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Baixa concentracado de trans-resveratrol inibe o crescimento e
formacao de biofilme de Staphylococcus aureus UFPEDA 02

Low concentration of trans-resveratrol inhibits the growth and biofilm
formation of Staphylococcus aureus UFPEDA 02
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RESUMO

Staphylococcus aureus € uma bactéria de preocupacdo global, classificada pela
Organizagdo Mundial da Saude como um patdgeno prioritario de nivel alto e diferentes
estratégias sdo empenhadas para reduzir os riscos de infec¢des. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade do trans-resveratrol contra a linhagem de S. aureus UFPEDA
02. Foi realizada a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e o Ensaio in vitro de formacdo do biofilme
por 48 h. O trans-resveratrol demonstrou atividade na concentracdo de 2,5 pg/mL. Houve
inibicdo do crescimento planctonico sem produzir efeito bactericida. O composto
promoveu uma ac¢do antibiofilme alta (cerca de 80%), com grau de inibicdo moderado.
Em complemento néo foram observadas células com capacidade de formar biofilme, visto
que o ponto de corte do teste foi de 0,177. Como conclusdo, o trans-resveratrol se mostrou
promissor no combate ao crescimento de S. aureus UFPEDA 02.

Palavras-chave: ativos botanicos, patdgenos prioritarios da OMS, biofilme, colecdo de
culturas UFPEDA.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a microbe of global concern. It is classified by the World Health
Organization as a high-level priority pathogen and different strategies are undertaken to
reduce the risks of infections. The aim of this work was to evaluate the activity of trans-
resveratrol against the strain S. aureus UFPEDA 02. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the in vitro
biofilm formation assay were performed. Trans-resveratrol showed activity at 2.5 pg/mL.
Planktonic growth was inhibited without producing a bactericidal effect. The compound
promoted a high antibiofilm action (aprox. 80%) and the degree of inhibition was also
demonstrated as moderate. In addition, cells capable of forming biofilms were not
observed, since the cutoff was 0.177. In conclusion, trans-resveratrol showed promise in
combating the growth of S. aureus UFPEDA 02.

Keywords: botanical actives, WHO priority pathogens, biofilm, UFPEDA type culture
collection.

1 INTRODUCAO

O trans-resveratrol € um polifenol de ocorréncia natural encontrado em inmeras
fontes boténicas, especialmente Vitis vinifera (Meng et al., 2021; Deus et al., 2020). Nesta
planta, os maiores teores do composto ocorrem nas sementes (Li et al., 2011), pele de
baga (Tzanova e Peeva, 2018) e folhas (Wang et al., 2013), bem como nos produtos

derivados da uva, especialmente o suco (Concenco et al., 2019).
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O trans-resveratrol apresenta propriedades farmacologicas, tais como atividade
anti-inflamatoria (Dull et al., 2019), antioxidante (Pastor et al., 2019), antitumoral (Thipe
et al., 2019), cardioprotetora (Xia et al., 2017), hipolipemiante (Bedé et al., 2020)
antidiabética (KurSvietien¢ et al., 2016) e neuroprotetora (Ranzotto e Zatta, 2014). Além
disso, o composto pode ser usado como aditivo em alimentos (Tuffi e Garcia, 2020), como
também exibe atividade contra virus (LIU et al., 2014), protozoérios (Passos et al., 2015),
leveduras (Lee e Lee, 2015) e bactérias (Abedini et al., 2021). Em complemento, o trans-
resveratrol pode agir sobre a adesdo microbiana a substratos por diferentes mecanismos,
incluindo danos na membrana (Yang et al., 2017; Lee et al., 2014) e inibicdo da expressao
de genes relacionados ao desenvolvimento do biofilme (Ma et al., 2018).

A formagc&o dos biofilmes foi intimamente relacionada a resisténcia microbiana a
antibidticos (Proia et al.,2016). Neste contexto, a Organizacdo Mundial da Saude listou
12 bactérias como patégenos prioritarios globais, dentre eles Staphylococcus aureus
(Asokan et al., 2019). Esta bactéria é o principal Gram-positivo em infec¢des hospitalares
e infecgOes adquiridas que no Brasil, variam de 30-80% (Shore et al., 2011; Oliveira,
2014), apresentando taxas significativas de mortalidade e morbidade (Holland et al.,
2014). Baseando-se na potencialidade do trans-resveratrol em termos da atividade
antimicrobiana e antibiofilme (Sousa e Vasconcelos, 2022), este trabalho teve por
objetivo avaliar sua atividade sobre células planctnicas e sésseis de uma linhagem de S.

aureus multidrogarresistente.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 TRANS-RESVERATROL

Foi utilizado trans-resveratrol (Purifarma, Sdo Paulo, Brasil) adquirido de um
estabelecimento comercial, com alto grau de pureza (lote A20210502), produzido na

China, isento de metais pesados e pirogénicos.

2.2 LINHAGEM
A linhagem UFPEDA 02 (Staphylococcus aureus) foi gentilmente doada pela
Prof. Dra. Glaucia Manoella de Souza Lima, curadora da Colegdo de Microrganismos

UFPEDA, do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.
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2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
DETERMINAC}AO DA CONCENTRAQAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A determinacdo da CIM do trans-resveratrol foi realizada utilizando a técnica de
microdiluicdo (Balouiri et al., 2016), com concentracdes variando de 2,5 a 0,15 pg/mL.
Apbs 48h de incubacdo, os valores de CIM foram determinados pela analise visual da
inibicdo do crescimento em cada poco, verificado pela presenca de turbidez, comparando
os testes com o controle. A CIM foi definida como a menor concentragdo que conseguiu
inibir 100% o crescimento bacteriano observado nas cavidades. O experimento foi
realizado em triplicata. Os controles, positivo e negativo, corresponderam,
respectivamente, ao caldo sem o composto, inoculado com a linhagem e o caldo MH sem
inoculagéo.

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), apo6s a
realizacdo do teste de determinacdo da CIM, foram adicionados 10 uL de solucdo de
resazurina 1% em cada um dos pocos e apds 2h de incubacdo, a temperatura ambiente,
observou-se a coloragdo dos caldos. A CBM foi definida como a concentracdo da droga
que resultou na morte da cultura bacteriana, caracterizada pela manutencéo da cor azul
(Hafidh et al., 2011).

2.4 ENSAIO IN VITRO DE FORMACAO DO BIOFILME

O ensaio foi realizado em triplicata pela técnica do cristal violeta (Khare e Arora,
2011). Em tubos de microdilui¢éo, contendo 900 uL de caldo MH; 100 pL de 2,5 pg/mL
de trans-resveratrol; e 10 pL da suspensdo de S. aureus UFPEDA 02 (tubo n° 1 — escala
de MacFarland). Apo6s incubacdo de 24h a 37°C, o conteldo dos microtubos foi
descartado e as paredes lavadas de 3-5 vezes com agua de torneira. Depois de secos, 0s
microtubos receberam 1000 pL de cristal violeta 1% e ap6s 20 min, o corante foi
descartado e seu excesso nas paredes, removido com agua de torneira. Em seguida, foram
transferidos 1000 pL de etanol absoluto e 30 minutos apds de repouso, a absorbancia da
solucéo foi analisada a 590 nm (Kasvi, 4ANM) (ODsgo).

2.5 CRITERIO DE INTERPRETAGAO

O percentual de adesdo foi calculado pela diferenca entre as meédias da medida em
triplicata, das densidades opticas do teste e do controle, divido pela média da densidade
Optica obtida no controle, multiplicando por 100. A adesdo foi considerada fraca (se <
40%), moderada (se entre 40 e 80%) ou forte (se > 80%) (Rodrigues et al., 2010). O grau
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de inibicao foi considerado alto se maior que 80% de inibi¢éo, abaixo disso, classifica-se
como moderado ou baixo (Kwasny e Opperman, 2010). O valor da leitura da ODsg na
qual denotou a presenca de células com capacidade de fixacdo foi estabelecido como trés

vezes a densidade oOptica do caldo MH néo inoculado (Pagano et al., 2004).

3 RESULTADOS
Foi observado que 2,5 pg/mL de trans-resveratrol resultaram atividade em S.
aureus UFPEDA 02. Houve inibicdo do crescimento planctonico, sem atividade biocida.

No Quadro 1 estdo apresentados os resultados do teste do CIM e CBM e sua interpretacao.

Quadro 1 — Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) do trans-resveratrol contra a Staphylococcus aureus UFPEDA 02 em trés repeticdes

Trans-resveratrol (ug/mL) CIM CBM Atividade
2,50 — + Bacteriostatica
1,23 + + Bacteriostatica
0,63 + + Bacteriostatica
0,32 + + Bacteriostatica
0,15 + + Bacteriostatica

Sobre a acdo antibiofilme de do trans-resveratrol observou-se uma redugéo
significativa da adesdo celular, em cerca de 80,0%. O valor da média da densidade ética
alcancada no tratamento com trans-resveratrol foi 0,098+0,02 (ODsgo controle =
0,226+0,001). Descontado o valor da absorbancia do meio (ODsgo do meio = 0,059+0,010),
estes resultados permitiram afirmar que 2,5 pg/mL de trans-resveratrol produziram um
efeito antimicrobiano importante, visto que ao multiplicar o ponto de corte por trés
(0,177+0,010), o valor obtido estava abaixo do detectado, indicando ndo haver células
com capacidade de formar biofilme no microcosmo. A Tabela 1 resume a interpretacao
desses resultados no ensaio in vitro da formacédo do biofilme.

Tabela 1 — Classifica¢do do percentual de inibi¢do (xerro padréo) de Staphylococcus aureus UFPEDA 02
exposta 2,5 ug/mL de trans-resveratrol

Parémetros Resultado
Inibicéo (%) 76,2+0,2
Tipo de adesdo das células ao substrato Moderada
Grau da inibicdo do biofilme Moderado
Valor do ponto de corte 0,177+0,010
Presenca de células com capacidade de formar biofilme Néo
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4 DISCUSSAO

Diferentes moléculas de ocorréncia natural, como o trans-resveratrol, demonstram
sua atividade a partir de concentragdes muito baixas (Liu et al., 2021). Em bactérias
Gram-positivas, a atividade antimicrobiana do trans-resveratrol ocorre por mecanismos
distintos, podendo envolver a regulacdo negativa de genes requeridos no processo de
divisdo celular (Haranahalli et al.,, 2016), bem como por mecanismos Unicos,
independentes de crescimento microbiano (Qin et al., 2014). Em complemento, o
composto exibe atividade antibiofilme, atuando na perturbacéo dos sistemas bacterianos
de quorum sensing (QS) (Liu et al., 2021; Thakur et al., 2020; Vasavi et al., 2017),
contudo é importante ressaltar que a atividade antibiofilme ndo ocorre como
consequéncia de uma acdo bactericida anterior, sobre células pioneiras, tampouco
interfere na motilidade de células em fase de migracdo (Lee et al., 2013). Por conta dessa
caracteristica, sugere-se que o trans-resveratrol € um dos polifendis botanicos reguladores
das interacdes entre plantas e bactérias (Musilova et al., 2016).

O aumento da concentracdo de compostos fendlicos na bicamada lipidica
bacteriana ocasiona alteraces estruturais na membrana celular e extravasamento de
conteddo celular (Bouarab-Chibane et al., 2019). A posicdo dos grupos -OH nos
compostos fendlicos (Figura 1) esta diretamente relacionado a eficacia antimicrobiana
desses compostos (Wu et al., 2016; Gyawali e lbrahim, 2014). Além disso, a molécula
interage com 0s principais constituintes da membrana celular, em fungdo de sua
lipofilicidade. Assim, acredita-se que a susceptibilidade de S. aureus ao trans-resveratrol
se deve a auséncia da membrana externa em Gram-positivos. Por outro lado, a membrana
externa dos Gram-negativos exibe carater hidrofilico e parece atuar impedindo a difuséo
de moléculas lipofilicas, como o trans-resveratrol (Paulo et al., 2010).

Figura 1 — Esqueleto quimico do isdmero trans-resveratrol, composto por dois anéis aromaticos ligados
por uma ponte metilénica

OH

HO N
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Inimeros estudos que descrevem alguns possiveis mecanismos, pelos quais o
trans-resveratrol age sobre células microbianas, tais como inibicdo de enzimas
metabolicas (Dadi et al., 2009), dano oxidativo da membrana celular (Subramanian et al.,
2014), comprometimento da divisdo celular (Haranahalli et al., 2016), danos ao DNA
(Subramanian et al., 2016) e inibicdo da cadeia transportadora de elétrons e da FOF1-
ATPase (ATP-sintase/ATPase do tipo F), matando a célula pelo decaimento da producéo
de energia que mantém as func@es vitais celulares (Madrigal-Perez e Ramos-Gomez,
2016), contudo ainda nao ha consenso sobre 0 mecanismo de acéo exato pelo qual o trans-
resveratrol exerce seus efeitos antibacterianos, embora aceite-se que a molécula promova
atividade bacterioestatica (Nehr-Meldgaard et al., 2018), observada também neste estudo.
Além disso, o trans-resveratrol exibe efeito pleiotrépico espécie-especifico (Vestergaard
e Ingmer, 2019).

O efeito pleiotropico talvez seja estocastico entre linhagens de uma mesma
espécie porque isolados de diferentes meios podem expressar fenotipos relacionados a
fatores e pressdes ambientais, mesmo geneticamente idénticos (Tadrowski et al., 2018).
Neste contexto, é possivel que pleiotropia seja observada na atividade antibiofilme
mediada pelo trans-resveratrol em S. aureus (Cho et al., 2015; Lee et al., 2014). Estima-
se gue concentragdes entre 100 e 1000 pg/mL sdo suficientes para causar inibigdo em S.
aureus (Paulo et al., 2010; Jung et al., 2009; Tegos et al., 2002; Chan et al., 2002;
Docherty et al., 2001). Ressalta-se que os resultados deste presente trabalho revelaram
uma CIM quarenta vezes menor que o limite inferior de concentragéo ativa do composto.
N&o causar a morte, mas levar a perturbacao de células plancténicas e sésseis pode ser
visto como motivagéo de estudos futuros utilizando o trans-resveratrol como adjuvante
ou bioativo associado com outros antimicrobianos para o combate de bactérias

patogénicas.

5 CONCLUSAO

De acordo com as condicdes aplicadas neste estudo, conclui-se que o trans-
resveratrol foi ativo contra S. aureus UFPEDA 02, promovendo reducdo da comunidade
planctnica, sem causar efeito biocida, além de reduzir importantemente a colonizagao
do biofilme. Entretanto, a reducdo da adesdo e o grau de inibicdo da adesdo foram

considerados moderados.
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