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RESUMO

Biofime é a principal forma de organizacdo bacteriana na natureza. E uma
comunidade microbiana complexa que possui um sistema de sinalizagao intercelular
denominado de quorum sensing, mediado por moléculas chamadas autoindutoras.
Diversas infecgcbes crénicas e hospitalares podem ser associadas a formacgao de
biofiimes e, por conta da maior resisténcia que os biofilmes apresentam aos
antimicrobianos, o tratamento de tais infeccbes é dificultado, sendo necessaria a
busca por alternativas terapéuticas, como o inibidor de quorum sensing curcumina.
O objetivo desse trabalho foi avaliar a agao in vitro do inibidor de quorum sensing
curcumina contra biofilmes bacterianos em formagdo e maduros. O estudo foi
realizado com 24 cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas. O teste da
concentracao inibitéria minima (CIM) foi feito através de microdiluigdo em placas
fundo em U, como preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute. O efeito
modulador da curcumina em biofilmes em formacdo e em biofiimes maduros foi
avaliado em placas de fundo chato, utilizando as concentragdes de 513, 51 e 25 yM
de curcumina. A atividade metabdlica do biofilme foi avaliada com resazurina,
enquanto a biomassa foi quantificada pela técnica do cristal violeta. A curcumina
apresentou inibicdo de bactérias na forma planctdnica, sendo encontrada uma CIM
de 513 uM. A curcumina ndo demonstrou atividade contra biofilmes em formacéao de
bactérias Gram positivas, porém, apresentou acao indutora do crescimento de Gram
negativas na maior concentracao testada (513 yM). Em biofilmes maduros, também
ocorreu inducdo do crescimento deles na maior concentragao utilizada, tanto nos
cocos Gram positivos quanto nos bacilos Gram negativos. Desse modo, foi
observada maior atividade da curcumina na indugao de crescimento de biofilme por
bacilos Gram negativos. Esses resultados mostram, possivelmente, outro tipo de
acao desse composto, sugerindo que ele interfira na modulagao de quorum sensing
durante a fase de dispersao do biofilme. Porém, sdo necessarios experimentos
adicionais de modo a definir o seu espectro de acao.

Palavras-chave: Biofilmes. Quorum Sensing. Curcumina.



ABSTRACT

Biofilm is the main form of bacterial organization in nature. It is a complex microbial
community that has an intercellular signaling system called quorum sensing,
mediated by molecules called auto-inducers. Several chronic and hospital infections
can be associated with the formation of biofilms and, because of the greater
resistance that biofilms present to antimicrobials, the treatment of such infections is
difficult, and it is necessary to search for therapeutic alternatives, such as the quorum
sensing inhibitor curcumin. The objective of this work was to evaluate the in vitro
action of the quorum sensing inhibitor curcumin against bacterial biofilms in formation
and mature. The study was carried out with 24 strains of Gram positive and Gram
negative bacteria. The minimum inhibitory concentration (MIC) test was done by
microdilution on U-bottom plates, as recommended by the Clinical Laboratory
Standards Institute. The modulating effect of curcumin on growing biofilms and
mature biofilms was evaluated on flat bottom plates using the concentrations of 513,
51 and 25 yM curcumin. The metabolic activity of the biofilm was evaluated with
resazurin, while the biomass was quantified by the crystal violet technique. Curcumin
showed inhibition of planktonic bacteria, with a MIC of 513 pM. Curcumin did not
show activity against biofilms in the formation of Gram positive bacteria. However,
Gram negative growth was detected in the highest concentration tested (513 uM). In
mature biofilms, the curcumin induced their growth in the highest concentration used,
both in Gram positive cocci and Gram negative bacilli. Thus, greater activity of
curcumin was observed in the induction of biofilm growth by Gram negative bacilli.
These results possibly show another type of action of this compound, suggesting that
it interfere in quorum sensing modulation during the biofilm dispersion phase.
However, additional experiments are needed to define its action spectrum

Key Words: Biofilms. Quorum Sensing. Curcumin.
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1 INTRODUGAO

As bactérias sdo micro-organismos que podem viver em diferentes
ambientes, seja solo, agua, superficies inanimadas ou seres vivos, fazendo parte da
microbiota desses sitios, como rochas, lagos, arvores e animais, vivendo em
simbiose. Elas também estao envolvidas em uma grande variedade de patologias no
ser humano como pneumonias, gastroenterites e meningites, elevando os custos
com a saude, aumentando as taxas de morbidade e mortalidade, assim diminuindo a
qualidade de vida do individuo doente. Muitas dessas doencgas estido associadas a
formacéo de biofilmes, que elevam a resisténcia da bactéria, diminuindo a acéo de
antimicrobianos e dificultando o processo de cura (KRUMMENAUER et al, 2016;
MENEZES; PORTO; PIMENTA, 2016).

Biofilme é uma comunidade de micro-organismos envoltos por uma matriz
extracelular produzida por eles proprios e com alta organizagdo. Eles podem se
apresentar como mono ou multiespécie e podem estar aderidos a superficies
bidticas ou abidticas. Essa estrutura tem a fungao de conferir protecdo contra acdes
externas, como agentes quimicos, agao antimicrobiana, sistema imune e outras
adversidades ambientais. Os biofiimes estdo associados a diversas doencas e
infeccbes, pois podem se formar em dentes, cateteres urinarios ou venosos,
proteses ou ainda em tecidos vivos. A formacdo e maturacdo do biofiime so6 é
possivel gragas a um sistema de comunicacdo denominado quorum sensing
(XAVIER, et al, 2003; OKSHEVSKY; MEYER, 2013; MENEZES; PORTO; PIMENTA,
2016).

O quorum sensing € composto por moléculas autoindutoras que os micro-
organismos secretam a medida que o biofime €& formado, as quais seréo
responsaveis pela percepcdo da densidade populacional (através de sinalizagao
celular), sincronia de expressdo génica, producao proteica, dentre outros. As
principais formas de tratamento hoje utilizam antimicrobianos que acabam por forgar
uma pressao seletiva e, consequentemente, a emergéncia de cepas. Hoje estudos
mostram que substancias moduladoras de quorum sensing inibem a formacgao e/ou
maturacao de biofilmes prevenindo ou auxiliando no tratamento dessas infecgdes.
Um exemplo € a curcumina, composto maijoritario encontrado no rizoma da Curcuma
longa, também conhecida por agafrdo da terra (UROZ; DESSAUX; OGER, 2009;
DAMACENO; FARIAS, 2016).



11

Diante disso, a descoberta de novos antimicrobianos se faz necessaria e
a criacdo de novas estratégias para a prevencgao e o tratamento dessas infecgdes.
Assim, esse trabalho visa agregar conhecimento acerca da utilizacdo da curcumina
como modulador de quorum sensing para cocos Gram positivos e bacilos Gram

negativos interferindo na dinamica de formag&o e maturagao de biofilmes.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a agao in vitro do inibidor de quorum sensing curcumina sobre a
dindamica de formacao de biofilmes por cocos Gram positivos e por bacilos Gram

negativos de relevancia médica.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar a concentragéo inibitéria minima (CIM) do inibidor de quorum
sensing curcumina contra cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos
patogénicos;

2. Avaliar o efeito in vitro do inibidor de quorum sensing sobre a formacao de
biofilmes de cocos Gram positivos e de bacilos Gram negativos;

3. Avaliar o efeito in vitro do inibidor de quorum sensing sobre o biofilme maduro

de cocos Gram positivos e de bacilos Gram negativos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Bactérias como agentes infecciosos

As bactérias sdo seres ubiquos, inclusive fazendo parte da microbiota de
outros seres, como arvores e animais, e vivendo em simbiose com estes. Também
sao associadas com diversas patologias, como pneumonias, gastroenterites e
meningites e estdo comumente associadas a microbiota do individuo, causando
prejuizos econdbmicos e sociais, além de aumentar as taxas de morbidade e
mortalidade, assim diminuindo a qualidade de vida do individuo doente. Dentre as
patologias de origem bacteriana muitas estao associadas a formacgao de biofiimes,
que elevam as resisténcias da bactéria diminuindo o sucesso de tratamentos com
antimicrobianos e dificultando o processo de cura (KRUMMENAUER et al, 2016;
MENEZES; PORTO; PIMENTA, 2016).

De maneira geral, cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos
representam os principais agentes infecciosos humanos, com destaque para
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli, Salmonella spp,
Aeromonas spp, e Klebsiella spp. Em nivel hospitalar, as mais importantes sao
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus spp., as enterobactérias
E. coli, e Klebsiella pneumoniae, além de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumanii (MENEZES; PORTO; PIMENTA, 2016).

Em um ambiente hospitalar, ha varios fatores que proporcionam aumento
nas chances de infeccdo, como a realizagdo de procedimentos invasivos, a
imunidade reduzida (principalmente em unidade de terapia intensiva — UTI) e
periodos prolongados de internagdo. Uma causa importante para isso ocorrer séo as
bactérias da microbiota humana, as quais a maioria € oportunista, podendo causar
patologias quando o individuo fica susceptivel. Assim, essas infecgdes podem ser
adquiridas durante o internamento ou apds a alta. Os procedimentos invasivos séao
um dos maiores riscos de aquisi¢cao de infeccdes pelos pacientes, destacando-se o
uso prolongado de cateteres venosos e/ou urinarios, proteses, implantes (como de
valvulas cardiacas), bem como procedimentos de traqueostomia, endoscopia, entre
outros (MENEZES; PORTO; PIMENTA, 2016).

O tratamento de infecgbes bacterianas € um grande problema para a
saude publica em todo o mundo devido ao aumento da resisténcia das principais

bactérias patogénicas, principalmente, em ambiente hospitalar como consequéncia
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do uso rotineiro de antimicrobianos. A elaboragcdo de painéis com identificacdo e
perfil de sensibilidade de bactérias isoladas de pacientes é extremamente importante
para que o tratamento seja realizado de forma adequada, amenizando a pressao
seletiva e diminuindo a probabilidade de resisténcia e falha terapéutica
(KRUMMENAUER et al, 2016).

Um dos importantes fatores associados a falha terapéutica € a formacéao
de comunidades com os mais diversos graus de complexidade, estando sempre
associadas a superficies bidticas ou abidticas. Essas comunidades sdo chamadas
de biofilme e esta organizagéo consiste em um mecanismo de sobrevivéncia para as
bactérias, pois confere protecdo as mesmas. Algumas infec¢des estdo associadas a
formacao de biofilme, como endocardite (Streptococcus mutans, S. aureus) e
cateteres (E. coli, K. pneumoniae). Esses micro-organismos sdo cocos e bacilos
presentes na microbiota humana e podem se tornar patogenos. (KASNOWSKY et al,
2010).

3.2 Biofilmes bacterianos

Biofilme é uma comunidade formada por células microbianas e sésseis
associadas a uma superficie, seja ela bidtica ou abdtica, e envolta de polimeros, os
exopolissacarideos (EPS), e outros constituintes organicos. O biofilme é constituido
por cerca de 75 a 90% de matriz, formada por EPS, proteinas secretadas, acidos
nucleicos e células mortas (LI; TIAN, 2012). Enquanto isso, as células vivas sao
responsaveis por 10 a 25% e essas comunidades estdo associadas as fases
essenciais dos ciclos de nutrientes (como nitrogénio, carbono e enxofre). Possuem
ubiquidade e podem atingir espessuras finas, da ordem de milimetros e
micrébmetros, até espessuras maiores, da ordem de centimetros. (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010; OKSHEVSKY; MEYER, 2013).

Os biofilmes trazem muitos beneficios para as bactérias associadas,
inclusive protecao. Por exemplo, elas possuem maior resisténcia a radiagao UV, a
predadores, a desidratacdo e também maior resisténcia a antimicrobianos e outros
agentes quimicos. Todos esses beneficios vém, principalmente, devido a presenca
da matriz de EPS. O sistema de transporte de solutos em biofilmes € muito mais
lento que nas ceélulas planctbnicas e explica o crescimento mais lento dessas

estruturas. Esse metabolismo também contribui para a ocorréncia de infecgdes
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cronicas associadas aos biofiimes e a resisténcia aumentada dos mesmos.
(GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008;).

A formacéo do biofilme possui quatro etapas. Primeiramente, as células
devem encontrar uma superficie organica ou inorganica soélida com presenca de
substratos para condicionar a fixagdo. Para isso acontecer, deve haver a acao de
forgcas, como a gravitacional e Van der Walls, ou de estruturas bacterianas, como as
fimbrias e o pili. Ha diversos processos que irdo influenciar na adesao bacteriana,
como energia disponivel, temperatura, condicbes de pressdo, divisdo celular e
producdo e excrecdo de EPS (GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008; HEAD, 2016). A
medida que as células vao se dividindo, os apéndices bacterianos comegam a
realizar ligagdes (oxidagao) com a superficie, consolidando a ligagao da bactéria a
superficie, fazendo com que as células que antes estavam reversivelmente
adsorvidas comecem a ficar imobilizadas e passar para um estado de adesao
irreversivel. Quando isso acontece, passa a haver a supressdo génica das
estruturas flagelares e comecga a producdo de matriz extracelular que constituira a
maior parte do biofilme (XAVIER, et al, 2003; GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008).

Depois de uma fase de lenta proliferagdo, € observado um rapido
crescimento populacional, a maturagcao do biofilme. Essa etapa dependera fisica e
quimicamente do ambiente, da bactéria e da disponibilidade de nutrientes. A partir
de entdo, havera a produgdo e excregcao de polissacarideos de adesao, além de
cations divalentes para que sejam fortificadas as ligacbes entre as células do
biofilme (GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008; HEAD, 2016).

Apds o crescimento exponencial, seguira a fase estacionaria do
crescimento do biofilme. Nela havera a producédo de enzimas que irdo degradar os
EPS da matriz, de forma a iniciar a fase de dispersao do biofilme, caracterizada pela
liberagcdo de bactérias que estavam agregadas ao biofilme. Essa fase do biofilme
esta intimamente relacionada as infecgbes cronicas. As bactérias dispersas voltarao
a expressar os genes que estavam suprimidos, como os dos flagelos e irdo fixar-se
em outras superficies para formar novos biofilmes (XAVIER, et al, 2003; GARRET;
BHAKOO; ZHANG, 2008).

Nos biofilmes as bactérias secretam substancias que sao responsaveis
pela comunicagdo e organizagdo populacional do biofiime. Esse sistema é

denominado de quorum sensing (QS) e € importante para a formagao estrutural e
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para a regulagao de varias atividades celulares presentes na comunidade bacteriana
(DAMACENO; FARIAS, 2016).

Também ha importancia dos biofilmes no contexto de infecgbes, pois
varias estdo associadas a eles, como caries, endocardites e artrites. Em nivel
hospitalar ha também uma gama de infec¢gdes importantes, como as causadas pela
utilizacado de procedimentos ou dispositivos médicos, como cateteres, endoscopias,
cirurgias e implantes. Tecidos vivos que permitam adeséao facilitada, como valvulas
cardiacas, também s&o alvos de infec¢des, possivelmente, os biofilmes estdo
associados com a persisténcia dessas infecgdes devido a aquisicdo de resisténcia a
antimicrobianos pelas células bacterianas (taxa aumentada de transferéncia de
plasmideos, presenca da matriz de EPS) (GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008;
HEAD, 2016).

3.3 Curcumina como inibidor de quorum sensing

O quorum sensing € um mecanismo que consiste na liberagdo de
diversas moléculas sinalizadoras para a matriz e para a superficie a fim de provocar
a modulacdo de numerosas fungdes bioldgicas das bactérias e de orquestrar a
expressao de genes (UROZ; DESSAUX; OGER, 2009).

O QS é composto por moléculas autoindutoras que estdo presentes em
todo o biofilme, tanto nas células quanto na matriz. Em grande parte, essas
moléculas sdo compostos organicos que atuardao como sinalizadores celulares. Ja
foram identificadas diversas moléculas autoindutoras, como oligopeptideos, N-acil-
homoserina lactonas (AHL — Al1) e furanosil borato diéster (Al2). Dentre elas, as
mais estudadas sdo as N-acil-homoserina lactonas, as quais s&o utilizadas por
muitas bactérias Gram negativas. J& as Gram positivas utilizam principalmente
oligopeptideos (DAMACENO; FARIAS, 2016). No sistema Al-1 (autoindutor-1) as
moléculas sinalizadoras, como AHL, sdo sintetizadas constitutivamente em baixas
concentragcdes pelo gene de sintese Luxl. Com alta densidade celular, o Al-1 se
ligara ao seu receptor e causara ativagéo do regulador de transcricdo LuxR. O Al-
LuxR se ligara ao DNA e promovera a expressao de genes regulados pelo sistema
QS. O sistema Al-2 é regulado pelas furanosil borato diéster, produzidas pelo LuxS,
e tém sido associadas como um modulador universal de QS, caracterizadas como
sinalizadores inter-espécies (READING; SPERANDIO, 2005; DAMACENO; FARIAS,
2016).
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O sistema QS pode ser inibido de algumas formas, como por meio da
reducdo da atividade do receptor de proteina AHL ou da AHL sintetase, inibindo a
producédo de moléculas de QS, a degradagdo da AHL e imitando as moléculas
sinalizadoras, principalmente usando compostos como analogos destas moléculas
(KALIA, 2013).

Um bom inibidor de quorum sensing (QSI) é definido como possuidor dos
seguintes critérios: ser uma molécula pequena com capacidade para reduzir
eficientemente a expressao de genes regulados pelo QS, ser altamente especifica
para determinado regulador de QS e sem causar efeitos adversos sobre a bactéria
ou o hospedeiro, ser quimicamente estavel e resistente a degradacdo por varios
sistemas metabdlicos do hospedeiro, e ser preferencialmente mais longo que o AHL
nativo. Um exemplo deles é a curcumina (KALIA, 2013).

A curcumina é um pigmento amarelo extraido da Curcuma longa, também
conhecida como acafrao da terra, sendo uma mistura de trés compostos em que ela
€ a majoritaria. Ela € muito utilizada na area alimenticia, como especiaria, e na
medicina, como anti-inflamatério, antioxidante e antimicrobiano (NEGI et al, 1999).

Seu efeito antimicrobiano ja foi relatado na literatura e mostra que ela é
ativa contra diversas bactérias importantes epidemiologicamente, como S. aureus,
E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa. Muitos estudos também tém
atribuido a curcumina propriedades moduladoras de biofilmes, agindo sobre o
sistema de QS e inibindo a produgdo de fatores de viruléncia, que sao de suma

importancia na resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos (KALI et al, 2016).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local e tipo de estudo

Este trabalho trata-se de uma pesquisa experimental, realizada no
Laboratério de Bacteriologia que se localiza no Centro de Biomedicina, pertencente

a Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Micro-organismos

Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas 24 cepas selecionadas de
acordo com o seu perfil de formacédo de biofilme, sendo que as escolhidas neste
estudo foram formadoras moderadas formadoras de biofilme. Essas cepas eram
constituidas de cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos comumente
associados as infecgdes nosocomiais sendo as cepas de Staphylococcus aureus (3
sensiveis, sendo uma ATCC, e 2 resistentes), Staphyloccocus epidermidis (1 ATCC
e 2 resistentes), Enterococcus faecium (1 sensivel), Enterococcus faecalis (1 ATCC
e 2 resistentes), Escherichia coli (3 sensiveis, sendo uma ATCC, e 3 resistentes),
Klebsiella pneumoniae (3 sensiveis e 3 resistentes)(Quadro 01). As cepas utilizadas
na pesquisa foram doadas pelo Laboratorio de Bacteriologia da Faculdade de

Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Quadro 01: Descrigédo das 24 cepas utilizadas:

CEPA SENSIBILIDADE SITIO
Sensivel a Oxacilina Sangue
Sensivel a Oxacilina Ponta de cateter
Staphylococcus aureus
Resistente a Oxacilina Sangue
Resistente a Oxacilina Sangue
S. aureus (ATCC 29213) Sensivel a Oxacilina ATCC
Resistente a Oxacilina Hemocultura
Staphylococcus epidermidis
Resistente a Oxacilina Hemocultura
S. epidermidis (ATCC L s .
12228) Sensivel a Oxacilina ATCC
Enterococcus faecium Resistente a Vancomicina Swab retal
Enterococcus faecalis Sensivel a Vancomicina Urina
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Carbapenémicos

Resistente a Vancomicina Swab retal
E. faecalis (ATCC 29212) Sensivel a Vancomicina ATCC
Sensivel a ,
n Urina
Carbapenémicos
Sensivel a ,
. Urina
Carbapenémicos
Escherichia coli Resistente a Urina
Carbapenémicos
Resistente a :
a Urina
Carbapenémicos
Resistente a ,
a Urina
Carbapenémicos
E. coli (ATCC 25922) Sensivel a ATCC
Carbapenémicos
Sensivel a ,
o Urina
Carbapenémicos
Sensivel a ,
n Urina
Carbapenémicos
Sensivel a ,
a Urina
Carbapenémicos
Klebsiella pneumoniae
Resistente a ,
a Urina
Carbapenémicos
Resistente a :
a Urina
Carbapenémicos
Resistente a ,
Urina

Fonte: Laboratério de Bacteriologia

4.3 Compostos e drogas utilizados

Foi utilizado curcumina (Sigma), diluida em Hidroxido de Sédio (NaOH).

Para o teste de sensibilidade foi utilizado ciprofloxacino (Sigma). No teste de

atividade metabdlica foi utilizada resazurina (Sigma).
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4.4 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) da curcumina contra

as cepas selecionadas

A sensibilidade das 24 cepas bacterianas na sua forma plancténica foi
avaliada ao inibidor de quorum sensing curcumina (PACKIAVATHY et al., 2013),
segundo metodologia preconizada pelo documento M7-A9 do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), para determinagdo da concentragao inibitoria
minima (CIM).

As cepas foram previamente repicadas do meio estoque para placas com
agar Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 37° C por 24 horas em estufa
bacteriolégica para promogao do seu crescimento. Apds esse periodo, foi adicionado
1000 uL de solugao fisiolégica em 24 tubos de hemolise e com auxilio de uma alga
bacterioldgica uma pequena colbnia foi retirada e adicionada aos tubos até que os
mesmos atingissem a escala de 0,5 de Mc Farland que corresponde a 1,5 x 10®
U.F.C./mL (inéculo 1).

Posteriormente, foi realizada a diluicdo de 1:10 de todas as cepas
utilizando 100 pL do indculo preparado anteriormente mais 900 uL de caldo Mueller
Hinton (inoculo 2), e, apds isso, houve mais uma diluicdo, agora de 1:15, utilizando
86 pL do inéculo 2 em 1.220 pL de caldo Mueller Hinton (in6culo 3), ficando com
concentracéo final de 5 x 10° U.F.C./mL.

A curcumina em estoque possuia uma concentracdo de 16.700 uM e foi
diluida para chegar a uma concentragéo final de 2.054 uM, utilizando 246 uL do
composto em estoque mais 1.754 yL de caldo Mueller Hinton.

Para o teste foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pogos com
fundo em U, pois permitem melhor visualizagdo dos resultados. Foram adicionados
em cada pogo 100 pL de caldo Mueller Hinton previamente, apds esse
procedimento, foram adicionados 100 uL da curcumina diluida na primeira coluna e
com o auxilio de uma pipetador multicanal, foi transferido 100 uL da coluna 1 para a
2 homogeneizando e, assim, sucessivamente, até a coluna 10. A coluna 12 foi
utilizada como controle de esterilidade. Apds esse procedimento, foram adicionados
100 pL do in6culo 3 do pogo 1 ao pocgo 11, deixando todos os pogos com 200 pL. A
coluna 11 foi o controle de crescimento do teste por sé possuir o meio de cultura e o

indculo bacteriano.
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ApOs isso, as placas foram incubadas por 24 horas a 37° C em estufa
bacteriologica e analisadas no dia posterior para determinagdo da concentragao
inibitéria minima (CIM) do composto, para que pudéssemos trabalhar com
concentracdes subinibitérias nos demais testes. Foram inclusos nestes ensaios a
cepa controle de E. coli (ATCC 25922) e uma droga antibacteriana classica, a
ciprofloxacina (CLSI, 2012). A CIM para o composto testado foi definida como a
menor concentragado capaz de causar 80% ou mais de inibi¢do, quando comparado
ao controle de crescimento, para que pudessem ser visualizadas diferengas entre as

concentracgdes utilizadas sobre o biofilme nos testes que se seguiram.

4.5 Avaliagcao do efeito in vitro do inibidor de quorum sensing sobre a

formacgao de biofilmes de cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos

Foi avaliado o efeito da curcumina sobre a formacao de biofilmes pelas
cepas selecionadas, de acordo com Bandeira et al., 2013. Nas cepas cedidas pelo
Laboratdrio de Bacteriologia da UFC foram avaliadas a formacao de biofilme in vitro.
Para isso foram repicadas e incubadas por 24 horas a 37° C. Apds crescimento de
24h das amostras, foi preparado em solugao fisioldgica a 0,9% com o inéculo a uma
escala de 6 de Mc Farland (1,8 x 10° UFC/ml). Nesse procedimento, foram utilizadas
placas de 96 pocos de fundo chato, pois permitem melhor adesdo do biofilme nas
pareces, com 175 pyL de BHI enriquecido com 1% de glicose. Para seu
preenchimento usou-se pipeta multicanal. Apds isso, adicionaram-se 25 pL da
suspensdo bacteriana em cada poc¢o. Incubou-se a 37°C por 48 horas. Todos os
testes foram executados em triplicata em dois momentos distintos.

Para tanto, foram utilizadas trés concentragdes fixas para o composto
testado, CIM (513 pM), CIM/10 (51 uM) e CIM/20 (25 uM). Inicialmente, as culturas
bacterianas foram crescidas em agar BHI e incubadas a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, as placas foram preparadas com 175 uL de BHI caldo enriquecido
com 1% de glicose, contendo uma das trés concentragbes pré-estabelecidas para
cada composto teste, para avaliar o efeito sobre a formacao do biofilme. A diluigao
para encontrar o volume do composto para cada concentracdo se deu com
seguintes calculos:

¢ Primeiramente foi quantificado o volume necessario de caldo BHI enriquecido

com 1% de glicose acrescido das trés concentragbes de curcumina, ficando
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17.000 pL para a primeira diluigdo (diluicdo 1) e 13.000 para a segunda e
terceira diluigao (diluicdo 2 e diluigédo 3);
Em seguida foi realizado o ajuste de concentracdo do composto para que
quando o inéculo bacteriano fosse adicionado ao pogo a concentracao final
fosse a escolhida do teste de sensibilidade, para isso, utilizamos a férmula C4
. Vi = Cy . V, sendo C4 a concentragdo da curcumina que inicialmente
utilizamos para a diluicdo, V4 o volume inicial do pogo (175 uL), C, a
concentragéo final em yL que o pogo (513) e V2 o volume final que o pogo
(200 L)
Ci.Vi=Cy.V,
C1.175=513. 200
C1=513.200/175
L » C1=586 uM

Encontrando a concentracdo inicial da curcumina para as dilui¢des, a mesma
férmula foi utilizada para preparar as trés concentragdes usadas no
experimento com o intuito de acharmos o volume de composto para as
diluigbes, para a diluicdo 1 usamos a concentragdo de curcumina de estoque
C4 = 16.700, o V4 é o valor que queriamos encontrar, C, foi o valor que
encontramos no ajuste da concentracdo (586) e V, o volume final do pogo
(200 pL):
Ci.Vi=0Cy.V;
16.700 .V, =586 . 200
C1=586.200/16.700
L » C{=596 uL
Para a diluigdo 2 usamos a concentracao de curcumina do ajuste C1 = 586, 0
V4 é o valor que queriamos encontrar, C, foi o valor que encontramos no
ajuste da concentragao dividido por 10 (58,6) e V, o volume final do pogo (200
ML):
Ci.Vi1=Cy. Vs
586 . V1 =58,6 . 200
C1=58,6.200/586
L » Cy=1.300 uL
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e Para a diluigdo 3 usamos a concentragado de curcumina do ajuste C4 = 586, o
V4 é o valor que queriamos encontrar, C, foi o valor que encontramos no
ajuste da concentragao dividido por 20 (29,3) e V2 o volume final do pogo (200
WL):

Ci.Vi=0Cy. Vs
586 . V1 =29,3.200
C1=29,3.200/586
L » Cy=650pL

Com isso na diluicdo 1 foi utilizado 596 pL de curcumina na concentragao
de estoque mais 16.404 uL de caldo BHI enriquecido de 1% de glicose, na diluigéo 2
foi utilizado 1.300 pL da diluigdo 1 mais 11.700 pL de caldo BHI enriquecido de 1%
de glicose e na diluicdo 3 utilizado 650 pL mais 12.350 yL de caldo BHI enriquecido
de 1% de glicose. O volume calculado foi o suficiente para que pudéssemos
adicionar 175 uL de meio acrescido das concentragdes CIM, CIM/10 e CIM/20 em
todas as 3 placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato.

Em seguida, foram adicionados aos pogos teste 25 pyL do indculo de
cultura bacteriana preparado em solugéo fisiolégica a 0,9% a uma escala de 6 de Mc
Farland (1,8 x 10° UFC/ml). As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas, para o
desenvolvimento de biofilme. Apds a incubacéo, foi realizado o teste de atividade
metabdlica com resazurina adicionando 20 uL em cada pog¢o e aguardando por uma
hora (SARKER et al., 2007). A resazurina serve de substrato cromogénico para
enzimas desidrogenases e age como indicador de oxirredu¢do, denunciando se
houve producédo de metabdlitos pelas bactérias. Apds esse tempo, foi observado se
houve mudanga de coloracédo de azul para réseo (redugcdo da resazurina em
resofurina) (RIBEIRO et al., 2004).

Apos a avaliagdo do metabolismo, realizou-se a quantificacdo da
biomassa pela técnica do cristal violeta, pois € um corante que possui alta afinidade
por moléculas organicas (BANDEIRA et al., 2013). As placas foram lavadas com
tampao fosfato salina a 1% (PBS) para remover as bactérias ndo aderidas,
adicionando em cada pogo 200 uL. Esse procedimento foi realizado mais duas
vezes. Posteriormente as placas foram deixadas para secagem por 10 a 15 minutos.
Ap0s isso, foram adicionados 200 pL de metanol PA em cada pogo e aguardado por
15 minutos para fixagao do biofilme. As placas foram deixadas para secagem por 5 a

10 minutos e logo em seguida foram adicionados 200 pL de cristal violeta (0,3%) a
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cada poco e incubados por 10 minutos. Passando esse tempo, as placas foram
lavadas novamente com PBS como descrito acima e deixadas para secar por 10 a
15 minutos. Foram adicionados 200 uyL de acido acético a 33% em cada pogo e
esperou-se por 15 minutos, quando foram entao transferidos para novas placas de

96 pocos estéreis e analisadas por espectrofotdbmetro no comprimento de 490 nm.

4.6 Avaliagao do efeito in vitro do inibidor de quorum sensing sobre biofilmes

maduros de cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos

Para avaliar o efeito desses compostos sobre o biofiime formado, o
mesmo procedimento de formagao de biofilme foi realizado (BANDEIRA et al. 2013),
na auséncia de curcumina. Apds as 48 horas de incubacgao, foi feita uma lavagem
com PBS e adicionados outros 200 pyL de BHI enriquecido com 1% de glicose
acrescido das concentracbes decrescentes acima citadas, a partir da CIM do
composto, ao biofilme maduro e incubados por mais 24 horas. Apds isso, foi
realizada a avaliagdo da atividade metabdlica e quantificagcdo da biomassa. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata, em dois momentos distintos
(BANDEIRA et al., 2013).

4.7 Analise Estatistica

Os dados de absorbancia da biomassa forma utilizados para avaliagao do
efeito da curcumina sobre biofilmes de cocos Gram positivos e de bacilos Gram
negativos em formacdo e maduros. Quando os dados apresentaram distribuicdo
normal, as diferencas entre eles foram avaliadas por ANOVA, seguida do pds-teste
de Tukey, ou teste T para amostras pareadas. Entretanto, quando os dados
apresentaram distribuicdo ndo paramétrica, foram utilizados o teste de Friedman,
seguido do poés-teste de Dunn, ou o teste de Wilcoxon para amostras pareadas. Em
todos os casos, foi adotado um nivel de significAncia menor que 5% (P<0,05), para

tomar conclusdes significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e avaliagao da

atividade metabodlica dos biofilmes

O teste foi realizado para todas as 24 cepas que foram descritas. Foram
testadas dez concentragdes diluidas progressivamente na razao de 2 que variaram
de 1 yM a 513 yM. Foi encontrada inibigdo de 80% ou menos na concentracédo de
513 uM. Nas demais concentra¢des, ndo foi observada inibigdo do crescimento.
Portanto, a CIM foi definida como sendo 513 pM.

Para a atividade metabdlica, a resazurina foi utilizada em todas as 24
cepas e nos controles de crescimento e de esterilidade. Foi observado que nenhuma
concentragdo de curcumina inibiu os biofilmes em formacao e os biofilmes maduros

de cocos Gram positivos e de bacilos Gram negativos.

5.2 Efeito da Curcumina sobre biofilmes em formagao de cocos Gram positivos

e bacilos Gram negativos

A curcumina foi testada nas concentragcdes de 513 uM, 51 uM e 25 uM
para todas as 24 cepas. Os resultados foram agrupados por género bacteriano, pois
eles foram similares entre si.

Quanto aos biofiimes das cepas de Staphylococcus spp. e de
Enterococcus spp. em formagao, a curcumina nao interferiu nos resultados obtidos,
nao sendo observadas diferencas significativas entre o controle e os tratamentos
com as trés concentragbes do composto. Foram obtidos os seguintes valores de
biomassa: 0,0174+0,0125 para o controle, e 0,0151+0,0169, 0,0140+0,0146 e
0,01204£0,0149 para crescimento na presenca de 513 uM, 51 yM e 25 pM de

curcumina, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Atividade da Curcumina sobre a formacédo de

biofilmes por cocos Gram positivos.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Ja para os biofilmes em formacdo de E. coli e K. pneumoniae, foram
observados valores de absorbancia de 0,0378+0,0296 para o controle, e
0,0756+0,0596, 0,0456+0,440 e 0,0335+0,0313 para crescimento na presenca de
513 uM, 51 uyM e 25 pM de curcumina, respectivamente. Foi observado um aumento
de biomassa estatisticamente significativo (P<0,05) na concentragcao de 513 pM, em
relacdo ao controle e as outras duas concentragdes (Figura 2). Foi observada uma
reducao significativa (P<0,05) na biomassa do biofilme de E. coli, em comparagao ao
controle de crescimento, quando esses biofilmes foram formados na presencga de 25
MM de curcumina (Tabela 1). Para K. pneumoniae encontrou-se uma indugao
significativa da concentragcdo 513 uyM em relagcéo ao controle e a concentragao 25
MM. Todos os dados de absorbéancia para os biofiimes em formacdo podem ser

encontrados na Tabela 1.
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Figura 2 — Atividade da Curcumina sobre a formacéo de biofilme de

bacilos Gram negativos.
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®: P < 0,05 em relacdo ao controle de crescimento. Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 1 — Atividade da Curcumina na formacgao de biofilmes por cocos Gram positivos e bacilos

Gram negativos.

Curcumina (uM)

Géneros Bacterianos Controle

513 51 25
Enterococcus  4.011240,0070 0,0133:0,0169 0,0160:0,0239 0,0094£0,0179
Gram Spp.
Positivas Staphé’l’oopc"”“s 0,0206+0,0138 0,0160+0,0180 0,0130+0,0093 0,0134+0,0143
Gram  EScherichia coli 0,0172:0,0128 0,0267:0,0348 0,0111:0,0129 0,0115:0,0162"
Negativas Klebsiella

. 0,0584+0,0274 0,1245+0,0296* 0,0802+0,0349 0,0554+0,0271
pneumoniae

*: P < 0,05, em relagao ao controle de crescimento. Fonte: Dados da Pesquisa.

5.3 Efeito da Curcumina sobre biofilmes maduros de cocos Gram positivos e
bacilos Gram negativos

Para os biofilmes maduros de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.,
foram observados valores de absorbancia da biomassa de 0,0677+0,0376 para o
controle, e 0,1466+0,0989, 0,0707+0,0408 e 0,0752+0,0475 para a adicao de 513

MM, 51 pM e 25 pM de curcumina aos biofilmes maduros, respectivamente (Figura
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3). Foi observado um aumento estatisticamente significativo (P<0,05) da biomassa,
apods exposicao a 513 yM, em relagdo ao controle e as outras duas concentracoes
avaliadas. Para Staphylococcus spp., especificamente, foi observada também um
aumento significativo (P<0,05), apds exposi¢ao a 513 uM, em relagéo ao controle e
a concentragdo de 51 pM (Tabela 2). Nao houve diferengas significativas para

Enterococcus spp.

Figura 3 — Efeito da Curcumina sobre biofiimes maduros de

cocos Gram positivos.
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®: P < 0,05 em relagdo ao controle de crescimento. Fonte: Dados da Pesquisa.

Ja para os biofimes maduros de E. coli e K. pneumoniae foram
observados valores de absorbancia de 0,2107+0,1689 para o controle, e
0,5089+0,4726, 0,3167+0,2960 e 0,2664+0,2497, apds exposicdo dos biofiimes a
513 uM, 51 pM e 25 uM de curcumina, respectivamente. Foi notado um aumento
estatisticamente significativo (P<0,05) na biomassa, apds exposicao do biofilme a
513 yM, em relacdo ao controle de crescimento e as outras duas concentragoes
avaliadas, e um aumento (P<0,05) na biomassa, apds a exposi¢do a 51 uyM, em
relagdo ao controle (Figura 4). Adicionalmente foi observada um aumento
significativo da biomassa na concentracdo de 513 yM em relagao ao controle, para
E. Coli, e nas concentragcbes de 513 uM e 51 uyM em relagdo ao controle, para K.
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pneumoniae (Tabela 2). Todos os dados de absorbéancia para os biofilmes maduros

podem ser encontrados na Tabela 2.

Figura 4 — Efeito da Curcumina sobre biofiimes maduros de

bacilos Gram negativos.
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Tabela 2 — Atividade da curcumina sobre biofilmes maduros de cocos Gram positivos e bacilos

Gram negativos.

Curcumina (uM)

A - Controle
Géneros Bacterianos 513 51 25
Enterococcus 4 0575:0,0358 0,1159:0,0939 0,06300,0455 0,0628+0,0445
Gram Spp.
Positivas Staphé’éopcoccus 0,0727+0,0398 0,1620+0,1038* 0,0745:0,0409 0,08140,0507
Gram  ESCherichia coli 0,0863:0,0730 0,1113:0,0891* 0,0985:0,1073 0,115610,1237
Negativas Klebsiella

. 0,3351+0,1424 0,9065+0,3225* 0,5348+0,2589* 0,4173+0,2593
pnemoniae

*: P < 0,05 em relagao ao controle de crescimento. Fonte: Dados da Pesquisa.
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6 DISCUSSAO

No teste de sensibilidade para determinar a concentragao inibitoria
minima da curcumina contra a forma plancténica de cocos Gram positivos e bacilos
Gram negativos, foi observado que houve inibicdo do crescimento nas
concentragbes de 513 pM e de 256 pM. Packiavathy et al. (2014) encontraram
concentragdes inibitérias minimas de curcumina contra E. coli e Pseudomonas
aeruginosa de 192 pg/mL (equivalente a 521 yM), que foi um resultado similar ao
encontrado neste trabalho. Bahari et al. (2017) usaram o método da microdiluicdo
com P. aeruginosa e determinaram uma CIM de 128 ug/mL (equivalente a 347 uM).
Ja Neelakantan et al. (2013) encontraram uma CIM de 625 pg/mL (equivalente a
1696 pM) de curcumina para cepas de E. faecalis, valor bastante elevado
comparado ao deste estudo. Kali et al. (2016) encontrou MIC da curcumina igual a
126,9 mg/L (equivalente a 344 uM) para Gram positivas (S. aureus, E. faecalis) e de
117,4 mg/L (equivalente a 318 uM) para Gram negativas (E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa).

Sethupathy et al. (2016) indicou uma potente e consistente atividade
atividade inibidora de quorum sensing da curcumina in vitro contra isolados clinicos
de P. aeruginosa, prejudicando a producao de fatores de viruléncia como protease,
elastase, piocianina, além da formacgao de biofilmes. Isso indica que a atividade
moduladora de QS da curcumina € multifatorial. Eles encontraram inibicado de
biofilme em formacéao e de fatores de viruléncia para P. aeruginosa na concentragao
de 5 pg/mL (equivalente a 13,6 uM), demonstrando grande significancia, podendo
inclusive ser utilizada em combinagdo com outros antibioticos.

Bahari et al. (2017) demonstrou uma significante diminuicdo de biofilmes
em formacao de P. aeruginosa quando ela estava crescendo sob uma concentracao
de 32 pg/mL (equivalente a 87 pM). O principal sistema de QS utilizado pela P.
aeruginosa € o AH1-AHL, especificamente os autoindutores N-butanoil-1-
homoserino lactona (C4-HSL) e N-dodecanoil-1-homoserino lactona (C12-HSL), os
quais pertencem a este sistema. Os autores também mostraram que a concentragao
testada do QSI foi capaz de inibir a C4-HSL e a C12-HSL em 66% e 67%,
respectivamente. Favre-Bonté; Kdhler; Van-Delden (2003) tentaram definir o papel
desses autoindutores no biofilme e utilizaram cepas de P. aeruginosa com diferentes

perfis génicos. Os resultado mostraram que a C4-HSL é requerida para haja uma
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formacdo do biofilme otimizada, pois as cepas que produziram mais desse Al
conseguiram formar maior quantidade de biomassa. Além disso, foi adicionado C4-
HSL exdgeno durante a formacao de biofilme das cepas que ndo o possuiam em
grande quantidade e o crescimento final foi restaurado em 30% a 65%. Com a
adicdo de C12-HSL, esse aumento foi para 30% a 75%. Além disso, o C12-HSL
também exerce um papel essencial para a diferenciacdo do biofiime e desempenha
sua fungcao durante a etapa de adesao irreversivel nas superficies, onde ha também
influéncias do C4-HSL.

Packiavathy et al. (2014) relatou que a atividade moduladora da
curcumina apresenta uma reducdo de biomassa de biofiime concentracido-
dependente, na qual desalojou biofilmes maduros de de E. coli e P. aeruginosa em
52% e 89%, respectivamente, na concentragdo de 100 pyg/mL (equivalente a 271
MM). Ele mostra também que a curcumina inibiu a produ¢cdo de EPS nesses
bioflmes num total de 50% e 97%, respectivamente, para esta mesma
concentragao. Esses resultados reforcam a agao multifatorial desse composto.

As concentragdes relatadas que inibiram o crescimento de biofilmes em
formagdo e maduros nesses estudos foram bem menores que 513 pM. Sugere-se
que a curcumina utilizada em concentragdes mais elevadas pode, possivelmente,
modular um crescimento mais exacerbado tanto em biofilmes em formagdo quanto
maduros.

Existem varios tipos de sistemas de QS com varios autoindutores que
podem agir nesses receptores. Cada bactéria possui uma produgdo majoritaria de
determinadas moléculas moduladoras. Li; Tian (2012) trouxe em seu estudo
exemplos desse fato, como a P. aeruginosa que utiliza C4-HSL e C12-HSL, e o S.
aureus que utiliza AIP-1, AIP-II e AIP-IV. Nessas bactérias, esses Als irdo modular as
principais funcdes de formacao e estruturacdo do biofilme, além da producido de
fatores de viruléncia. As AHLs s&o conhecidas por se difundirem livremente na
membrana celular bacteriana, mas nao apresentam essa mesma facilidade de se
difundir pela matriz, por conta da sua composig¢ao diferente, dificultando que estes
automoduladores atinjam os seus receptores. Porém, os oligopeptideos das Gram
positivas sdo mais influenciados por fatores fisicos, quimicos e biolégicos dentro do
biofilme porque eles sao pequenos peptideos que irdo interagir mais facilmente com
moléculas carregadas, formando ligagdes intermoleculares mais fortes. Além disso,

Keller; Surette (2006) relataram que a producdo de um peptideo sinalizador por S.
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aureus custa 184 ATPs, enquanto uma P. aeruginosa utiliza apenas 8 ATPs para
produzir uma molécula de AHL. E notavel que a disponibilidade de nutrientes e a
fonte de energia sdo fatores importantes na produgcdo de QS e nos biofilmes,
principalmente em Gram positivas.

Li; Tian (2012) também relataram que moléculas que estimam a
densidade populacional podem ser afetadas pela concentragdo de outra molécula
sinalizadora, difusdo limitada, acessibilidade do receptor, degradacao e produgao
deste mesmo autoindutor, como acontece com os Al2. Sun et al. (2016) mostra que
o sistema QS da K. pneumoniae é LuxS dependente, o qual estd envolvido na via
dos Al2, como o furanosil borato diéster. Além disso, Solano; Echeverz; Lasa (2014)
relatam que a fase de dispersao do biofiime é essencial para que as bactérias
escapem e colonizem outros nichos e ha diferentes estratégias para isso acontecer,
como finalizar a sintese de componentes da matriz do biofilme, degradar a matriz e
romper as ligagdes covalentes realizadas na fase de adesao irreversivel. Todos
esses processos sao regulados por moléculas de QS.

Baseado nisso, € suposto que a atividade da curcumina neste estudo
basicamente foi restrita a induzir o crescimento dos biofilmes. Kalia (2013) relatou a
existéncia de moléculas moduladoras que possuem grupos éster em suas
estruturas, como é o caso do furanosil borato diéster, presente tanto em Gram
positivas quanto em Gram negativas, e do acido metil-éster palmitico, presente em
Gram negativas. Ja Yang et al. (2017) demonstrou a importancia dos dois grupos
metdxi (—OCHs), presentes na curcumina, em sua atividade anti-inflamatoria, outro
efeito pelo qual ela é conhecida, inibindo varios mecanismos inflamatorios. Baseado
nisso, pode haver relagdo entre a curcumina e esses moduladores de QS, podendo
o efeito da curcumina sobre os biofilmes estar relacionado aos dois grupos éster,
devido a similaridade dos grupos quimicos. Portanto, pode-se inferir que a
curcumina tenha interagido com esses autoindutores ou mesmo com o0s receptores
destes e, com isso, ela possa ter inibido a modulagdo que iria ativar genes que
promoveriam a fase de dispersao do biofilme, sendo uma possivel explicagcado para o

aumento da biomassa na concentragao de 513 yM.
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7 CONCLUSAO

A curcumina apresentou uma boa inibicado contra as cepas de bactérias
de Gram positivas e Gram negativas na forma plancténica, encontrando uma
concentracao inibitéria minima que coincidiu com o relatado na literatura.

Quanto a sua acao in vitro sobre biofilmes, a curcumina mostrou um
comportamento inesperado, induzindo o crescimento de biofilmes em formagao de
bacilos Gram negativos, ao ser utilizada a concentragdo mais elevada, e também
induziu o crescimento em biofiilmes maduros de cocos Gram positivos e bacilos
Gram negativos na mesma concentragdo, divergindo dos resultados comumente
encontrados na literatura. Esse fato sugere outra forma de interacdo da curcumina
com os biofilmes. Diante disso, mais estudos sdo necessarios de forma a conseguir

elucidar os mecanismos de agado desse composto.
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