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RESUMO

SANTOS, C. A. Quorum quenching por compostos fenodlicos em bactérias biossensoras e de
origem alimentar. 2021. 91p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia
dos Alimentos. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, SP, 2021.

As bactérias utilizam um sistema de comunicacdo intercelular denominado quorum sensing (QS)
mediado por sinais quimicos chamados de autoindutores. Entre os fenotipos regulados pelo QS
destacam-se a producdo de fatores de viruléncia, formagdo de biofilmes, compostos
antimicrobianos e a motilidade. Diante da relevancia desses fendtipos, h4 um grande interesse em
encontrar substancias que interfiram nesta comunicacdo. A inibicdo do QS € conhecida como
quorum quenching (QQ). Dessa forma, este estudo objetivou avaliar o potencial de inibi¢cdo do QS
por compostos fenolicos em bactérias biossensoras do QS e de relevancia em alimentos.
Inicialmente, foi realizado um estudo in silico de ancoragem molecular de 79 compostos fendlicos
pré-selecionados com seis variantes estruturais do ativador transcricional do QS CviR, de
Chromobacterium violaceum, a fim de selecionar os compostos de maior potencial de inibicdo do
QS. A atividade antimicrobiana dos compostos selecionados foi investigada pela concentragédo
inibitéria minima (MIC) e pela determinacdo do crescimento microbiano em caldo de cultura. O
efeito inibitorio sobre o QS e fatores de viruléncia foi testado sobre a producédo de violaceina em
C. violaceum ATCC 12472 e 026, formagdo de biofilme e motilidade tipo swarming e swimming
em Aeromonas hydrophila, Salmonella enterica serovar Montevideo e Serratia marcescens, além
de avaliar a sensibilidade térmica e ao antibidtico canamicina dessas estirpes junto com o0s
compostos fenolicos. A partir dos resultados da ancoragem molecular, cinco compostos foram
selecionados para estudos in vitro: curcumina, capsaicina, resveratrol, acido galico e floridzina.
Estes compostos se ligaram com boa afinidade, menor energia potencial, a pelo menos quatro
variantes estruturais de CviR. As curvas de crescimento demonstraram que o acido galico
apresentou MIC de 9,4 mM para C. violaceum ATCC 12472 e 026. Porém, os demais compostos
apresentaram MIC superior @ maior concentragdo testada. Os resultados de inibicdo da producéao
de violaceina mostraram que curcumina a 25 pM, capsaicina a 70 UM e resveratrol a 6 pM
inibiram até 50% da producdo do pigmento para a estirpe ATCC 12472. Adicionalmente,
formacdo de biofilme, resveratrol inibiu até 80% em A. hydrophila; capsaicina e curcumina até
40% em S. Montevideo; resveratrol e capsaicina inibiram até 60% em S. marcescens. No teste de
motilidade, curcumina inibiu completamente a formagéo de swarming em S. marcescens, e ndo foi
observada inibigdo pelos demais compostos nos outros micro-organismos avaliados. Curcumina e
resveratrol foram capazes de aumentar a sensibilidade a canamicina nas estirpes avaliadas, em
diferentes graus de inibig&o. Entretanto, ndo houve inibicdo no teste de sensibilidade térmica para
as estirpes em estudo. Os resultados obtidos para 0os compostos curcumina e resveratrol podem
impulsionar novos estudos de sinergismo com antibioticos, atividade anti-QS e possiveis
aplicagdes nas industrias alimenticia e farmacéutica.

Palavras — Chave: Atividade antimicrobiana; Curcumina; Resveratrol; Quorum sensing.



ABSTRACT

SANTOS, C. A. Quorum quenching by phenolic compounds in biosensor and foodborne
bacteria. 2021. 91p. Thesis (Master’s degree). Graduate Program in Food Science. Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, SP, 2021.

Bacteria use an intercellular communication system termed quorum sensing (QS) mediated by
chemical signals called autoinducers. Among the phenotypes regulated by QS, the production of
virulence factors, biofilms, antimicrobial compounds, and motility stand out. Given the relevance
of these phenotypes, there is a great interest in finding substances that interfere in this
communication. The inhibition of quorum sensing is known as quorum quenching (QQ). This
study evaluated the potential for QS inhibition by phenolic compounds in QS biosensor bacteria
and foodborne microorganisms. Initially, an in silico molecular docking study of 79 pre-selected
phenolic compounds with six structural variants of the Chromobacterium violaceum QS
transcriptional factor CviR was carried out to select the compounds with the greatest potential for
QS interference. The antimicrobial activity of the selected compounds was investigated by the
minimum inhibitory concentration (MIC) and by the determination of microbial growth in broth.
The inhibitory effect on QS regulated phenotypes and virulence factors was tested on violacein
production in C. violaceum ATCC 12472 and 026, biofilm formation and swarming and
swimming motility in Aeromonas hydrophila, Salmonella enterica serovar Montevideo and
Serratia marcescens, in addition to evaluating thermal sensitivity and microbial inhibition by
kanamycin of these strains combined with phenolic compounds. Five compounds were selected in
molecular docking studies for in vitro tests: curcumin, capsaicin, resveratrol, gallic acid and
phloridizin. These compounds bound with good in silico affinity to at least four CviR structural
variants. The growth curves showed that gallic acid had a MIC of 9.4 mM on C. violaceum ATCC
12472 and 026. However, the other compounds had a MIC higher than the highest tested
concentration. The results for violacein inhibition showed that curcumin at 25 pM, capsaicin at 70
MM and resveratrol at 6 pM inhibited up to 50% of pigment production in strain ATCC 12472.
Additionally, curcumin at 5 UM inhibited the production of violacein in strain 026. Regarding the
inhibition of biofilm formation, resveratrol inhibited up to 80% in A. hydrophila; capsaicin and
curcumin up to 40% in S. Montevideo; resveratrol and capsaicin inhibited up to 60% in S.
marcescens. In the motility test, curcumin completely inhibited swarming in S. marcescens, and
no inhibition of the other compounds was observed for the other microorganisms. Curcumin and
resveratrol were able to increase the sensitivity to kanamycin in the evaluated strains, with
different degrees of inhibition. However, there was no inhibition in the thermal sensitivity test.
The results obtained for the compounds curcumin and resveratrol can stimulate further studies of
synergisms with anti-QS activity and applications in the food and pharmaceutical industries.

Keywords: Antimicrobial activity; Phenolic compounds; Curcumin; Resveratrol; Quorum

sensing.
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1. INTRODUCAO

A deteccdo de quérum, conhecida como quorum sensing (QS), € um mecanismo de
comunicagdo intercelular em micro-organismos que coordena comportamentos em nivel de
populacdo (Ge et al., 2020). Essas associacdes podem ser benéficas ou ndo. A comunicacgdo entre
bactérias patogénicas traze impactos negativos, tanto para a economia quanto para a saude. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (do inglées WHO — World Health Organization),
anualmente cerca de 5,7 milhdes de pessoas vao a 6bito devido a doencas infecciosas, muitas delas

causadas por bactérias resistentes a antibiéticos (WHO, 2018; Kalia et al., 2019).

O uso excessivo e indevido de antibioticos na medicina, agricultura e pecuaria,
juntamente com os mecanismos de adaptacdo microbiana, tornou a resisténcia antimicrobiana uma
ameaca global. De acordo com o Antibiotic Resistance Threats Report de 2019 do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (do inglés CDC — Center for Disease Control and Prevention),
mais de 2,8 milhdes de infeccBes sdo causadas por bactérias resistentes a antibidticos nos EUA a
cada ano, e mais de 35.000 pessoas morrem em decorréncia disso (CDC, 2019). Assim, buscam-se

de alternativas que exercam menor pressao seletiva sobre 0s micro-organismos.

Diante da relevancia dos fendtipos regulados pelo QS, inclusive para a microbiologia dos
alimentos, h4& um grande interesse em desenvolver sistemas capazes de interferir nessa
comunicacdo celular. Assim, o QS tem sido alvo para o desenvolvimento de terapias alternativas
ou adjuvantes ao uso de antibidticos. Dentre eles, destacam-se inibidores da sintese de
autoindutores, inativadores enzimaticos desses sinais e moléculas com efeito antagbnico aos
autoindutores (LaSarre & Federle, 2013; Allen et al., 2014, Kalia et al., 2019).

Muita atencdo foi dada as espécies vegetais pelas suas diversas moléculas sintetizadas
pelo metabolismo secundario, para prevenir e controlar estresses biéticos e abidticos (Belhaoues et
al., 2020). Estes compostos apresentam diversas atividades biolégicas benéficas como atividade
antimicrobiana, protecdo contra o estresse oxidativo e agdo antiproliferativa, muitas dessas
atribuidas ao seu alto potencial redox (Manach et al., 2004), gerando grande valor para industria
de alimentos. Aliado & crescente conscientiza¢do dos consumidores sobre 0s riscos causados pelas
substancias quimicas utilizadas como conservantes de alimentos, 0 mercado exige que novos
estudos sejam realizados sobre os antimicrobianos, com menos efeitos colaterais sobre a saude

humana (Papadopoulou et al., 2005).



1.1.Quorum sensing

O quorum sensing (QS) é utilizado por uma grande variedade de bactérias e lhes permite
modificar coletivamente o comportamento em resposta a alteragdes na densidade celular,
modulando a expressdo génica. Esta comunicacdo é mediada por pequenas moléculas acumuladas

durante a multiplicacdo microbiana (Mukherjee & Bassler, 2019).

O QS envolve a producdo, secrecdo e deteccdo de moléculas de sinalizagao
extracelulares, conhecidas como autoindutores (Al). Normalmente essas moléculas se difundem
livremente pela membrana, acumulando no ambiente em que 0 micro-organismo se multiplica, até
atingirem um limiar basal, necessario para a sua detec¢do. Ao atingir essa concentracao, o sinal é
detectado por uma proteina receptora do QS que provoca uma cascata de transducdo de sinal a
jusante, desencadeando a expressdo génica. Essa comunicacdo pode ocorrer entre células da
mesma espécie ou diferentes (Papenfort & Bassler, 2016; Mukherjee & Bassler, 2019). Ao
monitorar o acumulo de autoindutores especificos, as bactérias conseguem perceber mudancas na
densidade de sua populacdo e na complexidade de diferentes espécies ao redor e responder como
um grupo, de acordo com a situacdo (Ng et al., 2011; Hawver et al., 2016).

O QS foi descoberto como um mecanismo regulador da inducdo da bioluminescéncia,
pela primeira vez, na bactéria marinha Gram negativa Vibrio fischeri, onde a producéo de luz ¢é
induzida pela densidade celular através da expressdo do operon da luciferase. Esta bactéria
emprega um sistema QS do tipo Luxl/LuxR para controlar a producdo de bioluminescéncia
(Nealson & Hastings, 1979; Hawver et al., 2016). Ao pesquisar outras bactérias, foi observado
similaridade nesse tipo de sistema baseado no par de proteinas LuxI/LuxR, em que Luxl é uma
sintase responsavel pela biossintese de homosserinas lactonas aciladas (AHL) e o receptor LuxR
atua como regulador transcricional modulado por AHLs. Varios pares LuxI/LuxR podem coexistir
em um genoma, gerando uma rede integrada de QS para controle do comportamento microbiano,
como € 0 caso para 0 patdégeno Pseudomonas aeruginosa (Lee & Zhang, 2015; Papenfort &
Bassler, 2016; Cellini et al., 2020).

Existem também micro-organismos que possuem homdlogos adicionais de LUuxR,
proteina receptora do QS, mas ndo possuem o Luxl cognato. Estes sdo incapazes de sintetizar
autoindutores, mas podem responder as AHL liberadas por outras espécies presentes no ambiente
(Almeida et al., 2018a; Cellini et al., 2020). Os genes e fun¢des regulados pelo QS séo diversos e
podem ser classificados em quatro grupos funcionais: comportamento celular, como formacéo e

dispersdo de biofilme, motilidade e adesdo; manutencao e proliferacdo celular, como producéo de
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exoenzimas, sintese de sideroforos, esporulacao e resisténcia a acidos; transferéncia horizontal de
genes (competéncia, conjugacdo plasmidica); e interacdes com o hospedeiro e outros micro-
organismos, como fatores de viruléncia, producdo de antibidticos, bioluminescéncia, exo-
polissacarideos, entre outros (Jimenez et al., 2010; Monnet et al., 2014, Grandclément et al.,
2016).

O QS também permite que as bactérias “percebam” o ambiente em que se encontram,
além de ser um processo regulatorio a partir da densidade populacional. Os autoindutores podem
servir como uma sonda para detectar sinais ambientais, como estresse com antibidticos, pH e
assim por diante. Essa teoria, conhecida como “sensor de difusdo”, foi criada para explicar uma
das finalidades do QS, relacionada a percepcdo espacial, criando o conceito de “sensor de
eficiéncia”. Esse conceito propde que as bactérias consigam perceber a densidade celular,
distribuicdo espacial e limitagbes no ambiente que possam interferir na transferéncia do
autoindutor (Hense et al., 2007; Grandclément et al., 2016). Um estudo avaliando a inducéo de
competéncia regulada pelo QS em Streptococcus pneumoniae, mostrou que este fenotipo pode ser
influenciado simultaneamente pela densidade celular, pH externo, estresse induzido por
antibioticos e histérico celular, indicando que os autoindutores possuem mais de uma funcao e
permitindo que as células integrem sinais externos em sua resposta de deteccdo de quérum
(Moreno-Géamez et al., 2017).

1.1.1. Tipos de autoindutores

As bactérias Gram positivas e as Gram negativas apresentam diferentes sistemas de
comunicacdo para regular as diversas funcdes fisioldgicas, conforme apresentado na Figura 1.
Nas Gram negativas, a sinalizacdo geralmente ¢ mediada por moléculas de acil homoserina
lactona (AHL), também conhecida como autoindutor-1 (Al-1). Essas moléculas sinalizadoras sao
sintetizadas a partir de metabdlitos comuns, como 4cidos graxos e S-adenosilmetionina (SAM); a
variacdo existente entre essas moléculas ocorre tanto pela composicdo quanto pelo tamanho dos
acidos graxos, que podem variar de 4 a 18 carbonos, e conter substituicbes na cadeia (Tiaden et
al., 2010; Ryan et al., 2015; Hawver et al., 2016; Quecan et al., 2018).
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Figura 1: Estruturas basicas dos principais autoindutores. Al-1 composto pelas homoserinas lactonas
aciladas (AHL); Al-2 composto pelo furanosil borato diéster; e Al-3 composta pela familia das pirazinona.
Fonte: Williams et al., 2007; Kim et al., 2020.

Nas Gram positivas a comunicacao é mediada por peptideos de baixo peso molecular. Na
maioria dos casos, o sinalizador é sintetizado como um precursor peptidico mais longo que é, em
seguida, exportado e modificado ap6s sua secre¢do por um transportador especifico (Monnet et
al., 2014; Hawver et al., 2016; Lima et al., 2020). Outras moléculas como furanosil borato diéster,
também conhecido como autoindutor-2 (Al-2), estdo associadas aos dois grupos bacterianos
permitindo as comunicac@es intra e interespecifica (Sola et al., 2012; Quecéan et al., 2018, 2019).
O Al-2 foi originalmente identificado como um tetra-hidrofurano borado, que atualmente descreve
uma mistura equilibrada de conversdo entre compostos, borados ou ndo. Esses compostos séo
formados a partir da ciclizacdo espontanea da molécula 4,5-di-hidroxi-2,3-pentanodiona (DPD)

sintetizada via proteina LuxsS sintase (Surette et al., 1999; Grandclément et al., 2016).

Existem também outras moléculas, de estruturas ainda desconhecidas, que funcionam
como sinalizadores em uma variedade de micro-organismos. Entre eles, o autoindutor-3 (Al-3),
recentemente elucidado e caracterizado em Escherichia coli EHEC, sendo um metabdlito
envolvido na patogénese (Kim et al., 2020). Este autoindutor possui anadlagos da familia das
pirazinonas, e sdo derivados de produtos de treonina desidrogenase (Tdh) e reacBes de tRNA
sintetase “abortadas”, estando presentes em uma variedade de patégenos Gram negativos e Gram
positivos. Na E. coli EHEC, o Al-3 regula positivamente o Locus Enterocyte Effacement (LEE),
codificando o sistema de secrecao tipo Il e efetores responsaveis pela colite hemorrégica e pela

formacéo de lesdes no trato intestinal (Carlson-Banning & Sperandio, 2018; Kim et al., 2020).

1.1.2. Inibidores do quorum sensing

A inibicdo da comunicacdo QS também é chamada de quorum quenching (QQ) e pode

ocorrer de diversas formas, principalmente pela inibicdo da sintese de autoindutores pelas
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proteinas sintases, degradacdo dessas moléculas, competicdo pela ligagcdo as proteinas receptoras
interferindo na sua ligacdo aos promotores de genes e, consequentemente, inibindo a sua
expressdo. Essas moléculas interferentes sdo chamadas de inibidores do QS (QSI — do inglés
Quorum Sensing Inhibitor) (Lade et al., 2014; Zhang & Li, 2015). Os QSI incluem enzimas
(lactonases, acilases, oxidorredutases), metabolitos provenientes de plantas que sintetizam QSIs
(compostos fendlicos e 6leos essenciais) e antagonistas (furanonas e similares) (Kalia et al., 2013;
Zhang & Li, 2015; Brackman et al., 2009; Quecéan et al., 2019; Rivera et al., 2019). Esses
metabolitos, quando utilizados em concentra¢fes ndo letais, inibem os fatores de viruléncia
essenciais para o estabelecimento da infeccdo e patogénese pelo direcionamento de vias
metabdlicas ndo essenciais, reduzindo a pressdo seletiva para desenvolver resisténcia (Ahmed et
al., 2019).

As furanonas halogenadas sdo amplamente conhecidas como QSI e foram inicialmente
isoladas de algas vermelhas australianas (Delisea pulchra). Sua atividade QQ e de seus analogos
possuem efeito inibitério devido a sua semelhanca estrutural com as AHLs, competindo pela
proteina do tipo LuxR. As furanonas também interrompem a via biossintética de Al-2,
modificando e inativando covalentemente a proteina LuxS (Zang et al., 2009; Zhang & L.i, 2015;
Petrovié et al., 2019).

Muitas enzimas envolvidas na modificacdo ou degradacdo da AHL foram relatadas,
sendo divididas em quatro classes funcionais: lactonases que abrem o anel da homoserina lactona
da AHL; acilases que clivam a ligacdo acila, liberando homoserina lactona e acido graxo; as
redutases que convertem a substituicdo 3-oxo da AHL por 3-hidroxil; e oxidases que catalisam a
oxidacdo da cadeia acila. Essas enzimas podem ser encontradas em bactérias, procariotos e
eucariotos, como forma de defesa. Algumas bactérias também sdo capazes de degradar seu proprio
sinal de AHL, como Pseudomonas aeruginosa e Agrobacterium tumefaciens limitando a resposta
ao QS (Bijtenhoorn et al., 2011, Grandclément et al., 2016; Kalia et al.,2019).

Sabe-se também que as plantas sdo as principais fontes de QSI naturais. As plantas
evoluiram eficientemente para controlar os sistemas bacterianos de QS e se protegerem de
patogenos, além de apresentarem a vantagem de serem consumidas por seres humanos. Assim, 0s
compostos ativos que possuem atividade inibidora podem ser considerados seguros (GRAS) e
podem apresentar baixa toxicidade para as celulas humanas, embora sejam necessarios mais
estudos de toxicidade (Hentzer & Givskov, 2003; Hussain et al., 2018). Os QSI podem ser



extraidos de todos os tecidos vegetais como os frutos, sementes, casca, folhas, flores, raizes e

rizomas.

Os compostos QSI identificados na literatura possuem estruturas diversas, sendo em sua
maioria compostos ciclicos, como derivados fendlicos ou ciclicos de nitrogénio, além de terpenos
de oOleos essenciais e alguns compostos ndo ciclicos, como compostos organossulfurados
(Bjarnsholt et al., 2005; Vattem et al., 2007; Jakobsen et al., 2012; Truchado et al., 2012a;
Alvarez et al., 2014; Kumar et al., 2014; Packiavathy et al., 2014; Husain et al., 2015; Kim et al.,
2015; Yin et al., 2015; Corral et al., 2016; Oliveira et al., 2016; Rodrigues et al., 2016; Zhang et
al., 2017; Quecéan et al., 2019; Rivera et al., 2019).

O acesso as estruturas cristalinas das proteinas sintase e receptora, como por exemplo,
Lasl e LasR de Pseudomonas aeruginosa, Cvil e CviR de Chromobacterium violaceum,
juntamente com a disponibilidade de programas computacionais, como triagem virtual baseada na
estrutura e ligagcGes (molecular docking), se tornaram Uteis na identificacdo de mais moléculas
com potenciais habilidades anti-QS (Ahmed et al., 2019).

1.2. Compostos fendlicos

As plantas produzem compostos provenientes do seu metabolismo secundario, que
aumentam significativamente a capacidade de adaptacdo em ambientes desfavoraveis. Esses
metabolitos (alcaloides, fenois, flavonoides, quinonas, taninos, terpenos e lecticinas) sdo bem
conhecidos como forma de defesa contra herbivoros e micro-organismos (Nazir et al., 2020). Os
compostos fendlicos sdo a segunda maior familia de bioativos vegetais, depois dos terpendides.
Eles compartilham uma estrutura quimica comum caracterizada pela presenca de pelo menos um
anel benzénico ligado a um ou mais grupos hidroxila, podendo ter varios grupos substituintes
como carbonilas, metoxilas ou outras estruturas ciclicas ndo aromaéticas (Castro et al., 2004;
Gutiérrez-Del-Rio et al., 2018).

Esta familia contém mais de 10.000 compostos descritos atualmente, das quais varias sdo
encontradas em partes comestiveis das plantas. Podem ser encontrados em uma gama de alimentos
e bebidas como verduras, frutas, vinho, chocolate, cerveja, sucos, café e chas (Gutiérrez-Del-Rio
et al., 2018). S&o fitoquimicos agrupados em subfamilias, com base nas varia¢des estruturais das
moléculas, como estrutura quimica, namero de anéis fendlicos e dos elementos estruturais que
ligam esses anéis, como acidos fenolicos, lignanas, estilbenos e flavonoides (Cheynier, 2005).

Eles sdo divididos em dois grandes grupos: a) os flavonoides: flavanonas, flavonas,



dihidroflavonoides, flavondis, flavanol, antocianinas, isoflavonas e proantocianinas; e b) nédo
flavonoides: fendis simples, acido benzodico, taninos hidrolisiveis, acetofenonas e &cidos
fenilacéticos, acidos cindmicos, cumarinas, benzofenonas, xantonas, estilbenos, chalconas,

lignanas e secoiriddides (Rosa et al., 2010).

Os flavonoides representam cerca de 60% dos polifendis da dieta, presentes
predominantemente nas partes comestiveis das plantas, como folhas, frutas e sementes. Diversos
estudos avaliam sua atividade antimicrobiana (Borges et al., 2013, 2014; Barreca et al., 2014,
Duarte et al., 2015; Ding et al., 2017; Bali et al., 2019; Santos et al., 2020) e mostram que sua
eficiéncia é atribuida a capacidade de aumentar a permeabilidade e a ruptura da membrana
plasmatica, interagindo com as proteinas presentes na parede celular bacteriana. Além disso,
estudos mostram que os flavonoides também tém atividades anti-inflamatdrias e antitumorais
(Bjarnsholt et al., 2010; Lee et al., 2011, Packiavathy et al., 2014; Nazir et al., 2020).

O suco de uva vermelha é rico em diversos compostos fendlicos, como resveratrol, &cido
elagico, quercetina, miricetina, catequina e epicatequina, sendo capaz de inativar altas popula¢Ges
in vitro de Chronobacter sakazakii, sugerindo seu uso como conservante de alimentos para
férmulas infantis (Kim et al., 2010). O resveratrol também possui atividade antimicrobiana
descrita contra varios patdgenos e QQ na inibicdo da formacgdo de biofilme e na dispersdo de
biofilmes estabelecidos (Duarte et al., 2015).

A quercetina, um dos principais polifendis da cebola, mostra efeitos inibitorios sobre a
DNA girase de E. coli, aumento da permeabilidade da membrana e reducdo do seu potencial,
impedindo a sintese de ATP na bactéria (Vaquero & Nadra, 2008). A quercetina também
apresenta atividade antipatogénica contra infec¢fes por P. aeruginosa PAOL, e pode inibir
mecanismos de QS (Bali et al., 2019).

Destaca-se também o polifenol curcumina, componente principal do rizoma Curcuma
longa, que mostrou varias propriedades farmacéuticas, tais como atividade antitumoral, anti-HIV-
1, antibacteriana, e anti-QS para diversos fendtipos regulados por esse sistema de comunicagdo em
P. aeruginosa PAQO1, E. coli, S. marcescens e Proteus mirabilis (Ding et al., 2017). O &cido galico
é um 4&cido fendlico naturalmente encontrado em diversos alimentos e frequentemente utilizado
pela industria de alimentos como agente aromatizante, além de causar alteracdes irreversiveis no
perfil de permeabilidade, ruptura e formacdo de poros nas membranas celulares bacterianas
(Sorrentino et al., 2018).



A capsaicina e luteolina sdo polifendis abundantes em diversas espécies de pimenta,
principalmente as do género Capsicum, com capacidade de inibir o crescimento microbiano,
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, cardioprotetora, neuro-protetora e anticancerigena
(Basith et al., 2016; Rivera et al., 2019). A floretina e sua forma glicosilada, floridzina, sdo
dihidrochalconas, uma classe de flavonoides, encontrados predominantemente em macas e seus
derivados, ambos compostos possuem atividade antimicrobiana em bactérias Gram positivas e

Gram negativas (Barreca et al., 2014).

Todos esses exemplos mostram a importancia dos compostos fenolicos em relacdo a
inibicdo do crescimento bacteriano e QQ, isoladamente ou em conjunto com outros compostos,
como uma alternativa promissora aos conservantes sintetizados quimicamente utilizados

atualmente.
1.3. Resisténcia a antibioticos

A resisténcia antimicrobiana é uma das maiores ameacas a salde global e a disseminacgéo
de micro-organismos resistentes no meio ambiente, sendo um grande problema de salde publica.
Segundo o Sistema Global de Vigilancia Antimicrobiana da OMS (GLASS), houve uma
ocorréncia generalizada de resisténcia a antibidticos entre 500.000 pessoas com suspeita de
infecgBes bacterianas em 22 paises nos anos de 2017-2018. As bactérias resistentes mais relatadas
foram E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
seguidas por Salmonella spp. (WHO, 2018). As espécies identificadas como criticas, onde é
necessario o desenvolvimento de novos antimicrobianos s&o: Acinetobacter baumannii e P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos e enterobactérias resistentes a carbapenémicos e

produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) (Saeki et al., 2020).

Os antimicrobianos continuam sendo a principal opcdo de tratamento para infeccdes
bacterianas. Porém, com as crescentes resisténcias a multiplas drogas, novas alternativas séo
necessarias para tratar infeccbes e disseminacdo de bactérias multirresistentes. A principal
vantagem dos inibidores do QS é a menor pressao seletiva exercida por esses em relagdo aos
antibidticos tradicionais, uma vez que o bloqueio de um fator de viruléncia ndo afetaria a
sobrevivéncia e o crescimento natural do micro-organismo alvo, nao favorecendo a selecdo da

resisténcia bacteriana (Saeki et al., 2020).

Em estudo conduzido por Silva et al. (2017), os flavonoides floretina, hesperidina,

naringenina, miricetina e quercetina diminuiram de 4 a 16 vezes a MIC do antibiotico norfloxacina



contra S. aureus. Além disso, naringenina, floretina, hesperidina e miricitrina modularam a
resisténcia a norfloxacina ao diminuir a expressdo do gene norA através da inibicdo da
superexpressdo do sistema de bombas de efluxo (Silva et al., 2017). Outro estudo observou que 0s
acidos sinaptico, cafeico, vanilico e galico apresentaram efeitos inibitdrios sinérgicos contra
Campylobacter jejuni quando testado em combinacdo com ciprofloxacina e eritromicina,

indicando que esses compostos podem afetar a permeabilidade da membrana (Oh & Jeon, 2015).

O extrato metandlico do bagaco de uva, rico em compostos fendlicos, apresentou
interagBes sinérgicas entre seus compostos mais abundantes (quercetina, acido galico, luteolina e
acido protocatecuico) combinado com diferentes classes de antibidticos como [-lactamicos,
quinolonas, fluoroquinolona, tetraciclina e cloranfenicol em cepas de S. aureus e E. coli (Sanhueza
et al., 2017). Outro exemplo é o lupulo, rico em chalconas preniladas que possuem atividade
antimicrobiana e sinérgica combinada aos antibidticos rifampicina, oxacilina, ciprofloxacina,
gentamicina e vancomicina frente a diversas bactérias Gram positivas e negativas, entre eles S.

aureus MRSA, podendo ser oito vezes mais ativo quando combinado (Bocquet et al., 2019).

Os compostos capazes de modular positivamente a eficiéncia dos antibidticos séo
chamados de adjuvantes antibioticos, e geralmente agem aumentando a acdo antibacteriana da
droga ou bloqueando o principal mecanismo de resisténcia do micro-organismo. Os principais
tipos de adjuvantes antibidticos utilizados sdo: permeabilizadores da membrana externa (colistina,
aminoglicosideos, poliaminas e peptideos catiénicos), inibidores da bomba de efluxo (por
exemplo, tetraciclinas, piperidinas, quinolonas e aminoglicosideos) e inibidores da p-lactamase
(sulfonas a base de penicilina, diazabicicloroctanos e acidos bromaticos) (Lima et al., 2019). A
literatura indica que os compostos fendlicos sdo bons candidatos como adjuvantes quando
administrados juntamente com antibioticos, atuando de forma a potencializar a sua acdo (Sanhueza
et al., 2017). No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar os mecanismos e eficiéncia

desses compostos.

1.4. Quorum sensing na deterioracdo de alimentos

A deterioragdo dos alimentos é caracterizada por qualquer alteracdo que ocorre nos
alimentos, tornando o produto inaceitavel para o consumidor. Ela pode ser causada por danos
fisicos, como alteracdo na umidade, quedas, alteracdo de temperatura; alteracfes quimicas, como
oxidacdo, alteracdo na cor; formagdo de gas e/ou liquido; microbioldgicas, como formagdo de
odores e cores desagradaveis decorrente do crescimento producdo de metabdlitos; e reacgdes

enzimaticas de enzimas enddgenas que um produto pode conter. A deterioragcdo causada por
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micro-organismos é a forma mais comum e pode manifestar como formacdo de biofilmes,

alteracOes de textura, sabores e odores (Galié et al., 2018; Machado et al., 2020).

Sabe-se que 0 QS esta presente nas etapas que envolvem a deterioracdo de alimentos. A
formacéo de proteases extracelulares é um dos importantes fatores relacionados a deterioracdo dos
alimentos, e pode ser regulada pelo QS, como observado por Christensen et al. (2003) ao
investigar a expressdo de protease extracelular mediada por QS em Serratia proteamaculans. Os
micro-organismos secretam as proteases que decompdem as proteinas presentes nos alimentos em
peptideos menores e aminoacidos, além de compostos volateis, nitrogénio e enxofre por meio de
uma serie de etapas do metabolismo bacteriano, resultando na deterioracdo dos alimentos (Ding et
al., 2017).

A deterioracdo causa grande preocupacdo a industria alimenticia, uma vez que promove
significativas perdas econdmicas e pode, ainda, ter consequéncias para a saude publica como
intoxicacOes alimentares. A deteccdo de sinalizadores do sistema QS em alimentos deteriorados
adicionou uma nova dimensdo para estudar o processo de deterioracdo (Bai & Rai, 2011). Essa
comunicagéo celular na ecologia microbiana de alimentos tem recebido atencéo e diversos estudos
sugerem que a interferéncia nessa comunicacdo pode ser uma estratégia eficaz para prevenir a
deterioracdo de alimentos por bactérias. Essa regulacdo tem sido associada a fendtipos
relacionados a deterioracdo dos alimentos, como atividades pectinoliticas, lipoliticas, proteoliticas
e quitinoliticas, e formacdo de biofilmes. Em diversos alimentos como vegetais, carne, peixe, aves

e leite foram encontrados moléculas de autoindutores (Nazzaro et al., 2013; Martins et al. 2018).

A deterioracdo de vegetais € causada principalmente por enzimas bacterianas
pectinoliticas, que causam o colapso da estrutura da parede celular. As enzimas extracelulares
pectina-liase, poligalacturonase, celulase e proteases sdo produzidas pelo patégeno Erwinia
carotovora e regulados pelo QS (Tiwari et al., 2016). Pseudomonas spp. e Enterobacteriaceae
fazem parte da microbiota dominante de carnes resfriadas, sdo conhecidas por serem produtores de
enzimas proteoliticas e formacdo de biofilme, contribuindo para a deterioracdo. Liu et al. (2006)
detectaram AHL em carnes deterioradas com concentracdes consideraveis de ambos 0s micro-

organismos suportando atividade proteolitica significativa.

O leite e produtos lacteos sdo alimentos que podem estar contaminados com patégenos,
como Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Bacillus spp., Salmonella spp., P.
fluorescens e C. jejuni. Algumas dessas bactérias podem produzir lipases, leticinases, glicosidases,

proteinases e fosfolipases que contribuem para a deterioracdo desses alimentos, e a produgéo
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dessas enzimas pode ser regulada pelo QS (Galié et al., 2018). AHLs foram detectadas em
alimentos lacteos deteriorados por bactérias psicrotroficas e foi comprovado que a concentragao
de AHLs aumenta com o grau de deterioracdo desses alimentos (Lei et al., 2019). Os peixes
também podem ser veiculos de patogenos produtores de AHLs, entre eles Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi, Vibrio salmonicida e Yersinia ruckeri. Nao se
sabe ainda quais fenotipos especificos sdo regulados pelo QS, mas alguns desses fenétipos estéo
associados a viruléncia, como producdo de proteases, sider6foros e de toxinas. Em peixes
infectados com Yersinia ruckeri foram detectadas AHLS, o que indica o papel regulatério do QS

no processo de deterioracao de peixes (Li et al., 2016; Machado et al., 2020).

Diante do exposto, evidencia-se a importancia de estudar formas de inibicdo do QS em
bactérias de relevancia em alimentos, utilizando diferentes triagens a fim de avaliar sua natureza

inibitéria.
2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o potencial quorum quenching de compostos fendlicos em bactérias biossensoras

e de origem alimentar.

2.2. Especificos

e Selecionar compostos fendlicos por meio de andlise de ancoragem molecular (in silico)
com ativadores transcricionais do QS;

e Determinar a atividade antimicrobiana in vitro (MIC e curvas de crescimento) de
compostos selecionados;

e Determinar a atividade QQ dos compostos fendlicos por meio da inibicdo da producédo de
violaceina, biofilme e motilitade em estirpes selecionadas;

e Avaliar o efeito antimicrobiano e sinergismos de estirpes tratadas com compostos
fendlicos e antibidtico;

e Determinar a sensibilidade térmica em estirpes tratadas com inibidores do QS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecéo dos compostos fendlicos

Diante da diversidade de compostos fendlicos disponiveis e do alto custo dos padrbes
comerciais, foi efetuado um trabalho de ancoragem molecular entre 79 compostos pré-
selecionados a partir da literatura (Tabela 1 — Anexo) e que estdo presentes em alimentos de
origem vegetal e outras plantas, com potencial atividade antimicrobiana e QQ e seis variantes
estruturais do ativador transcricional do quorum sensing CviR de C. violaceum (3QP1, 3QP2,
3QP4, 3QP5, 3QP6 e 3QP8), para auxiliar na escolha dos compostos com maior probabilidade de
inibicdo do quorum sensing. Para isso, utilizou-se a estratégia adotada em dois estudos recentes de
ancoragem molecular (Almeida et al., 2016, 2018a). As estruturas moleculares dos compostos
fenolicos, homoserina lactonas e furanonas foram obtidas a partir do Composto Identificador do
banco de dados PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), e as estruturas das proteinas CviR
foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/). A ancoragem
molecular foi realizada usando a ferramenta “Dock Ligands” da CLC Drug Discovery Workbench
3.0.2 software, sendo executadas 1000 interacGes para cada composto e proteina. A pontuagédo
gerada imita a mudanca de energia potencial quando o composto e a proteina interagem com base
em ligacGes de hidrogénio, ions metalicos e interacfes estéricas, em que valores mais negativos
correspondem a maiores afinidades de ligacdo. As cinco melhores pontuacdes de acoplamento
foram usadas em cada estrutura macromolecular, e foi realizada a inspecéo visual dos sitios ativos

de ligacdo das proteinas CviR com os compostos para selecionar o melhor acoplamento.

Apos selecdo in silico dos compostos de maior potencial inibitério, cinco foram
adquiridos, pertencentes as diferentes classes, a saber: curcumina (PubChem CID: 969516),
capsaicina (PubChem CID: 1548943), acido galico (PubChem CID: 370), resveratrol (PubChem
CID: 445154) e floridizina (PubChem CID: 4789). Os compostos capsaicina, curcumina e
resveratrol foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil). Acido galico e floridizina foram obtidos
gentilmente fornecidos pela profa. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

3.2. Micro-organismos utilizados neste estudo

Foram utilizados neste estudo micro-organismos modelos do sistema de comunicagéo
quorum sensing, C. violaceum ATCC 12472 e 026, e de relevancia em alimentos: S. marcescens
MG1, A. hydrophila IOC/FDA 110-36 e S. Montevideo (Tabela 2).
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Tabela 2: Micro-organismos utilizados neste estudo, juntamente com suas caracteristicas e condigdes de

mas responde a AHLSs exdgenas.

20pg/mla 30 °C

cultivo.
_ . Condicoes de o
Estirpe Caracteristicas ) Referéncia
cultivo
Aeromonas ]
] . . ) o Rodrigues et
hydrophila Bactéria patogénica de importancia alimentar LB a37°C 1. (2016)
al.,
IOC/FDA 110-36
Chromobacterium Estirpe selvagem produtora de violaceina. ]
) ) - o Rivera et al.
violaceum ATCC Também utilizada para estudos de inibicdo do LB a 30°C (2019)
12472 (O]
) Mutante da estirpe selvagem C. violaceum LB + )
Chromobacterium ) ) o Rivera et al.
) ATCC 31532. Néo é capaz de produzir AHLSs, canamicina a
violaceum 026 (2019)

Salmonella Bactéria patogénica de importancia alimentar, LB A 37°C Lalsiamthara e
Montevideo isolada de frango cru. Lee, (2017)
Bactéria produtora de biofilme, pigmento o
. N - . . Salini e
Serratia prodigiosina e motilidade tipo swarming. )
) - o LB a30°C Pandian,
marcescens MG1 Também utilizada para estudos de inibi¢&o do (2015)

QS

LB: Luria Bertani;
3.3. Determinagéo da concentracdo inibitéria minima (MIC)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela determinagdo da concentragdo inibitoria
minima — MIC (Wiegand et al., 2008) e curvas de crescimento com 0S micro-organismos nas
condicdes de cultivo previamente indicados. As curvas de crescimento foram obtidas para avaliar
efeitos sobre a cinética de crescimento em condicBes sub-inibitorias (Defoirdt et al., 2013). Testes
preliminares foram realizados para obter as concentragdes de cada composto para cada micro-
organismo. Os resultados obtidos serviram de base para escolha das concentragcbes a serem

utilizadas nos ensaios de QQ.

3.4. Atividade QQ dos compostos fenolicos

Foi realizada uma triagem com as estirpes C. violaceum ATCC 12472 e uma mutante C.

violaceum 026 para aumentar as chances de obtencdo de inibidores que sejam especificos a um
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dado sistema e inibidores que tenham efeitos mais amplos de acdo sobre o sistema de QS
dependente de Al-1.

3.4.1. Deteccao de inibidores do QS dependente do Al-1 - Inibi¢do da produgéo do pigmento
violaceina em C. violaceum ATCC 12472 e 026

A producdo do pigmento roxo violaceina em C. violaceum ATCC 12472 e 026 ¢
controlada pelo QS. A inibicdo da producdo de violaceina foi quantificada em meio liquido, pela
extracdo do pigmento, e lida no espectofotometro OD 595 nm, conforme descrito por Oliveira et
al. (2016). Como controle positivo da inibicdo do sistema guorum sensing, o composto (Z-)-4-
Bromo-5-(bromomethylene)-2(5H)-furanone (C30) foi utilizado na concentracdo de 0,1mM
(Santos et al., 2020).

3.5. Ensaio de motilidade tipo swarming e swimming

O teste foi avaliado nos micro-organismos S. mascescens MG1 e A. hydrophila IOC/FDA
110-36, realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2016), com modifica¢fes. Para o ensaio
de motilidade tipo swarming foram utilizados 4 ml de agar semi-sélido Luria-Bertani (LB) 0,5 %
(p/v) adicionado de compostos fendlicos em concentracdes sub-letais (sub-MIC). Para o ensaio do
tipo swimming foram utilizados 6 ml de agar semi-sélido LB 0,3% (p/v) nas mesmas condices.
Posteriormente, os tubos foram homogeneizados, em agitador de tubos tipo vortex, e vertidos em
placas de Petri, previamente esterilizadas, e mantidas em repouso. Apés 10 minutos em camara de
fluxo laminar para solidificagdo do agar, foram inoculados 2 pL da cultura (108 UFC/mI) na regido
central do &gar (spot). As placas foram incubadas por 12h na temperatura 6tima de crescimento do
micro-organismo, conforme relatado nas condicdes de cultivo (Tabela 2). Como controle positivo
para inibicdo da motilidade tipo swarming e swimming foi utilizado agar LB contendo furanona C-
30 na concentracdo de 0,1 mM e como controle negativo foi utilizado dgar LB semi-sélido sem
adicdo de composto. Os resultados de inibicdo da motilidade foram analisados visualmente
comparando o diametro de crescimento da bactéria em relagdo ao crescimento sem adigdo de

composto fenolico.
3.6. Ensaio de formacao de biofilmes

O efeito da inibicdo por compostos fendlicos sobre a formacdo de biofilmes de S.
marcescens MG1, A. hydrophila IOC/FDA 110-36 e S. Montevideo foi avaliado, conforme

descrito por Oliveira et al. (2016). Em placa de microtitulagdo de 96 pocos foram adicionados 200
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uL de caldo de cultura Luria-Bertani (LB) adicionados de diferentes concentracdes sub-letais
(sub-MIC) de compostos fendlicos selecionados. Em seguida, foram inoculados 20 uL de micro-
organismo teste ajustado conforme solugdo Mcfarland 0,5 (10° UFC/mI) e a incubacio feita na
temperatura O0tima de crescimento dos micro-organismos. Apos incubacdo de 24h, o meio de
cultura foi descartado e as placas foram lavadas trés vezes com 200 ul de solucdo salina 0,9%
(p/v) estéril. As células sésseis foram coradas com 200 ul de cristal violeta 0,1 % (p/v) por 30
minutos, sendo posteriormente, removido e os orificios lavados trés vezes com solucdo salina. Em
seguida, o cristal violeta retido pelas células aderidas foi dissolvido em 200 pl de etanol (95 %) e a
densidade dptica (DO) medida a 595 nm. O controle negativo foi avaliado nas mesmas condicdes
descritas sem adicdo de composto fenolico. Os resultados foram expressos em porcentagem,

comparando a inibi¢do dos compostos fendlicos em relagdo ao controle negativo.
3.7. Ensaio de sensibilidade a antibioticos
3.7.1. Concentracdo inibitdria minima e concentracéo bactericida minima

Foram determinadas a concentracdo inibitéria minima (MIC) e a concentracao bactericida
minima (MBC) do antibi6tico e/ou compostos fendlicos contra todas as cepas utilizadas. O
antibidtico utilizado foi canamicina, obtido da Sigma Aldrich (Brasil). Para a determinacdo da
MIC e MBC, o ensaio de determinacdo foi seguido conforme estabelecido pelo CLSI (2007),
usando o método de micro-diluicdes em caldo, em placas de 96 pocos, em diferentes faixas de
concentragdo. Para cada pogo foi adicionada 100 pl de caldo LB suplementado com diferentes
concentragdes de antibiotico (4 a 512 pug/ml) e 10 pl de suspensdo bacteriana, ajustada conforme
escala de McFarland 0,5 (10° UFC/ml). O controle negativo foi realizado nas mesmas condicdes
sem adicdo de antibidtico. As placas foram incubadas na temperatura 6tima de crescimento por
24h. Os resultados foram obtidos por inspecdo visual. Onde ao houve turvamento do poco foi

considerado MIC.

Nas concentragdes onde ndo houve turvacdo, foram retirados 2 ul e inoculado em &gar
LB para visualizagdo de crescimento. MBC foi determinado como sendo a concentra¢do que nédo
apresentou crescimento da bacteria. Os resultados foram expressos em pg/ml e todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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3.7.2. Sensibilidade das bactérias aos compostos fendlicos e canamicina

A sinergia entre os compostos fenolicos selecionados e o antibiotico canamicina foi
avaliada pelo método “Checkboard” descrito por Sanhueza et al. (2017) para S. marcescens MG1,
A. hydrophila IOC/FDA 110-36 e S. Montevideo. Resumidamente, foram preparadas 3 dilui¢fes
em série, em duplicata, de composto fenolico e 8 dilui¢bes em série do antibidtico canamicina. Em
uma placa de 96 pogos, 90 ul de caldo LB suplementado com diferentes concentragdes de
composto fendlico nas linhas e diferentes concentracdes de antibiotico nas colunas. As ultimas
linhas horizontais e verticais foram deixadas com apenas um agente e as linhas a seguir continham
uma quantidade fixa de um agente e concentracGes crescentes do segundo agente. Na selecédo da
faixa de concentracdes, foram consideradas as MICs obtidas para cada agente testado e bactérias
testadas. As concentracdes de resveratrol utilizadas variaram de 25 a 100 uM, as de curcumina
variaram de 1,5 a 50 uM e para canamicina de 4 a 512 pg/ml. Para cada poco, adicionaram-se 10
ul de suspensio bacteriana ajustada conforme a escala de McFarland 0,5 (10° UFC/ml). As placas
foram incubadas por 24 h na temperatura 6tima de crescimento e medidas a 595 nm em leitor de
placa (Thermos Labsystems Multiskan FC Model), medindo o crescimento a cada 2h por
24h. Todos os testes foram realizados em triplicata em trés repeti¢cbes diferentes. Os resultados

foram expressos por curvas de crescimento e MIC visual.
3.8. Sensibilidade térmica de bactérias tratadas com compostos fenélicos

O efeito da inibicdo por compostos fendlicos sobre a sensibilidade térmica de S.
marcescens MG1, A. hydrophila IOC/FDA 110-36 e S. Montevideo foi avaliado conforme
descrito por Maté et al. (2016), com modificacdes. As estirpes foram cultivadas “overnight” na
temperatura 6tima de crescimento (Tabela 2) em caldo LB. Em tubos de vidro foram adicionados
2,7 ml de caldo LB estéril, suplementado com os compostos fendlicos selecionados em
concentracdes sub-MIC, onde ndo houve inibicdo do crescimento da bactéria. Os tubos foram
colocados em banho aquecido até atingir a temperatura pré-determinada (50° C e/ou 60° C). Uma
vez que a temperatura atingida a estabilidade do meio de aquecimento (+ 0,05° C), foram
inoculados 0,3 ml de cultura celular (aprox. 108 UFC/ml). Em intervalos pré-ajustados de 30 min,
amostras de 0,1 ml foram coletadas em tubos de ensaio e realizadas diluicdo seriada em solugéo
salina 0,9% (p/v). As células sobreviventes foram enumeradas em placas de Petri contendo LB
agar, apos incubagdo de 12h/30°C ou 37°C. Os resultados foram expressos em curvas de

sobrevivéncia. Cada tratamento foi realizado em triplicata.

16



3.9. Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa GraphPad Prism® 8 através de analise de
variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade. A significancia para os diferentes

tratamentos foi analisada pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecé@o dos compostos fendlicos por ancoragem molecular

A ancoragem molecular para selecdo dos compostos fenolicos foi realizada com 79
compostos pré-selecionados, a partir de dados da literatura (Tabela 1 - Anexo), e seis variantes
estruturais do ativador transcricional do quorum sensing CviR de C. violaceum (3QP1, 3QP2,
3QP4, 3QP5, 3QP6 e 3QP8 — obtidos do PDB- www.rcsh.org) para auxiliar na escolha dos
compostos com maior probabilidade de inibicdo do QS (Tabela 3 e 4). Também foi avaliada a
afinidade de acil homoserinas lactonas (AHL) com diferentes tamanhos de cadeia e furanonas
como controles. A partir dos resultados da ancoragem molecular, além do custo e disponibilidade
comercial, cinco compostos foram selecionados para estudos in vitro: curcumina (PubChem CID:
969516), capsaicina (PubChem CID: 1548943), resveratrol (PubChem CID: 445154) e floridzina
(PubChem CID: 4789), composto glicosilado do floretina (PubChem CID: 4788). Estes compostos
ancoraram com boa afinidade a pelo menos quatro das seis variantes estruturais de CviR avaliadas
(Tabela 3 e 4). Além disso, também foi selecionado &cido galico (PubChem CID: 370) ja

disponivel no laboratdrio.
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Tabela 3: Ancoragem molecular dos dez compostos fenolicos pré-selecionados, homoserina lactonas e furanonas com maior afinidade e
as estruturas proteicas de CviR de C. violaceum (Parte 1 - 3QP1, 3QP2, 3QP4).

lassif beh 3QP1 3QP2 3QP4
Classificag  Pubchem
Molecula = _— Steric - Steric — Steric
ao CID Bm_dlng Hydrogen interaction  Score Rank Bmdmg Hydrogen interaction  Score Rank Bmdmg Hydrogen interaction Rank
residue bond score score residue bond score score residue bond score score Score
Y80,
oxodoﬁ;e(c?;noyl)- \TV%?" Y80, Wa4, Was,
X AHL 3246941 . -10,00 -77,53 -83,91 1 Y88, D97, -10,00 -77,26 -82,53 3 Y88, -9,87 -79,46 -85,61 1
L-homoserine Y88, D97, S155 D97
lactone S155 !
S155
N-(3- Y80
Y80, W84, '
hydroxydodecanoyl - apy 13507677 v8s, Do7, 10,00  -7869 8229 2 YOoWBL g4 7824 8373 1 W84 10 7994 8455 3
)-DL-homoserine S155 D97, S155 D97,
lactone S155
Y80,
N-dodecanoyl-DL- Y80, W84, Y80, W84, Wa4, ) ) )
homoserine lactone AHL 11565426 D97, 5155 -8,00 -78,52 -81,99 3 D97, S155 -8,00 -79,34 -82,61 2 D97, 8 81,3 85,43 2
S155
i Polifenol
Demethoﬁywm“m' OMENOL 5460424 M135 -1,00 8222 8073 4 M135 13 82,05 -80,76 4  MI35 0,52 8236 8079 7
i Polifenol
B'Sde”ﬂ}g"ycum OOl 5315472 M135 -1,59 7965 7925 5 M135 1,73 7899 7892 5 M135 -0,68 81,26  -80,49 8
N-(3- Y80,
Y80, W84, W84,
hydroxydecanoyl)- ) 79353010 YOOWB4 500 7218 7900 6 ves D97,  -1000  -7392 -7808 7 Y88, 88 7631 -8L61 4
DL-homoserine D97, S155 S155 D97
lactone !
S155
Y80,
N-(3- Y80, Wes, Y80, W4 we4
oxodecanoyl)-L- AHL 10221060 Y88, D97, -9,86 -71,88 -77,80 7 D97’ 8155; -8,00 -73,49 -7850 6 D97’ -8 -75,77 -80,87 6
homoserine lactone S155 ! 8155;
Y80,
N-decanoyl-DL- Y80, W84, Y80, W84, w4, i . i
homoserine lactone AHL 11644562 D97, S155 -8,00 -74,05 -77,43 8 D97, S155 -8,00 -73,11 -77,77 8 D97, 8 75,71 81,4 5
S155
Y80,
N-(3-oxooctanoyl)- Y80, W84, Y80, W84, w4,
L-homoserine AHL 127293 Y88, D97, -10,00 -67,36 -74,29 9 Y88, D97, -10,00 -66,65 -73,09 11 Y88, -10 -67,2 -73,81 12
lactone S155 S155 D97,
S155
4-bromo-5-
(bromomethylene)  Antagonis ) R R } R R B R R
-3-dodecyl-2(5H)- ta 10180544 w84 4,00 73,35 7368 10 S155 2 74,01 73,76 10 S155 2 76,83 77,4 10
furanone
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N-octanoyl-DL-
homoserine lactone

Dihydrocapsaicin
Matairesinol
Capsaicin

Curcumin

N-(3-
hydroxyhexanoyl)-
DL-homoserine
lactone

N-(3-
oxohexanoyl)-L-
homoserine lactone
N-(3-
hydroxyoctanoyl)-
DL-homoserine
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Lignana

Polifenol
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e
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Flavonoid
e
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119205
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5281650

42607905

Y80, Wa4,
D97, S155

Y88

W84, Y88,
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Y80, W84,
Y88, D97,
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W84, Y88,
D97

W84, D97

Y80, W84,

D97, S155

Y88,
M135

Y80, S155

L85

-8,00

-4,00

-5,11
-4,00

-4,00

-9,84

-10,00

-9,80

-3,16

-8,00

-3,81
-3,84

-2,00

-66,75

-72,21

-69,79
-71,98

-66,89

-58,56

-59,19

-59,10

-66,44

-58,09

-67,71
-57,02

-45,48

-73,26

-71,64

-70,49
-70,39

-66,93

-66,60

-66,57

-65,65
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-57,70

-43,34
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14
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Y80, S155

Y80, Y88,
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-8,00

-6,00

-5,35
-1,71
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-10,00

-9,43

-1,72

-8,00

2
-4

-8,61

-66,11
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-74,33

-57,65

-57,93
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-57,33

-69,74
-66,88

-53,93

-12,47

-72,38

-76,76
-70,65

-71,54

-65,71

-64,58

-66,46

-70,05

-63,91

-65,66
-67,34
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©
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Y88,
D97,
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S155
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Y80,
w84,
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Y88,
M135
Y80,
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M135

-8 -66,43
-5,74 -70,41
-4,48 -76,65

-4 72,4
-0,83 -76,01
9,63 -58,67
9,73 59,1

-8 -60,52

-4 73,91

-8 -57,94

-4 -68,96
-3,94 -67,28
-1,27 67,77

-73,19

-72,62

77,9

-71,74

-73,12
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-66,22

-66,47

-69,96
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-66,4
-67,79

-67,84

13

15

16

14

28

31

29

18

32

30

23

22

Os compostos selecionados estdo em negrito.
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Tabela 4: Ancoragem molecular dos dez compostos fenolicos pré-selecionados, homoserina lactonas e furanonas com maior afinidade e as
estruturas proteicas de CviR de C. violaceum (Parte 2 - 3QP5, 3QP6, 3QP8).

3QP5 3QP6 30QP8
Molécula Classificagéo Pubchem Hydroge Steric Hydroge Steric Hydroge Steric
CID Binding . . Scor Ran Binding . . Binding . . Scor Ran
. n bond interactio - n bond interactio Score Rank . n bond interactio
residue e k residue residue e k
score n score score n score score n score
N-G3- w84, Y80,We4, Y80, W84
oxododecanoyl)-L- AHL 3246941 D97, -5,99 -73,9 -75,2 7 Y88, D97, -10 -83,75 -89,6 1 ! ! -8 -81,38 -85,6 3
h D97, S155
homoserine lactone S155 S155
N-(3- w4
' Y80, W84,
hydroxydodecanoyl) -y 11507677 Y88 10 7001 754 6  Y88,D97,  -10 8325 oo 2 veOWsL g5 7999 -862 2
-DL-homoserine D97, 88,97 S155
S155
lactone S155
N-dodecanoyl-DL- wed, - Y80, W4 - Y80, W84 -
homoserine lactone AHL 11565426 519575 6 718 72,03 1 D97, S155 8 -82,31 87,18 8 S155 -7.58 -81,67 86,87 1
Demethoxycurcumi  pojicenol  sapoaea M85 341 043 7 15 S8o, M35 -4 8795 o .. 4 SBOMI35 762 7715 ... 5
n M135 ' ' 71,17 ! ' 85,33 ! ' ' 81,58
BISGeMENONCUC  poieo  smsez 8 g esa L. 14 YB s aess T 7 waw 6 812 o . 4
min M135 ' ’ 71,33 M135 ! ! 83,36 3155’ ' 81,99
hydrox';l(-ig?::-anoyl)- V\\(lSSg ’ - Y80, W4, - Y80, wed, -
DL -homoserine AHL 71353010 D97, -8,63 -63,32 68,93 21 Y88,D97, -10 -77,17 8511 5 Y88, D97, -9,85 -74,01 8154 6
S155 S155
lactone S155
N-(3-oxodecanoyl)- W84, Y80, W84, ) Y80, W84, )
L-homoserine AHL 10221060 D97, -5,96 -67,54 -70,1 18 Y88, D97, -10 -77,23 83.99 6 Y88, D97, -9,96 -74,07 8088 8
lactone S155 S155 ' S155 '
W84
N-decanoyl-DL- ! - Y80, W84, - Y80, W84, -
homoserine lactone AHL 11644562 SD:L9575 6 66,79 69,89 19 D97, S155 8 - 82,21 8 S155 8 -75,61 81,28 7
N-(3-oxo0ctanoyl)- ‘Q’gg ' ] Y80, W84, ] Y80, W84, )
L-homoserine AHL 127293 D7, -8 -60,09 6542 25 Y88, D97, -10 -68,58 7547 11 Y88, D97, -9,96 -66,93 7421 12
lactone S155 S155
S155
4-bromo-5-
(bromomethylene)- . ) ) - ) R - ) : -
3-dodecyl-2(5H)- Antagonista 10180544 0 80,21 7552 5 S155 2 77,57 76.86 9 S155 2 74,37 72.78 17
furanone
N-octanoyl-DL- wed, - Y80, W4 - Y80, W84 -
homoserine lactone AHL sarazon - O 6 998 g352 27 siss 8 0838 7501 B siss T 6825 gg5s 15
Dihydrocapsaicin Polifenol 107982 Y88 0 -74,53 -705 17 S89 -1,95 -76,76 75_42 12 S89 -0,75 -72,46 69_51 16
Matairesinol Lignana 119205 N92, -3,08 -77,44 - 3 W84, Y88, -5,02 -70,45 -72,2 15 W84, Y88, -5,56 -71,52 - 14
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Capsaicin Polifenol
Curcumin Polifenol
N-(3-
hydroxyhexanoyl)-
DL-homoserine AHL
lactone
N-(3-oxohexanoyl)-
L-homoserine AHL
lactone
N-(3-
hydroxyoctanoyl)-
DL-homoserine AHL
lactone
Secoisolariciresinol Lignana
N-hexa_noyI-DL- AHL
homoserine lactone
Phloretin Flavonoide
Mangostin Xantona
Flavonoide
Naringenin

1548943

969516

70185030

688505

11586792

65373

3462373

4788

5281650

42607905

M89
WEZ)

N92

W84,
S155

W84,
Y88,
D97,
S155

Y80,
Y88, D97

Y80,
W84,
S155
Wa4,
S155
W84,
Y88,
D9s,
M135

W84,Y88

Y80,
Y88,
D97,
S155

6

-7,98

-5,32

-7,08

-5,87

-8

-2,44

-12,19

-73,36

-72,51

-54,28

-53,55

-57,67

-61,61

-53,6

-62,54

-82,17

-61,51

77,27

70,62

73,05
58,11
58,97

-60,9

65,55
57,53
-63,1
79,29

71,69

16

43

40

34

24

44

28

D97
S89
N92

Y80, Wa4,
Y88, D97,
S155

Y80, Wa4,
Y88, D97,
S155

Y88, Y80,
S155

S89

W84, Y80,
D97, S155

Y80, W84,
M135,
S155

Y80, S155
L85, S89,

M135,
S155

-1,89

-9,95

-10

-1,73

-3,78

-7,59

-5,51

-9,77

-77,38

-78,26

-60,56

-60,08

-63,05

-76,39

-60,47

-70,51

-63,46

-51,62

76,67

73,37

69,15

-67,4

68,87
-70,2
66:92
70,19
64:39

59,65

10

14

18

20

19

16

21

17

23

34

D97
S89

ws4

Y80, W84,
Y88, S155

Y80, Wa4,
Y88, D97,
S155

Y80, Y88,
S155

D97

Y80, Wa4,
S155

M135

Y80, S155

M135

-1,68

-3,54

-9,96

-10

-7,18

7,87

-1,36

-0,68

-76,08

-77,12

-60,42

-59,6

-64,22

-70,84

-60,43

-70,07

-65,14

73,76

-73,8

75,82

69,01
66,67

69,18
-69,9
66:69
65,29
65:72

64,89

13

11

23

25

22

21

24

27

26

28

Os compostos selecionados estdo em negrito.
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A Figura 2 exemplifica como essas interacGes ocorrem in silico, onde os compostos
selecionados interagem com a proteina 3QP1, além dos controles 3-ox0-C12-HSL (PubChem
CID: 3246941) e Furanona C30 (PubChem CID: 10180544). A 3-ox0-C12-HSL apresentou menor
GScore para as estruturas 3QP1 (-83,91), 3QP4 (-85,61) e 3QP6 (-89,6), o que significa uma
maior capacidade de interacdo. Nas demais estruturas, esta AHL ficou entre os trés melhores
GScores, com excecdo da estrutura 3QP5, onde ficou classificada em sétimo lugar com GScore de
-75,2. Os compostos fendlicos capsaicina, curcumina e floretina tiveram maior GScore que a 3-
ox0-C12-HSL, ou seja, apresentando menor afinidade. Entretanto, no geral, apresentaram boa
afinidade nas seis estruturas avaliadas. Ja o resveratrol apresentou boa afinidade em quatro
estruturas (3QP1, 3QP2, 3QP4 e 3QP6). Os fitoquimicos como os compostos fendlicos, podem
possuir analogia estrutural com as AHLs, gerando competicdo com as moléculas sinalizadoras
para se ligarem aos receptores do QS (Aswathanarayan e Vittal, 2018) indicando interacdes

positivas com as estruturas de proteina CviR, homologa de LuxR.
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(3246941)

3.0X0-C12-HSL

Capsaicina
(1548943)

Curcumina
(969516)

Phloretin
(4788)

Resveratrol
(4451 54)

Acida gilica
(370)

Furanona C30

(10180544)

Figura 2: Ancoragem molecular da estrutura 3QP1 da proteina CviR de C. violaceum com 3-0x0-C12-
HSL, capsaicina, curcumina, floretina, resveratrol, acido galico e furanona C30. Representacdo de
superficie (A-G) da estrutura 3QP1 da proteina CviR de C. violaceum, representacdes de superficie e
esqueleto (H-N) e representagdo de esqueleto (O-U) com ligacdo de hidrogénio entre os residuos de
aminoacidos e os compostos fenolicos selecionados. Representacdo da superficie cinza — proteina CviR;
representacdo de superficie amarela — 3-0x0-C12-HSL; representacdo de superficie vermelha — capsaicina;
representacdo de superficie laranja — curcumina; representacdo de superficie azul — floretina; representacéo
de superficie verde — resveratrol; representacdo de superficie rosa — acido galico; representacdo de
superficie violeta — furanona C30; seta preta indica o sitio de ligacdo; seta amarela indica 0s compostos;
linha tracejada azul indica ligacdo de hidrogénio.
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4.2. Concentracdo inibitéria minima (MIC) e curvas de crescimento

A partir dos compostos selecionados do teste in silico, foram avaliados a concentragéo
inibitéria minima (MIC do inglés Minimal Inhibitory Concentration) e o efeito na inibi¢cdo do
crescimento microbiano dos mesmos frente aos micro-organismos C. violaceum ATCC 12472, C.
violaceum 026, S. marcescens MG1, A. hydrophila IOC/FDA 110-36 e S. Montevideo,
apresentados na Tabela 5. Também sdo mostrados os efeitos dos compostos selecionados sobre o
crescimento microbiano de todas as bactérias avaliadas durante 12 h, através das curvas de
crescimento (Figuras 3, 4, 5, 6 e 7). Pode-se observar que apenas o acido galico apresentou MIC
de 9,4 mM sobre C. violaceum ATCC 12472 e 026. Porém, 0s demais compostos apresentaram
MIC superior a maior concentracdo testada para todos 0s micro-organismos avaliados.
ConcentragGes ainda maiores ndo foram testadas devido a problemas de solubilidade dos
compostos nos meios utilizados. Os compostos fendlicos foram dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma Aldrich, Brasil), de forma que a concentracdo final ndo ultrapassasse 1% nos
testes, uma vez que o proprio solvente poderia interferir na multiplicacdo microbiana. Os controles
negativos também foram adicionados de DMSO na mesma concentracdo dos testes com

compostos fenolicos.

Tabela 5: Concentracao inibitdria minima dos compostos selecionados in silico.

) ) MIC (mM)
Micro-organismo _ __ __ _ _
Curcumina Capsaicina Floridzina Resveratrol Acido galico

A. hydrophila IOC/FDA 110-36 >0,1 >1,0 >0,9 >0,1 >9,4
C. violaceum ATCC12472 >0,1 >1,0 >0,9 >0,1 9,4
C. violaceum 026 >0,1 >1,0 >0,9 >0,1 9,4
S. Montevideo >0,1 >1,0 >0,9 >0,1 >9,4
S. marcescens MG1 >0,1 >1,0 >0,9 >0,1 >0,4

A partir das Figuras 3 e 4, pode-se observar que apenas o acido galico, na concentragdo
de 9,4 mM, apresentou total inibi¢cdo sobre a multiplicacdo de C. violaceum ATCC 12472 e 026,
sendo esta a MIC desse composto. Os demais compostos ndo apresentaram MIC nas
concentragdes testadas, porém a cinética de crescimento da bactéria foi afetada negativamente,
principalmente para resveratrol, capsaicina e curcumina, indicando inibigé&o parcial em relacdo ao

controle (sem adicdo de composto). Assim, nas demais triagens para determinacdo da atividade
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anti-QS foram utilizadas concentracdes que ndo afetam a multiplicacdo da bactéria, para evitar

potenciais efeitos toxicos dos compostos selecionados.
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Figura 3: Curvas de crescimento para C. violaceum ATCC12472 durante 12h de incubacdo a 30°C em
diferentes concentragdes dos compostos. Controle= LB mais DMSO 1%; (A) curcumina; (B) capsaicina;
(C) floridzina; (D) é&cido galico; (E) resveratrol.

Bali et al. (2019) avaliaram a concentragéo inibitdria minima de curcumina e acido gélico
em C. violaceum ATCC 12472 e observaram valores de MIC do &cido galico >1500 pg/ml,
equivalente a >8,8 mM, e 1500 pg/ml para curcumina, equivalente a 4,1 mM. Seus resultados
corroboram o presente estudo. Os acidos fenolicos podem afetar as propriedades fisico-quimicas
da superficie celular bacteriana, principalmente a hidrofobicidade. Também podem alterar os
receptores de elétrons, componentes polares e ndo polares das bactérias (Borges et al., 2013).

Packiavathy et al. (2014) avaliando atividade anti-QS de curcumina, encontrou MIC de 384
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pag/ml, equivalente a 1,04 mM, para C. violaceum 026, valor maior ao testado no presente estudo,

indicando o potencial antimicrobiano de maneira dependente da concentracao.
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Figura 4: Curvas de crescimento para C. violaceum 026 durante 12h de incubacdo a 30°C em diferentes
concentragdes do composto. Controle= LB mais DMSO 1%; (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) floridzina;
(D) acido galico; (E) resveratrol.

Rivera et al. (2019) estudaram componentes do extrato de pimenta Capsicum frutescens e
verificaram que a capsaicina na concentracdo de 100 pg/ml, equivalente a 0,34 mM, inibiu
parcialmente o crescimento da C. violaceum ATCC 12472 e 026, resultados similares ao
encontrado no presente estudo. De acordo com Silva et al. (2018), os compostos fendlicos
possuem efeitos antimicrobianos, podendo causar danos estruturais ou funcionais a membrana

celular da bactéria.
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A floridzina apresentou menor atividade antimicrobiana nas concentracfes e micro-
organismos testados (Figuras 3C, 4C, 5C, 6C, 7C) em comparagdo com 0S outros compostos.
Barreca et al. (2014) avaliando a atividade antimicrobiana de floridzina e floretina, sua forma
aglicona, frente a diversas bactérias Gram positivas e Gram negativas, observaram que a adi¢do de
glicose na estrutura basica da chalcona provoca uma reducao da atividade antimicrobiana. Além
disso, observaram também que a floretina € particularmente ativa contra bactérias Gram positivas.
Assim, justifica-se a pouca atividade frente aos micro-organismos testados em nosso estudo, onde

sdo todos Gram negativos. Interessantemente, Quecan et al. (2019) também observaram que a

glicosilacdo da quercetina reduz o efeito antimicrobiano e anti-QS da molécula.

1.0
100 uM -e- 1000 uM
50 uM 084 -= 500 uM
25 uM 3 = 250 uM
12uM o 0.6 = P 125 uM
6 uM 2 . e Controle
Controle @
2
0.2
00—
0 2 4 6 8 10 12
Tempo
1.0
0.9- -e- 900 uM -e— 9400 uM
0.8 -m- 450 uM -= 8200 uM
€ 0.74 = _ 4+ 225uM —+- 7050 uM
£ o6 /"ﬁ 112 uM 5900 uM
3 gj 3 Controle 4700 uM
§ el / -e- Controle
0.2 /
0.1
0.0— T T T r )
0 2 4 6 8 10 12
Tempo
1.0
0.9- - 100 uM
0.8 - 50 uM
£ 07 —— 25uM
A 12 uM

Controle

Tempo

Figura 5: Curvas de crescimento para S. marcescens MG1 durante 12h de incubacdo a 30°C em diferentes
concentracdes do composto. Controle= LB mais DMSO 1%; (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) floridzina;

(D) acido galico; (E) resveratrol.

A Figura 5 apresenta as curvas de crescimento S. marcescens MG1 frente aos compostos

selecionados. Pode-se observar que ndo houve inibigdo em nenhuma das concentragdes avaliadas
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para todos compostos. O acido galico chegou a induzir levemente o crescimento de S. marcescens
MG1, mesmo na maior concentracédo testada. Em comparacdo com a C. violaceum ATCC 12472 e
026, onde a MIC foi 9,4, percebe-se o diferente comportamento e sensibilidade dos micro-
organismos. Rivera et al. (2019) também avaliaram a MIC de capsaicina frente a S. marcescens
MGL1 e observaram que a maior concentracdo avaliada, 100 pug/ml (0,34 mM), inibiu parcialmente
0 crescimento, porém nas concentracbes menores percebeu-se uma inducdo do crescimento
microbiano. Packiavathy et al. (2014) avaliaram a atividade QQ de curcumina e observaram a

MIC de 384 pg/ml, equivalente a 1,04 mM, concentracdo maior que a testada no presente

trabalho.
. 1.0
i - 100 uM 0.94 _ - 1000 uM
i -= 50 uM 0.8 A = 500 uM
E 0.7 -~ 25uM E 0.74 ; ;/T -~ 250 uM
o 061 12 uM o 0.6 7 125 uM
3 g.i- 6 uM 3 g-i‘ ; Controle
o Y] o« 044
2 0.3 -~ Controle 2 0.3
; 0.2
0.1
0.0+ T T T T T J
0 2 4 6 8 10 12
Tempo
1.04
0.9 -e— 900 uM 1.6 -e- 9400 uM
0.8 -# 450 uM 1.44 -= 8200 uM
‘E“ 0.7 - 225uM T 1.2 —— 7050 uM
2 g: _4 112uM o 104 n 5900 uM
8 o ; Controle 2 0.8 : 4700 uM
§ 0:3~ g 0.64 - -©- Controle
0.2 0.4
0.14 0.2
T 2 & & & 1 n W% I & B =5 i
0 2 4 6 8 10 12
Tempo Tempo
100 uM
50 uM
25 uM
12 uM
6 uM
Controle

Tempo

Figura 6: Curvas de crescimento para S. Montevideo durante 12h de incubacdo a 30°C em diferentes
concentracdes do composto. Controle= LB mais DMSO 1%; (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) floridzina;

(D) acido galico; (E) resveratrol.
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As Figuras 6 e 7 mostram as curvas de crescimento de S. Montevideo, isolado de frango
cru (Tabela 2) e A. hydrophila IOC/FDA 110-36. Assim como observado em S. marcescens MG1,
ndo houve inibicdo em nenhuma das concentracdes avaliadas para todos 0s compostos. Apenas
curcumina (Figura 6A e 7A) apresentou uma inibicdo parcial nas maiores concentracdes em
ambos 0s micro-organismos, e capsaicina (Figura 7B) na maior concentracdo, 1 mM, apds 8
horas de incubacdo que apresentou leve inibigdo em A. hydrophila IOC/FDA 110-36. Capsaicina,
floridzina e &cido gélico (Figura 6B, 6C e 6D), nas concentragdes testadas, as curvas mostraram
crescimento concomitante com o controle em S. Montevideo, e resveratrol (Figura 6E e 6E)
chegou a induzir o crescimento, indicando baixa sensibilidade desses micro-organismos frente a

este composto.
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Figura 7: Curvas de crescimento para A. hydrophila IOC/FDA 110-36 durante 12h de incubagdo a 30°C

em diferentes concentra¢des do composto. Controle= LB mais DMSO 1%; (A) curcumina; (B) capsaicing;

(C) floridzina; (D) &cido gélico; (E) resveratrol.
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4.3. Determinacéo da atividade anti-QS dos compostos fenolicos
4.3.1. Inibigéo da produgéo do pigmento violaceina em C. violaceum

A partir dos testes de MIC e curvas de crescimento, utilizaram-se concentragdes sub-
MIC, que ndo afetam o crescimento microbiano. A Figura 8 apresenta o efeito dos compostos
selecionados in silico, na inibicdo da producdo do pigmento roxo violaceina, produzida pela C.
violaceum ATCC 12472, fenétipo regulado pelo sistema QS através do operon vioABCDE
(Ravichandran et al., 2018). Pode-se observar que, curcumina a 12 pM, capsaicina a 70 puM
chegaram a inibir 40% da produc¢éo do pigmento, e resveratrol em todas as concentracGes testadas
chegou a inibir 60% sem afetar o crescimento microbiano, indicando que a inibicdo da producéo
de violaceina implica na interferéncia do sistema QS em C. violaceum ATCC 12472. Acido galico

e floridzina em todas as concentracOes testadas ndo apresentaram inibigé&o.
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Figura 8: Efeito dos compostos selecionados sobre a producéo do pigmento violaceina em C. violaceum

ATCC 12472 expressos em porcentagem de producgdo. (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) floridzina; (D)
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acido gélico; (E) resveratrol. Controle = producédo de violaceina sem adi¢do de composto. Médias seguidas

por diferentes letras diferem estatisticamente (p<0,05).

Bali et al. (2019) também encontraram resultados positivos para curcumina em C.
violaceum ATCC 12472, onde a inibi¢do ocorreu de maneira dependente da concentracdo. Eles
avaliaram concentragdes maiores (2mM, 1,02 mM e 0,51 mM) as utilizadas neste estudo (0,012
mM, 0,006 mM e 0,003 mM), mostrando que em menores concentragdes a curcumina pode ser
considerada um poderoso inibidor do QS neste micro-organismo. Deve-se considerar também que
em concentragcdes maiores, observamos neste estudo inibic¢éo parcial do crescimento microbiano, o
que afeta de forma ndo especifica o fenotipo avaliado. Bali et al. (2019) avaliaram a concentracdo
inibitéria minima onde ndo havia crescimento visivel da bactéria, mas ndo avaliaram se houve
inibicdo parcial do crescimento, comparado ao controle. Assim a inibi¢do da atividade QS também

pode ser atribuida a inibicdo parcial do crescimento microbiano.

Avaliando a inibi¢do da violaceina por capsaicina, Rivera et al. (2019) ndo encontraram
resultados de inibicdo; porém as concentracdes utilizadas por Rivera et al. (2019) foram menores
que as utilizadas neste estudo, assim concentracbes mais altas, como 70 pM, poderiam apresentar
atividade anti-QS.

Duarte et al. (2015) também encontraram resultados positivos para o resveratrol na
inibicdo de violaceina, corroborando o potencial deste composto. Eles sugeriram ainda que sua
atividade QQ se deve a sua capacidade de mimetizar os sinais de QS e interromper a comunicagéo
(Wang et al., 2006; Duarte et al., 2015). Floridzina e &cido galico ndo apresentaram atividade anti-
QS na inibicdo da violaceina em C. violaceum ATCC 12472. Borges et al. (2014) e Bali et al.
(2019) também relataram que o &cido galico ndo exibia atividade QQ na estirpe biossensora C.

violaceum, corroborando com os dados deste estudo.

A Figura 9 apresenta o efeito dos compostos selecionados in silico na inibicdo do
pigmento roxo violaceina, produzido por C. violaceum 026 na presenca de C6-HSL. C. violaceum
026 é um mutante no gene cvil, resultando na perda da capacidade de produzir o autoindutor,
enquanto mantém a capacidade de recepcdo pelo gene funcional cviR de AHLs exdgenos de

cadeia curta, 4 a 6 carbonos de cadeia lateral, e produz o pigmento violaceina (Zhang et al., 2016).
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Figura 9: Efeito dos compostos selecionados sobre a producéo do pigmento violaceina em C. violaceum
026 expressos em porcentagem de producdo. (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) floridzina; (D) éacido
gélico; (E) resveratrol. Controle = producéo de violaceina sem adigdo de composto. Médias seguidas por
diferentes letras diferem estatisticamente (p<0,05).

Dentre os compostos avaliados, apenas curcumina e capsaicina apresentaram inibicdo na
producdo de violaceina. A curcumina apresentou inibicdo dependente da concentracdo, aonde a
maior concentracdo de 25 UM chegou a inibir 75% da produgdo de violaceina, mostrando o
potencial inibitério. Brackman et al. (2009) e Packiavathy et al. (2014) também observaram
resultados de inibigdo de violaceina por curcumina em C. violaceum 026, entretanto eles avaliaram

concentragdes maiores as utilizadas neste estudo.

O teste realizado apenas com C. violaceum ATCC 12472 ndo é capaz de mostrar por qual
mecanismo o composto inibe o QS, pois a inibicdo da producdo de violaceina pode se dar pela

reducdo da producdo do autoindutor (inibigdo da sintese de AHL por Cvil) ou pela interferéncia no
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ativador transcricional dependente de AHL, a proteina CviR. Assim, 0 ensaio complementar com
C. violaceum 026, uma estirpe mutante incapaz de produzir AHLs, mas mantendo a capacidade de
responder a AHLs exodgenos, pode ser bastante informativo. Se houver algum composto que
interfira na deteccdo de C6-HSL por CviR, a producdo de violaceina deve ser reduzida nesta
estirpe (LaSarre & Federle, 2013; Rivera et al., 2019). Assim, a curcumina e capsaicina tem
potencial anti-QS dependente do autoindutor 1 (Al-1) via CviR. Os testes in silico (Figura 2)
corroboram estes achados.

4.4. Motilidade tipo swarming e swimming

A partir dos testes anteriores foi-se descartando 0s compostos que ndo apresentavam
atividade anti-QS. Assim para os testes de motilidade tipo swarming e swimming e biofilme foram

utilizados 0s compostos curcumina, capsaicina e resveratrol.

4.4.1. Motilidade tipo swarming

A motilidade tipo swarming caracteriza-se por uma movimentagdo organizada na
superficie, depende de contato célula a célula e ocorre extensa flagelacdo. Também conhecida por
enxameacao, estd associada a maior viruléncia e resisténcia aos antibioticos por varios micro-
organismos e é considerada uma adaptacdo favoravel aos desafios que surgem em ambientes
dindmicos (Rltschlin & Bottcher, 2019). Este fendtipo € regulado pelo QS e desempenha um
importante papel na colonizacdo bacteriana da superficie, além de contribuir para a formacao de
biofilmes e infeccdes (Carette et al., 2020), sendo importante a interferéncia deste fen6tipo como
alternativa para reduzir ou prevenir infecgdes baseadas em biofilme. As Figuras 10 e 11 mostram
o efeito dos compostos fendlicos frente a motilidade tipo swarming dos micro-organismos S.
marcescens MGL1 e A. hydrophila IOC/FDA 110-36, respectivamente. A estirpe de S. Montevideo

ndo apresentou o fenotipo de motilidade tipo swarming (resultados ndo mostrados).

A curcumina (Figura 10A) em todas as concentracfes avaliadas inibiu efetivamente a
motilidade swarming de S. marcescens MG1, nédo tendo diferenca significativa com o controle
positivo furanona C30 na concentragdo de 100 uM (p<0,05), um conhecido inibidor de QS,
indicando seu potencial anti-QS. Nas concentraces de 50 a 100 pg/ml (135 a 270 uM), nosso
estudo corrobora com Packiavathy et al. (2014), onde avaliaram a inibicdo da curcumina em
diversos fenotipos regulados pelo QS frente a bactérias uropatogénicas, entre eles a inibicdo na
motilidade swarming de S. marcescens, E. coli, P. aeruginosa PAOL1 e P. mirabilis. Uma das

justificativas ¢ o poder que a curcumina tem de reduzir a producdo de polissacarideos
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extracelulares de patdgenos uropatogénicos, limitando sua atividade de motilidade (Zheng et al.,
2020). Entretanto capsaicina e resveratrol (Figura 10B e 10C), nas concentracdes avaliadas, néo
apresentaram inibicdo para S. marcescens MG1 (p<0,05).
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Figura 10: Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swarming de S. marcescens MGL1. (A)
curcumina; (B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento bacteriano; C-30 = controle
furanona halogenada C-30 com bactéria; Médias seguidas por diferentes letras diferem estatisticamente
(p<0,05).

A Figura 11A, 11B e 11C mostra que para A. hydrophila IOC/FDA 110-36, o0s
compostos fenolicos ndo apresentaram inibicdo nas concentracGes avaliadas, aonde curcumina
chegou a induzir o fenotipo. Alguns estudos mostraram o aumento da motilidade swarming e
swimming ao inibir a producédo de autoindutores (AHL) (Husain et al., 2008), similar ao observado
na Figura 11A. Mangoudehi et al. (2020) observaram inibi¢do significativa da motilidade
swarming em A. hydrophila na concentracdo de 32 pg/ml (86 uM) de curcumina, superior a
utilizada neste estudo, indicando seu potencial inibitorio dependente de concentracao.
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Figura 11: Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swarming de Aeromonas hydrophila
IOC/FDA 110-36. (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento
bacteriano; C-30 = controle furanona halogenada C-30 com bactéria; Médias seguidas por diferentes letras
diferem estatisticamente (p<0,05).

4.4.2. Motilidade tipo swimming

As Figuras 12 e 13 apresentam a motilidade tipo swimming dos micro-organismos S.
marcescens MGL1 e A. hydrophila IOC/FDA 110-36, respectivamente. Os compostos selecionados
ndo apresentaram inibicdo neste fenotipo nas concentragdes avaliadas (p<0,05). O’May &
Tufenkji (2011) também observaram que proantocianidinas, derivados de amora, e o tanino
hidrolisavel da roma inibiram completamente a motilidade swarming, mas ndo bloquearam a
motilidade swimming. Lee et al. (2013) tambem observaram que o trans-resveratrol, estilbeno
presente no extrato da planta Carex dimorpholepis, possuiu maior atividade QQ na motilidade
swarming do que na motilidade swimming indicando que, apesar de serem fendtipos de

movimentacao, possuem mecanismo diferentes de ativagao.
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Figura 12: Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swimming de S. marcescens MG1. (A)
curcumina; (B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento bacteriano; C-30 = controle
furanona halogenada C-30 com bactéria; Médias seguidas por diferentes letras diferem estatisticamente
(p<0,05).

Ding et al. (2018) observaram inibicao de 30% e 73% na motilidade tipo swimming de A.
hydrophila e Serratia grimesii, respectivamente, por lipossomas de curcumina. Eles observaram
que o encapsulamento desse composto aumenta sua conservacdo e solubilidade, indicando a
tecnologia que poderia ser aplicada para melhorar a acdo dos compostos fenélicos. Mangoudehi et
al. (2020) também observaram inibicdo por curcumina (135 a 270 uM) na motilidade swimming
de S. marcescens, E. coli, P. aeruginosa PAOL1 e P. mirabilis, concentracdes maiores que as

utilizadas em nosso estudo.
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Figura 13: Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swimming de A. hydrophila IOC/FDA
110-36. (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento bacteriano; C-30 =
controle furanona halogenada C-30 com bactéria; Médias seguidas por diferentes letras diferem

estatisticamente (p<0,05).

4.5. Formacao de biofilme

A Figura 14 mostra o efeito de curcumina, capsaicina e resveratrol sobre a formacéo da
biomassa do biofilme de A. hydrophila IOC/FDA 110-36.
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Figura 14: Efeito de diferentes compostos sobre a formacéo de biofilme de A. hydrophila IOC/FDA 110-
36. (A) curcumina; (B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento bacteriano; Médias
seguidas por diferentes letras diferem estatisticamente (p<0,05).

Pode-se observar que curcumina (Figura 14A) e capsaicina (Figura 14B), nas
concentracdes testadas, ndo inibiram a formacdo de biofilme. A capsaicina chegou a induzir a
formacdo, conforme aumentava a concentracdo desse composto. Mangoudehi et al. (2020)
avaliando diferentes concentragcdes de curcumina em A. hydrophila ATCC 7966 e isolados de
peixes, observaram que 0s mesmos tratados com 16 pg/ml de curcumina (43,4 uM) chegaram a
inibir 67% do biofilme. Lade et al. (2015) também encontraram resultados positivos na inibicéo de
biofilme em diferentes cepas de A. hydrophila por curcumina a 100-175 pg/ml (270-575 uM),
chegando a inibir 52%, mostrando que os efeitos QQ ocorrem de maneira dependente da
concentragdo, resultados diferentes ao encontrado nesse estudo. Entretanto, deve-se levar em
consideracdo a cor desse composto, um intenso amarelo, que pode comprometer os resultados
visuais. Ambos os estudos avaliaram a MIC por teste visual, podendo supor que a cor amarela

pode interferir na visualizagdo do crescimento da bactéria.

O resveratrol (Figura 14C) em todas as concentracbes avaliadas reduziu
significativamente em até 80% a formacéo do biofilme a 100 puM. Resultados semelhantes foram
encontrados para outros micro-organismos como: L. monocytogenes, com reducdo de 70-80% a

formacdo do biofilme a 0,88 mM (Vasquez-Armenta et al., 2018); Campylobacter spp. e
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Arcobacter butzleri onde houve inibicdo da formacdo e promocdo da dispersdo do biofilme
(Duarte et al., 2015); inibicdo do biofilme de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Qin et al.,
2014) e E. coli O157:H7 (Lee et al., 2013), mostrando o potencial anti-QS do resveratrol.

Em A. hydrophila, o sistema QS é principalmente dependente dos genes ahyl/ahyR,
homologos da familia luxI/luxR. Sua principal molécula de sinalizacdo é a butanoil-homoserina
lactona (C4-HSL) e, em seguida, hexanoil-homoserina lactona (C6-HSL) produzida em menor
concentracdo. Varios fatores de viruléncia sdo regulados por esses genes, incluindo exoproteases,
secrecdo dos efetores do sistema de secrecdo tipo VI, motilidade e formacdo de biofilme (Reis et
al., 2016; Mangoudehi et al., 2020). Os resultados obtidos indicam que o resveratrol pode
competir com essas moléculas sinalizadoras pelo pocket de ligacdo da proteina receptora (Figura
2), como observado no teste de inibi¢cdo do pigmento violaceina em C. violaceum ATCC 12472,
onde os autoindutores de cadeia curta (C4 a C8) podem se ligar a proteina receptora e inibir o
fenotipo (Chen et al., 2011).

A Figura 15 mostra o efeito dos compostos curcumina, capsaicina e resveratrol sobre a
formacdo da biomassa de biofilme de S. Montevideo. Pode-se observar que a curcumina (Figura
15A), nas concentracGes avaliadas, chegou a inibir até 27% a formacéo de biofilme em relacéo ao

controle (p<0,05).
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Figura 15: Efeito de diferentes compostos sobre a formacao de biofilme de S. Montevideo. (A) curcuming;
(B) capsaicina; (C) resveratrol. Controle = controle crescimento bacteriano; Médias seguidas por diferentes

letras diferem estatisticamente (p<0,05).

A eficicia da clrcuma e seu principio ativo curcumina contra diversos organismos
infecciosos provavelmente resulta de maltiplos mecanismos. Entre eles incluem a capacidade da
curcumina de perturbar as membranas bacterianas, inibir o mecanismo de replicacdo, alterar a
expressdo génica, além de inibir a formacédo de biofilme (Vaughn et al., 2017). Packiavathy et al.
(2014) observaram reducdo nas microcoldnias e a interrupcdo da arquitetura nos biofilmes dos
patdgenos tratados com curcumina, enquanto nos controles formou-se uma espessa camada de
biofilmes. Eles também observaram que o tratamento com 100 pg/ml (270 uM) de curcumina
reduziu em quase 90% a biomassa do biofilme em P. aeruginosa, S. marcescens, E. coli e P.

mirabilis, mostrando o potencial anti-biofilme dependente da concentragéo.

A capsaicina em todas as concentracdes avaliadas inibiu a formacdo de biofilme em
relacdo ao controle (p<0,05). N&o houve variagdo significativa entre as concentragdes avaliadas
(250 a 1000 pM) (Figura 15B). A capsaicina geralmente é usada como aditivo e aromatizante de
alimentos, e possui importantes agdes farmacologicas, como atividade bacteriostatica contra
bactérias Gram negativas e efeitos anti-inflamatérios (Zhou et al., 2014). Até agora existem

poucos estudos avaliando o papel da capsaicina em biofilmes de S. Montevideo, entretanto estudos
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comprovam que a capsaicina inibe a adesdo, o crescimento e a formacao de biofilme de bactérias
Gram negativas como Pseudomonas putida, V. matriegens, V. parahaemolyticus (Xu et al., 2005)
e Porphyromonas gingivalis (Zhou et al., 2014).

Os componentes essenciais para a formacdo de biofilme de Salmonella spp. séo as
fimbrias e celulose, uma vez que os mutantes deficientes nesses componentes sdo defeituosos na
formacédo de biofilme. Foi observado que o gene csgD € responsavel pela sintese da fimbria e pela
regulacdo dos componentes da matriz em Salmonella spp. O gene csgD tambem aprimora a
expressdo do gene adrA, que regula a sintese de celulose (Steenackers et al., 2012; Jang &
Mosolygo, 2020).

Pode-se observar que o resveratrol (Figura 15C) ndo inibiu a formacéo de biofilme de S.
Montevideo nas concentracdes avaliadas (p<0,05). Entretanto, um estudo avaliando o principal
composto da uva Vitis vinifera, o resveratrol, foi eficiente na inibicdo da adesdo de C. jejuni em
superficies bidticas e abioticas nas concentragdes sub-inibitorias, sugerindo seu potencial como
extensivo agente anti-biofilme neste micro-organismo (Klancnik et al., 2017). A Figura 16
mostra o efeito dos compostos curcumina, capsaicina e resveratrol sobre a formacdo de biofilme
de S. marcescens MG1. Neste micro-organismo o QS desempenha um papel importante na
regulacdo de muitos aspectos do ciclo de vida do biofilme, seja na fixacdo inicial, formacao de
microcol6nias e na arquitetura tridimensional (Rice et al., 2005).

Pode-se observar que a curcumina (Figura 16A), nas concentracGes avaliadas, ndo inibiu
a formacdo de biofilme (p<0,05). Packiavathy et al. (2014) avaliaram o desenvolvimento de
biofilme por bactérias uropatogénicas tratadas com curcumina e observaram que a concentracdo
de 100 pg/ml (270 uM) diminuiu a biomassa em 76% de S. marcescens, além de diminuiur a
producdo de EPS e interromper os biofilmes maduros desse micro-organismo, mostrando que em

concentragcdes maiores a curcumina pode ter atividade anti-biofilme.
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por diferentes letras diferem estatisticamente (p<0,05).

A capsaicina (Figura 16B) e resveratrol (Figura 16C) apresentaram inibicdo nas maiores
concentragdes, aonde 1000 uM de capsaicina e 100 uM de resveratrol chegaram a inibir 57% do
biofilme. Rivera et al. (2019) avaliando a inibigdo de biofilme em S. marcescens MG1 por
capsaicina, observaram que menores concentracoes, 50 a 25 pg/ml (85 a 170 uM), ndo diferem do
controle, podendo até induzir a formacédo de biofilme, como observado nas concentragcdes 250 e

500 uM, resultados que corroboram com nosso estudo.

O resveratrol é encontrado em uvas vermelhas, amendoins e algumas plantas lenhosas.
Possui propriedades antibacterianas, antioxidantes e QQ. Lee et al. (2013) observaram a inibigéo
de biofilme em E. coli O157:H7 por trans-resveratrol, componente principal dos extratos de Carex
dimorpholepsis. Cho et al. (2013) também relataram que 50 pg/ml de resveratrol (219 uM)
inibiram biofilmes de P. aeruginosa PA14 e E. coli 0157:H7. Em uma concentra¢do de 100 pg/ml
(438 uM), esse composto foi capaz de inibir biofilmes de S. aureus (Moran et al., 2014), assim 0
resveratrol € um potencial anti-biofilme dependente da concentracdo para diversos micro-

organismos formadores de biofilme.
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4.6. Resisténcia ao Antibiotico canamicina

4.6.1. Curcumina

A resisténcia antimicrobiana é questdo critica para a escolha do melhor tratamento. Uma
estratégia que estd sendo Util para combater bactérias multirresistentes € a coadministracdo de
agentes modificadores de resisténcia junto com o antimicrobiano. Diversos medicamentos de
grande utilidade foram clinicamente aprovados baseados nessa premissa, como por exemplo,

amoxilina combinado com inibidores de beta-lactamase (Ayaz et al., 2019).

A Figura 17 mostra as curvas de crescimento de A. hydrophila IOC/FDA 110-36 tratadas
com diferentes concentracdes de antibidtico canamicina (4-512 pug/ml) e curcumina (0-12 uM). Na
menor concentracdo de canamicina (4 pg/ml) ndo houve inibi¢do do crescimento coadministrado
com curcumina (Figura 17A), nas concentragOes avaliadas comparado com 0s controles sem 0s
dois agentes e apenas com antibidtico. Nas concentracfes de 8 a 128 pg/ml de canamicina (Figura
17B, 17C, 17D, 17E e 17F) ndo houve inibi¢do do crescimento quando coadministrado com a
curcumina. Entretanto, quando comparado com o controle (sem antibiotico e curcumina), houve
um retardo no crescimento, mostrando que o crescimento da bactéria foi afetado nessas
concentragdes de canamicina. Com 256 pg/ml pode-se observar que o0s tratamentos com
curcumina e canamicina tiveram maior inibicdo comparado ao controle (sem antibidtico e
composto) e ao tratamento 0 (sem composto), mostrando essa associacdo positiva, principalmente
a partir do tempo 18h (Figura 17G). No tratamento com 512 pg/ml de canamicina (Figura 17H)
ndo houve crescimento do micro-organismo em nenhuma das concentracGes avaliadas, sendo esta
a MBC do antibiotico.

A Figura 18 apresenta as curvas de crescimento de S. Montevideo tratadas com
diferentes concentracfes de antibidtico canamicina (4-512 pg/ml) e curcumina (0-12 uM). Nas
concentracdes 4 a 16 pg/ml de canamicina (Figura 18A, 18B, 18C) as curvas contendo ambos 0s
agentes cresceram concomitantemente, ndo apresentando inibi¢do. Ja a 32 pg/ml (Figura 18D)
pode-se observar que a curcumina a 12 pM inibiu completamente o crescimento de S.
Montevideo, enquanto nas outras concentragdes (6 e 3 M) a bactéria cresceu concomitante com a
curva contendo apenas canamicina. Nas concentragdes de 64 a 512 pg/ml de canamicina (Figuras

18 E, F, G, H) n&o houve diferenca nas curvas de crescimento.
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Figura 17: Curvas de crescimento para A. hydrophila IOC/FDA 110-36 durante 24h de incubacgéo a 37°C

em diferentes concentragdes do composto curcumina em pM (indicado na legenda) e o antibidtico
canamicina indicado pelas letras: (A) 4 pg/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F)
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1%.
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A Figura 19 mostra as curvas de crescimento de S. marcescens MG1 tratadas com
diferentes concentracfes de antibidtico canamicina (4-512 pg/ml) e curcumina (0-50 puM). Nas
concentragfes 4 a 16 pg/ml de antibiotico canamicina (Figura 19A, 19B, 19C), as curvas
contendo ambos os agentes ndo apresentaram inibicdo, crescendo até mais que o controle. Ja na
concentragdo de 32 pg/ml de canamicina (Figura 19D) houve inibicdo dependente da
concentragdo de curcumina, onde a maior concentragcdo (50 pM) teve maior inibicdo a partir do
tempo 16 horas. Nas concentracdes de 128 a 512 pg/ml de canamicina ndo houve diferenca nas

curvas de crescimento (Figura 19F, 19G, 19H).

O QS regula a expressédo de genes associados a formacao de biofilme, conhecido por estar
envolvido em mecanismos de resisténcia a antimicrobianos. Assim, interromper o QS, pode ser
uma alternativa para reduzir a viruléncia bacteriana e aumentar a eficiéncia do tratamento com
antibioticos (Mion et al., 2019). Nosso estudo mostra que curcumina a 12 uM reduziu pela metade
a MIC da canamicina (Figura 18D) para S. Montevideo. Packiavathy et al. (2014) avaliaram a
interacdo da curcumina com diferentes antibioticos e observaram o aumento da sensibilidade de S.
marcescens a eritromicina na presenga de curcumina (67-270 puM). Mun et al. (2013) observaram
que a curcumina reduziu acentuadamente as MICs dos antibioticos oxacilina, ciprofloxacina,
norfloxacina e ampicilina testadas contra S. aureus resistente a meticilina. A curcumina também
aumentou a sensibilidade de diversas bactérias Gram positivas e Gram negativas frente aos
antibidticos ciprofloxacina, amicacina, gentamicina, cefepima (Kali et al., 2016). Esses estudos
mostram que a curcumina possui interacdo com diferentes classes de antibiéticos e aumenta a
sensibilidade de bactérias patogénicas, inclusive as que possuem resisténcia, sendo um potencial

agente a ser coadministrado em tratamentos com antibioticos.

Estudos mostram que a curcumina interfere na localizacdo de proteinas associadas a
membrana e na permeabilidade das membranas celulares. Esse aumento da permeabilidade da
membrana pode aumentar a sensibilidade das bactérias aos antibi6ticos. A curcumina se insere
profundamente na membrana em uma orientagdo transbicamada e ancorada por ligacdo de
hidrogénio ao grupo fosfato dos lipideos de maneira analoga ao colesterol. A curcumina possui
propriedades hidrofobicas, devido a dois grupos hidroxi fendlico e, semelhante a estrutura do
colesterol, ela induz a formagdo de estruturas oligoméricas na membrana que provavelmente
estreitam a bicamada (Zheng et al., 2020). Além disso, estudos mostram uma atividade
significativa quando combinada com outros antibiéticos em uma dose subinibitéria de curcumina
0 que aumenta a sensibilidade bacteriana aos antibidticos beta-lactdmicos, como penicilina e

meticilina para S. aureus (Mun et al., 2014).
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Figura 18: Curvas de crescimento de S. Montevideo durante 24h de incubagdo a 37°C em diferentes

concentracdes do composto curcumina em UM (indicado na legenda) e o antibidtico canamicina indicado
pelas letras (A) 4 ug/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F) 128 pg/ml; (G) 256
pg/ml; (H) 512 pg/ml. 0= LB mais canamicina e bactéria; Controle= LB mais DMSO 1%.
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Figura 19: Curvas de crescimento para S. marcescens MG1 durante 24h de incubacdo a 30°C em

diferentes concentraces do composto curcumina em UM (indicado na legenda) e o antibidtico canamicina
indicado pelas letras: (A) 4 pg/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F) 128 pg/ml;
(G) 256 pg/ml; (H) 512 pg/ml. 0= LB mais canamicina e bactéria; Controle= LB mais DMSO 1%.

47



4.6.2. Resveratrol

A Figura 20 mostra as curvas de crescimento de A. hydrophila IOC/FDA 110-36 tratada
com diferentes concentragdes de antibidtico canamicina (4-512 pg/ml) e resveratrol (0-100 pM).
Na Figura 20A, 20B, 20C, 20D e 20E, nas concentraces de 4 a 64 pg/ml de canamicina
respectivamente, as curvas contendo antibiotico e resveratrol inibiram parcialmente o crescimento
a partir das 8-10h, comparado com a curva contendo apenas canamicina e o controle. J4 a 128
pg/ml de canamicina (Figura 20F), houve crescimento do micro-organismo em todas as
concentragdes de resveratrol, porém pode-se observar que nos tratamentos contendo canamicina e
resveratrol houve um maior retardo no crescimento, onde passou a se multiplicar a partir das 14h,
comparado com o tratamento contendo apenas canamicina, que comecou a partir das 8h. Pode-se
observar que ndo houve crescimento do micro-organismo a 256 e 512 pg/ml de canamicina
(Figura 20G e 20H) em nenhuma das concentracfes avaliadas de resveratrol. As curvas mostram
que o resveratrol tornou a A. hydrophila IOC/FDA 110-36 mais sensivel a canamicina nas

concentragdes estudadas.

A Figura 21 apresenta as curvas de crescimento de S. Montevideo tratada com
resveratrol (0-100 puM) e canamicina (4-512 pug/ml). Na Figura 21A e 21B nédo houve inibicao por
ambos 0s agentes em comparacao com o controle, podendo ser justificado pela baixa concentracéo
de antibidtico (4 e 8 ug/ml). Ja na concentracdo de 32 pg/ml de canamicina (Figura 21D), pode-se
observar que houve maior retardo de crescimento em todas as concentragdes avaliadas,
principalmente a 100 uM de resveratrol, onde houve um retardo de 6 horas (tempo 20 h)
comparado com o0s outros tratamentos (tempo 14 h). Nas demais concentracdes de antibidtico ndo
houve crescimento (Figura 21E, 21F, 21G e 21H), sendo 64 pg/ml a MBC deste micro-

organismo.

A Figura 22 mostra as curvas de crescimento de S. marcescens MG1 tratada com
diferentes concentracfes de antibidtico canamicina (4-512 pg/ml) e resveratrol (0-100 puM). Nas
concentragdes de 4 a 16 pg/ml de canamicina (Figura 22A, 22B e 22C respectivamente), as
curvas contendo resveratrol foram fortemente inibidas, onde a concentragéo de 100 puM reduziu
em 3 vezes a MIC quando comparadas com a curva contendo apenas canamicina. Nas
concentragdes de 32 a 128 pg/ml de canamicina (Figura 22D, 22E, 22F respectivamente) o
resveratrol inibiu completamente o crescimento do micro-organismo, enquanto a curva apenas
com o antibiotico revelou multiplicagdo do micro-organismo apés 8, 16 e 20 horas de cultivo

respectivamente, mostrando que a presenca do composto tornou o0 micro-organismo mais sensivel.
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Pode-se observar que ndo houve crescimento do micro-organismo a 256 e 512 pg/ml de

canamicina (Figura 22G e 22H) em nenhuma das concentragcbes avaliadas de resveratrol.
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Figura 20: Curvas de crescimento para A. hydrophila IOC/FDA 110-36 durante 24h de incubacgéo a 37°C

em diferentes concentracdes do composto resveratrol em pM (indicado na legenda) e o antibidtico
canamicina indicado pelas letras: (A) 4 pg/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F)
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128 pg/ml; (G) 256 pg/ml; (H) 512 pg/ml. 0= LB mais canamicina e bactéria; Controle= LB mais DMSO
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Figura 21: Curvas de crescimento para S. Montevideo durante 24h de incubagdo a 37°C em diferentes

concentracBes do composto resveratrol em uM (indicado na legenda) e o antibidtico canamicina indicado
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pelas letras: (A) 4 pg/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F) 128 pg/ml; (G) 256
pg/ml; (H) 512 pg/ml. 0= LB mais canamicina e bactéria; Controle= LB mais DMSO 1%.

A S. marcescens apresenta alta resisténcia a uma ampla variedade de antibioticos,
dificultando o tratamento de infeccOes causadas por esta bactéria. Ela € capaz de secretar uma
enzima beta-lactamase, que confere resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos. Nossos estudos
corroboram com Cannatelli et al. (2018) que observaram que o resveratrol ndo apresentou uma
atividade antimicrobiana satisfatoria para S. marcescens. Entretanto, a0 combinar com o
antibidtico colistina, houve uma atividade sinérgica, com diminuicdo da MIC de colistina,
tornando a bactéria mais sensivel. O resveratrol também aumenta os efeitos dos aminoglicosideos,
como amicacina, gentamicina, ciprofloxacina nos biofilmes de P. aeruginosa PAQO1, tornando-o0s
mais sensiveis (Zhou et al., 2018). O tratamento combinado com polimixina B e resveratrol foi
mais eficaz do que o tratamento de qualquer agente isolado, aumentando a sensibilidade das cepas
de Klebsiella pneumoniae e E. coli multirresistentes (MDR) com resisténcia a polimixina B,
diminuindo a MIC (Liu et al., 2020b). Essa combinacgdo também pode inativar ATP sintase de S.

aureus, aumentando sua sensibilidade ao antibiético polimixina B (Liu et al., 2020a).

Os compostos bioativos vém demonstando atividade antimicrobiana, sendo uma possivel
alternativa de combinacdo com antibidticos ja utilizados, de forma a aumentar sua poténcia
antimicrobiana. A combinacdo do composto carvacrol, presente no orégano, e eritromicina,
apresentou reducdo de 2 a 2048 vezes da MIC de eritromicina em cepas de Streptococcus do
grupo resistente a eritromicina (Magi et al., 2015). Quercetina, acido galico, acido protocatecuico
e luteolina, presentes no extrato do bagaco de uva, também mostraram sinergismo para diferentes
classes de antibidticos como beta-lactama, quinolona, tetraciclina e anfenicol, tendo reducgdes de 4
a 125 vezes na MIC de E. coli e S. aureus (Sanhueza et al., 2017), mostrando o potencial para
recuperar antibiéticos hoje inutilizados em tratamentos clinicos contra bactérias multirresistentes.
Entretanto, varios sdo os desafios para transferir estes achados dos testes in vitro para a aplicacdo

clinica, sendo necessarios mais estudos desta natureza para avaliar a eficacia in vivo.
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Figura 22: Curvas de crescimento para S. marcescens MG1 durante 24h de incubacdo a 30°C em

diferentes concentracGes do composto resveratrol em pM (indicado na legenda) e o antibi6tico canamicina
indicado pelas letras: (A) 4 pg/ml; (B) 8 pg/ml; (C) 16 pg/ml; (D) 32 pg/ml; (E) 64 pg/ml; (F) 128 pg/ml;
(G) 256 pg/ml; (H) 512 pg/ml. 0= LB mais canamicina e bactéria; Controle= LB mais DMSO 1%.
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4.7. Sensibilidade térmica

O tratamento térmico € um dos métodos mais utilizados para alcancar a seguranca
microbiana dos alimentos. Entretanto, nos ultimos anos, a tendéncia de aplicacdo de tratamentos
brandos exige uma maior compreensdao da dindmica de inativacdo térmica para 0S micro-
organismos alvo (Arioli et al., 2019). Os processos de calor tradicionais, objetivando a inativagédo
térmica dos micro-organismos, podem afetar significativamente as propriedades sensoriais dos
alimentos. Assim, a seguranga microbioldgica pode ser alcancada adicionando antimicrobianos as
formulacbes de alimentos. Ultimamente, os consumidores buscam alimentos adicionados de
antimicrobianos naturais, como 0leos essenciais e compostos fenolicos de plantas, devido a
preocupacao com os efeitos dos conservantes sintéticos no organismo humano e a busca por um

estilo de vida mais saudavel (Dogruyol et al., 2020).

Nesse sentido, é necessario buscar novos métodos visando aperfei¢oar os tratamentos
antimicrobianos ja existentes, bem como melhor entendimento dos mecanismos inibitorios.
Reconhecido como fator da fase estacionéria de crescimento e na sobrevivéncia das bactérias
diante de condicGes de estresse, como altas temperaturas, a proteina RpoS é um fator sigma
alternativo presente na maioria das bactérias (Gayan et al., 2017). Uma vez que a sintese e
atividade RpoS e o mecanismo de QS sédo relacionados a densidade celular, hda uma possivel
relacdo entre os dois sistemas regulatérios. Estudos mostram que a expressao do gene AHL sintase
bpsl e a producdo de AHLs s&o regulados positivamente por RpoS em Burkholderia pseudomallei
(Wongtrakoongate et al. 2012). Em P. aeruginosa, RpoS afetou a expressdo de mais de 40% de
todos os genes regulados por QS (Schuster et al., 2004). Liu et al. (2018) também observaram que
dois genes homdlogos que codificam as AHL sintases continham elementos dependentes de RpoS,
sugerindo que RpoS pode ser um regulador chave do QS em P. fluorescens.

No presente estudo, foi avaliada a influéncia dos compostos curcumina e resveratrol na
sensibilidade térmica de A. hydrophila, S. Montevideo e S. marcescens. As Figuras 23 e 24
mostram o efeito de curcumina e resveratrol adicionados diretamente ao caldo LB sobre a
resisténcia térmica de A. hydrophila IOC/FDA 110-36 em duas temperaturas diferentes, 50° C e
60° C respectivamente. A realizacdo desse ensaio se deve a importancia de conhecer a possivel
resposta bacteriana frente a condicdo sub-letal do composto fenolico de interesse, aliado a um
tratamento comum na industria alimenticia. E importante, do ponto de vista da indUstria, conhecer
se a resposta a condigédo sub-letal induz adaptacdo e maior resisténcia térmica ou torna as células

mais susceptiveis ao tratamento.
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A 50°C, a reducdo no namero das células do controle sem adicao de composto foi de 2,15
ciclos logs em 90 minutos, atingindo estabilidade até 120 min, tempo que o experimento durou.
Foi possivel observar que a adicdo de curcumina (Figura 23A) ao meio de aguecimento
proporcionou uma reducdo dependente da concentracdo, onde na maior concentragdo, 12 pM,
houve uma reducdo na populacdo de sobreviventes de 3,06 ciclos log em 120 minutos. A adigédo
de resveratrol (Figura 23B) também levou a uma reducdo dependente da concentracdo, onde 100
MM reduziram 2,95 ciclos log em 120 minutos de teste. A 60° C, ambos 0s compostos nédo

apresentaram inibicdo significativa comparada ao controle (Figura 24A e 24B).
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Figura 23: Curvas de sobrevivéncia de A. hydrophila IOC/FDA 110-36 durante 120 min a 50°C em
diferentes concentragcbes do composto em pM (indicado na legenda); (A) curcumina; (B) resveratrol;

Controle= LB mais bactéria.
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Figura 24: Curvas de sobrevivéncia de A. hydrophila IOC/FDA 110-36 durante 120 min a 60°C em
diferentes concentracbes do composto em pM (indicado na legenda); (A) curcumina; (B) resveratrol;

Controle= LB mais bactéria.

As Figuras 25 e 26 mostram o efeito de curcumina e resveratrol adicionados diretamente
no caldo LB sobre a resisténcia térmica de S. Montevideo em duas temperaturas diferentes, 50° C
e 60° C respectivamente. A 50° C, a reducdo no numero de sobreviventes dos tratamentos

avaliados foi de meio ciclo log nos 120 minutos de teste para ambos compostos (Figura 25). A
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60° C, houve uma reducéo de 3 ciclos log nos primeiros 30 minutos ndo apresentando diferenca

significativa entre os tratamentos e o controle (Figura 26).
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Figura 25: Curvas de sobrevivéncia S. Montevideo durante 120 min a 50°C em diferentes concentra¢fes

do composto em UM (indicado na legenda); (A) curcumina; (B) resveratrol; Controle= LB mais bactéria.

8+ 84
y -o- Controle [ -o- Controle
79 -=- Curcumina 6 uM 71 -= Resveratrol 100 uM
64 Curcumina 3 pM 64 Resveratrol 50 pM
& o Curcumina 1,5 uM o o Resveratrol 25 yM
o5 O 54
= -
4 — 44 = =
—f— o
T °
3 34
2 T T T T 2 T T T T
0 30 60 920 120 0 30 60 90 120
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 26: Curvas de sobrevivéncia S. Montevideo durante 120 min a 60°C em diferentes concentracdes

do composto em UM (indicado na legenda); (A) curcumina; (B) resveratrol; Controle= LB mais bactéria.

As Figuras 27 e 28 mostram o efeito de curcumina e resveratrol sobre a resisténcia
térmica de S. marcescens MG1 a 50°C e 60°C respectivamente. A 50° C, houve uma redugao no
namero de sobreviventes do teste controle de 2,89 ciclos log em 120 minutos. Foi possivel
observar que a adicdo de curcumina ao meio favoreceu a reducdo de forma dependente da
concentracdo, onde a maior concentracdo, 50 UM, reduziu 3,48 ciclos log em 120 minutos (Figura
27A). A adicdo de resveratrol ndo apresentou uma reducdo significativa comparada ao controle
(Figura 27B). A 60° C, os compostos ndo apresentaram inibicdo significativa comparada ao
controle (Figura 28A e 28B).
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Figura

concentracdes do composto em UM (indicado na legenda); (A) curcumina; (B) resveratrol; Controle= LB

mais bactéria.

Varios autores testaram conbinacfes de antimicrobianos com temperatura e obtiveram

resultados promissores. Um exemplo foi a adi¢cdo de vanilina ao leite, atingindo uma reducéo de

25% no tempo necessario para reduzir 4 ciclos log na populacao de L. monocytogenes (Cava-Roda

et al., 2012). Reducdes na resisténcia térmica também foram observadas para E. coli 0157:H7 em

suco de laranja ao combinar calor com limoneno ou 6leo essencial de laranja (Espina et al., 2014).

Esses efeitos podem ser justificados em termos de inativacdo de células, pela atuacdo conjunta de

calor e compostos antimicrobianos (Maté et al., 2016).

56



5. CONCLUSAO

Os experimentos mostram que os compostos fenolicos possuem potencial de atividade
quorum quenching em bactérias de origem alimentar. Dos compostos selecionados in silico, acido
gélico, capsaicina, curcumina, floridzina e resveratrol apresentaram maior interacdo com a
proteina CviR de C. violaceum. Destes compostos, curcumina e resveratrol apresentaram melhor
atividade frente aos fendtipos avaliados como producdo de violaceina por C. violaceum ATCC
12472 e 026, motilidade tipo swarming e swimming, formacdo de biofilme, resisténcia ao
antibiotico canamicina e sensibilidade térmica de A. hydrophila IOC/FDA 110-36, S. Montevideo
e S. marcescens MG1. Pode-se observar que as inibi¢cGes foram varidveis entre os compostos e
suas concentracbes e as bactérias estudadas, mostrando que mesmo sendo bactérias Gram
negativas suas respostas aos compostos sdo diferentes. Por fim, este estudo auxilia na
compreensdo da atividade QQ dos compostos fendlicos frente a diversos fenétipos regulados em
diferentes estirpes de importancia alimentar, mostrando que ainda ndo h4 um composto que atinge
efetivamente todos os grupos bacterianos, mas que ha uma especificidade nos mecanismos de

inibicdo desses fendtipos.
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ANEXO

Tabela 1: Compostos fendlicos selecionados a partir da literatura.

Composto bioativo PubChem CID Atividade benéfica Doi
Hidroquinona 785 Atividade antibacteriana 10.1089 / mdr.2018.0149
hy dréi;%%r?z-oico 135 Atividade antimicrobiana e antiflngica 10.5539 / jas.vin2pl5
Amentoflavona 5281600 Atividade antibacteriana 10.1016/j.foodchem.2018.07.159
Apigenina 5980443 Atividade antibacteriana, atividaX?_;nti-biofilme e inibicdo de Al-1e 10.1111/j.1365-2672.2010.04677 X
Arbutina 440936 Atividade antibacteriana e antitumoral 10.1016/j.phytol.2015.05.015
Baicaleina 5281605 Atividade antibacteriana, bactericida e atividade anti-biofilme 10.1371/journal.pone.0153468
Bilobetina 5315459 Atividade antifungica 10.1515/ znc-2003-1-212
BiSdemreTf:‘r?;‘ycurC“ 5315472 10.1016/j.foodchem.2005.06.037
BR-xanthona 13964005 Atividade antifungica 10.1021/np970165u
Acido cafeico 689043 Atividade antimicrobiana e inibi¢do da producéo de violaceina 10.1080/08927014.2013.852542
Capsaicina 1548943 Atividade antibacteriana, anti-viruléncia e anticancer 10.3389 / fmicb.2015.01281
Acido Clorogénico 1794427 Inibicdo da producdo de violaceina 10.1016/j.foodcont.2011.09.006
Cianidanol 9064 Atividade antimicrobiana 10.2101/Ajid.12v1S.8
Curcumina 969516 Atividade antibacteriana, anticancer e anti-inflamatoria 10.1016/ j.jgar.2017.03.006
Cianidina 128861 Atividade anti-biofilme, inibi¢do da producdo de violaceina e EPS 10.1007 / s13197-015-2031-9
Cianidina-3- 441667 Atividade anti-inflamatéria 10.1007/510068-014-0279-x
glucosideo
Daidzeina 5281708 Inibigdo da producéo de violaceina 10.1016/j.foodcont.2011.09.006
Delfinidina-3- 102515359 10.1016/j.foodchem.2009.12.097
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Atividade antimicrobiana e inibi¢do da producao de violaceina

Atividade antidiabética
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Inibicdo da producdo de piocianina, elastase e violaceina
Atividade antimicrobiana e inibi¢do da producéo de violaceina
Atividade antimicrobiana
Atividade bacteriostatica e inibicdo da producdo de toxinas
Propriedade radioprotetivas
Atividade antibacteriana e antioxidante

Anti-inflamatério, antivirus e antifungica, e efeitos neuroprotetivos

Atividade antimicrobiana, antitumoral, anti-cancer e efeitos
quimiopreventivos
Inibigdo da producéo de acil homoserina lactonas e producéo de
violaceina

Atividade antiviral, anticancer, antimicrobiano e anti-inflamatério

Atividade antimicrobiana, inibicdo de Al-1 e Al-2 e atividade anti-
biofilme

Anticancer, atividade antibacteriana e antifingica antiviral, inseticida e

anti-inflamatério

10.1016/B978-0-12-805417-
8.00023-8

10.1002/jcp.28626
10.1007 / s11418-011-0579-x
10.1016/j.foodcont.2011.09.006
10.1080/08927014.2013.852542
10.1093/jn/136.10.2512

10.1038/srep16158

10.1099/mic.0.049338-0
10.1080/08927014.2013.852542
10.1016/j.supflu.2018.07.025
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10.3109/10715762.2011.633518
10.1016/j.micpath.2017.10.049
10.3109 / 10715762.2015.1032958

10.1080/14786419.2012.682992

PMID: 26339345; PMCID:
PMC4555673
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10.1158 / 0008-5472.CAN-13-0525
10.1111/j.1365-2672.2010.04677.x

10.1016/j.bmcl.2013.12.049
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Luteoforol
Luteolina

Malvidina
Malvidina-3-
glucosideo
Mangiferina

Mangostin

Matairesinol

Methyl 4-
hidroxicinnamate

Morelloflavona
Miricetina
Naringenina
Acido P-coumarico

Pelargonidina

Peonidina
Peonidina-3-
glucosideo
Petunidina

Phloretina
Piceatannol
Procianidina
Procianidina B1
Pirocatechol

Quercetina

114505
5280445
159287
443652
5281647
5281650
119205
5319562
5464454
5281672
932
637775
440832
441773
443654
441774
4788
667639
107876
11250133
289
5280343

Atividade bactericida e fungicida

Atividade antibacteriana, inibi¢c&o da producdo de acil homoserina
lactonas, atividade anti-biofilme e motilidade

Atividade anti-biofilme, inibi¢do da producdo de violaceina e EPS
Atividade antiinflamatoéria
Antidiabética
Atividade antibacteriana e antifungica

Atividade antiinflamatoria
Atividade antibacteriana

Anti-inflamatdrio, antibacteriana e acao hipocolesterolémica

Inibigdo da producéo de piocianina e atividade anti-biofilme

Inibicdo da produgéo de piocianina e elastase, inibi¢do da produgéo de
acil homoserina lactonas e atividade anti-biofilme

Atividade antimicrobiana e anti-QS
Atividade anti-biofilme

Atividade prebidtica e atividade antibacteriana
Anti-cancer

Atividade anti-biofilme e EPS
Atividade antimicrobiana
Anti-inflamatdrio e anticancer, potencial terapéutico
Anti hipertensivo
Antiinflamatorio
Quimiopreventivo

Atividade antimicrobiana, inibicdo de Al-1 e Al-2 e atividade anti-

10.1007/s10658-005-2192-x
10.1007/s11104-015-2659-2
10.1016/j.micpath.2015.01.010
10.1016/j.foodchem.2009.12.097

10.1078/0944-7113-00009
10.1016/j.phymed.2003.09.012
10.1007/511064-017-2301-1

10.1111/1750-3841.13302

10.1002/ptr.3286
10.1016/j.micpath.2017.07.018

10.1099/mic.0.049338-0
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10.1038/s41598-018-23397-0
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glucosideo
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Resorcinol

Resveratrol
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Acido salicilico
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Secoisolariciresinol
Acido sinaptico

Acido siringico
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Theaflavina
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Acido vanilico
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Viniferina

Volkensiflavona
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5280804
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5054
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5280805

338

5281696
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135403798
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8468
1183
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biofilme
Antividade antibacteriana
Atividade antimicrobiana

Anti-cancer

Atividade anti-inflamatéria

Antibacteriana e anti-cancer
Inibicdo da producéo de violaceina e acil homoserina lactonas
Inibigdo da producéo de piocianina e atividade anti-biofilme

Inibigdo da producéo de AHL, proteases e motilidade, atividade
antimicrobiana

Anti-inflamatério
Anticancer, atividade antidiabética
Atividade antimicrobiana

Atividade antimicrobiana e antifungica

Inibigcdo da producdo de piocianina e elastase, reducéo da expressao de
genes controlados pelo QS (ex.: lasl, lasR, rhll, rhIR, lasA, lasB, phzAl
and rhlA) em P. aeruginosa PAO1

Atividade antimicrobiana

Inibigcdo da producdo de violaceina
Antimutagénico, antiangiogenetico, anti-colitis e efeito analgésico

Atividade anti-inflamatdria e anticancer
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