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RESUMO

Biofilmes sdo descritos como comunidades microbianas aderidas em uma superficie e
inseridas em uma matriz polimérica extracelular produzida por elas mesmas, estando
associados ao aumento da resisténcia antimicrobiana. Frente a esta problematica, a descoberta
de novas moléculas que apresentem efeito antimicrobiano, constitui-se essencial para superar
os problemas atuais de resisténcia aos antibidticos. Desse modo, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito de compostos da classe de organocalcogénios, os calcogenoésteres
(selenoésteres), sobre células planctonicas e biofilme de Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, os compostos foram denominados S501, N1 e
N2. Para determinar a atividade antibacteriana, os compostos foram diluidos em
concentragdes que variaram de 250 a 7,8 pug/mL e distribuidos em placas de 96 pocos de
poliestireno, com cada suspensdo bacteriana ajustada (1 x 10° UFC/ mL) em meio TSB, em
seguida, incubadas durante 24 horas a 37 °C. A susceptibilidade do microrganismo aos
compostos foi avaliada através de ensaios de concentra¢do inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM). A atividade antibiofilme foi avaliada pela
quantificagdo de biomassa através do método de coloracdo com cristal violeta e pela
quantificagdo do numero de células vidveis no biofilme através da contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC). Os resultados mostraram que S501, N1 e N2 apresentaram
CIM de 62,5, 125 e 62,5 pg/mL, respectivamente, para S. aureus, ja S501 e N1 apresentaram
CIM de 62,5 e 125ug/mL, respectivamente, para S. epidermidis. Todos os compostos inibiram
a formagdo de biomassa, destacando-se S501 e N1 que reduziram cerca de 80%. Em adi¢do, o
numero de células viaveis do biofilme foi reduzido, destacando-se S501 que na concentragdao
de 250 pg/mL gerou redug¢do de 1,6 logi;p quando comparado ao controle. Conclui-se,
portanto, que os calcogenoésteres testados podem representar uma alternativa em potencial
para a prevencdo de biofilmes envolvendo S. aureus e S. epidermidis, entretanto, estudos
complementares sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo dos compostos

estudados.

Palavras-chave: Biofilmes. Resisténcia antimicrobiana. Calcogenoésteres.



ABSTRACT
Biofilms are described as microbial communities adhered to a surface and inserted into an
extracellular polymeric matrix produced by themselves, being associated with increased
antimicrobial resistance. Faced with this problem, the discovery of new molecules that have
an antimicrobial effect is essential to overcome the current problems of antibiotic resistance.
Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of compounds from the class of
organochalcogens, the chalcogenoesters (selenoesters), on planktonic cells and biofilm of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; the
compounds were named S501, N1 and N2. To determine the antibacterial activity, the
compounds were diluted in concentrations ranging from 250 to 7.8 pg/mL and distributed in
96-well polystyrene plates, with each bacterial suspension adjusted (1 x 10° CFU/mL) in TSB
medium, then incubated for 24 hours at 37°C. The susceptibility of the microorganism to the
compounds was evaluated using minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal
bactericidal concentration (CBM) tests. The antibiofilm activity was evaluated by biomass
quantification using the crystal violet staining method and by quantifying the number of
viable cells in the biofilm by counting colony forming units (CFU). The results showed that
S501, N1 and N2 presented MIC of 62.5, 125 and 62.5 pg/mL, respectively, for S. aureus,
whereas S501 and N1 presented MIC of 62.50, 125ug/mL, respectively, for S. epidermidis.
All compounds inhibited the formation of biomass, standing out S501 and N1 that reduced
about 80%. In addition, the number of viable cells in the biofilm was reduced, standing out
S501 that at the concentration of 250 pg/mL generated a reduction of 1.6 logio when
compared to the control. Therefore, it is concluded that the tested chalcogenoesters may
represent a potential alternative for the prevention of biofilms involving S. aureus and S.
epidermidis, however, further studies are needed to clarify the mechanisms of action of the

studied compounds.

Keywords: Biofilms. Antimicrobial resistence. Chalcogenoesters.
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1 INTRODUCAO

A primeira observagdo relacionada a biofilmes foi realizada por Antonie Van
Leuwenhoek em 1674, o0 mesmo com o auxilio do seu microscopio simples estava analisando
amostras retiradas da sua propria placa dentdria e notou a presenca de mais fragmentos
agregados do que fragmentos “livres”. No entanto, a primeira publicacdo que descreve os
biofilmes foi realizada por Zobell em 1943, onde o mesmo relatou a adesdo de bactérias
marinhas em cascos de navios. Apenas em 1978 com o avanco das técnicas de microscopia
foi que Costerton e colaboradores relataram em seu estudo que a maioria dos microrganismos
em ambientes naturais se encontravam fixos a substratos ¢ nao totalmente de forma dispersa.
Logo, a esses microrganismos aderidos foi atribuida a defini¢do de biofilme (MENOITA et
al.,2012).

Desde entdo, varias pesquisas foram realizadas e o conceito de biofilme vem
evoluindo. Atualmente os biofilmes podem ser definidos como uma comunidade de
microrganismos podendo compreender uma Unica ou multiplas espécies microbianas, que
estdo aderidos a uma superficie bidtica ou abidtica, embebidos em uma matriz polimérica
extracelular autoproduzida. A  matrizcontém principalmente DNA  extracelular,
polissacarideos e proteinas (DONLAN, 2002; O’TOOLE et al., 2000; TOLKER-NIELSEN,
2015).

Algumas razdes estdo implicadas na formacdo do biofilme. O biofilme garante uma
maior resisténcia a perturbagdes externas, sendo assim um mecanismo de autodefesa do
microrganismo. Retardam a adsor¢do de moléculas toxicas, como antibidticos e também
ocorre uma maior resisténcia ao sistema imune do hospedeiro. A capacidade de adesdo a
superficies ricas em nutrientes permite que as células bacterianas sejam fixadas e assim
permaneg¢am em um nicho favoravel. A formacao de biofilme implica também as células a
viverem em associacdo com outras espécies, tal processo facilita a troca de nutrientes ou
informagdes genéticas e dessa forma aumenta as chances de sobrevivéncia (MADIGAN et al.,
2016).

Monds (2009) descreve que o desenvolvimento de biofilmes geralmente ocorre em
cinco estagios: (1) primeiramente as células planctonicas tendem a se ligar de forma
reversivel as superficies, seja por meio de flagelos, pili, fimbrias e polissacarideos; (2) A
medida que ocorre a multiplicagdo das células microbianas, as bactérias se ligam de maneira

irreversivel devido o aumento da produgdo de proteinas e polissacarideos da matriz
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extracelular; (3) com esse crescimento as células microbianas comegam a secretar uma matriz
circundante, formando agrupamentos de células chamadas de microcolonias; (4) as
microcoldnias crescem em tamanho e se aderem para formar macro coldnias, nesse estagio o
biofilme se torna maduro; (5) as células podem se dispersar das macro colonias, proliferando
como células planctonicas e formando um novo biofilme. As etapas do desenvolvimento do

biofilme podem ser vistas na Figura 1.

Figura 1 — Etapas do desenvolvimento do biofilme bacteriano

N g
\;./
4

.

Fonte: Adaptado de MONROE (2007).

De acordo com o 6rgdo norte-americano National Institutes of Health (NIH), cerca de
80% de todas as infec¢des no mundo estdo associadas a biofilmes (NIH, 2002). Costerton et
al. (1999) salienta que a formagao do biofilme estd relacionada com diversas doengas, como
fibrose cistica, feridas, pneumonia, otite média, assim como muitas infecgdes cronicas e
persistentes. Isso se d4 ao fato de que comparado a forma planctonica, as bactérias agregadas
em um biofilme se tornam de 10-1000 vezes menos suscetiveis aos antimicrobianos

(KARYGIANNI et al., 2014).

Dentre as descobertas da ciéncia médica, podemos citar os antibidticos como uma das
mais importantes (GOTTFRIED, 2005). No entanto, nos ultimos anos em decorréncia da

imprudéncia humana, seja pelo uso desses medicamentos de forma abusiva ou inadequada,
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seja na produgdo de alimentos, na saide humana ou animal, o nimero de microrganismos
resistentes aumentou. Apesar da resisténcia antimicrobiana (RAM) ser um fendmeno natural
que ocorre em bactérias, fungos, parasitas e virus, tal processo pode ser acelerado e os

farmacos atuais podem ndo ser mais efetivos (ARDAL et al., 2020).

De acordo com o relatério da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) de 2020, nenhum
dos 43 antibidticos que atualmente estdo em fase de desenvolvimento clinico, suprem o
problema da resisténcia das bactérias multirresistentes que estdo na lista de

prioridades (WHO, 2017; WHO, 2021).

A resisténcia antimicrobiana ¢ considerada uma das maiores ameacas a saide publica
mundial. O’Neill (2014) em seu relatério, estima que cerca de 700.000 pessoas morrem a cada
ano devido a infec¢des bacterianas comuns com cepas resistentes. O mesmo enfatiza que se
acOes nao forem tomadas, com base no aumento da resisténcia aos medicamentos para seis
patogenos, esse numero pode aumentar para 10 milhdes de mortes a cada ano até 2050

(Figura 2), e os custos relacionados a RAM chegariam a USS$ 100 trilhdes de dolares.

Figura 2 — Comparagao das principais causas de morte com mortes atribuiveis a

RAM
RAM em 2050
10 milhdes
Tetano
60,000
Acidentes de transito Cancer
1.2 milhdes 8.2 milhdes
RAM agora
700,000
(estimativa baixa)
Sarampo Colera
130,000 100,000 -
120,000
Doengas diarreicas Diabetes
1.4 milhdes 1.5 milhdes

Fonte: Adaptado de O’NEILL (2014).
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Trentin e colaboradores (2013) destacam alguns dos patogenos formadores de
biofilme mais comumente encontrados em infecgdes humanas, como: Staphylococcus spp.;
Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias, como Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae;
Serratia marcescens e Enterobacter cloacae. Outros exemplos de patogenos podem ser vistos

na Tabela 1.

Tabela 1 - Infec¢bes humanas associadas com a formagdo de biofilmes e microrganismos comumente

envolvidos.
TIPO DE INFECCAO MICRORGANISMO REFERENCIAS
Endocardites Staphylococcus aureus Costerton; Stewart; Greenberg
(1999)
Osteomielite Staphylococcus epidermidis Lynch & Robertson (2008)
Rinossinusite Streptococcus pneumoniae Marks; Parameswaran;
Hakansson (2012)
Amigdalite Streptococcus pyogenes Brouwer et al. (2016)
Fibrose cistica Pseudomonas aeruginosa Tolker-Nielsen (2014)
Infeccdes urinarias Escherichia coli Hannan et al. (2012)
Infecgdes em pacientes com Enterococcus. faecium Paganelli et al. (2013)
dispositivos médicos
Bacteremia, Meningite Acinetobacter baumannii Goh et al. (2013)
Infeccdes do trato Klebsiella. pneumoniae Chung (2016)

respiratorio

Fonte: Adaptado de PARRINO et al. (2018).

S. aureus e S. epidermidis sdo reconhecidas por serem grandes produtoras de
biofilmes. Ambas sdo encontradas como parte integrante da microbiota da pele e superficies
de mucosas em humanos. S3do patdogenos oportunistas, estando relacionados a infeccdes
nosocomiais e infecgdes em dispositivos médicos de longa permanéncia. Essas infecgdes
ocorrem principalmente em pacientes imunocomprometidos, seja por contaminag¢do do

proprio paciente, visitante ou profissional da saude (ARCHER et al., 2011; OTTO, 2008).
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Estima-se que pacientes com infec¢des por S. aureus resistentes a meticilina tenham 64%
mais probabilidade de morrer do que pacientes com infecgdes ndo resistentes

(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020).

Um grande esfor¢o tem sido realizado para a descoberta de novas moléculas, tanto de
origem natural quanto sintética, que expressem atividade contra os microrganismos
multirresistentes, dessa forma, diminuindo o numero de mortes causadas por infecgdes
bacterianas (ANDRADE, 2018).

Nesse contexto, se faz necessario a busca por novas alternativas capazes de prevenir
e/ou controlar os biofilmes bacterianos. Os organocalcogénios sdo compostos que possuem
em sua composicao elementos localizados no grupo 16 da tabela periddica (oxigénio, enxofre,
selénio, telurio e polonio). A estratégia de introduzir um atomo de calcogénio ¢ uma forma de
acessar compostos versateis, ja que os mesmos possuem papel importante em processos de
sintese orgénica, sendo amplamente utilizados tanto como reagentes ou como intermedidrios
de reagdo. Além disso, s3o por si mesmas moléculas interessantes, exibindo diversas
atividades biologicas e farmacolégicas (LENARDAO et al., 2020; MORETTO, 2005)

Dentre os organocalcogénios, os calcogenoésteres (ésteres de selenol, tiol e telurol)
tém sido alvo de interesse devido a sua importancia em varias transformagdes organicas. Os
selenoésteres vem ganhando destaque por apresentarem diversas atividades, dentre elas,
podemos citar as atividades antivirais, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais e
determinados compostos de selénio apresentam acdo antinociceptiva, neuroprotetora,
hepatoprotetora e agdo mimética de varias enzimas e proteinas (HUANG, 2016; NOGUEIRA;
BARBOSA; ROCHA, 2021; PETERLE, 2019; RAMPON et al., 2010; RAMPON, 2013;
VICTORIA et al., 2013).

O selénio estd presente em mamiferos na forma do aminoacido selenocisteina
(NOGUEIRA, 2004). Flohe et al. (1973) relatou em seu estudo a primeira funcao bioquimica
do selénio como parte integrante da enzima Glutationa Peroxidase (GPx). Varios autores
atribuem a atividade antioxidante do selénio ao fato deste ser capaz de mimetizar a GPx,

dessa forma sendo capaz de degradar perdxido de hidrogénio (H,O,) (BUENO, 2015).

Apesar dos resultados promissores dos calcogenoésteres em relagdo a atividade
antimicrobiana, poucos sdo os estudos que abordam especificamente sua atividade sobre
biofilmes bacterianos. Dentre os escassos estudos destacam-se resultados como, atividade

antimicrobiana e antibiofilme contra as cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 11733
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Streptococcus pyogenes ATCC 19675 (CAMARA-LEIMBACH, 2015), Salmonella enterica
serovar Typhimurium 14028s e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SPENGLER et al.,

2019), Streptococcus parasanguinis ATCC 903 e Streptococcus mutans ATCC 25175
(PINHEIRO, 2017).

Frente a esta problematica, o presente estudo buscou avaliar a atividade antimicrobiana

de calcogenoésteres sobre células planctonicas e biofilmes de duas espécies de estafilococos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano de trés calcogenoésteres contra o crescimento de

células planctonicas e o desenvolvimento de biofilmes de duas espécies de estafilococos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre o crescimento planctonico
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228;

e Avaliar a atividade dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre a formacdo de biomassa
do biofilme pelas bactérias S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228;

e Averiguar o potencial dos calcogenoésteres em estudo em reduzir o nimero de células
viaveis no biofilme formado por S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC
12228;

e Avaliar a atividade dos calcogenoésteres sobre biofilmes pré-formados das cepas de S.

aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao dos calcogenoésteres

Os calcogenoésteres foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Oscar
Endrigo Dorneles Rodrigues da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Foram
utilizados os calcogenoésteres: S501 (4-metilbenzoselenoato de fenila), N1 (4-
nitrobenzoselenoato de fenila), N2 (p-metilbenzoselenoato de p-toluila), trés selenoésteres

(Figura 2).

Figura 3 - Férmula estrutural dos calcogenoésteres utilizados no estudo

a) S501 b) N1
? : 2
O,N
b) N2

Fonte: Imagens cedidas pelo Prof. Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues — UFSM. Estrutura quimica dos

calcogenoésteres utilizados: a) S501; b) N1; c¢) N2.

3.2 Microrganismos e condicoes de cultivo
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As cepas bacterianas utilizadas no estudo foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, obtidos da American Type Culture Collection
(ATCC). Inicialmente coletadas da suspensdao estoque, armazenada a -80°C em caldo
Triptona Soja (TSB; Himedia, India) com 20% de glicerol, sendo estriadas em placas de petri
contendo meio Agar Triptona Soja (TSA) e posteriormente incubadas a 37° C por 24 horas.
Apobs o crescimento bacteriano, foram transferidas cinco colonias uniformes para tubos tipo
falcon contendo 5 mL de caldo TSB e incubadas a 37° C por 24 horas. Apds a fase de
ativacdo, a concentracdo de células de cada espécie bacteriana foi ajustada para 2 x 10°

células/mL com o auxilio de um leitor de placas (SpectraMax i3) por analise a 620 nm.

3.3 Ensaio de atividade sobre o crescimento planctonico dos microorganismos

O efeito dos calcogenoésteres sobre o crescimento planctonico foi avaliado por meio
do teste de microdilui¢do em placas de 96 pocos de poliestireno. Os calcogenoésteres S502,
N1 e N2 foram diluidos em meio TSB com as concentragdes variando entre 250 — 7,8 pug/mL.
Cada poco da microplaca foi preenchido com 100 pL. do meio de cultura contendo a bactéria
ajustada a 2 x 10° células/mL, posteriormente foram adicionados em cada pogo 100 puL do
meio contendo o calcogenoéster em suas diferentes concentragdes, obtendo um volume final
em cada pogo de 200 pL. Esse procedimento foi realizado para os trés compostos testados

contra as duas espécies de bactérias. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C.

Ap6s o periodo de incubacao foi feito a determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) através da mensuracdo da turbidez dos pogos com auxilio do leitor de
microplacas (SpectraMax 13), a um comprimento de onda de 620 nm. A CIM foi considerada
a menor concentragdo do composto em que ndo apresentou crescimento bacteriano. Para a
determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi inoculado em placas de petri
com meio TSA, 10 pL da suspensdo contida nos pogos em que ndo houve crescimento
bacteriano visivel, as placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. Sendo considerada CBM a
menor concentragdo do composto testado que inibiu completamente o crescimento bacteriano

nas placas de petri.

3.4 Ensaio de atividade sobre a formacao de biofilme
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Os biofilmes foram avaliados pela quantificagio da biomassa por coloracdo com
Cristal de Violeta (CV) e contagem de unidades formadoras de colonia (UFC), o ensaio foi
realizado com base no teste de placa de microtitulacdo segundo a metodologia descrita por
Stepanovic et al. (2000). A preparagdo das placas para o ensaio foi semelhante ao utilizado

para determinagao dos efeitos dos calcogenoésteres sobre o crescimento planctonico.

3.4.1 Quantificacdo da biomassa

A quantificagdo da biomassa dos biofilmes foi determinada pelo método de coloragao
com cristal de violeta (CV). Apos a incubacdo a 37°C por 24 horas, as placas foram lavadas
com agua destilada estéril por trés vezes para a remocdo do meio de cultura e retirada das
células fracamente aderidas ao biofilme. Em seguida, foi adicionado 200 pL de metanol a
100% por 5 minutos para fixacdo dos biofilmes. Apos o descarte do metanol, adicionou-se
entdo, 200 pL de cristal violeta a 1 % por 5 minutos para colorag¢do e em seguida, o excesso
de corante foi removido com agua destilada estéril. O corante remanescente foi removido com
a adi¢ao de 200 pL de acido acético a 33% por 5 minutos e entdo a biomassa foi quantificada
através da medi¢ao da densidade optica a 590 nm com o auxilio de um leitor de microplacas

(SpectraMax 13).

3.4.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Foram preparadas placas estéreis de 96 pogos utilizando um procedimento semelhante
aos ensaios de atividade antimicrobiana, com a mesma concentra¢ao de células e substancias,
incubadas por 24 horas a 37 °C para crescimento do biofilme. Posteriormente os pogos foram
lavados trés vezes com 200 uL de dgua destilada estéril sendo que na ultima lavagem a agua
foi deixada nos pocgos e as placas foram levadas para o banho ultrassonico (Sonicor/SC-52)
por 8 minutos para a liberagdo das bactérias aderidas ao biofilme.

Para cada concentracdo da substancia testada foi removido o volume de trés pocos e
reunidos em um microtubo estéril perfazendo um volume final de 600 uL. Em uma nova
placa de 96 pocos o volume foi redistribuido e realizado diluigdes seriadas na base 10. Em
seguida, 10 pL da suspensdo foram plaqueados em placa de petri e incubados sobre as
mesmas condigdes citadas acima, durante 24 horas. O nimero de Unidades Formadoras de

Colonias foi determinado e o valor foi expresso em Log UFC/mL.
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3.5 Ensaio sobre biofilmes pré-formados

Os ensaios foram também realizados em placas de 96 pogos de poliestireno. As
suspensdes de células (200 uL de 1x10° UFC/mL) foram adicionadas a cada pogo e incubadas
a 37° C durante 24 horas. Apds este periodo, o meio de cultura foi removido € um volume
igual dos calcogenoésteres nas concentragdes que variaram de 250 a 7,8 ug/mL foi adicionado
aos pocos, sendo que no controle de bactéria nao tratada com estes compostos, foi adicionado
200 pL de meio de cultura. Apds 24 horas, o meio foi retirado e cada poco foi lavado com
agua destilada estéril para remog¢ao das células fracamente aderidas. Em seguida, os biofilmes
foram avaliados quanto a formac¢do de biomassa e nimero de células vidveis como descrito

anteriormente.

3.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Os resultados foram
categorizados no Microsoft Excel® (Versdao 2010 para Windows) com posterior andlise
estatistica no software GraphPad Prism® (Versdo 5.0 para Windows). Para a analise de
diferencas inter-grupos foi realizado analise de variancia ANOVA com pds-teste Bonferroni e

nivel de significancia de p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito dos calcogenoésteres sobre o crescimento plancténico

Através da andlise da CIM e da CBM o composto S501 apresentou valores de CIM
para S. aureus e S. epidermidis a partir de 62,5 pg/mL. Ainda para estas duas cepas a CBM
foi de 62,5 pg/mL e 125 ug/mL, respectivamente. O composto N1 apresentou valores de CIM
a partir de 125 pg/mL e CBM com variagdes de 250 pg/mL e 125 pg/mL sobre as cepas de
Staphylococcus spp.. Observou-se que o composto N2 apresentou atividade antimicrobiana

apenas para S. aureus com CIM de 62,5 npg/mL e CBMde 125 pg/mL (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos

calcogenoésteres sobre as cepas de Staphylococcus spp

S501 N1 N2
Bactéria
CM CBM CIM CBM (CIM CBM
S. aureus ATCC 25923 62,5 62,5 125 250 62,5 125

S. epidermidis ATCC 12228 62,5 125 125 125 ND ND

Fonte: Elaborada pelo autor. ND — Néo determinado.

Foi descrito na literatura por Stevanovic et al. (2015) as propriedades antibacterianas
de nanoparticulas de selénio, que apresentaram CIM para Staphylococcus aureus ATCC
25923 e para Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 de 125 e 250 pg/mL, respectivamente.
No trabalho de El-Shamy et al. (2015) foi analisado 23 tipos de analogos de nucleosideos
contendo enxofre e selénio, apresentando valores de CIM variando entre 12,5 - 200 pg/mL
para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Aspergillus

niger e Candida albicans.

Em um estudo realizado por Shaaban et al. (2014) apesar de nao ter sido determinado
valores de CIM e CBM, foi relatado toxicidade por uma série de organocalcogénios contra
algumas cepas bacterianas, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium phlei, Micrococcus luteus, Escherichia coli, e Klebsiella pneumoniae; € ao

fungo Aspergillus niger.
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Fazendo uma relagdo entre os estudos mencionados ¢ os resultados encontrados no
presente trabalho, ¢ reforcado o potencial promissor dos calcogenoésteres contendo selénio,
no que diz respeito a propriedades antimicrobianas. Moléculas que exibem atividade
bactericida sobre as células planctonicas, como foi observado em S501, N1 e no caso de N2
somente para S. Aureus, seriam capazes de impedir a adesdo do microrganismo a superficie,

dessa forma interferindo na formagao do biofilme de S. aureus e S. epidermidis.

4.2 Atividade antibiofilme

Em relagdo a formagdo de biofilme de S. aureus o composto S501 reduziu a formacgao
de biomassa em todas as concentragdes, com niveis de redugdo entre 29% e 90%. O composto
N1 reduziu a biomassa a partir da concentracdo de 7,8 a 62,5 pg/mL com niveis de reducao
entre 12% e 43%. J4 o N2 apresentou niveis de reducdo entre 9% e 60% observadas nas

concentragdes que variaram de 7,8 a 125 pg/mL (Figura 4A, B e C).

Para os trés calcogenoésteres testados em S. epidermidis foi observado uma redugdo
na formagdo de biomassa nas maiores concentragdes (250 - 62,5 pg/mL) com niveis variando
entre 63% - 96% para S501; 40% - 79% para N1 e 18% - 44% para N2, sendo que em N1 e
N2 verificou-se uma maior reducdo na concentragdo de 125 pg/mL (Figura 5A, B e C). A
reducdo de biomassa pode estar relacionada a diminui¢do das células planctdnicas, ja que foi
observado atividade bacteriostatica e bactericida dos trés calcogenoésteres, no caso de S.

epidermidis apenas S501 e N1.

Com relagdao a estudos envolvendo atividade antibiofilme, Shakibaie er al. (2015)
demonstrou que nanoparticulas de selénio em concentragdes abaixo de 16 pg/mL reduziram o
biofilme de isolados clinicos de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Proteus

mirabilis entre 34% a 55%.

Dentre os escassos estudos envolvendo selenoésteres, Spengler ef al. (2019) relatou
em seu trabalho uma inibi¢ao do biofilme de cerca de 70% sobre Staphylococcus aureus e
cerca de 45% para Salmonella enterica serovar Typhimurium. Em um estudo realizado por
Pinheiro (2017) foi demonstrado a atividade antibiofilme de dois selenoésteres CO1 e C02

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 e Streptococcus parasanguinis ATCC 903.
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Infec¢des nosocomiais e infeccdes em dispositivos médicos de longa permanéncia
ocorrem principalmente em pacientes imunocomprometidos. S aureus e S. epidermidis sao
patogenos oportunistas e reconhecidos por sua capacidade de produzir uma grande quantidade
de biofilme. No ambiente hospitalar esses microrganismos estdo relacionados a grande parte
dessas infeccdes, apesar de serem encontrados como parte integrante da microbiota humana e
em superficies de mucosas (ARCHER et al., 2011; OTTO, 2008). De acordo com os estudos
mencionados e os resultados obtidos, fica evidente que os compostos de selénio sdo fortes

agentes antibiofilme.

4.3 Contagem do nimero de células viaveis

Na andlise das células viaveis para S. aureus todos os trés compostos testados
mostraram uma consideravel redugdo, com énfase em S501 que na concentracdo de 250
pg/mL apresentou uma redugdo de 1,6 log; e na concentracdao de 15,6 pg/mL a reducado foi de
1,7 logip quando comparado ao controle. J4 o N1 apresentou uma redugdo em todas as
concentracgdes, variando entre 0,57 a 0,76 log;o. O composto N2 apresentou uma pequena
reducdo em todas as concentragdes, destacando-se que em 31,2 pg/mL a redugdo foi de 1,5

log;o (Figura 4D, E e F).

S. epidermidis mostrou-se menos sensivel aos calcogenoésteres testados, apenas S501
e N1 apresentaram uma reducao significativa. Para S501 a reducdo na concentracao de 15,6
pg/mL foi de 0,6 log;o. Em N1 a redugdo na concentracao de 62,5 pg/mL foi de 0,97 logio
(Figura 5D, E e F).

Shakibaie et al. (2015) descreve na literatura que nanoparticulas de selénio reduzem
ligeiramente a quantidade de células vidveis do biofilme de trés isolados clinicos: S. aureus, P.
aeruginosa e P. mirabilis, ndo apresentando toxicidade contra essas cepas. No estudo de
Pinheiro (2017) os dois selenoésteres testados apresentaram redu¢do no numero de células
vidveis para S. mutans e S. parasanguinis, com énfase no composto CO1 que na concentragao

de 250 pg/mL apresentou uma redugdo de 1,6 log;o.

A diminui¢do de células vidveis pode estar relacionada com a atividade bactericida e

bacteriostatica, que impediram a adesdo do microrganismo a superficie, dessa forma evitando
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a formagdo de biofilme. Apesar da quantidade consideravel de reducdo da biomassa, a
reducdo no numero de células vidveis foi menor, fato este que pode estar relacionado a
protecao que a matriz do biofilme garante ao microrganismo. Nao ¢ descartada a possibilidade
de associagdo dos calcogenoésteres a outros farmacos, com o intuito de analisar a atividade

sinérgica de mecanismos de a¢do contra os microorganismos formadores de biofilme.

No estudo de Spengler er al. (2019) foi testado a combinacdo de alguns selenoésteres
com ciprofloxacina (CIP) para S. aureus e com tetraciclina (TET) para S. typhimurium, que
apesar de apresentarem atividade antagonica ou indiferente em algumas concentragdes para os
dois antibitticos, foi observada atividade sinérgica dependente da concentracdo dos agentes
antibacterianos. O mesmo refor¢a que assim como as nanoparticulas de selénio, os
selenoésteres poderiam ser usados para revestir superficies de dispositivos médicos, ja que

impedem a adesdao do microrganismo a superficie, inibindo a formagao de biofilme.

Figura 4 — Efeito dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre biofilmes de S. aureus ATCC 25923
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0.3 08 - 0.5

- 0.4
0.6
Eo2 E E
c c c 0.3
2 - 2 0.4 2 - -
(] . wn " -
] o Q0.2
o 01 - . a a
0.0 T | T | 1 u [ T 1 0.0 v 0.0 v
&,@ a® \.,? ,5-\'.‘- G.,‘.’ KO 439 A® \g,? ,5.& aq".’ KO isaP P \o,“ ,;J!v ‘;1‘3 o ,gP
o o &
4 of <)
[ 1pgimL [ 1ng/mL [ 1ngimL
D) S$501 x S. aureus ATCC 25923 E) N1 x S. aureus ATCC 25923 F) N2 x S. aureus ATCC 25923

Logso UFCImL

[ ]pg/mL [ ]pg/mL [ ]1ng/mL

Fonte: Autor. Quantificagdo da biomassa (A, B, C) e analise das células viaveis (D, E, F) de S. aureus ATCC
25923. Barras brancas representam bactérias tratadas com os calcogenoésteres, barras pretas representam
bactérias sem tratamento. (* = p <0,05 e ** = p <0,01 em comparacdo com o grupo de controle).
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Figura 5 - Efeito dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre biofilmes de S. epidermidis ATCC 12228
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bactérias sem tratamento. (* = p <0,05 e ** = p <0,01 em comparagdo com o grupo de controle).
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4.4 Quantificacdo da biomassa de biofilmes pré-formados

Os resultados estao representados na Figura 6A, B, C e mostraram que todos os
compostos foram efetivos na reducdo da biomassa para S. aureus. Destacando-se a atividade
nas concentracdes a partir de 31,2 a 125 pg/mL que reduziram entre 36% - 69% para S501;

45% - 53% para o composto N1 e 33% - 77% para o N2.

Para S. epidermidis todos os compostos apresentaram uma reducdo nas maiores
concentragdes (250 - 62,5 pg/mL) sobre os biofilmes pré-formados. No entanto, também foi
observado uma pequena redugdo nas menores concentracdes. Para S501 a reducdo variou
entre 18% - 70%; 3% - 43% para o composto N1, sendo que na concentragdo de 15,6 pg/mL
foi observado um aumento na producao de biomassa, ultrapassando o controle de bactéria sem
tratamento, fato que pode estar relacionado ao estresse causado pelo N1; O composto N2

apresentou uma redugo variando entre 22% - 59% (Figura 7A, B e C).

4.5 Contagem do niimero de células viaveis de biofilmes pré-formados

Em relagdo ao numero de células vidveis dos biofilmes pré-formados para S. aureus,
apenas N1 apresentou uma consideravel redug¢do, com énfase que na concentragdo de 250 e
125 pg/mL apresentou uma redugdo de 1 logio e 0,93 log;, respectivamente (Figura 6D, E e
F). Para S. epidermidis, apenas S501 apresentou na concentragdo de 15,6 pg/mL uma redugdo

do numero de UFCs em 2,6 log;¢ quando comparado ao controle (Figura 7D, E e F).

Em um trabalho de Sousa e colaboradores (2017) com estreptococos orais, foi
demonstrado a atividade sobre biofilmes pré-formados, os selenoéstesres S501 e S502
reduziram a biomassa de S. parasanguinis em 55% e 63%, respectivamente. Além disso, em
relagdo ao numero de células vidveis para S. parasanguinis, S502 reduziu cerca de 1,9 log
na concentracdo de 250 pg/mL. Foi observado uma melhor redu¢do para S. mutans pelo

tratamento com S501, S502 e S503 em concentra¢des mais baixas.

Em relagdo aos biofilmes pré-formados, os calcogenoésteres apresentaram uma menor

redu¢do quando comparados aos ensaios sobre células planctonicas. Tal resultado ja era
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esperado. Sabe-se que bactérias estdo relacionadas a infecgdes cronicas e persistentes devido a
sua capacidade de formar comunidades sésseis e produzir biofilme. Quando os
microrganismos estdao incorporados a um biofilme e aderem a esse estilo de vida séssil, eles
podem ser até 1000 vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que bactérias
planctonicas (ARCHER et al., 2011; COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999;
KARYGIANNI et al., 2014). Em relacao aos estudos mencionados, fica claro que compostos

contendo selénio possuem atividade contra biofilmes pré-formados.

Apesar da estrutura dos calcogenoésteres S501 e N2 serem semelhantes, variando
apenas em um grupo metil para S501, a acdo antimicrobiana e antibiofilme foi diferente para
ambos, sendo mais pronunciada em S501, podendo ter relacdo ao grupamento metil. Sdo
necessarios estudos adicionais para elucidar o mecanismo de a¢do desses compostos sobre o

biofilme ja maduro.

Figura 6 - Efeito dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC 25923
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Fonte: Autor. Quantificacdo da biomassa (A, B, C) e andlise das células viaveis (D, E, F) de S. aureus ATCC
25923. Barras brancas representam bactérias tratadas com os calcogenoésteres, barras pretas representam
bactérias sem tratamento. (* = p <0,05 e ** = p <0,01 em comparacao com o grupo de controle).
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Figura 7 - Efeito dos calcogenoésteres S501, N1 e N2 sobre biofilmes pré-formados de S. epidermidis ATCC
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5 CONCLUSAO

Os calcogenoésteres S501, NI e N2, apresentaram atividade antibacteriana e
antibiofilme sobre as cepas de Staphylococcus spp.. Com destaque para o composto S501 que
mostrou um efeito mais eficaz na reducao do biofilme de S. aureus. S. epidermidis se mostrou
mais sensivel aos compostos nos ensaios de biofilmes pré-formados.

Dessa forma, os calcogenoésteres testados podem representar uma alternativa em
potencial para a prevengdo de biofilmes envolvendo S. aureus e S. epidermidis. No entanto,
estudos complementares sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo dos
compostos estudados neste trabalho. Sugere-se também, a realizagdo de estudos que avaliem a

toxicidade dos calcogenoésteres.
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