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RESUMO

BRAGA, Joéo Pedro Vianna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Derivados de Indandionas: Atividade Antibiofiime e Encapsulamento com f3-
Ciclodextrina. Orientadora: Andrea de Oliveira Barros Ribon. Coorientadores: Renata
Pereira Lopes Moreira e Robson Ricardo Teixeira.

Biofilmes sdo uma comunidade bacteriana aderida a uma superficie inerte ou viva, e
protegida por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares que permite o
crescimento e sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis e confere maior
resisténcia e tolerancia a antimicrobianos e sanitizantes. Por se desenvolverem em
uma variedade de superficies, os biofilmes causam impactos significativos em
diversas areas, incluindo saude e setor industrial. Visando o desenvolvimento de
estratégias destinadas ao controle e remocgao de biofilmes bacterianos este trabalho
avaliou a capacidade de 19 derivados de indandionas, compostos que possuem um
grupo metileno entre duas cetonas (B-dicetona), em afetar a formacao de biofilmes e
biofilmes pré-formados sobre diferentes bactérias. A concentragao inibitéria minima
dos compostos derivados da 2-(arilideno)-indan-1,3-diona foi superior a 160 pg/mL.
Os ensaios antibiofilme foram realizados com os compostos na concentragcado de 100
pMg/mL. Os compostos que mais inibiram a formagao de biofilme foram Ap18 para S.
aureus (66,2%), Ap28 para S. epidermidis (82,2%), Ap3 para E. coli (54,3%) e Ap25
para P. aeruginosa (70,8%). Ap6s 6 horas, o composto Ap18 desfez em 53,5% o
biofilme pré-formado de E. coli, mas tiveram fraca atividade sobre biofilmes pré-
formados de P. aeruginosa, S. aureus e S. epidermidis. Ensaios de viabilidade celular,
mostraram a baixa toxicidade dos compostos Ap8, Ap24 e Ap27. Numa tentativa de
aumentar a solubilidade dos compostos visando a um aumento de atividade, foi
realizada a sintese de um complexo de inclusdo (Cl) entre o derivado de indandiona
Ap8 e a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), sendo calculada em 78,27% a
eficiéncia de complexagéo. O CIAp8 reduziu a formagao do biofilme de P. fluorescens
07A, isolado de leite cru refrigerado, em 53,6% e de S. aureus USA300, um clone
pandémico resistente a meticilina em 10,4%, diferentemente do composto puro Ap8,
que nao demonstrou atividade para essas bactérias. Para os demais biofilmes de
modo geral a atividade do CIAp8 nao foi superior ao composto Ap8 puro. O

encapsulamento do composto Ap8 ndo diminuiu a sua citotoxicidade nas



concentragbes avaliadas. Em resumo, esse trabalho comprovou a atividade de
derivados da 2-arilideno indan-1,3-diona sobre importantes patégenos bacterianos.
Os resultados podem ser explorados para subsidiar a sintese de compostos mais

eficazes e menos citotoxicos.

Palavras-chave: Atividade antibiofilme. 2-arilideno indan-1,3-dionas. Complexo de

inclusao.



ABSTRACT

BRAGA, Jodo Pedro Vianna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2022.
Indandiones Derivatives: Antibiofilm Activity and Encapsulation with -
Cyclodextrin. Advisor: Andrea de Oliveira Barros Ribon. Co-advisors: Renata Pereira
Lopes Moreira and Rébson Ricardo Teixeira.

Biofilms are a bacterial community attached to an inert or living surface and protected
by a matrix of extracellular polymeric substances. This protection allows the growth
and survival of bacteria in hostile environments and provides greater resistance and
tolerance to antimicrobials and sanitizers. Because they develop on a variety of
surfaces, biofilms have significant impacts in several areas, including healthcare and
the industrial sector. Aiming at the development of strategies for the control and
removal of bacterial biofilms, this work evaluated the ability of nineteen 2-arylidene
indan-1,3-diones to affect the formation of biofilms and preformed biofilms on different
bacteria. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the compounds was higher
than 160 pg/mL and antibiofilm assays were performed at a concentration of 100
pg/mL. The compounds that most inhibited biofilm formation were Ap18 for S. aureus
(66.2%), Ap28 for S. epidermidis (82.2%), Ap3 for E. coli (54.3%), and Ap25 for P.
aeruginosa (70.8%). After 6 hours, Ap18 disrupted the preformed biofilm of E. coli by
53.5% but had weak activity on the preformed biofilms of the other bacteria. Cell
viability assays showed the low toxicity of compounds Ap8, Ap24 and Ap27. In an
attempt to increase the solubility of the compounds, aiming at an increase in activity,
the synthesis of an inclusion complex (Cl) between the indandione derivative Ap8 and
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) was performed, being calculated at 78.3 % the
complexation efficiency. CIAp8 reduced the biofilm formation of P. fluorescens 07A,
isolated from refrigerated raw milk, by 53.6% and of S. aureus USA300, a methicillin-
resistant pandemic clone by 10.4%, unlike the pure compound Ap8, which showed no
activity for these bacteria. For the other biofilms, in general, the CIAp8 activity was not
superior to the pure compound Ap8. The encapsulation of the compound Ap8 did not
decrease its cytotoxicity at the concentrations evaluated. In summary, this is the first
work that demonstrated the antibiofilm activity of 2-arylidene indan-1,3-diones
derivatives on important bacterial pathogens. The results can be explored to support
the synthesis of more effective and less cytotoxic compounds.



Keywords: Antibiofilm activity. 2-arylidene indan-1,3-diones. Inclusion complex.
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1. INTRODUGCAO

Biofilmes bacterianos apresentam problematicas significativas tanto para a
saude humana, quanto para o setor industrial. O desenvolvimento de estratégias
destinadas ao controle e remogao de biofilmes bacterianos é algo de extrema
importancia e necessidade. Com intuito de potencializar da atividade de interesse de
determinados compostos e redugdo de pontos negativos como, por exemplo,
toxicidade, o uso da nanotecnologia é uma ferramenta interessante com um vasto
espectro de possibilidades. Uma classe de moléculas muito utilizadas com este fim
sdo as ciclodextrinas (CD), que formam complexos de inclusdo (Cl) com uma
variedade de substancias, alterando suas propriedades pela complexacéo.

Este trabalho teve por objetivos principais avaliar a atividade antibiofilme de
derivados da 2-arilideno indan-1,3-diona, uma classe importante com muitas
aplicagdes em potencial derivada das indandionas, selecionar o composto com maior
potencial e produzir complexos de inclusdo com a hidroxipropil-3-CD (HPBCD)

visando intensificar a atividade sob biofilmes bacterianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biofilmes bacterianos

Biofilmes bacterianos sdo uma comunidade bacteriana aderida a superficie
inerte ou viva, protegida por uma matriz de substéncias poliméricas extracelulares
(EPSs), que podem ser compostas por polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA
extracelular (Zhao, 2017). A protecéo criada pelo biofilme permite o crescimento e
sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis, principalmente naqueles de alto
cisalhamento (meio que flui rapidamente). Na natureza, 95% a 99% dos
microrganismos sdo encontrados na forma de biofiimes, sendo a vida bacteriana
plancténica (livre) um mecanismo de translocacéo entre superficies (Oliveira et al.,
2010).

A formacéo do biofilme ocorre em quatro estagios principais: adeséo, formagao
da microcolbnia, maturagao e dispersao (Figura 1). A etapa inicial de adesao das
bactérias a uma superficie ocorre por meio de fixacdo fraca, onde elas aderem
casualmente a superficie por meio de interacées de van der Waals com auxilio de
algumas organelas, como flagelo, pili, uma pequena quantidade de EPS (substancia
polimérica extracelular) ou proteinas conhecidas como adesinas (Klausen et al.,
2003). A adesao se torna forte quando o nivel de EPSs secretado atinge um
determinado grau em que a interagao entre as bactérias e a superficie aumenta
consideravelmente (Zhao, 2017).

O biofilme pode estar aderido a inumeros tipos de superficies, porém sua
adesao é favorecida por alguns fatores como a rugosidade, composi¢cao quimica,
hidrofobicidade da superficie e também por fatores ambientais, como temperatura e
pH. Os biofilmes sdo encontrados em sua maioria em superficies umidas, como
alimentos, equipamentos de processamento de alimentos, tubulagcdes de agua,
tubulagdes industriais, dispositivos médicos, tecidos e 6rgéos (Toyofuku et al. 2016).
Apés a fixagao forte, o acumulo de bactérias e o aumento da secregdao da EPS
favorece gradualmente a formacdo de pequenas colonias. Nessa fase onde as
microcolbnias sdo formadas acontece um do fenébmeno denominado Quorum sensing,
onde a regulagao da expressao génica ocorre em resposta a densidade populacional
de células, promovendo a liberagdo de moléculas sinalizadoras que regulam a

expressao de determinados genes e a secregao de EPS (Machado et al, 2020).



15

Com o aumento da densidade populacional e das substancias poliméricas, o
biofilme se torna mais espesso e estavel alcangando a etapa de maturagdo. Nessa
etapa, o aumento populacional torna o ambiente no interior do biofilme anaerébio ,
aumentando a concentragao de acidos e gases insoluveis, enfraquecendo a estrutura
ocasionando o desprendimento de algumas células ou até mesmo fragmentos do
biofilme (Oliveira et al., 2010). O desprendimento também pode ser causado por
fatores ambientais, como limitacdo de nutrientes. A etapa de dispersdo permite a
colonizagdo de novos locais e o inicio de um novo ciclo. O biofilme maduro
proporciona maior resisténcia a bactericidas além de dificultar o contato e remogao

dessas bactérias (Klanc¢nik et al. 2021).

Figura 1: Principais estagios na formacao de um biofilme bacteriano. Siglas:
Aap (proteina de associacdo e acumulo), eDNA (DNA extracelular), PIA

(polissacarideo de adeséo intercelular).

Maturagao Dispersao

<€—> Fatores de adesdo
Aap, eDNA e PIA

Bactérias
plancténicas <€—> Fatores de adesdo

é) Proteases e Nucleases
CQ (8 Formagdo da
@ Fixagdo microcoldnia

Fixagdo
reversivel

9 apde 4960

irreversivel

Fonte: (Zhao (2017).
2.2 Resisténcia conferida pela presencga de biofilmes

A maior resisténcia e tolerancia a antimicrobianos e sanitizantes das bactérias
presentes em um biofilme em comparagdo com bactérias de vida livre esta associada
a diversos fatores. A matriz de EPS presente no biofilme além de dificultar a difusao
desses compostos pode diminuir ou até mesmo acabar com a atividade de
antimicrobianos através de processos que podem envolver a formagao de complexos
através de quelacdo, degradacao enzimatica, sacrificio de uma porg¢ao da EPS para
inibicdo da agado de desinfetantes e oxidantes (Flemming, et al. 2016).Todos esses

processos podem reduzir a concentracdo efetiva de antimicrobianos para
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concentracdes subletais, selecionando e favorecendo o desenvolvimento e
proliferagdo de bactérias mais resistentes (Oliveira et al., 2010).

Uma parcela significativa das células presentes no biofilme possui taxas
metabdlicas e de crescimento reduzidas, tornando-as fisiologicamente distintas e mais
resistentes quando comparadas com as mesmas células em estado plancténico, visto
que, muitos antimicrobianos dependem de células metabolicamente ativas para
agirem (Chai et al., 2012). Todos esses fatores, combinados com a alta densidade
celular e o ambiente fisicamente estavel no interior do biofilme, criado pela matriz de
EPS, favorecem a disseminagao de genes de resisténcia por transferéncia horizontal.
Estima-se que pelo menos 1% das células bacterianas presentes em biofilmes que
estdo com taxas metabdlicas e de crescimento reduzidas tornam-se tolerantes a
antibidticos (Flemming, et al. 2016). Stewart e Costerton (2001) ilustraram bem os
mecanismos de resisténcia a antibidticos proporcionado pelos biofilmes bacterianos
(Figura 2). Em amarelo esta evidenciada a possibilidade de penetracéo lenta ou
incompleta do antibiético na matriz do biofilme. Em verde temos o surgimento de
células resistentes no microambiente formado no interior do biofilme favoravel para a
transferéncia horizontal de genes. Esse microambiente também possui niveis de
oxigénio reduzidos, variagdes de pH devido ao acumulo de metabdlitos residuais e
ambiente osmotico alterado, induzindo respostas ao estresse osmético interferindo a
acgao de antibidticos. Em vermelho, temos a regido mais basal do biofilme, uma regiéao
com baixas concentragbes de nutrientes e oxigénio, uma populagdo bacteriana
altamente protegida e pouco ativa metabolicamente ou até mesmo em estado de
dorméncia. Essas condic¢des dificultam a chegada de concentracdes eficazes e a agcao
de antimicrobianos nessa regiéo.

Figura 2: Mecanismos de resisténcia a antibiéticos em biofilmes

pr >y LR )]
Fonte: Stewart e Costerton (2001).
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2.3 Biofilme e satide humana

O aumento da incidéncia de doencas infecciosas esta associado diretamente
as altas taxas de morbimortalidade (Jones et al., 2008). Infecgdes hospitalares
constituem um sério problema de saude publica mundial e sdo consideradas uma das
principais causas de morbidade e mortalidade, exigindo tratamentos invasivos com
alta probabilidade de complicagdes e sequelas, além de prolongar a permanéncia dos
pacientes na area hospitalar (Sena, 2016). As possiveis causas que levam a
persisténcia e a disseminagao de infecgdes agudas e cronicas, sao o foco de diversos
grupos de pesquisa em todo o mundo.

As infecgbes agudas sao causadas, em sua maioria, por microrganismos em
suas formas plancténicas. Porém, o biofilme bacteriano promove a formacdo de uma
comunidade coesa e forte de células o que confere a cronicidade a muitas infecgoes
bacterianas (Harrell et al. 2021). De acordo com o National Institute of Health, 80%
das infecgdes crbénicas a nivel mundial estdo associadas a formacao de biofilme
(Jamal et al., 2018). A dificuldade de determinar se uma infec¢do ocorre devido a
presenga do biofiime ou de microrganismos no estado plancténico € um fator
agravante em muitas infeccoes. Mesmo apds o tratamento com altas doses de
antimicrobianos, a matriz do biofime formado pode persistir protegendo
microrganismos que se comportam fisiologicamente diferentes das suas formas
planctdnicas, alterando sua taxa de crescimento promovendo resisténcia aos
antimicrobianos e a propria resposta imune do hospedeiro uma vez que o acesso dos
agentes antimicrobianos ao interior da matriz é dificultado (Sena, 2016).

Os biofilmes podem se desenvolver em tecidos mortos, tecidos adjacentes a
lesdes, ou em superficies abidticas (Caetano et al., 2018). As superficies abidticas em
sua maioria sao dispositivos biomédicos, como catéteres, sondas, proteses, entre
outros (Sena, 2016). O déficit imunoldgico que ocorre no local da interface implante-
hospedeiro torna todos os implantes suscetiveis ao risco de colonizagdo microbiana e
infeccdo (Trentin et al.,, 2013). Diferentes espécies bacterianas podem causar
infecgdes relacionadas a dispositivos biomédicos (Tabela 1), e estima-se que 95% das
infecgdes do trato urinario estdo associados ao cateter urinario, 80% das pneumonias
estdo associadas a ventilagdo mecanica e 87% das infecgdes da corrente sanguinea

estdo associadas com dispositivos intravasculares (Dufour et al. 2010).
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Dentre todos os patégenos formadores de biofilme, Staphylococcus aureus e
S. epidermidis sao considerados importantes causadores de infecgdes associadas a
implantes biomédicos podendo transformar uma infeccdo aguda em uma infecgao
cronica persistente, devido a alta viruléncia e a rapida aquisi¢cao de resisténcia a
diversos antibioticos (Caetano et al., 2018). Ressalta-se que o desenvolvimento da
resisténcia antimicrobiana (AMR) representa grave ameaga a humanidade, aos
animais e ao meio ambiente, sendo um dos principais desafios de saude global do
século 21. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) destacou a AMR como uma das

dez principais ameacas para a saude global em 2019 (Goel et al., 2021).

Tabela 1. Biofilmes em dispositivos médicos.

Aparelho médico Principais espécies bacterianas
Lentes de contato P. aeruginosa, cocos Gram-positivos
Dentadura Candida spp.

E. coli, Candida spp., E. faecalis, P.
Cateter urinario S )
mirabilis, K. pneumoniae

Cateter venoso central CoNS*, S. aureus

Valvula cardiaca mecanica CoNS, S. aureus

Proteses de vocais C. albicans, CoONS

Tubos endotraqueais Espécies Gram-negativas entéricas

*CoNS: estafilococos coagulase-negativos.

Adaptado de (Dufour et al. 2010)

2.4 Impacto dos biofilmes bacterianos no setor industrial

Biofilmes bacterianos impactam negativamente o setor industrial, uma vez que
reduzem a vida util dos equipamentos, diminuem a qualidade dos produtos, afetam
diretamente processos nos quais envolvem troca de calor, além de no setor alimenticio
serem fonte de contaminacao cruzada causando sérios problemas de saude publica
(Alvarez-Orddnez et al., 2019). Segundo a OMS, doengas transmitidas por alimentos
sdo consideradas um problema emergente de saude publica em paises desenvolvidos

e paises em desenvolvimento. Isso se deve ao fato de grande parte das espécies
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bacterianas formadoras de biofilme na industria de alimentos serem patdégenos
humanos que colonizam diferentes substratos como matéria organica, aco inoxidavel,
polietileno, madeira, vidro, polipropileno, borracha, etc. (Galié et al., 2018; Zhao,
2017).

Na industria de produtos lacteos, por exemplo, os tanques de leite, oleodutos,
centrifugas de manteiga, tanques de queijo, pasteurizadores, dentre outras estruturas,
sdo ambientes favoraveis para a formagdo de biofiimes (Galié et al., 2018).
Dependendo do tipo de alimento que a industria processa, € comum a ocorréncia de
determinadas espécies bacterianas formadoras de biofilme (Tabela 2). Além disso,
pela exposicao a diversas condi¢bes ambientais, essas bactérias podem desenvolver
variagdes genéticas adaptativas nos genes envolvidos na produgéo de biofilme, dando
origem a biofilmes mais resistentes. Essa complexidade, junto a alta diversidade dos
ambientes afetados e a variedade espécies bacterianas, dificulta a erradicagao efetiva

desses biofilmes (Galié et al., 2018).

Tabela 2: Principais bactérias formadoras de biofilme no setor industrial alimenticio.

Setor Espécie bacteriana

Laticinios Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
Linhas de pasteurizagao de leite Listeria monocytogenes, Escherichia coli
Industria de sorvetes L. monocytogenes, Shigella

_ Pseudomonas, Vibrio, Listeria, Serratia
Planta processadora de caviar

liquefaciens
Planta processadora de camaréao Pseudomonas, P. fluorescens, P. putida
Salmonella, Listeria, E. coli,

Industria de carnes ]
Pseudomonas, Brochothrix thermosphacta

Planta processadora de sucos e Salmonella, Listeria, @ Pseudomonas,

produtos de origem vegetal Erwinia spp.

Adaptado de (Shi et al. 2009)
2.5 Estratégias de controle para biofilmes

O controle de biofilmes no setor industrial pode ser dividido em trés etapas

principais: prevengao da formagao de biofilmes, remog¢do do biofilme formado e
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prevencao da dispersao do biofilme. A prevencao da formagao de biofilmes é feita a
partir da utilizagao de compostos e aditivos alimentares com atividade antibacteriana
ou pela inibicdo da formagao desse biofilme (Zhao, 2017). A limpeza e a desinfec¢éo
sao os principais métodos utilizados para interromper a adesao inicial do biofilme.
Essas metodologias variam desde o uso de nanoparticulas, alteracbes em
temperatura e pH, ao uso de técnicas Cleaning-In-Place (CIP) que permitem a limpeza
de todo o sistema de processamento sem a necessidade de desmonta-lo ou proceder
a limpeza manual, onde se pulveriza manualmente os compostos sanitizantes (Zhao,
2017).

A remocao do biofilme formado nao € uma tarefa facil. Em plantas industriais,
os tratamentos sdo classificados em fisicos, quimicos e bioldgicos e sdo comumente
combinados para aumentar a eficiéncia da remogéo. Geralmente, os tratamentos
fisicos podem levar a desestabilizagdo ou destruicdo da estrutura do biofilme. Choque
térmico, ultrassom e tensao de cisalhamento sdo os mais utilizados por ndo deixarem
residuos. Uma ampla gama de compostos quimicos inorganicos e organicas sao
utilizados para enfraquecer a adeséao do biofilme e degradar as substancias presentes
no EPS facilitando a penetracédo de antibioticos e sanitizantes (Zhao, 2017) enquanto
que os tratamentos biolégicos consistem basicamente na utilizagdo de bacteriéfagos
(Topka-Bielecka et al., 2021).

Uma estratégia muito estudada visando a prevencgao da dispersao de biofilme
tem como foco o sistema Quorum sensing, onde sao utilizados compostos que
atrapalham ou reduzem a producao/transporte de moléculas regulatorias, peptideos
autoindutores (AIPs) nas bactérias gram-positivas e N-acil homoserina lactonas
(AHLs) nas bactérias gram-negativas (Machado et al., 2020). Os inibidores de Quorum
sensing (QSIs) possue diferentes mecanismos de agdo, como a inibicdo da sintese
de moléculas sinalizadoras, degradacao dessas moléculas por enzimas, competi¢cao
com compostos pelos seus respectivos sitios receptores, e eliminacao de AlPs e AHLs
pelo uso de anticorpos ou macromoléculas como, por exemplo, as ciclodextrinas (CD)
(Kalia et al., 2019). As ciclodextrinas (CDs) s&o capazes de formar complexos de
inclusdo com os sinalizadores de Quorum sensing, interceptando essas moléculas e,
consequentemente, controlando a transcricdo dos genes regulados pelo sistema.
Estudos visando a aplicagdo dessas moléculas com este fim ja foram relatados, onde
as CDs foram imobilizadas em gel de éter de celulose apresentando a formacao de

complexos de inclusdo com AHLs (Figura 3) controlando efetivamente a producéao de
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prodigiosina em S. marcescens (Kato et al., 2006), inibindo a transcricao de rhiA,
diminuindo a sintese de piocianina, além de diminuir a produgcdo da enzima B-
galactosidase em P. aeruginosa (Kato et al., 2007). Derivados de CD também vém
sendo desenvolvidas, apresentando constantes de equilibrio de ligagado mais elevadas
para a ligacdo com AHL do que as CDs sem modificagdes, tendo a inibicdo de QS
melhorada evidenciada em S. marcescens, C. violaceum e P. aeruginosa (Morohoshi
et al., 2013).

Figura 3: Diagrama esquematico de um possivel mecanismo de formagao dos

complexos de inclusao entre AHLs e CDs.

CD AHL Complexo de inclusdo CD-AHL
Fonte: Morohoshi et al. (2013)

No setor clinico, o combate aos biofilmes se baseia na inibicao da formacao do
biofilme e na erradicagao/tratamento de biofilmes ja formados. A formacgao do biofilme
pode ser inibida através do bloqueio do crescimento bacteriano com o uso de
compostos bactericidas e bacteriostaticos, inibicdo da adesao bacteriana a uma
superficie ou por meio do bloqueio da comunicacéo celular apés a adesio primaria
(Dufour et al., 2010). Para melhorar a eficiéncia dos tratamentos e antimicrobianos ja
existentes sao desenvolvidas novas abordagens e compostos que podem atuar
sinergicamente ou isoladamente sob os biofilmes. A gama de compostos utilizados é
ampla, contemplando uma variedade de compostos inorganicos e organicos, como
iodo, prata, agentes quelantes de ferro, polimeros, enzimas, 6leos essenciais,
bacteriéfagos e moléculas inibidoras do Quorum sensing (Zhao, 2017). Métodos
fisicos também podem ser empregados para aumentar a permeabilidade do biofilme,

como o uso de ondas ultrassénicas (Caetano, 2018).
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2.6 Nanotecnologia

Uma area em extenso desenvolvimento e de grande interesse cientifico
atualmente € a nanotecnologia, que se baseia no desenvolvimento e uso de materiais
e sistemas em nanoescala (1-1000 nm), possibilitando a manipulagdo de materiais em
niveis atdmico, molecular e macromolecular (Ramos et al., 2018). O uso dessa
tecnologia vem ganhando cada vez mais destaque em diversas areas devido a
capacidade de alterar e conferir caracteristicas a diversos tipos materiais, com vasto
espectro de aplicagédo. As nanoparticulas no campo biomédico ganham destaque com
diversas aplicagdes e potenciais terapéuticos, a partir da combinagao de materiais ou
dispositivos com drogas e biomoléculas, agregando diversos beneficios como
liberacdo lenta e controlada de drogas, maior eficiéncia de penetragdo em tecidos e
até mesmo maior protegdo contra a degradagdo de compostos (Lin et al., 2015).
Recentemente, varios tipos de nanoparticulas com propriedades antibacterianas e
nanocarreadores usados na liberagdo e enderecamento de medicamentos tém
mostrado potencial no tratamento de diversas doencgas infecciosas (Ramos et al.,
2018). Além disso o uso da nanotecnologia combinada com abordagens de terapia
celular vem sendo estudadas e aplicadas para superar as limitagdes causadas pela
terapéutica convencional (Ramos et al., 2018).

Dentre as diversas estratégias e compostos utilizados para producado de
nanoparticulas estédo as ciclodextrinas (CD), uma familia de oligossacarideos ciclicos,
descoberta por Villiers em 1891, a partir da digestdo de amido com a bactéria Bacillus
amylobacter. Elas possuem a capacidade de formar complexos de inclusdo (Cl) com
uma variedade de substancias que tém suas propriedades alteradas pela
complexacdo. As CD séao classificadas em alfa, beta ou gama de acordo com a
quantidade de unidades de glicopiraosideos presentes na sua estrutura, 6, 7 ou 8
unidades, respectivamente (Figura 4). Isso influencia no seu tamanho e
consequentemente nas moléculas que elas suportam dentro de sua estrutura na

formagao dos complexos de inclusado (Venturini et al., 2008).

Figura 4: Estruturas das a- 3- e y- ciclodextrina.



23

et »:f‘\ ) ""‘.&f—‘l’—\
o o 3 gq;}?’?ﬁ\; % O,E,//Z\ )
@ e o Ak e o N7
A \ 21 / Wa 5o \a
Py l oF ™, ¥ :'.‘%‘; %]
9 k% 30 "o 55
of s <] B ) 2 ,oo; f"‘? 2
51& ¥y % e |2
‘Q\E";‘. & 02" o o“oj” ? %'5@- % Fo°
R =) A ’55% (.2 o
u~ciclodextrina p-ciclodextrina t-ciclodextrina
14,6 A 1544 17,54
("F__. — —-:\_--“\ | e A1 g —__::_"‘H
= e e
| |ia7.53R [ || 60654 | 5.| 175834 | | 794
i B ; i | — 4
\ A= P N Ly S | Tt S
e pid= PG = /f
wip o i
Vo~ 174 B2 vV~ 262 A V7 rd —

Fonte: Venturini et al (2008)

Os derivados das ciclodextrinas sao classificados nos grupos derivados
hidrofilicos, hidrofébicos ou ionizaveis, sendo essas modificagcbes muito importantes
para aumentar o espectro de aplicacdes. Isso possibilita seu uso no setor biomédico,
em produtos industriais como ingredientes de farmacos, alimentos, cosméticos, em
meétodos analiticos, aplicagdes tecnoldgicas, ambientais, dentre diversas aplicagdes,
contribuindo para uma produg¢ao anual de ciclodextrina superior a 10.000 toneladas
métricas (De Oliveira-Filho et al., 2018; Matencio et al., 2020). Devido as suas
interessantes e variadas aplicagdes, o numero de publicacdes sobre ciclodextrinas
vem aumentando a cada dia.

Estudos envolvendo CI formados entre a ciclodextrina e compostos com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas vém ganhando destaque nas ultimas
décadas. O oleo essencial de folhas de goiaba (Psidium guajava L.) possui baixa
estabilidade fisico-quimica e baixa solubilidade em agua. Para diminuir esses entraves
que limitam a sua aplicagdo em formulacdes, o 6leo essencial foi complexado com
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD). A atividade antioxidante do éleo encapsulado
foi mais estavel a exposicao a luz solar do que o dleo livre em 26-38% e a atividade
antibacteriana do 6leo teve um aumento de 4 vezes contra Staphylococcus aureus e
2 vezes contra Escherichia coli apos a formagao dos Cl (Rakmai et al., 2018). Outro
estudo envolvendo o ClI entre a artemisinina (ART) e beta-ciclodextrina (B-CD)
mostrou resultados antibacterianos satisfatérios contra Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). O CI ART/B-CDs apresentou 99,94% de taxa de
inibicao apods 4 dias, a permeabilidade da membrana da MRSA foi aumentada pelos
complexos e o metabolismo respiratério da bactéria foi inibido (Lin et al., 2018).
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O potencial no tratamento de doencas infecciosas das CD também foi
evidenciado em um estudo no qual complexos de inclusdo foram usados no
tratamento de pneumonia causada por S. aureus. O agente anti-inflamatério
andrographolide (AG) extraido de uma erva tradicional chinesa (Andrographis
paniculata) é ministrado via oral para o tratamento de infecgbes do trato respiratério,
porém devido a sua baixa solubilidade e biodisponibilidade altas doses e terapia de
longo prazo precisam ser aplicadas. O Cl andrographolide-B-ciclodextrina (AG-B-CD)
desenvolvido e utilizado no tratamento de pneumonia por inalagdo apresentou
atividades antibacterianas e anti-inflamatérias muito superiores que o AG, por meio da
regulacéo de respostas imunes, tornando-o um composto promissor no tratamento de
pneumonia causada por S. aureus (Zhang et al., 2017). Outro estudo desenvolveu
uma gaze funcionalizada utilizando HP-B-CD complexada com o antibiotico
vancomicina e hamamelitanino (HAM), um inibidor de Quorum sensing, que inibiu a
formagao de biofime de S.aureus com ou sem a presenca de Pseudomonas

aeruginosa (Brackman et al., 2016).

2.7 Indandionas e derivados

As indandionas sao compostos que possuem um grupo metileno entre duas
cetonas (B-dicetona), caracteristica estrutural que favorece a sintese de compostos
estruturalmente mais complexos (Souza, 2016). S&o sintetizados através da reagéo
de condensacao entre indan-1,3-diona e aldeidos aromaticos via condensacido de
Knoevenagel catalisada por zirconio (Oliveira et al, 2018). Suas propriedades
antimicrobianas, antitumorais, antinflamatérias, antivirais, hepatoprotetora, herbicida,
rodenticida, inseticida e antiparasitaria ja foram comprovadas (Jeyachandran e
Ramesh, 2011; Meena et al., 2006). Derivados de indandionas foram inicialmente
sintetizados em estudos focados na produgao de anticoagulantes (Meena et al., 2006).

Uma classe importante com muitas aplicagdes em potencial derivada das
indandionas sdo as 2-arilideno indan-1,3-dionas. Elas tém sido usadas como
dispositivos eletroluminescentes, agentes de clarificacdo de lentes oculares,
inibidores de urease e protease, agentes anticoagulantes, amenizam sintomas da
diabetes, apresentam atividades antibacterianas (Alizadeh et al., 2020).
Recentemente tiveram sua atividade antibiofilme identificada, inibindo até 65% a

formagao de biofilmes produzidos por S. aureus (Maia, 2019).
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Abstract

Biofilms are a bacterial community attached to an inert or living surface and
protected by a matrix of extracellular polymeric substances. This protection allows the
growth and survival of bacteria in hostile environments and provides greater resistance
and tolerance to antimicrobials and sanitizers. Because they develop on a variety of
surfaces, biofilms have significant impacts in several areas, including healthcare and
the industrial sector. Aiming at the development of strategies for the control and
removal of bacterial biofilms, this work evaluated the ability of nineteen 2-arylidene
indan-1,3-diones to affect the formation of biofilms and preformed biofilms on different
bacteria. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the compounds was higher
than 160 pg/mL and antibiofilm assays were performed at a concentration of 100
pMg/mL. The compounds that most inhibited biofilm formation were Ap18 (2-(3,4-
dimethoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione) for S. aureus (66.2%), Ap28 (2-(3-
hydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione) for S. epidermidis (82.2%), Ap3 (2-(4-
nitrobenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione) for E. coli (54.3%), and Ap25 (2-(3-
hydroxy-4-methoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione) for P. aeruginosa (70.8%).
After 6 hours, Ap18 disrupted the preformed biofilm of E. coli by 53.5% but had weak
activity on the preformed biofilms of the other bacteria. Cell viability assays showed
low toxicity of compounds Ap8, Ap24 (2-(4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzylidene)-1H-
indene-1,3(2H)-dione), and Ap27 (2-(2-hydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-

dione). This is the first work that demonstrated the antibiofilm activity of 2-arylidene
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indan-1,3-diones. The results can be explored to support the synthesis of more

effective and less cytotoxic compounds.

Keywords: antibiofilm activity, bacterial biofilms, indan-1,3-diones, 2-arylidene indan-

1,3-diones.

Introduction

Bacterial biofilms are a bacterial community attached to an inert or living
surface, protected by a matrix of extracellular polymeric substances (EPSs), which can
be composed of polysaccharides, proteins, lipids, and extracellular DNA [1]. This
protection allows the growth and survival of bacteria in hostile environments and
confers greater resistance and tolerance to antimicrobials and sanitizers [2]. Because
they develop on a variety of surfaces, biofilms have significant impacts in many areas.
According to the National Institute of Health, 80% of chronic infections worldwide are
associated with biofilm formation [3]. Although acute infections are mostly caused by
microorganisms in their planktonic forms, the bacterial biofilm promotes the formation
of a cohesive and strong community of cells that confers chronicity to many bacterial
infections, since it acts as a mechanical barrier to the penetration of antibiotics [4,5].
In the industrial sector, biofilms impact not only machine lifespan but also public health
[6] since many biofilm-forming bacterial species are also human pathogens [1,7].

Antivirulence therapy is a strong ally in the development of strategies capable
of reducing biofilm production due to interference with the composition of the EPS
matrix [8,9] or to disruption of the expression of genes related to cell communication,
a key mechanism in biofilm formation [10]. Galleria mellonella larvae infected with P,
aeruginosa had a 53% increase in survival rate when treated with 2-sulfonylpyrimidine
derivatives, a compound effective in reducing pyocyanin and pyoverdine, important
virulence factors that promote the biofilm of this bacterium [11]. The compound
Maipomycin A isolated from metabolites of actinomycetes Kibdelosporangium
phytohabitans XY-R10 inhibited the formation of biofilms of Acinetobacter baumannii
and P. aeruginosa in a dose-dependent manner, and synergistically increased the
action of the antibiotic colistin against A. baumannii [12]. These studies show the
potential of the antivirulence strategy that must be improved for use in antimicrobial

therapies or to increase the efficiency of industrial cleaning and disinfection processes.
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The synthesis of chemical compounds generates a vast collection of molecules
in combinatorial libraries, which provides access to several classes that are often found
in nature. For this, processes are developed for the construction of molecules in a
rationalized way, such as the combined or random synthesis of new molecules, the
synthesis based on other pre-existing molecules and the evaluation of the activity-
structure relationship [13,14]. With this approach, purification steps are not required to
increase the range of reactions [15]. The indan-1,3-dione and its derivatives are useful
building blocks in organic synthesis for the preparation of a variety of aromatic and
heteroaromatic compounds [16]. In addition, these compounds present important
biological activities, including antibacterial [17]. Our research group has been
interested in the biological activities of indan-1,3-dione derivatives. Recently, we
reported the preparation of 2-arylidene indan-1,3-dione derivatives via zirconium
catalyzed Knoevenagel condensation. It was demonstrated that these derivatives
present important antiviral, cytotoxic, and leishmanicidal activities [18]. Here we report
the results of our investigation regarding the evaluation of antibacterial and antibiofilm

activities of 2-arylidene indan-1,3-diones.

Material and Methods

Synthesis of 2-arylidene indan-1,3-diones

The nineteen compounds biologically evaluated in the present investigation

were synthesized and fully characterized as previously described [18].

Microorganisms and cultivation conditions

The Gram-positive strains Staphylococcus aureus NRS 155, S. epidermidis
NRS 101, S. aureus 2878 isolated from cow suffering from bovine mastitis, and the
methicillin-resistant pandemic clone S. aureus USA 300 (MRSA), and the Gram-
negatives Escherichia coli ATCC 29214, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Pseudomonas fluorescens 07A isolated from refrigerated raw milk were used in this
study. Mueller-Hinton (MH) broth was used to determine minimal inhibitory
concentration (MIC) of the compounds. The biological assays to evaluate the effect of

2-arylidene indan-1,3-diones on bacterial biofilms were conducted in Tryptic Soy broth
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(TSB) for E. coli and Brain-Heart Infusion (BHI) broth supplemented with 0.25% m/v
glucose for the other bacteria. Bacterial inocula were prepared from colonies
previously grown on Luria-Bertani (LB) agar medium at 37 °C for 24 h. Culture stocks

were maintained in 1 mL BHI broth containing 20% v/v glycerol at -20 °C.

Determination of MIC

The susceptibility of the bacterial strains to the compounds was determined
according to the broth microdilution assay according to the Clinical & Laboratory
Standard Institute [19]. A bacterial suspension was adjusted to 0.5 McFarland turbidity
and compounds were tested at concentrations between 0.008 and 160 pg/mL. The
negative control consisted of bacteria grown in MH containing dimethyl sulfoxide
(DMSO, Synth) while gentamycin sulfate (Sigma-Aldrich, San Louis, Missouri, USA)
was used as the positive control. Microplates were incubated at 37 °C for 24 h. The
MIC was defined as the lowest concentration of the compound that visually inhibited
bacterial growth. To confirm bacterial growth, 5 pL of iodonitrotetrazolium (INT, Sigma-
Aldrich) were added to the wells in which the compounds caused the turbidity of the

medium. The tests were conducted in three biological replicates.

Growth curve

Growth curves were performed in 96-well microplates using inocula prepared at
0.5 on the McFarland scale. The wells consisted of bacterial suspension 1 x 104 CFU/
mL, 100 pg/mL of 2-arylidene derivative under evaluation, and MH medium to a final
volume of 200 pL. The microplate was incubated for 24 h at 37 °C and read at 600 nm
in a spectrophotometer (VersaMax ELISA Microplate Reader) every 2 h. The

experiment was carried out in triplicate.

Antibiofilm activity of compounds

The antibiofilm assay was performed in 96-well microplates by the crystal violet
method according to Fabres-Klein [20], with modifications. Thus, 100 uL of bacterial
suspension 1 x 108 CFU/mL, BHI broth with 0.25% m/v glucose (BHIg) or TSB,
depending on the bacteria and the compound under evaluation, were added to each
well, at a final concentration of 100, 75, or 50 ug/mL. After incubation at 37 °C for 24 h

(S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, P. fluorescens) or 48 h with medium change
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after 24 h (E. coli), all the supernatant was removed and the wells were gently washed
three times with PBS (pH 7.6), followed by staining with 0.1% m/v crystal violet for 30
min and addition of 95% v/v ethanol for 30 min. The plate was read in a
spectrophotometer at 560 nm (VersaMax ELISA Microplate Reader, California, USA).
The wells incubated with BHIg/TSB and bacteria alone were used as positive controls.
The experiments were carried out in triplicate.

Preformed biofilm assays were conducted by adding 1 x 10® CFU/mL of
bacterial suspension, BHI broth with 0.25% m/v glucose (BHIg) or TSB to each well of
the 96-well microplate, in a final volume of 100 L. After incubation at 37 °C for 24 h
(S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa) or 48 h (E. coli), all the supernatant was
gently removed and 200 uL of BHIg or TSB and 100 pg/mL of compound. The
microplates were incubated at 37 °C for 6 h before the supernatant was removed and
the wells were washed and stained as described above. The experiments were carried
out in triplicate. The percentage of biofilm inhibition was calculated according to the

formula:

% Inhibition = 100 (560 nm of Biofilm with Compound x 100)
o Inhibrtion = 560 nm of Biofilm without Compound

Cytotoxicity

The cytotoxic effect of compounds Ap8, Ap18, Ap24, Ap25, Ap27, and Ap28
on VERO cells was evaluated by the colorimetric assay with MTT (Mosmann, 1983). A
suspension of VERO cells, containing approximately 2.5 x 10* cells/mL, was distributed
into a 96-well microplate (100 pL/well). The plate was incubated for 24 h at 37 °C and
5% CO2. After 24 h, with the cell monolayer confluent, 100 uL of the concentrations of
the compounds diluted in RPMI medium (400, 200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 ug/mL)
were added. The plate was incubated for 48 h at 37 °C and 5% CO2. The medium was
then removed and 10 uL of MTT (5 mg/mL) was added, and incubated again for 4 h.
The medium with MTT was removed and replaced with 100 uL of DMSO, the plate was
shaken for 10 min before reading of absorbance at 540 nm was performed in a
spectrophotometer. Cell viability was calculated using the absorbances of the
monolayers treated with the compounds, compared to the cell control (DMSO at the

concentration of each dilution) using the following equation:
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% Cell viability = ( 540 nm of the compound) 100
0 LR VIATY = { \540 nm control with DMSO/

Statistical analysis

The means of the technical replicates in each biological replicate were
compared in relation to the mean value of the controls, which represented 100% of the
biofilm formation. Data from this difference were plotted in the GraphPad Prism
software (v.6) and evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA) between
treatments and controls. Values of p<0.05 were considered significant by Dunnett's

test.

Results

The 2-arylidene indan-1,3-diones were prepared via zirconium catalyzed
Knoevenagel condensation between indan-1,3-dione and different aldehydes as
previously described [18]. Nineteen indan-1,3-dione derivatives (Fig. 1) were prepared
and obtained with yields ranging from 53.0% - 95.0%. All compounds showed MIC
higher than 160 ug/mL on the bacteria tested in this work.
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Fig. 1: Preparation of indan-1,3-dione derivatives evaluated in this study

Initially, the antibiofilm activity of the compounds was evaluated at a
concentration of 100 ug/mL (Fig. 2). The biofilm of S. epidermidis NRS101, a high
biofilm producer, was the most impacted by the tested compounds and the biofilm was
reduced by more than 50.0% by eleven compounds. It stands out Ap25 and Ap28
whose inhibition reached 81.0% and 82.2%, respectively. Nine compounds (Ap4, Ap5,
Ap8, Ap10, Ap16, Ap18, Ap24, Ap25, and Ap28) inhibited the P. aeruginosa biofilm
by more than 50%. The compounds Ap0, Ap8, Ap18, Ap25, and Ap27 were the ones

that showed the highest activity on the S. aureus biofilm, also a strong biofilm producer.
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Most of the compounds did not show significant activity on the E. coli biofilm, and only
Ap3 displayed inhibition higher than 50.0%. The compounds Ap8, Ap18, Ap24, Ap25,
Ap27, and Ap28 were the derivatives with the best results of inhibition of biofilm
formation, showing percentages greater than 50.0% on at least two bacteria. These
compounds were tested on had S. aureus 2878, S. aureus USA300 and P. fluorescens
07A (Fig. 3). Compounds Ap8 and Ap18 reduced S. aureus 2878 biofilm formation by
47.1% and 32.4%, respectively. For the other bacteria, the compounds were not able
to reduce biofilm formation in values greater than 21.0%.

The activity of the compounds was also evaluated on the preformed biofilm.
After 6 h, compounds Ap18 and Ap12 disrupted the preformed biofilms of E. coli and
P. aeruginosa by 53.5% and 23.4%, respectively. However, the 2-arylidene indan-1,3-
diones had weak activity on preformed biofilms of S. aureus and S. epidermidis (Fig.
4, Fig. 5). Bacteria were also cultured in the presence of 100 ug/mL of the compounds
that had better activity (Ap8, Ap18, Ap24, Ap25, Ap27, and Ap28) to assess their
impact on bacterial growth. However, none of them significantly affected growth at the

tested concentrations (Fig. 6).
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Fig. 2: Activity of 2-arylidene indan-1,3-diones on biofilm formation by Staphylococcus
aureus NRS 155, Staphylococcus epidermidis NRS 101, Escherichia coli ATCC 35218,
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The compounds were evaluated at 100
pg/mL and the inhibition of biofilm was verified by the crystal violet method. Differences
between controls and compounds were considered significant when p < 0.05(%), p <
0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****) by Dunnett's Test.
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Fig. 3: Activity of six selected 2-arylidene indan-1,3-diones on biofilm formation by S.
aureus 2878, S. aureus USA300 (MRSA) and P. fluorescens 07A. The compounds
were evaluated at 100 pg/mL and the amount of biofilm was verified by the crystal
violet method. Differences between controls and compounds were considered
significant when p < 0.05(*), p < 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****) by Dunnett's
Test.
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Fig. 4: Activity of 2-arylidene indan-1,3-diones after 6 hours of exposure to the
preformed biofilms by Staphylococcus aureus NRS 155, Staphylococcus epidermidis
NRS 101, Escherichia coli ATCC 35218, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Compounds were evaluated at 100 ug/mL and the biofilm disruption was verified by
the crystal violet method. Differences between controls and compounds were
considered significant when p < 0.05(*), p < 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****)
by Dunnett's Test.
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Fig. 5: Activity of 2-arylidene indan-1,3-diones on biofilm formation and disruption of
preformed biofilms by Staphylococcus aureus NRS 155, Staphylococcus epidermidis
NRS 101, Escherichia coli ATCC 35218, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Fig. 6: Growth curves evaluating the effect of compounds Ap8, Ap18, Ap24, Ap25,
Ap27, and Ap28 at 100 ug/mL on the growth of Staphylococcus aureus NRS 155,
Staphylococcus epidermidis NRS 101, Escherichia coli ATCC 35218, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Considering the good activity of the compounds Ap8, Ap18, Ap24, Ap25, Ap27,
and Ap28 on the inhibition of bacterial biofilm, we decided to evaluate their cytotoxicity
on VERO cells. Compounds Ap8 and Ap27 had little effect on cell growth even at high
concentrations, while Ap18 and Ap28 decreased cell viability by approximately 80.0%
at a concentration of 100 ug/mL (Fig. 7). The derivative Ap25 showed intermediate
toxicity among the tested compounds. The Ap24 showed no effect on viability when
tested up to 50 ug/mL. However, the cytotoxicity of this compound could not be
evaluated at higher concentrations values due to its red color. Considering the results
of the cytotoxicity assay, the biofilm formation assays were repeated using these
compounds at concentrations of 50 or 75 ug/mL (Fig. 8). In general, the compounds at
concentrations of 50 and 75 pg/mL showed lower antibiofilm activities in relation to the
activity of the derivatives at 100 ug/mL.
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Fig. 7: Cytotoxicity of compounds Ap8, Ap18, Ap24, Ap25, Ap27, and Ap28 on VERO
cells expressed by the percentage of cell viability. The cells were cultured for 48 h in
the presence of the different compounds and the cytotoxic effect was evaluated by the
MTT colorimetric method. Differences between controls and compounds were
considered significant when p < 0.05(*), p < 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****)
by Dunnett's Test.
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Fig. 8: Comparison of the activity of the six selected 2-arylidene indan-1,3-diones on
biofilm formation by S. aureus NRS 155, S. epidermidis NRS 101, E. coli ATCC 35218
and P. aeruginosa ATCC 27853. The compounds were used at concentrations of 50,
75, and 100 ug/mL and the amount of biofilm was verified by the crystal violet method.
The percentages of inhibition of compounds at concentrations of 50 and 75 pg/mL were
compared with those at 100 pug/mL. The differences between controls (100 pg/mL) and
compounds (50 and 75 pg/mL) were considered significant when p < 0.05(*), p <
0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****) by Dunnett's Test.

Discussion

The 1,3-indandiones are bicyclic aromatic B-diketone compounds. This
structure has advantages for organic synthesis, as it favors the preparation of
structurally more complex compounds. Derivatives of indandiones were initially
synthesized for the production of anticoagulants [20] and soon showed several
applications in the field of medicinal chemistry, due to their antitumor, anti-
inflammatory, anti-alzheimer, antiviral, antimicrobial, anticoagulant, rodenticide and
antiparasitic activities [21,22]. In this work, the activity of indandiones on biofilms of

important hospital and food pathogens was confirmed for the first time.
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The compounds evaluated in this work showed weak antibacterial activity (MIC
> 160 pug/mL) compared to those synthesized by Jeyachandran and Ramesh [23] which
had strong activity (MIC 6-9 ug/mL) probably due to differences in nature, position, and
volume of the substituents present in the compounds. These factors are known to be
fundamental to the pharmacological potential of compounds, as they influence the
binding to receptors or the lipophilicity of the substances [24,25]. Compounds with
halogen substituents are generally described in the literature with greater antimicrobial
potential due to their ability to withdraw electrons [26,27]. A correlation between
halogen substituents and effect on Gram-positive bacteria such as S. aureus has
already been demonstrated [27,28]. It is also known that the presence of halogen
groups significantly increases activity against wild and resistant strains of S. aureus
[29]. However, contrary to what was observed in the aforementioned studies, the
compounds with halogen substituents (Ap1, Ap2 and Ap4) tested in this work did not
show antibacterial activity, which shows that other characteristics of the derivatives
must be considered in the design of active compounds.

Among the 2-arylidene indan-1,3-diones herein evaluated, six of them
presented a significant reduction in the biofilm formation of at least two bacteria. With
the exception of Ap8, which has a furan group, the compounds Ap18, Ap24, Ap25,
Ap27 and Ap28 have a methoxy group, a hydroxyl group, or both attached to the
aromatic ring of the alkylidene portion of the indan-1,3-dione derivatives, indicating a
putative importance of these groups in these positions or their combination for
antibiofilm activity. It is noteworthy that this happened without affecting bacterial
growth, an advantage that is often associated with the non-development of resistance
by the pathogen [30].

The compounds evaluated in this study had little or no activity on preformed
biofiims of S. aureus, S. epidermidis and P. aeruginosa. However, for E. coli, the
compounds dissolved the preformed biofilm by up to 53.5%. Studies evaluating the
penetration of antibiotics into preformed biofiims have shown that the size of the
compound affects the effectiveness of therapy. In general, smaller compounds have
better penetration into the inner layers of the biofilm [31,32]. It is also known that neutral
and anionic molecules are not able to penetrate biofilms, while cationic molecules have
a greater ability to penetrate the biofilm structure [33]. Additionally, hydrophobic
cationic molecules are more homogeneously distributed throughout the biofilm

compared to hydrophilic cationic counterparts [33].



43

The activity of indan-1,3-diones on mammalian cells varies depending on the
compound [34,35]. Compounds Ap18 and Ap28 displayed high toxicity at the
concentration that best inhibited biofilm formation, while the other compounds affected
less the metabolism of VERO cells. In particular, Ap8 is a promising compound due to
its high antibiofilm activity against P. aeruginosa and the Gram-positives tested and
low toxicity on eukaryotic cells. Derivative Ap27 also impacted the biofilm formation of
S. aureus USA300, a highly pathogenic clone associated with intractable skin
infections, although with lower activity compared to the reference strain S. aureus
NRS155.

In summary, this was the first report to demonstrate the antibiofilm activity of 2-
arylidene indan-1,3-dione derivatives. The results can be exploited to support the
synthesis of more effective and less cytotoxic compounds. One possibility for
increasing antibiofilm activity is through the association and/or production of cationic
nanoparticles. Nanotechnology has shown promise in the development of antibiofilm
strategies by associating natural or synthetic compounds with nanoparticles, either
through nanoemulsions, encapsulation or surface functionalization. This can enhance
the penetration of compounds in biofilms, make it difficult for bacteria to adhere to
surfaces and reduce the toxicity of indandiones derivatives, contributing to their

biotechnological application.
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4.2. CAPITULO 2: ATIVIDADE ANTI-BIOFILME DO COMPLEXO DE INCLUSAO
FORMADO ENTRE DERIVADO DE INDANDIONA E HP-B-CICLODEXTRINA

Introducgao

Como estratégia para sobreviver em ambientes hostis, bactérias aderem a uma
superficie e produzem uma barreira de protegcdo composta por diversas substancias
poliméricas extracelulares, denominada biofilme, que podem ser encontrados nos
nossos dentes, dispositivos médicos, feridas, alimentos, até em tanques e tubulagdes
nas industrias. Muitos estudos sao realizados no sentido de identificar compostos com
atividade contra biofilmes de importantes patdgenos bacterianos (Winkelstroter et al.,
2022). Nos ultimos anos, tem-se observado o interesse de associar esses compostos
a nanotecnologia, possibilitando alterar e conferir caracteristicas relevantes,
promovendo potencializagdo a atividade, redugcdo da toxicidade, liberagdo lenta e
controlada de farmacos, maior eficiéncia de penetracdo em tecidos e até mesmo maior
protecdo contra a degradacdo (Ramos et al., 2018). As nanoparticulas no setor
biomédico ganham destaque com uma variedade de aplicagdes, combinando
materiais ou dispositivos com biomoléculas, contornando limitagbes das metodologias
e tratamentos usualmente empregados (Lin et al., 2015).

Um dos compostos que podem ser utilizados para produg¢ao de nanoparticulas
sdo as ciclodextrinas (CD), uma familia de oligossacarideos ciclicos capazes de
formar complexos de incluséo (Cl) com uma variedade de substancias, alterando suas
propriedades pela complexagao como, por exemplo, solubilidade e termoestabilidade
(Venturini et al., 2008). Estudos envolvendo a complexacao de 6leos essenciais como
0 de manjericédo e o de cravo com ciclodextrinas mostraram melhoria na estabilidade,
biodisponibilidade e de suas propriedades antioxidante, antibacteriana e antitumoral
(Miyoshi et al., 2022). A atividade de antibidticos também pode ser potencializada
quando complexados com CD, como relatado para a levofloxacina complexada com
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). A levofloxacina livre apresentou concentragao
inibitéria minima (CIM) de 2,0 ug/mL para Bacillus digest spp e 1,0 yg/mL para
Escherichia coli, ja o complexo de inclusao apresentou CIM de 0,5 ug/mL para ambas
as bactérias (Li et al., 2022). O efeito antibacteriano in vivo do complexo de incluséo

em camundongos infectados com Staphylococcus aureus também apresentou
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atividade antibacteriana aumentada em comparagao com levofloxacina livre (Li et al.,
2022).

Visando a potencializagdo da atividade antibiofiilme e desenvolvimento de
estratégias destinadas ao controle e remocé&o de biofilmes bacterianos, foi realizada a
sintese de um CI entre um derivado de indandiona e a hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD). O composto usado foi o Ap8, identificado no capitulo anterior como tendo
atividade antibiofilme para as bactérias S. aureus 2878, Staphylococcus aureus NRS
155, S. epidermidis NRS 101, E. coli ATCC 35218 e P. aeruginosa ATCC 27853.

Material e Métodos

Microrganismos e condigées de cultivo

Para a realizagao dos ensaios envolvendo biofilme, foram utilizadas as cepas
Gram-positivas, Staphylococcus aureus NRS 155, S. epidermidis NRS 101, S. aureus
2878 e S. aureus USA 300 resistente a meticilina (MRSA), e as Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e P. fluorescens 07A. Os ensaios foram
conduzidos utilizando caldo Infusdo Cérebro-Coracao (BHI) suplementado com 0,25%
m/v de glicose (BHIg). Todos os indculos foram preparados a partir das col6nias
bacterianas cultivadas em meio agar Luria-Bertani (LB) crescidas a 37 °C por 24 h.
Estoques das culturas foram mantidos em 1 mL de caldo Infusdo Cérebro-Coragao
(BHI) contendo 20% v/v de glicerol a -20 °C.

Sintese do complexo de inclusao (ClI)

O composto Ap8 foi selecionado para a sintese do Cl com hidroxipropil-3-
ciclodextrina (HP-B-CD) pelo método de “kneading”. O composto e o material
complexante foram adicionados nas propor¢cdes molares de 1:1 (Ap8:HPBCD) e
misturados manualmente por 5 min utilizando almofariz e pistilo. Foram adicionados
51 pL de Aalcool etilico 95% v/v, mantendo a concentragdo de 2,0 mmol/mL
(HPBCD:etanol), e posteriormente misturado por mais 15 min. O complexo de inclusao
foi mantido em dessecador por 72 h a -20 °C, apds esse tempo ele foi mantido a -20

°C até a realizagdo dos demais experimentos.
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Curva analitica e eficiéncia de complexagao

Inicialmente foi preparada uma solugédo a 500 pg/mL do composto Ap8 em
acetonitrila e diluida 100 vezes para encontrarmos o A max, encontrado esse valor
(381,5 nm) foram preparadas solu¢des de 1 a 25 yg/mL para a construgdo da curva
analitica. Para determinar a eficiéncia de complexacédo e a real concentragdo dos
CIAp8 formados, inicialmente foram dissolvidos 5 mg dos complexos de inclusao,
foram adicionados 1 mL de acetonitrila 95% e mantido sob alta agitagdo em um voértex
por 48 horas, para garantir a completa extracdo e solubilizagdo do composto que foi
complexado. As amostras foram centrifugadas a 3000 g durante 15 min a 25 °C para
decantar a HPBCD, deixando apenas o composto Ap8 em solugdo. A solugéo do
composto em acetonitrila foi diluida 100 vezes e realizada a leitura de absorbancia no
A max (381,5 nm) previamente determinado e com a equacao da curva de analitica foi
determinada a concentracdo do composto Ap8 (pg/mL) que foi complexado e

calculada a eficiéncia de complexacgao.

Atividade antibiofilme do complexo de inclusao

O ensaio antibiofilme do complexo de inclusao foi realizado em microplacas de
96 pocos conforme Fabres-Klein e colaboradores (2015), com modificagbes. A cada
poco foram adicionados 100 uL da suspenséo bacteriana 108 UFC/mL, caldo BHI com
0,25% de glicose (BHIg) e o complexo de inclusdo, na concentragdo 100 ug/mL de
Ap8 no complexo. Apds incubagao em estufa a 37 °C por 24 h, todo o sobrenadante
foi removido e os pogos foram delicadamente lavados trés vezes com PBS 1X (pH
7,6), seguido de coloragado com cristal violeta 0,1% m/v por 30 min e adigdo de etanol
95% v/v por 45 min. A placa foi submetida a leitura em espectrofotdmetro a 560
nandmetros (VersaMax ELISA Microplate Reader). Os pogos incubados somente com
BHIg e bactéria foram usados como controles positivos. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata.

A porcentagem de inibicao de biofilme foi calculada de acordo com a formula:

Leitura a 560 nm do Biofilme com o complexo . 100
) ~100).(~1)

04 Inibicio = (
0 Inibigao ( Leitura a 560 nm do Biofilme sem o complexo
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Citotoxicidade

Foi avaliado o efeito citotoxico do complexo de inclusdo CIAp8 em células
VERO, atraveés do ensaio colorimétrico com MTT (MOSMANN 1983). Uma suspenséo
de células VERO, contendo aproximadamente 2,5x104 células/mL, foi distribuida em
uma microplaca de 96 pogos (100 uyL/pogo). A placa foi incubada por 24 h, a 37 °C e
5% COz2. Ap6s 24 h, com a monocamada celular confluente, foram adicionados 100
ML das concentragdes dos compostos diluidos em meio RPMI (400, 200, 100, 50, 25,
12,5 e 6,25 pg/mL). A placa foi incubada por 48 h a 37 °C e 5% CO2. O meio foi, entéo,
removido e adicionado 10 yL de MTT (5mg/mL), e incubado novamente por 4 h. O
meio com MTT foi removido e substituido por 100 yL de DMSO, a placa foi agitada
por 10 minutos e realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm. A viabilidade
celular foi calculada utilizando as absorbancias das monocamadas tratadas com os

compostos, comparados ao controle utilizando a seguinte equacgao:

Leitura a 540 nm de controle com DMSO

N Leitura a 540 nm do composto
% Viabilidade Celular = ( )X 100

Analises estatisticas

As médias das replicatas técnicas em cada replicata biolégica foram
comparadas em relagéo ao valor da média dos controles, que representaram 100%
da formacado de biofiime. Os dados dessa diferengca foram plotados no software
GraphPad Prism (v.6) e avaliados por analise de variancia one-way (ANOVA) entre os
tratamentos e os controles. Valores de p<0,05 foram considerados significativos, pelo

Teste de Dunnett.

Resultados

A construgdo da curva analitica, a sintese dos complexos de inclusdo e o
processo de descomplexagao foram realizados para determinar a massa de Ap8
complexado com a HPBCD usando a férmula obtida da regressao linear dos valores
de absorbancia no comprimento de onda 381,5 nm (A max). Obteve-se uma eficiéncia
de complexacao de 78 % (+ - 5) (Figura 1).
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Figura 1: Espectro gerado por solugdes de Ap8 nas concentragdes de 1 a 10 pg/mL
em acetonitrila. Regressao linear realizada para construgéo da curva analitica com
os valores de comprimento de onda obtidos no A max (381,5 nm), obtendo valor de
R?=0,992 e formula da regressdo y = 0,1345x — 0,0917.
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Uma solugado do complexo de inclusdo solubilizada em agua foi utilizada para
a realizagao dos ensaios de atividade antibiofiime, usando o equivalente a 100 pg/mL
de Ap8 em cada pogo. De maneira geral o complexo de inclusdo apresentou atividade
inferior ao composto Ap8 puro, porém para P. fluorescens e MRSA onde Ap8 nao
demonstrou atividade, o complexo de inclusao reduziu o biofilme em 53,6% e 10,4%,
respectivamente (Figura 2). A citotoxicidade do complexo de inclusdo sobre células
VERO foi avaliada, apresentando uma leve diminuigdo da viabilidade celular em
concentragcbes até 25 yg/mL e nas concentracées de 50 a 200 ug/mL apresentou
citotoxicidade semelhante ao composto puro (Figura 3). Tanto o complexo de incluséo
quanto o composto Ap8 apresentaram coloragdo vermelha tijolo intensa na
concentragcdo de 400 pg/mL, interferindo no ensaio colorimétrico com MTT,

impossibilitando determinar a viabilidade celular nessa concentragao.

Figura 2: Atividade do composto Ap8 e do CIAp8 sobre a formacéao do biofilme por S.
aureus NRS 155, S. epidermidis NRS 101, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus
2878, S. aureus USA300 (MRSA) e P. fluorescens 07A. O composto foi utilizado na

concentracao de 100 pg/mL e o complexo de inclusdo na concentracao equivalente a



54

100 ug/mL de Ap8. A quantidade do biofiime foi verificada pelo método do cristal
violeta. As diferengas entre Ap8 e CIAp8 foram consideradas significativas quando
p<0,05(*), p < 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****) pelo Teste de t.
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Figura 3: Citotoxicidade do composto Ap8 e do CIAp8 em células VERO expresso por
porcentagem de viabilidade celular. As células foram cultivadas por 48 horas na
presenca dos diferentes compostos e o efeito citotoxico foi avaliado pelo método
colorimétrico usando MTT. Diferengas entre os controles e os compostos foram
consideradas significativas quando p<0,05(*), p<0.01(**), p<0.001(***), p<0.0001(****)

pelo Teste de Dunnett.
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Discussao

As 1,3-indandionas sao [(-dicetonas aromaticos biciclicos, essa estrutura
proporciona o preparo de compostos estruturalmente mais complexos, sendo uma
caracteristica muito vantajosa para a sintese organica. Os derivados de indandionas
apresentam diversas aplicagdes no campo da quimica medicinal, com propriedades
antitumoral, anti-inflamatdria, anti-alzheimer, antiviral, antimicrobiana, anticoagulante,
raticida e antiparasitaria (Meena et al., 2006; Fabres-Klein et al., 2015; Alizadeh et al.,
2020). Neste trabalho, a atividade de derivados de indandionas sobre biofilmes mistos
e producgao de complexos de inclusao com HP-B-CD foi avaliada pela primeira vez.

Visando o aumento da solubilidade do composto e consequente aumento da
atividade antibiofilme, uma alternativa encontrada foi a formacao de Cl entre derivados
da 2-arilideno-indan-1,3-diona e CDs. Além de proporcionar solubilidade em agua do
composto, trabalhos mostraram que as CDs sdo capazes de formar complexos de
inclusdo com moléculas sinalizadoras de Quorum sensing (Berkl et al., 2022;
Morohoshi et al., 2013), afetando a dindmica de formagéo, maturacao e dispersao do
biofilme. O composto Ap8 foi selecionado para sintese dos complexos de inclusao
com a HPBCD, obtendo 78,27% de eficiéncia de complexacado. O CIAp8 reduziu a
formagao do biofilme de P. fluorescens 07A, isolado de leite cru refrigerado, em 53,6%
e de S. aureus USA300, um clone pandémico resistente a meticilina (MRSA), em
10,4%, diferentemente do composto puro Ap8, que nao demonstrou atividade para
essas bactérias. Para os demais biofilmes de modo geral a atividade do CIAp8 nao
foi superior ao composto Ap8 puro. Apesar da elevada eficiéncia de complexagao
obtida, é possivel que o Ap8 esteja parcialmente incluido com a CD, realizando
interagbes diferentes das de inclusdo com a CD, superestimando a eficiéncia de
complexacao e afetando negativamente no potencial antibiofilme. A caracterizagéo
do CIAp8 sera fundamental para compreender e buscar alternativas visando
aprimorar os resultados obtidos.

Trabalhos envolvendo complexos de inclusdo vém demonstrando resultados
relevantes como estratégias antibiofiime. O complexo de inclusdo formado entre o
composto natural resveratrol e hidroxipropil-y-ciclodextrina apresentou maior
solubilidade quando comparado com o resveratrol puro (Duarte et al., 2015). Esses
Cls mostraram atividade anti-Campylobacter e anti-Arcobacter, além de inibir a

formagao de biofilmes e promover enfraquecimento de biofiimes pré-formados em
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concentracdes sub-MIC. A toxicidade das indadionas sob células de mamiferos varia
dependendo do composto, os compostos Ap16 e Ap19 reduziram em 50% o
metabolismo celular nas concentragdes de 89,72 uM a e 267,60 uM, respectivamente
(Carlete 2017; Oliveira 2017). Tanto o composto Ap8 puro quanto o CIAp8 néo
apresentaram citotoxicidade significativa nas concentragbes avaliadas. Trabalhos
relatam a redugdo da toxicidade de compostos quando complexados com
ciclodextrinas, o antibidtico cloranfenicol em um complexo multicomponente com [3-
ciclodextrina e N-acetilcisteina apresentou toxicidade reduzida contra leucdcitos,
maior solubilidade e atividade antibiofilme sob biofiimes de bactérias do género
Staphylococcus (Aiassa et al., 2016).

Varios derivados de indandionas possuem atividade antibacteriana, em
especial o Ap8, que mostrou significativa atividade sobre bactérias Gram-positivas e
negativas. Uma limitacdo desses compostos é a sua baixa solubilidade em agua, o
que pode ser visto por meio da formagao de cristais em alguns compostos. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram o potencial do CIAp8 para o
desenvolvimento de estratégias destinadas ao controle de biofilmes bacterianos.
Porém existe ainda uma necessidade de melhor caracterizar o Cl formado para se
entender como € possivel aprimorar suas propriedades para que ele tenha uma
aplicagao biotecnoldgica. Deve-se ressaltar também que o dominio dos métodos para
a sintese dos Cl sera fundamental para viabilizar a sintese de novos produtos que

tenham atividade sobre bactérias.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Inicialmente 19 derivados da 2-arilideno indan-1,3-diona tiveram suas
atividades antimicrobianas e antibiofilme avaliadas. Nao apresentaram atividade
antimicrobiana, porém demonstraram grande potencial antibiofiime, caracteristica
muito promissora, uma vez que evita o surgimento de resisténcia. Posteriormente seis
derivados foram selecionados e avaliada a citotoxicidade sob células VERO e entdo
o composto Ap8 foi selecionado para a etapa de formagao do complexo de inclusao
com a HPBCD. O CIAp8 apresenta potencial para o desenvolvimento de estratégias
destinadas ao controle de biofilmes bacterianos, principalmente pela redugdo de
53,6% do biofilme de P. fluorescens 07A, uma bactéria causadora de impactos
negativos significantes no setor industrial de lacteos. Porém mais estudos necessitam
ser realizados para avaliarmos a termoestabilidade, solubilidade, carga superficial do
complexo, se outros métodos de sintese dos complexos sdo mais eficazes além o
mecanismo de agao para a redugao dos biofilmes.

Em resumo, esse foi o primeiro trabalho a comprovar a atividade antibiofilme
de derivados da 2-arilideno indan-1,3-diona e sintese de CIAp8. Os resultados podem
ser explorados para subsidiar a sintese de compostos mais eficazes € menos
citotoxicos. Uma possibilidade para potencializar a atividade antibiofilme € por meio
da associagao e/ou produgao de nanoparticulas catidnicas. A nanotecnologia vem se
mostrando promissora no desenvolvimento de estratégias antibiofiime ao associar
compostos naturais ou sintéticos com nanoparticulas, seja através de nanoemulsdes,
encapsulamento ou funcionalizagdo de superficies. Isso pode potencializar a
penetracdo dos compostos em biofilmes, dificultar a adesdo de bactérias em
superficies e diminuir a toxicidade dos derivados de indandionas, contribuindo para

sua aplicagao biotecnoldgica.



