDMAN, 1997), conforme foi realizado neste estudo.

Os efeitos de diversos compostos sobre a aderéncia de microrganismos sao
recentes e ha poucos trabalhos descritos na literatura cientifica abordando essa
aplicacao (SHARON e OFEK, 2000). A observagao em conjunto dos resultados
obtidos neste estudo, tanto das microfotografias obtidas pela microscopia quanto da
contagem das UFC’s desprendidas, para cada cepa, indicam que o mecanismo de
acao do xilitol esta baseado no impedimento da aderéncia bacteriana.

A maioria das doencas infecciosas € iniciada pela aderéncia de
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microrganismos patogénicos no tecido do hospedeiro. Em muitos casos, esta
aderéncia é mediada por fimbrias ou pili, que estdo presentes na superficie do
patégeno e se ligam a hidratos de carbono na superficie do tecido hospedeiro.
Alguns carboidratos soluveis sdo reconhecidos pela lecitina bacteriana e levam ao
blogueio in vitro da aderéncia das bactérias em células animais (SHARON e OFEK,
2000; SHARON, 2006).

O futuro da terapia antiaderente depende de um melhor conhecimento das
propriedades e especificidades de adesinas bacterianas e do desenvolvimento de
agentes apropriados que bloqueiem a aderéncia de diversas bactérias. Alguns
agentes da terapia antiaderente incluem os receptores de adesinas e seus analogos,
e, constituintes da propria dieta como, por exemplo, a combinagdo de potentes
carboidratos. Pelo fato desse mecanismo de combate a infecgdes ndo ser
bactericida, a probabilidade da disseminacdao de cepas multirresistentes € bem
menor quando comparada a exposi¢ao a antimicrobianos. Uma vez que tais agentes
estiverem disponiveis, estes poderdo se tornar a droga de escolha para o combate
de uma série de doencas infecciosas (OFEK, HASTY e SHARON, 2003).

Alguns trabalhos na literatura reforcam a idéia da propriedade antiaderente do
xilitol. Naaber et al. (1996) constataram uma inibicdo dose-dependente da aderéncia
de Clostridium difficile em células Caco-2, quando se utilizou xilitol nas
concentragdes 1,0%, 5,0%, 10,0% (p/v). Os autores desconhecem o mecanismo de
acao envolvido mas sugerem que O mesmo possa ocorrer in vivo, nas células
intestinais. Kontiokari, Uhari e Koskela (1998) avaliaram a aderéncia de
microrganismos na presencga de 5% de xilitol, o qual impediu a aderéncia da bactéria
Streptococcus pneumoniae, e, em menor proporgdo, a de Haemophilus influenzae.
Sajjan et al. (2004) observaram que o xilitol inibiu 67-85% a aderéncia de
Burkholderia cepacia. Tapiainen et al. (2004) observaram mudancgas na capsula e na
parede celular de Streptococcus pneumoniae, apos exposigao ao xilitol (0,5% —
5,0% por 2 h). A parede celular desta bactéria tornou-se mais difusa e a capsula de
polissacarideo tornou-se mais aspera. O fenoétipo de todas as cepas testadas, antes
da exposigdo ao agucar, era opaco e tornou-se quase transparente durante o
experimento. Foi sugerido que a capacidade do xilitol em alterar a estrutura das
bactérias é responsavel pela inibicdo da aderéncia e, consequentemente, pela
mudanga da viruléncia de microrganismos. Ferreira (2007) fez um estudo com

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e obteve resultados similares, constatando que
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0 agucar nao possui propriedades bacteriostaticas ou bactericidas, mas sim, atua
inibindo a aderéncia da bactéria a uma superficie, sendo esse o provavel
mecanismo de agao do xilitol.

As infecgbes hospitalares podem envolver microrganismos multirresistentes a
diversos farmacos e, por isso, deve-se evitar, o quanto for possivel, a administragao
de antimicrobianos. Os resultados encontrados nesta pesquisa e também em alguns
trabalhos da literatura conferem ao xilitol um maior valor agregado, pois reforga a
sua capacidade de inibir a aderéncia de diferentes microrganismos. Dessa forma, tal
composto poderia ser adequado para ser utilizado em materiais médicos e
hospitalares, no intuito de se impedir/atenuar a formacao de biofilmes microbianos
responsaveis pela maioria das infecgoes hospitalares. A formagao de biofilmes sobre
uma superficie representa uma estratégia bacteriana para sobrevivéncia e
favorecimento em relagdo aos nutrientes disponiveis. A ocorréncia e a taxa de
proliferacdo dependem da viruléncia microbiana, fatores do hospedeiro e
caracteristicas do material (materiais para sutura, diferentes cateteres e sondas,
valvulas cardiacas e outros) como, por exemplo, a rugosidade. O processo de
aderéncia bacteriana a superficie de biomateriais € extremamente complicado e
afetado por muitos fatores, incluindo fatores ambientais, presenca de proteinas
séricas, tratamentos com antimicrobianos, e propriedades dos microrganismos e da
superficie do material (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004).

As bactérias do biofilme sao protegidas da resposta imune do hospedeiro e da
terapia antimicrobiana e, desta forma, a infeccdo raramente é resolvida de forma
rapida ou eficaz. Relatos clinicos demonstram claramente que a presenga de um
biomaterial torna os tecidos adjacentes sensiveis tanto a infecgdo imediata quanto a
tardia. Uma infeccdo causada por um biomaterial contaminado responde mal a
antibioticoterapia, e, normalmente ndo se cura até que o material seja removido. Um
entendimento da natureza das complica¢gdes influenciadas por um corpo estranho,
ou por tecido comprometido por este, se torna essencial uma vez que se tem
observado um aumento do uso de biomateriais (GRISTINA e COSTERTON, 1985).

O estudo de substancias de origem biotecnolégica com caracteristicas
antiaderentes tem como finalidade atenuar a aderéncia de microrganismos na
superficie celular e na superficie de materiais médicos e hospitalares, impedindo a
formacao do biofilme microbiano, fonte constante de infecgdes. Nesse contexto, o

xilitol pode tornar-se o adjuvante de escolha no tratamento de uma série de
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doencgas infecciosas, uma vez que os carboidratos estdo, cada vez mais,
relacionados com o futuro da terapia antiaderente.

Considerando a nova abordagem que este estudo representa, os resultados
encontrados nos levam a apontar perspectivas para trabalhos futuros como, por
exemplo, estudos in-vivo de avaliagao da propriedade antiaderente do xilitol; estudos
da aderéncia bacteriana a nivel celular como forma de se elucidar, de forma mais
minuciosa, 0 mecanismo que impede a aderéncia de microrganismos; estudos da
microestrutura de biomateriais susceptiveis a contaminagao, visando a obtencao de
um revestimento com caracteristicas antiaderentes, que impeca a formacao do foco
de infecgao; e, finalmente, estudos para se buscar novas moléculas e determinar

analogos eficazes que possam impedir a aderéncia microbiana inicial.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

O xilitol, nas concentracdes testadas: 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v), ndo possui
atividade antimicrobiana sobre as cepas Escherichia coli ATCC 8739,
Escherichia coli clinica (EPEC), Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
clinica, Shigella flexneri ATCC 12022, Shigella flexneri clinica e

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

O xilitol, nas concentragdes testadas: 0,5%; 2,5% e 5,0% (p/v), € capaz de
inibir, in vitro, a aderéncia das cepas supra-citadas, limitando assim, a

formacéao do biofilme bacteriano.

A capacidade de inibir a aderéncia de diferentes microrganismos confere ao
xilitol maior valor agregado. Neste contexto, o xilitol torna-se uma
biomolécula adequada para ser usada como adjuvante terapéutico, para a
prevencao e/ou tratamento de infecgcdes recorrentes e para impedir a

formacao de biofilmes em materiais médicos-hospitalares.
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