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RESUMO

CASTILLO RIVERA, M. L. Inibicdo do sistema quorum sensing Al-1 por Capsicum
frutescens e Capsicum annuum em bactérias Gram-negativas. 2018. 87f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2018.

A inibicdo do quorum sensing (QS) altera a comunicacdo bacteriana, reduzindo a expressao
de fatores de viruléncia e a formacéo de biofilmes, o0 que pode conferir menor pressao seletiva
em comparacdo aos antibidticos tradicionais. As frutas e hortali¢as constituem uma fonte rica
em compostos com propriedades potenciais de inibicdo do QS. Entretanto, ha pouca
referéncia sobre o potencial de pimentas do género Capsicum e de seus compostos isolados
como inibidores do QS. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de extratos
organicos obtidos das variedades de pimenta-malagueta e pimentdo vermelho sobre o sistema
QS dependente do sinalizador Al-1 (acil homoserina lactona - AHL) em bactérias Gram-
negativas. Os extratos foram obtidos por extracdo em fase sélida e separados em uma fracéo
metanolica e outra amdnica; sendo 0os compostos caracteristicos identificados e quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A atividade antimicrobiana dos extratos
foi avaliada pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) e pela curva de
crescimento de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, Serratia liquefaciens MG1 e
Pseudomonas aeruginosa PAOL. O efeito anti-QS dos extratos foi avaliado pelos testes de
difusdo em agar e quantificacdo da producdo de violaceina em meio liquido por C. violaceum
e sobre a formacao de biofilme, avaliado pelo ensaio de cristal violeta e microscopia confocal,
em S. liquefaciens e P. aeruginosa nas temperaturas 30 °C e 37 °C. Os resultados obtidos pela
CLAE indicaram que o extrato metandlico de pimenta-malagueta (EMPM) continha
capsaicinoides como a capsaicina e dihidrocapsaicina, luteolina e outros compostos nao
identificados; ja o extrato aménico desta ndo continha os compostos capsaicinoides. Ambos
0s extratos de pimentdo vermelho continham luteolina e compostos ndo identificados, mas
ndo apresentaram capsaicinoides. Como o EMPM era representativo dos demais extratos, por
conter tanto capsaicindides quanto luteolina, o foco deste trabalho foi avaliar os efeitos do
EMPM sobre fen6tipos microbianos nas concentragfes 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml, além de
utilizar a capsaicina como controle comparativo em concentracdes equivalentes as do extrato
(25, 50 e 100 pg/ml). Os resultados da atividade antimicrobiana mostraram inibicéo parcial do
crescimento das bactérias nas concentragfes sub-MIC (MIC >5 mg/ml) de 5 e 2,5 mg/ml de
EMPM. A capsaicina também inibiu parcialmente o crescimento das bactérias a 100 pg/ml,
com excecdo de S. liquefaciens a 37 °C, cujo crescimento foi induzido em 50 e 25 pg/ml. A
producdo de violaceina foi reduzida pelo EMPM a 1,25 e 0,625 mg/ml, sem afetar o
crescimento de C. violaceum. Ensaios com C. violaceum CV026, estirpe biosensora capaz de
produzir o pigmento na presenca de Al-1 exdgeno, sugerem que o possivel mecanismo de
atuacdo do extrato sobre o sistema QS em C. violaceum 12472 é sobre a sintese do
sinalizador, j& que ndo foi observada inibicdo da produgdo de violaceina em CV026 pelo
extrato. Contrariamente, a capsaicina incrementou a producdo do pigmento na estirpe 12472,
mas ensaios com a estirpe CVV026 indicaram que a capsaicina ndo atua como sinalizador do
QS, uma vez que esta ndo induziu a producdo de violaceina nesta estirpe. Ja a formacao de
biofilme foi incrementada na presenga do EMPM, sendo consideravelmente maior em P.
aeruginosa a 30 °C. Igualmente, observou-se indugédo da formacéo de biofilme por capsaicina



em S. liquefaciens (37 °C) e P. aeruginosa (30 °C). Porém, a capsaicina ndo teve efeito sobre
a formacéo de biofilme de S. liquefaciens quando cultivada a 30 °C, nem P. aeruginosa a 37
°C. Os resultados revelam que a producdo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 é
inibida pelo EMPM, mas ndo pela capsaicina. Ja, 0o EMPM e a capsaicina, de forma geral, ndo
inibem a formacdo de biofilme de S. liquefaciens MG1 nem P. aeruginosa PAOL. Outros
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais 0 EMPM e a capsaicina
agem sobre os fenotipos avaliados neste trabalho.

Palavras-chaves: Quorum sensing, extrato metandlico, pimenta-malagueta, capsaicina,
producdo de violaceina, formacéo de biofilme.



ABSTRACT

CASTILLO RIVERA, M. L. Inhibition of Al-1 quorum-sensing system by Capsicum
frutescens and Capsicum annuum in Gram-negative bacteria. 2018. 87f. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2018.

Quorum sensing inhibition alters bacterial communication by reducing virulence factors
expression and biofilm formation, exerting less selective pressure compared to antibiotics.
Fruits and vegetables are rich sources of compounds with potential QS-inhibition properties.
However, there are few references about the potential of peppers belonging to the genus
Capsicum and its isolated compounds as QS inhibitors. This study aimed to assess the effect
of organic extracts obtained from Capsicum varieties, pimenta-malagueta (red chili) and
piment&o vermelho (red bell pepper), on the Al-1 dependent QS system. The extracts were
obtained by solid phase extraction and split into a methanolic and an ammonic fraction.
Characteristic compounds were identified and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). The antimicrobial activity of the extracts was assessed by
determining the minimal inhibitory concentration (MIC) and the growth curve of
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, Serratia liquefaciens MG1 and Pseudomonas
aeruginosa PAOL. The anti-QS effect of the extracts was evaluated by the agar diffusion
assay and the quantification of violacein production was assessed in liquid medium by C.
violaceum, as well as in the biofilm formation test determined by the crystal violet assay and
confocal microscopy with S. liquefaciens and P. aeruginosa at 30 °C and 37 °C. HPLC results
showed that the methanolic extract of pimenta-malagueta (EMPM) contained capsaicinoids
such as capsaicin and dihidrocapsaicin, luteolin and other unidentified compounds in lower
concentrations; while its ammonic extract did not have capsaicinoids. Both pimentao
vermelho extracts contained luteolin and other unidentified compounds in low concentrations,
but they did not contain capsaicinoids. As EMPM was representative among the extracts
because it contained capsaicinoids and luteolin, the focus of this work was to assess the effect
of EMPM over microbial phenotypes at concentrations of 5, 2.5, 1.25 and 0.625 mg/ml, using
capsaicin as a comparative control at equivalent concentrations to those in EMPM (25, 50 and
100 pg/ml). Antimicrobial activity assays showed a partial inhibition growth of bacteria at
sub-MIC concentrations (MIC >5 mg/ml) of EMPM at 5 and 2.5 mg/ml. Similarly, capsaicin
partially inhibited bacterial growth at 100 pg/ml, except for S. liquefaciens at 37 °C in which
growth was induced at 50 and 25 pg/ml. Violacein production was reduced by EMPM at 1,25
and 0,625 mg/ml without affecting C. violaceum growth. Assays with C. violaceum CV026, a
biosensor strain that produces violacein in the presence of exogenous Al-1, suggest that
EMPM reduced violacein production in C. violaceum 12472 by interfering with the Al-1
synthesis. In contrast, capsaicin incremented violacein synthesis in strain 12472, but
experiments with strain C\VV026 revealed that capsaicin does not function as an analog of Al-1.
Biofilm formation was increased in EMPM presence, being remarkably superior in P.
aeruginosa cultivated at 30 °C, as opposed to cultivation at 37 °C. Similarly, capsaicin
induced biofilm formation in S. liquefaciens (37 °C) and P. aeruginosa (30 °C). However,
capsaicin did not affect biofilm formation on S. liquefaciens cultured at 30 °C, neither on P.
aeruginosa at 37 °C. These results show that violacein production in C. violaceum ATCC
12472 is inhibited by EMPM, but not by capsaicin. In general, EMPM and capsaicin did not



inhibit biofilm formation in S. liquefaciens MG1 neither in P. aeruginosa PAOLl. More
studies are necessary to elucidate the mechanisms by which EMPM and capsaicin affect the
studied phenotypes in this work.

Keywords: quorum sensing, methanolic extract, pimenta-malagueta, capsaicin, violacein
production, biofilm formation.
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1. INTRODUCAO

O descobrimento da penicilina, junto a outros antibidticos como as sulfonamidas,
significou uma revolucao no tratamento de doencas infecciosas devido a eficacia sobre micro-
organismos patogénicos. Porém, o uso indiscriminado dos antibioticos favoreceu a
emergéncia de espécies bacterianas resistentes a acdo dessas drogas. Essa situacao tornou-se
um importante problema de salude a nivel mundial devido as complicacfes que as bactérias
resistentes a antibidticos provocam, ocasionando a morte de milhdes de pessoas, sendo dificil
a sua erradicacao pois cada vez o numero de antibioticos efetivos contra tais bactérias € menor
(SAGA; YAMAGUCHI, 2009; KALIA, 2013).

Diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de tratar as doengas
infecciosas utilizando métodos alternativos ao uso de antibidticos. Entre elas, a denominada
estratégia anti-viruléncia, que consiste na interferéncia nos mecanismos de viruléncia e nas
vias de sinalizacdo celular, é particularmente interessante visto que ndo provocaria a mesma
pressdo seletiva dos antibidticos tradicionais, incrementaria o nimero de farmacos disponiveis
e, a0 mesmo tempo, manteria a microbiota do hospedeiro por ser uma estratégia especifica ao
micro-organismo patogénico (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007; RASKO;
SPERANDIO, 2010; KALIA, 2013; HIRAKAWA; TOMITA, 2013; LASARRE; FEDERLE,
2013; ALLEN et al., 2014).

Em 1905, Erwin F. Smith afirmava que uma multiddo de bactérias seria mais forte que
umas poucas e gue unidas elas superariam qualquer obstaculo; essa afirmacéo ja se referia a
um comportamento de grupo e ndo meramente individual como normalmente pensado para
esse grupo de organismos (DALE; PARK, 2010). Anos mais tarde, o comportamento de
grupo seria considerado como uma forma de comunicacdo entre as células bacterianas com o
objetivo de regular a expressdo de alguns genes. A esse comportamento, deu-se 0 nome de
guorum sensing, pela necessidade de haver um nimero minimo de células para uma efetiva
comunicagdo (FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994). Dentre os fenotipos regulados por
esse mecanismo estdo fatores de viruléncia como toxinas, proteases e fatores de evasdo do
sistema imune, assim como a formacao de biofilmes. Assim, o quorum sensing se tornou um
mecanismo com significativas consequéncias para a medicina humana e veterinaria, a
agricultura e também a seguranca alimentar, tendo possivelmente efeito na deterioracdo dos
alimentos (SMITH; FRATAMICO; NOVAK, 2004; SKANDAMIS; NYCHAS, 2012;
LASARRE; FEDERLE, 2013).
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Devido a relevancia que tém os fenotipos regulados pelo quorum sensing, a pesquisa
de mecanismos que interfiram nessa comunicagdo bacteriana aumentou expressivamente nos
ultimos anos. Nesse contexto, o estudo de plantas com potencial efeito anti-quorum sensing
(denominado quorum quenching em inglés) adquire importancia. Assim, estudos
desenvolvidos com extratos de diversos alimentos de origem vegetal como alho, rabanete,
baunilha, camomila, cenoura, amora-vermelha, soja, entre outros, mostram que tais vegetais
apresentam compostos com acao inibitdria sobre o quorum sensing (RASMUSSEN et al.,
2005; KALIA, 2013; OLIVEIRA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016a,b).

1.1 Quorum sensing

O quorum sensing é um tipo de sinalizacdo celular que regula a expressao de genes em
funcdo do ndmero de células bacterianas (densidade populacional) presentes no meio
(FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994). Esse processo exige a presenca de moléculas,
similares a feromonios, conhecidas como autoindutores ou sinalizadores, que sdo produzidas
pelas bactérias e que mantem um fluxo constante de entrada e saida das células. Quando a
concentracdo limiar dessas moléculas € atingida, estes autoindutores ingressam a célula e se
unem a uma proteina receptora que regula a transcricdo de genes regulados pelo quorum
sensing. Existem diferentes tipos de sistemas quorum sensing segundo a caracteristica
guimica dos autoindutores (Tabela 1). As moléculas sinalizadoras mais predominantes sdo as
AHLs (homoserina lactona aciladas) e os peptideos autoindutores, utilizados comumente por
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente. Outro sinalizador de interesse é
0 Al-2 que participa na sinalizacdo interespécies (CAMILLI; BASSLER, 2006). Além disso,
h& outras moléculas que participam como autoindutores em diferentes micro-organismos
(Tabela 1).

Tabela 1. Sistemas de quorum sensing bacteriano.

Tipo de Micro- Fen6tinos
sinalizador Autoindutor organismos P Referéncias
. regulados
QS representativos
Comunicacao intraespécies
Fatores de NG; BASSLER,
viruléncia, biofilme, | 2009; BISWA;
Al-1 Acll-omoserina | . 1eaativas iﬁﬁﬁ?‘éi 0 JOREE A
lactonas (AHLS) g . P
swarming,

bioluminescéncia,
entre outros.
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Rhodopseudomon = Expressdo genética = SCHAEFER et al.,
p-Coumaril-HSL | as palustris global 2008; AHLGREN
CGA009 Nao identificado etal., 2011;
. Cinamoil-HSL Bradyrhizobium N&o identificado LINDEMANN et
Variantes do . .
Al Isovaleril-HSL spp. _ C_:resumento al., 2011; ZHANG
B. japonicum filamentoso etal., 2012.
N-Carboxil-acil- = USDA110
HSL Methanothrix
harundinacea
Xanthomonas Viruléncia, biofilme = DENG et al., 2011.
- Cis-4cido graxo = spp., e e tolerancia aos
Familia DSF insaturado Burkholderia antibidticos
cenocepacia
Familia o- Vibrio spp. e Viruléncia e KELLY etal.,
CAI-1 Hidroxicetonas | Legionella o 2009; GOODING et
i biofilme
pneumophila al., 2010.
Gram-positivas; Viruléncia, SAENZ et al.,
Peptideos  Oligopeptideos  s6 uma bactéria biofilme, 2000; JOHNSON et
autoindutore  lineares ou Gram-negativa: esporulacéo e al., 2005.
S ciclicos Thermotoga producéo de
maritima exopolissacarideos
Quinolona ou Pseudomonas Viruléncia e PESCI et al., 1999;
PQS compostos de aeruginosa formacéo de LEE et al., 2013.
tiazole biofilme
Comunicagao interespécies
S-THMF-borato, Gram-negativas e Fatores de PEREIRA;
Al-2 R-THMF Gram-positivas viruléncia e THOMPSON;
formacéo de XAVIER et al.,
biofilme 2013.
Escherichia coli WALTERS;
Al-3 Desconhecido Enterohemorragic Viruléncia SPERANDIO,
2006.
(EHEC)
Gram-negativas e @ Viruléncia e LEE; LEE, 2010.
Indol 2,3-Benzopirrol | Gram-positivas formacao de
biofilme

Al-1: Autoindutor-1, Al-2: Autoindutor-2, Al-3: Autoindutor-3, HSL: homoserina lactona acilada, DSF: fator de
sinal  difuso, CAI-1: autoindutor-1 de Cholerae, S-THMF-borato: (2S,4S)-2-Metil-2,3,3,4-
tetrahidroxitetrahidrofurano-borato, R-THMF: (2R,4S)-2-Metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano, PQS:
sinalizador de quinolona de Pseudomonas. Fonte: Tang e Zhang (2014, p. 3248).

As moléculas de AHLs sdo compostas por um anel de homoserina lactona e uma
cadeia de &cidos graxos, cujo numero de carbonos varia entre quatro e 18, além de
modificagdes por saturacdo e oxidagéo na posicdo do carbono 3. Elas séo sintetizadas por
meio de uma reacdo de acilacdo entre a S-adenosil-metionina (SAM) e a proteina carregadora

acil-acil (ACP), as quais ddo origem ao anel lactona e a cadeia de acidos graxos,
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respectivamente (MORE et al., 1996; WHITEHEAD et al., 2001; LAZDUNSKI; VENTRE;
STURGIS, 2004; NI et al., 2009; LASARRE; FEDERLE, 2013; KALIA, 2014).

O sistema quorum sensing da bactéria marinha Vibrio fischeri foi o primeiro descrito
e, portanto, é modelo para os demais sistemas QS em bactérias Gram-negativas (NEALSON;
HASTINGS, 1979; EBERHARD et al., 1981; FUQUA; GREENBERB, 2002). Esse modelo é
composto pela molécula sinalizadora N-3-oxo-hexanoil-L-HSL (pertencente as AHLS), uma
enzima sintase de AHLs (Luxl) e uma proteina receptora ativadora transcricional (LuxR). A
enzima LuxI sintetiza a N-3-0xo-hexanoil-L-HSL e esta € liberada no meio extracelular por
difusdo passiva. Uma vez que estas moléculas atingem uma concentracdo limiar, devido ao
aumento exponencial no nimero de células bacterianas, elas retornam ao meio intracelular e
se ligam a proteina LuxR, provocando uma mudanc¢a conformacional na mesma que passa a
atuar como ativadora da transcricdo dos genes envolvidos com a bioluminescéncia: fenétipo
aproveitado por Euprymna scolopes, uma espécie de lula, em cujo 6rgdo luminoso V. fischeri
convive em simbiose (NEALSON; HASTINGS, 1979; EBERHARD et al., 1981; FUQUA,
GREENBERB, 2002).

Existem diversas espécies bacterianas com sistemas homdlogos a Luxl/LuxR que
permitem a regulacdo de fendtipos variados. Tal € o caso da bactéria oportunista P.
aeruginosa que utiliza dois sistemas, Lasl/LasR e Rhll/RhIR, para regular coordenadamente a
expressdo de fatores de viruléncia como elastases, proteases, exotoxinas, ramnolipideos,
piocianina, motilidade e a formacdo de biofilmes. Serratia liquefaciens é também um
patdgeno oportunista, cuja atividade quorum sensing estd relacionada com o sistema
Swrl/SwrR e os autoindutores N-butanoil-HSL (C4-HSL) e N-hexanoil-HSL (C6-HSL), que
estdo associados com a formacdo de biofilmes, a producdo de enzimas hidroliticas e a
motilidade tipo swarming devido a producdo do biosurfactante serrawettin W2
(RASMUSSEN et al., 2000, LABBATE et al., 2004). Alguns desses fenotipos, como a
producéo de enzimas proteoliticas e a formacao de biofilme, séo de especial interesse pela sua
influéncia na atividade microbiana em alimentos (MACHADO et al., 2015; BAI; RAI, 2011;
LASARRE; FEDERLE, 2013; KALIA, 2014).

Costerton et al. (1995) definem o biofilme como populagdes bacterianas envolvidas
numa matriz, podendo estar aderidas entre si ou a superficies ou interfaces, sendo essa matriz
constituida de polimeros como polissacarideos, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA).
Ao contrario das células planctdnicas, os biofilmes mostram maior resisténcia ao efeito dos

antibidticos e a imunidade do hospedeiro, sendo a sua erradicacdo mais dificil (BOYLE et al.,
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2013; HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA, 2013). Alguns mecanismos que
explicariam esta resisténcia seriam a baixa difusdo do antibiotico devido a matriz do biofilme,
a variada taxa de crescimento dos micro-organismos que estdo presentes no biofilme, células
em diferentes estagios fisioldgicos (como células dormentes e as células persistentes), entre
outras mudangas fisioldgicas como a expressdo de genes de resisténcia (SHROUT et al.,
2011; HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA, 2013).

A formacéo de biofilme € um processo que consta de varias etapas. No inicio, células
planctdnicas estdo livres no meio, enquanto algumas véo se aderindo na superficie de forma
reversivel. Em um momento do processo, algumas células se aderem irreversivelmente a
superficie. Conforme essas células aderidas vdo se multiplicando, acontece a producdo de
uma matriz de polimeros extracelulares que mantém as células juntas, formando
microcol6nias, as quais atingirdo uma formacado madura do biofilme em forma tridimensional.
Finalmente, algumas células podem-se liberar do biofilme por disperséo e colonizar novas
superficies (XAVIER et al., 2003; ROMLING; BALSALOBRE, 2012; HENRIQUES;
VASCONCELOS; CERCA, 2013; RUMBAUGH; AHMAD, 2014). P. aeruginosa e S.
liquefaciens sdo dois patdégenos oportunistas com capacidade de formar biofilmes. Estas
bactérias podem se desenvolver em diferentes ambientes como o solo ou &gua, e colonizar
superficies de diversas éreas hospitalares (BEDARD; PREVOST; DEZIEL, 2016),
dispositivos médicos (HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA, 2013) ou na industria
alimenticia (SHI; ZHU, 2009), podendo causar infeccbes graves e persistentes em muitos
individuos (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014).

O quorum sensing tem uma funcdo importante na formacdo do biofilme. Assim,
alguns fatores regulados pelo quorum sensing como os rhamnolipidios, a motilidade tipo
swarming, a lectina galactofilica (LecA), a pioverdina (sider6foro de ferro) e o operon que
codifica o polissacarideo extracelular Psl tém uma relevante participacdo na formacdo de
biofilme de P. aeruginosa (SHROUT et al., 2011). Por outro lado, conforme Van Houdt,
Givskov e Michiels (2007), o quorum sensing também interfere em diferentes etapas do
desenvolvimento do biofilme de S. liquefaciens a exemplo da motilidade tipo swarming, a
adesdo, a maturacdo do biofilme e o desprendimento celular da superficie. Por tais motivos,
estudar compostos que inibam esta sinalizacdo celular seria de grande importancia.

Outra espécie com sistema homologo LuxI/R € Chromobacterium violaceum: uma
bactéria Gram-negativa presente em ecossistemas de regides tropicais e subtropicais, tanto no
solo como em agua (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM,
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2003). Por meio do mecanismo do quorum sensing, esta bactéria regula a producdo de
violaceina, um pigmento roxo insolGvel em agua, além de outros feno6tipos como a formagéo
de biofilme e a producdo de quitinase (STAUFF; BASSLER, 2011). C. violaceum possui 0
sistema Cvil/CviR, encarregado da sintese e da resposta reguladora do autoindutor N-
hexanoil-HSL (C6-HSL). Dentre as estirpes biosensoras que permitem a deteccdo de HSL
aciladas esta a C. violaceum CV026. Esta bactéria € uma mutante isogéncia de C. violaceum
ATCC 31532 por meio de uma inser¢do do transposon mini-Tn5 no gene cvil. Assim, 0
mutante CV026 ¢ incapaz de sintetizar a molécula sinalizadora C6-HSL. Entretanto, na
presenca de C6-HSL exdgeno ou outras AHLs de cadeia curta, ela produz o pigmento roxo
violaceina. Essa caracteristica permite que a cepa CV026 seja utilizada em testes de deteccdo
de HSL aciladas de cadeia curta de quatro a oito carbonos, assim como ensaios de inibicdo do
QS (MOROHOSHI et al., 2008, RUMBAUGH, 2011; STAUFF; BASSLER, 2011).

1.2 Inibicdo do quorum sensing

Os mecanismos de interferéncia no sistema quorum sensing visam alterar ou
interromper as etapas de sintese de AHLSs, ou acimulo desses sinais ou mesmo a deteccao
desses pelo receptor (Figura 1). No primeiro caso, existem analogos de SAM como a
sinefungina que inativa a enzima Rhll, impedindo a producdo de butiril-HSL em P.
aeruginosa (PARSEK et al., 1999; LASARRE; FEDERLE, 2013). As lactonases, acilases e
oxidorredutases sdo enzimas que degradam as AHLs liberadas no meio extracelular. Por
exemplo, a lactonase AiiA, isolada de Bacillus sp., hidrolisa o anel do sinalizador 3-oxo-
hexanoil-HSL, autoindutor utilizado pela bactéria Erwinia caratovora, causadora de doencas
em batatas (LASARRE; FEDERLE, 2013).
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Figura 1. Formas de inibicdo do sistema quorum sensing. A inibicdo pode acontecer se 0s
autoindutores liberados no meio externo sdo degradados (A), se ha uma redugdo da sintese do
autoindutor (B) ou por meio da inibicdo do receptor (C). Elaboracéo propria.

As furanonas halogenadas, produzidas pela alga marinha Delisea pulchra, séo efetivas
na interferéncia da ligagdo de AHL ao receptor. Experimentos com furanonas sintéticas, como
a furanona C-30 (Figura 2), indicam uma inibi¢do do quorum sensing em P. aeruginosa, com
expressao reduzida de genes de viruléncia e maior permeabilidade do biofilme ao tratamento
com o antibiético tobramicina (MANEFIELD et al., 2002; RASMUSSEM et al., 2005;
ROMERO; ACUNA; OTERO, 2012; LASARRE; FEDERLE, 2013; KALIA, 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica de 4-bromo-3-butil-5-(dibromometileno)-2(5H)-furanona (C-30),
furanona halogenada produzida por Delisea pulchra. Fonte: Rasmussen et al. (2000).

A convivéncia milenar entre plantas e bactérias permitiu o desenvolvimento de

mecanismos de defesa pelas plantas contra bactérias patogénicas, sendo um deles a producédo
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de compostos com propriedades anti-quorum sensing (MCCARTHY; O’GARA, 2015).
Vérias dessas moléculas tém sido isoladas de alimentos como a cebola (pantolactona e acido
miristico), a canela (cumarina), o café (cafeina), a toranja (furanocumarinas), o brécolis
(sulforafano e erucin), entre outros (Tabela 2) (HELMAN; CHERNIN, 2015; MCCARTHY;
O’GARA, 2015). O alho, um alimento com propriedades antimicrobianas conhecidas, contém
a molécula sulfurada ajoene com capacidade de interferir na expressdo de fatores de
viruléncia como os rhamnolipideos e de atuar sinergicamente com a tobramicina na reducéo
da formacdo de biofilme em P. aeruginosa (RASMUSSEN et al., 2005; JAKOBSEN et al.,
2012; ROMERO; ACUNA; OTERO, 2012; KALIA, 2014; LASARRE; FEDERLE, 2013).

Tabela 2. Compostos inibidores do quorum sensing provenientes de fontes naturais, conhecidos por
inibir a formacéo de biofilmes bacterianos.

Fonte natural Composto Micro-organismo Referéncias

Delisea pulchra Furanona Aeromonas REN et al., 2001;

(Macroalga) hydrophila, E. coli PONNUSAMY et
al., 2010.

Alho Ajoene P. aeruginosa PAO1 BJARNSHOLT et
al., 2005;
RASMUSSEN et al.,
2005; JAKOBSEN et
al., 2012.

Laranja Naringin Yersinia enterocolitica TRUCHADO et al.,
2012.

Penicillium sp. Patulin, clavin, P. aeruginosa RASMUSSEN et al.,

acido penicilico 2005.

Baunilha Vanilina A. hydrophila PONNUSAMY et
al., 2009.

Manjericéo Acido rosmarinico  P. aeruginosa ANNAPOORANI et

al., 2012.

Diospyros dendo Acido ursolico E. coli REN et al., 2005.

(Arvore)

Termanilia Acido ellagico Burkholderia cepacia  HUBER et al., 2003.

chebula betz (Fruta)  (acido benzoico)

Cha verde Galato de Staphylococcus HUBER et al., 2003;

epigalocatequina aureus, B. cepacia BLANCO et al.,

2005.

Canela Cinamaldeido P. aeruginosa NIU et al., 2006.

Grapefruit Furocoumarin E. coli GIRENNAVAR et
al., 2008.

Psoralea Psoraleno E. coli GIRENNAVAR et

corylifolia L. (Planta
medicinal)

al., 2008.
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Extrato rico em Urolithin Y. enterocolitica GIMENEZ-

ellagitannins BASTIDA et al.,
(Roma) 2012.
Acafrdo-da-terra Curcumina P. aeruginosa, E. coli, PACKIAVATHY et
Proteus mirabilis, al., 2014.
Serratia marcescens
Cominho Metil-eugenol P. aeruginosa PACKIAVATHY et
al., 2012.

Fonte: Sadekuzzaman et al. (2015)

Dentre dos compostos naturais que inibem o sistema quorum sensing, existe um
numero importante que pode impedir ou reduzir a formacao de biofilmes bacterianos (Tabela
2). Por exemplo, além de inibir as motilidades tipo swarming e swimming e a producdo de
exopolissacarideos e alginato, a curcumina destaca-se por seu potencial para inibir a formacao
de biofilme das bactérias uropatogénicas P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis e S. marcescens
(PACKIAVATHY et al.,, 2014). No entanto, assim como ha moléculas que podem
interromper a formacdo de biofilmes, existem alguns autores que tem identificado compostos
que aumentam ou induzem a formacdo destas comunidades bacterianas (Tabela 3). Deste
modo, varios flavonoides, conhecidos por inibir os receptores LasR/RhIR de forma alostérica
(PACZKOWSKI et al., 2017), também atuam incrementando a formacdo de biofilme, a
exemplo da quercetina e apigenina (Tabela 3). Similarmente, o 4cido rosmarinico inibiu ou
induziu a formacdo de biofilme de P. aeruginosa (Tabelas 2 e 3), sendo que o efeito depende
da concentracéo utilizada (CORRAL-LUGO et al., 2016).

Tabela 3. Compostos que induzem a formacao de biofilme em diferentes bactérias e as concentracdes
que estimulam este efeito.

. Bactéria - , A
Composto Concentracao Meétodo Referéncias
temperatura

Flavonoides 100 pg/mi P. aeruginosa Ensaio de cristal CHO etal.,
(apigenina, PA14 - 37 °C. violeta em placa 2013.
daidzeina, fisetina, de 96 pogos

genisteina, 6-

hidroxiflavona,

kaempferol,

luteolina,

quercetina, 6-

aminoflavona)

Acido betulinico

Acido tanico

Vanilina 750-1500 pg/ml  P. aeruginosa Ensaio de cristal PLYUTA et
Epicatequina 750-1500 pg/ml - PAOL1 -30°C violeta em placa al., 2013.
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Acido sinapico 200-400 pg/ml  Agrobacterium  de 96 pocos

Acido clorogénico 100-400 pg/ml  tumefaciens C58

Acido ferdlico 400 pg/ml -30°C

Acidos fendlicos ~ 25-100 pg/ml

cinamico, 4-

hidroxibenzoico e

gélico

Genisteina 500 pg/ml Staphylococcus  Ensaio de cristal MORAN et

Acido 1500 pg/ml epidermidis violeta em placa al., 2014.

protocatequico CECT 231-37  de 96 pocos

Extrato de 1700 pg/ml °C

cranberry

Acido p- 1000 pg/ml

hidroxibenzoico

Resveratrol 100 pg/ml

Acido 0,05-2mM P. aeruginosa Ensaio de cristal CORRAL-

rosmarinico PAO1 -30°C violeta em tubos LUGO et al.,
de borosilicato ~ 2016.

Arabinogalactano, 0,5% (p/v) Bacillus subtilis  Ensaios com BEAUREG

pectina e xilano -30°C formagé&o de ARD et al.,
pelicula. 2013.

1.3 Pimentas: o género Capsicum

As pimentas pertencem ao género Capsicum da familia Solanaceae. Existem cinco
diferentes espécies de pimentas conhecidas por serem cultivadas e domesticadas pelos antigos
indigenas da América do Sul e América Central. Estas espécies sdo C. annuum, amplamente
cultivada (ex. pimentdo, jalapefio), C. baccatum (ex. ‘dedo-de-moga’), C. chinense (ex.
habanero, pimenta de cheiro), C. frutescens (ex. pimenta-malagueta, Tabasco) e C. pubescens
(ex. rocoto, manzano) (RUSSO, 2012). As pimentas Capsicum sdo utilizadas como
condimentos devido ao aroma, cor e sabor que conferem. No Brasil, a pimenta consumida no
pais todo é a pimenta-malagueta, principalmente na regido Nordeste. No entanto, a regido
Norte prefere as pimentas-de-cheiro, murupi, cumari-do-para, peixe-boi, olho-de-ganso e
murici. No Sudeste, as mais comuns sdo dedo-de-moca, cambuci (chapéu-de-frade) e cumari
verdadeira; enquanto a regido Sul opta por pimenta dedo-de-moga e chifre-de-veado. J& na
regido Centro-Oeste prevalecem as pimentas-de-cheiro, bode, cumari-do-para e fidalga
(REIFSCHNEIDER; NASS; HENZ, 2015).

As pimentas constituem uma boa fonte de antioxidantes, com destaque para 0S
flavonoides, carotenoides, vitamina C e também os capsaicinoides. Entretanto, ndo sédo

consideradas como fonte de flavonoides em comparagdo com outros alimentos como a batata

23



doce e os aspargos (RUSSO, 2012). As pimentas apresentam prevalentemente dois tipos de
flavonoides de especial interesse: flavonas e agliconas de flavonol. Dentre as flavonas,
destacam-se a luteolina e seus derivados, assim como a apigenina, as O-glicosil flavonas e C-
glicosil flavonas. Por outro lado, o grupo das agliconas de flavonol inclui a quercetina e seus
derivados, além de sinapoil e feruloil glicosideos. Além do efeito antioxidante, os
carotenoides conferem a coloracdo caracteristica das pimentas. Assim, 0s principais
carotenoides responsaveis pela cor de pimentas vermelhas sdo trés: capsantina, capsorubina e
capsantina 5,6-epoxido (RUSSO, 2012).

A pungéncia é uma caracteristica prdpria das pimentas, com excecdo daquelas
conhecidas como doces (e.g. pimentdo). Isto é devido a presenca de compostos alcaloides,
concentrados na placenta da fruta, denominados capsaicinoides, sendo a capsaicina 0
componente mais ativo, seguido pela dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homodihidrocapsaicina, entre outros. Esses capsaicinoides sdo constituidos por uma porcao de
vanilil-amina e uma cadeia de acidos graxos, a qual produz uma variedade estrutural de tais
compostos. Tal estrutura quimica apresenta similaridade com a dos autoindutores tipo 1,
conforme a Figura 3 (LUO; PENG,; LI, 2011; RUSSO, 2012; JANSSENS et al., 2008).

Em anos recentes, as propriedades farmacoldgicas da espécie C. annuum tém sido
estudadas, encontrando-se atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria,
cardioprotetora e anticancerigena (KHAN et al., 2014). Tais efeitos também sdo atribuidos
aos capsaicinoides (LUO; PENG,; LI, 2011). Adicionalmente, o extrato de C. annuum mostrou
efeito inibitério sobre a producdo de toxinas do colera em cepas de Vibrio cholerae
(CHATTERJEE et al., 2010). Em relagdo ao potencial das pimentas Capsicum e 0s
capsaicinoides como inibidores do quorum sensing, ha poucas referéncias que relatam tal
atividade. Assim, no estudo de Rasmussen et al. (2005) foram avaliados os extratos de
pimentdo amarelo (uma variedade de C. annuum) e Red chili. Apesar do estudo ter indicado
que o extrato apresentou atividade inibitoria sobre o quorum sensing, o fenémeno nédo foi
investigado em maior profundidade. Ainda mais, a semelhanga observada entre as estruturas
guimicas dos capsaicinoides e dos autoindutores tipo 1 (Figura 3) gera uma grande

possibilidade desses compostos inibirem o sistema quorum sensing.
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CAPSAICINOIDES AUTOINDUTORES TIPO 1
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Figura 3. Estruturas de alguns capsaicinoides e autoindutores tipo |. As espécies que produzem as
AHLs e seus receptores homoélogos de LuxR estdo em italico e entre parénteses, respectivamente.
HSL: Homoserina lactona. Fonte: Luo, Peng e Li (2011) e Janssens et al. (2008).

Este estudo visa avaliar o potencial antimicrobiano das pimentas, assim como o efeito
sobre fendtipos regulados pelo quorum sensing para ampliar o conhecimento sobre as
propriedades desta planta. Além disso, o fato de haver pouca referéncia sobre a atividade
quorum quenching de pimentas e seu constituinte caracteristico capsaicina, torna este estudo
original e promissor. A similaridade da capsaicina com os autoindutores tipo 1 reforca o
interesse de estudar o efeito deste composto em fendtipos regulados pelo quorum sensing.
Deste modo, este trabalho poderd servir como base para possiveis aplicagdes no ramo das

industrias alimenticias e farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito inibitério dos extratos das variedades de
pimenta malagueta (Capsicum frutescens) e pimentdo vermelho (Capsicum annuum) e seus
constituintes isolados sobre o sistema quorum sensing dependente do sinalizador Al-1 em

bactérias Gram-negativas.

2.1  Objetivos especificos

= ldentificar os compostos majoritarios presentes nos extratos.

= Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos.

= Avaliar o efeito dos extratos e da capsaicina sobre a producdo de violaceina em C.
violaceum.

= Avaliar o efeito dos extratos e da capsaicina sobre a formacao de biofilmes bacterianos

em P. aeruginosa e S. liquefaciens.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho foram C. violaceum ATCC 12472, C.
violaceum CV026, S. liquefaciens MG1, as quais foram incubadas a 30 °C, enquanto a cultura
de P. aeruginosa PAO1 foi cultivada a 37 °C. Estas duas Ultimas espécies também foram
estudadas nas temperaturas de 30 °C e 37 °C em ensaios com 0 extrato metanolico de
pimenta-malagueta (EMPM). As bactérias foram cultivadas em caldo ou agar Luria Bertani
(LB), cuja composicéo foi peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sddio NaCl 0,5%
e agar 1,2%. Quando necessario, 0 meio para a bactéria C. violaceum CV026 foi adicionado
de canamicina a 20 pg/ml.

3.2 Preparo dos extratos

3.2.1 Material vegetal

No inicio do trabalho, se decidiu estudar os extratos de dois tipos de pimentas: a
pimenta-malagueta (Capsicum frutescens) e o pimentdo vermelho (Capsicum annuum). Essas
pimentas foram adquiridas no Mercado Central de Sdo Paulo (CEAGESP) da cidade de Séo
Paulo.

As pimentas foram lavadas e sanitizadas com solucéo de hipoclorito de sodio a 0,33%
(p/v) por 10 minutos. Uma vez que os pedunculos e as folhas foram removidos manualmente,
as pimentas foram cortadas em pedacgos pequenos e congeladas a -20 °C. Posteriormente, as
amostras foram liofilizadas e, em seguida, trituradas com almofariz e pistilo para o processo
de extracao.

O padrdo capsaicina foi adquirido da Sigma-Aldrich, e preparou-se uma solucdo
estoque de 10 mg/ml em dimetilsulféxido (DMSO) 99,9%, mantendo a concentragdo maxima

final deste solvente de 1% nos ensaios.

3.2.2 Obtencgéo dos extratos

Os extratos foram preparados no Laboratorio de Quimica, Bioguimica e Biologia
Molecular de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo. Realizou-se uma extragdo em fase sélida (SPE), conforme descrito por Arabbi,
Genovese e Lajolo (2004), com algumas adaptagdes para as pimentas em analise. Cinco

gramas de pimenta liofilizada foram homogeneizados trés vezes com metanol/agua 7:3 (v/v).
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Em seguida, o extrato foi filtrado com pressdo reduzida utilizando papel filtro Whatman 6. O
conteido de metanol foi evaporado em rota-evaporador a 40 °C.

Esse extrato foi aplicado em aliquotas em coluna de poliamida, previamente
condicionada com metanol e &gua. Depois, a coluna foi lavada com 4agua, entdo os
flavonoides e a capsaicina (presente na pimenta-malagueta conforme ensaios preliminares)
foram eluidos com metanol. Em seguida, os compostos restantes foram eluidos com
metanol:hidroxido de amonia 99,5:0,5 (v/v). Estas amostras foram secas em um concentrador
centrifugo a vacuo SpeedVac e resuspendidas em metanol para quantificacdo por CLAE-DAD
(cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos). As amostras
secas constituem o0s extratos, os quais foram diluidos previamente em meios apropriados
(Tabela 4) obtendo uma solucdo estoque de 10 mg/ml (base seca de extrato por ml de meio),

para entdo serem utilizados nos testes de atividade antimicrobiana e anti-quorum sensing.

Tabela 4. Extratos produzidos a partir de pimenta-malagueta e pimentéo vermelho.

Peso Rendimento Meio de
L Solvente de Nome do ) S
Amostra inicial extragio extratol por extrato diluicéo
(9) (%)
DMSO 5% e
Pimenta- Metanol EMPM 11,86 caldo LB
malagueta Metanol com
. EAPM 6,38 Caldo LB
amdnia (0,5%)
DMSO 5% e
o Metanol EMPV 4,
Pimentéo etano %8 caldo LB
vermelho Metanol com EAPV 322 Caldo LB

amonia (0,5%)
1 EMPM: extrato metandlico de pimenta-malagueta. EAPM: extrato aménico de pimenta-malagueta. EMPV:
extrato metandlico de pimentdo vermelho. EAPV: extrato amonico de pimentdo vermelho. 2 Indica o peso do
extrato seco obtido dividido pelo peso da amostra de pimenta liofilizada, expresso em porcentagem. DMSO:
Dimetilsulfoxido, LB: Luria Bertani.

3.2.3 Anadlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo e a identificagdo dos flavonoides foram realizadas através de CLAE
em cromatégrafo modelo Infinity 1260 (Agilent Technologies), equipado com injetor
automatico, bomba quaternaria e detector com arranjo de diodo (DAD), controlado pelo
software proprio da Agilent. A coluna utilizada foi a Prodigy 5u ODS3 (250 x 4,60 mm)
(Phenomenex Ltd., Reino Unido) com fluxo de 1 ml/min, temperatura de corrida 25 °C, e a
eluicdo sendo realizada com gradiente de solventes constituido por A: acido férmico 0,5% em
agua e B: acido formico 0,5% em acetonitrila. O gradiente de solventes consistiu em 10% de

B no inicio, 10% em 5 minutos, 20% em 15 minutos, 25% em 25 minutos, 45% a 33 minutos,
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de 50% em 38 minutos, 90% em 43 minutos, 90% em 44 minutos e 10% em 45 minutos
(tempo de corrida, 45 minutos). A corrida foi monitorada nos comprimentos de onda de 270,
328 e 370 nm. A identificacao dos picos foi realizada por comparacédo do tempo de retencéo e
similaridade com espectro de absorcdo de padrdes comerciais e 0s espectros contidos na
biblioteca do proprio equipamento, previamente inseridos na andlise. Para quantificagdo,
foram utilizados os padrdes do flavonoide quercetina e da capsaicina (Sigma, Chemical Co.,
St. Louis, EUA) e expressa como quercetina equivalente e capsaicina equivalente,

respectivamente.
3.3  Atividade antimicrobiana

3.3.1 Avaliacéo do crescimento bacteriano e determinacéo da concentracao

inibitéria minima (MIC)

O crescimento bacteriano e a concentracdo inibitéria minima, em presenca do EMPM e da
capsaicina, foram estudados por meio do método de microdilucdo em caldo, segundo a
metodologia descrita por Wiegand, Hilpert e Hancock (2008), com algumas modificaces.
Assim, o ensaio foi desenvolvido em placas de 96 pocos, sendo testadas as concentracdes de
5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml do extrato e 100, 50 e 25 pg/ml de capsaicina. Nos pocos das
concentragdes 5 mg/ml e 100 pg/ml colocou-se 50 pl da solugédo estoque respectiva. Para as
seguintes concentracfes, com pog¢os contendo previamente 50 pl de caldo LB, realizou-se
diluicdes seriadas de 1:2, a partir das concentragdes 2,5 mg/ml e 50 pg/ml, as quais continham
50 pl da solucdo estoque respectiva mais 50 ul de caldo LB, deixando no final um volume de
50 pl em cada pogo. Culturas de C. violaceum ATCC 12472, S. liquefaciens MG1 e P.
aeruginosa PAOL previamente incubadas por 18 horas em caldo LB foram diluidas em
solucéo salina (0,85%) e ajustadas na densidade optica (DO) 0,1 a 600 nm (1x108 UFC/ml).
Posteriormente, cada cultivo foi diluido em caldo LB na proporcéo de 1:100 e colocou-se 50
pl desta diluicdo em cada pocgo, obtendo uma concentragéo bacteriana final aproximada de 5 x
10° UFC/ml e as concentragdes finais indicadas do extrato e da capsaicina. Os controles foram
0 crescimento da bactéria em caldo LB contendo DMSO a 2,5% para o extrato e DMSO a 1%
para a capsaicina. Porém, o crescimento bacteriano também foi avaliado em concentragdes
menores de DMSO e em caldo LB (ver Apéndices A - C). Finalmente, as placas foram
incubadas a 30 °C, no caso de C. violaceum, e em ambas temperaturas 30 °C e 37 °C, no caso
de S. liquefaciens e P. aeruginosa. Para avaliar o crescimento bacteriano, a DO a 595 nm foi

determinada a cada duas horas por 16 horas em leitora de microplacas Multiskan FC Thermo
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Scientific. Logo, a MIC foi determinada medindo a DO a 595 nm apds 24 horas de incubacéo.
Realizaram-se trés repeticdes, em triplicata.

3.4  Determinacao in vitro da atividade anti-quorum sensing

3.4.1 Teste de difusdo em &gar para producdo de violaceina em C. violaceum

O ensaio de difusdo em &gar foi feito segundo Tan, Yin e Chan (2012), com algumas
modificagOes. A cultura de C. violaceum ATCC 12472 foi crescida overnight em caldo LB, a
30 °C. Em seguida, um volume de 1 ml desse cultivo foi adicionado a 20 ml de agar LB (agar
0,75%) fundido e distribuido em placa de Petri estéril. Os pocos foram feitos com ajuda de
uma ponteira esterilizada, nos quais se colocou 40 pl do extrato nas concentragdes de 5; 2,5 e
1,25 mg/ml e os controles de furanona C30 a 50 UM ((Z-)-4-Bromo-5-(bromometileno-2(5h)-
furanona) (controle positivo para inibicdo do QS), canamicina 100 pg/ml (controle
crescimento) e DMSO a 2,5% (controle negativo). As placas foram incubadas a 30 °C por 24
horas. No caso da capsaicina, 0 ensaio foi realizado nas concentragdes de 250, 125 e 62,5
pg/ml, tendo como controles solugdes de DMSO a 2,5% e furanona C30 a 50 puM.

3.4.2 Quantificacdo da producéo de violaceina por C. violaceum

O teste foi realizado conforme Tan, Yin e Chan (2012, 2013), com modificac@es. O
EMPM e o padréo de capsaicina, nas concentragdes 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml e 100, 50 e 25
pg/ml, respectivamente, foram colocados em placa de 96 pocos seguindo o procedimento
indicado no item 3.3.1. Uma cultura de C. violaceum ATCC 12472 foi crescida por 18 horas
em caldo LB a 30 °C. Em seguida, a cultura foi diluida em caldo LB e ajustada para uma DO
de 0,1 a 600 nm, para finalmente serem adicionados 10 pl dessa diluicdo em cada poco
completando com caldo LB um volume total de 100 pl. A estirpe biosensora C. violaceum
CV026 também foi testada seguindo o0 mesmo procedimento com adi¢do do autoindutor C6-
HSL na concentracdo final de 100 nM por poco.

Os controles foram o crescimento bacteriano em caldo LB contendo DMSO 2,5% para
0 EMPM e DMSO 1% para a capsaicina. Porém, o crescimento bacteriano também foi
avaliado em concentracfes menores de DMSO e em caldo LB (ver Apéndice D). Pocos
contendo o extrato e a capsaicina nas concentracdes testadas foram incubados sem inoculo
para corrigir os valores de DO. Além disso, 0s pogos das colunas e filas externas foram
preenchidos com agua ou caldo estéril para evitar a desidratacdo do conteudo dos pogos do
teste. Em seguida, as placas foram incubadas a 30 °C em incubadora sob agitacdo de 130

rotagdes por minuto (rpm). Apos 24 horas, as placas foram completamente secas a 60 °C.
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Finalmente, DMSO puro (100 pl) foi adicionado a cada pogo e a placa foi colocada em
agitacdo a 150 rpm por aproximadamente 12 horas, para dissolucdo do pigmento. A
absorbancia de cada poco foi medida a 595 nm usando o leitor de microplacas Multiskan FC

Thermo scientific. Realizaram-se trés repeticdes, em triplicata.

3.4.3 Efeito do extrato metanolico de pimenta-malagueta e da capsaicina sobre

a formacéo de biofilmes

3.4.3.1 Ensaio de cristal de violeta

A quantificagdo da formacéo de biofilme sob efeito do EMPM e da capsaicina foi feita
segundo descrito por Stepanovic¢ et al. (2000), com algumas modifica¢cdes. Em placas de 96
pocos, colocou-se previamente 0 EMPM e a capsaicina nas concentragdes 5; 2,5; 1,25 e 0,625
mg/ml e 100, 50 e 25 pg/ml, respectivamente, conforme o item 3.3.1. As culturas das
bactérias crescidas por 18 horas em caldo LB foram ajustadas a uma DO de 0,1 a 600 nm e
inoculou-se uma aliquota de 20 ul, completando com caldo LB o volume total de 200 ul por
poco. De forma semelhante, os pocos das colunas e filas externas foram preenchidos com
agua ou caldo esterilizado para evitar a desidratacdo do conteldo dos pocos do teste. As
estirpes P. aeruginosa PAOL1 e S. liquefaciens MG1 foram estudadas em duas temperaturas
cada uma: 30 °C e 37 °C.

Apds 24 horas de incubacdo, os sobrenadantes foram descartados e 0s pocos lavados
trés vezes com 200 ul de PBS (tampéo fosfato salino) esterilizado. As bactérias aderidas a
superficie dos pogos foram fixadas com 200 pl de metanol por 15 minutos, entdo o volume de
metanol foi descartado e as placas foram secas a temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se 200 pl de uma solucdo de cristal violeta a 0,3% (p/v) em cada poco em
temperatura ambiente por cinco minutos. O excesso de cristal violeta foi removido e
enxaguado cinco vezes com PBS esterilizado. Finalmente, 200 pl de acido acético a 33%
(v/v) foram adicionados a cada pogo e deixados, agir por 30 minutos, aproximadamente, para
extrair o corante aderido as células. A densidade Otica de cada poco foi medida a 595 nm
usando o leitor de microplacas Multiskan FC Thermo Scientific.

Os controles foram o crescimento bacteriano em caldo LB contendo DMSO 2,5% para
o EMPM e DMSO 1% para a capsaicina. Porém, o crescimento bacteriano também foi
avaliado em concentragdes menores de DMSO e em caldo LB (ver Apéndices E e F). Pocos
contendo o0 extrato e a capsaicina nas concentracdes testadas foram incubados sem inoculo

para corrigir os valores. Vale ressaltar que o descarte dos volumes dos po¢os em cada uma das
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etapas indicadas anteriormente se realizou por pipetagem. Realizaram-se trés repeticfes em

triplicata.

3.4.3.2 Ensaio de Microscopia Confocal

A microscopia confocal (CLSM, por suas siglas em inglés Confocal Laser Scanning
Microscopy) foi realizada conforme Packiavathy et al. (2014), com algumas modificagdes,
para a analise do biofilme das estirpes P. aeruginosa PAOL1 e S. liquefaciens MG1, estudadas
cada uma em duas temperaturas: 30 °C e 37 °C. Numa placa de 24 pocos contendo uma
laminula de vidro em cada poco, colocou-se um volume total de 400 ul contendo caldo LB,
EMPM ou capsaicina nas concentracfes 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml e 100, 50 e 25 pg/ml,
respectivamente, e 40 ul de inéculo previamente ajustado numa DO de 0,1 a 600 nm. Os
controles foram o crescimento bacteriano em caldo LB contendo DMSO 2,5% para 0 EMPM
e DMSO 1% para a capsaicina. Porém, o crescimento bacteriano também foi avaliado em
concentrages menores de DMSO e em caldo LB (ver Apéndice G).

Apos incubacdo por 24 horas nas temperaturas indicadas previamente, se descartou o
sobrenadante, sendo os pocos lavados cinco vezes com PBS. Em seguida, 200 pl de uma
solucdo de formaldeido 4% com PBS foram adicionados a cada poc¢o e incubados por duas
horas a temperatura ambiente para fixar o biofilme na laminula. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e 0s pocos contendo as laminulas foram lavados cinco vezes com
PBS. Entdo, cada laminula foi corada com 40 ul de uma solucdo de iodeto de propidio
(1:1000) por 20 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, as laminulas foram lavadas com

PBS e finalmente visualizadas no CLSM.

3.5  Andlise estatistica
Os dados foram avaliados pela anélise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
probabilidade. A significancia para os diferentes tratamentos foi analisada pelo Teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software estatistico Minitab versdo 17.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracterizagéo dos compostos presentes nas pimentas

Os cromatogramas dos extratos metandlicos e amonicos da pimenta-malagueta e do
pimentdo vermelho estdo mostrados na Figura 4. Dentre os flavonoides, a luteolina,
pertencente ao grupo das flavonas, foi detectada em todos os extratos, em diferentes
concentragdes, sendo maior no extrato amonico de pimenta-malagueta (Tabela 5). Os
capsaicinoides estiveram presentes unicamente no extrato metanolico de pimenta-malagueta,

destacando-se a capsaicina. Os compostos presentes em baixa concentracdo ndo foram

identificados.
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Continuacéo da Figura 4
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Figura 4. Cromatogramas obtidos pela CLAE dos compostos presentes em (a) EMPM a 285 nm, (b)
EAPM a 328 nm, (c) EMPV e (d) EAPV a 370 nm. CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia.
EMPM: Extrato metandélico de pimenta-malagueta. EAPM: Extrato amo6nico de pimenta-malagueta.
EMPV: Extrato metandlico de pimentdo vermelho. EAPV: Extrato amdnico de pimentdo vermelho. C:
capsaicina; DH: dihidrocapsaicina; L: luteolina. As porcentagens indicam a distribuigdo da luteolina
total presente no extrato.

O contetdo de flavonoides e capsaicinoides presentes nos extratos metanolicos e
amonicos de C. frustescens e C. annuum estdo mostrados na Tabela 5. Os dados indicam que
a cada 100 mg do EMPM encontrou-se 2,18 mg de capsaicina e 1,39 mg de dihidrocapsaicina.
Os resultados sdo similares aos reportados por Nascimento et al. (2014) que encontraram 3,11
e 1,50 mg de capsaicina e dihidrocapsaicina, respectivamente, por cada 100 mg de extrato de
pimenta-malagueta obtido com hexano. Porém, estes mesmos autores vereficaram que o
extrato obtido com acetonitrila apresentou concentragcfes maiores de capsaicina e
dihidrocapsaicina: 10,98 e 4,20 mg/100 mg de extrato, respectivamente. Apesar de ter sido
obtido com solventes diferentes, o capsaicinoide presente em maior concentracdo em extratos
de pimenta-malagueta é a capsaicina. Os flavonoides, representados pela luteolina, foram
detectados em maiores concentragdes nos extratos metanolico e aménico da pimenta-

malagueta (Tabela 5).
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Tabela 5. Compostos majoritarios (expressos em mg por 100 mg de extrato) presentes nos extratos de
pimenta-malagueta e pimentéo vermelho.

Extratos!
Compostos EMPM EAPM EMPV EAPV
Capsaicina 2,18 nd? nd nd
Dihidrocapsaicina® 1,39 nd nd nd
Luteolina® 0,20434 0,56532 0,03562 0,05095

1 Extrato metandlico de pimenta-malagueta (EMPM), extrato amdnico de pimenta-malagueta (EAPM), extrato
metandlico de pimentdo vermelho (EMPV) e extrato aménico de pimentdo vermelho (EAPV). 2 N&o detectado. 3
Dihidrocapsaicina expressa em equivalentes de capsaicina. 4 Luteolina expressa em equivalentes de quercetina.

No caso do pimentdo vermelho, nem o extrato metandlico e nem o aménico
apresentaram capsaicina ou dihidrocapsaicina, como esperado. Além disso, as concentracfes
de luteolina presentes nos extratos da pimenta-malagueta foram consideravelmente maiores
do que nos extratos do pimentdo vermelho.

Considerando que o EMPM apresentou capsaicinoides e uma concentragdo de
luteolina alta em comparacao aos extratos de pimentdo vermelho, decidiu-se focar os ensaios
de atividade antimicrobiana e anti-quorum sensing com o extrato metandlico de pimenta-
malagueta, assim como seu constituinte majoritario, a capsaicina. Testes com 0s extratos
EAPM, EMPV e EAPV também foram realizados, e os resultados estdo mostrados nos

Apéndices (H — M) desta dissertacao.

4.2  Determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC)

Os resultados mostram que nenhuma das concentracfes avaliadas, tanto de EMPM (5;
2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml) quanto da capsaicina (100, 50 e 25 pg/ml), inibiram totalmente o
crescimento bacteriano. Portanto, as MICs do EMPM e da capsaicina ndo foram determinados
nas condicOes estudadas. No entanto, se infere que a MIC € superior a 5 mg/ml e 100 pg/ml,
para 0 EMPM e a capsaicina respectivamente, sendo que as concentracGes avaliadas neste
trabalho foram sub-MIC.

4.3  Efeito do extrato metanolico de pimenta-malagueta e da capsaicina sobre
0 crescimento bacteriano

O efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta e da capsaicina sobre a cinética
de crescimento bacteriano foi monitorado durante 16 horas. As concentracfes avaliadas de
EMPM foram 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg/ml, enquanto que a capsaicina foi estudada nas
concentragdes 100, 50 e 25 pg/ml. Tais concentragdes de capsaicina estdo presentes de forma

equivalente nas concentragdes 5; 2,5 e 1,25 mg/ml de EMPM respectivamente, conforme a
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Tabela 5. Esse experimento objetivou obter informacg6es relativas a toxicidade do extrato e da
capsaicina sobre os micro-organismos avaliados. Nos experimentos de inibicdo do quorum
sensing, apenas concentracdes que nao inibem o crescimento microbiano devem ser

utilizadas, conforme argumentado por Defoirdt, Brackman e Coenye (2013).
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Figura 5. Efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta (A) e da capsaicina (B) sobre o
crescimento de C. violaceum ATCC 12472 em diferentes concentragdes (expressas em mg/ml e pg/ml
respectivamente). DMSO 2,5% e DMSO 1% representam o controle do crescimento bacteriano sem

extrato.
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Os experimentos de crescimento de C. violaceum ATCC 12472 foram realizados com
0 objetivo de determinar se as concentracbes de EMPM ou capsaicina influenciavam o
crescimento bacteriano. Assim, os dados revelam que as concentraces 5 e 2,5 mg/ml de
EMPM tiveram efeito inibitério significativo (p<0,05) sobre o crescimento, enquanto as
concentragdes 1,25 e 0,625 mg/ml mostraram um efeito semelhante ao controle (Figura 5A).
De forma semelhante, a capsaicina na concentragdo de 100 pg/ml provocou um efeito
inibitério no crescimento, enquanto que o crescimento a 50 e 25 pg/ml foi similar ao controle
(Figura 5B). Esses resultados mostram que o0 EMPM e a capsaicina em altas concentragdes
exercem efeito inibitorio sobre o crescimento de C. violaceum, enquanto em concentraces
menores observa-se um crescimento similar ao controle. Vale ressaltar que o efeito inibitorio
observado é parcial, ja que ha crescimento do micro-organismo, embora seja inferior ao
controle.

O efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta também foi avaliado sobre o
crescimento planctonico de S. liquefaciens MG1 e P. aeruginosa PAO1 a 30 °C e 37 °C, cujos
resultados sdo mostrados na Figura 6. Em ambas temperaturas, 30 °C e 37 °C (Figuras 6A e
B respectivamente), o crescimento de S. liquefaciens foi inibido significativamente nas
concentracOes de 5 e 2,5 mg/ml em relagdo ao controle (p<0,05). Porém, € possivel observar
que nas primeiras horas, o crescimento foi similar em todas as concentragdes do extrato,
assim como no controle, diferenciando-se apds as 6 horas em diante. Cabe destacar também
qgue, em ambas temperaturas de incubacdo, o crescimento da bactéria foi diferente nas
concentragdes 5 e 2,5 mg/ml (p<0,05). Ja nas concentracBes 1,25 e 0,625 mg/ml o
crescimento foi semelhante entre elas e também em relagdo ao controle. Esses dados revelam
que nas temperaturas 30 °C e 37 °C, o crescimento de S. liquefaciens MG1 é parcialmente
inibido nas concentracdes 5 e 2,5 mg/ml, mas é similar nas concentracées 1,25 e 0,625 mg/ml
em relacédo ao controle sem tratamento.

O crescimento de P. aeruginosa a 30 °C (Figura 6C) mostra que as concentracfes
1,25 e 0,625 mg/ml do EMPM tiveram um efeito similar sobre o crescimento em relagéo ao
controle. No entanto, o crescimento foi diferente do controle nas concentragdes 5 e 2,5 mg/ml.
Por outro lado, o crescimento de P. aeruginosa na temperatura de 37 °C (Figura 6D) foi
inibido nas concentragdes 5; 2,5 e 1,25 mg/ml em comparacdo ao controle (p<0,05). Ja o
crescimento de P. aeruginosa a 37 °C na concentracdo 0,625 mg/ml foi similar ao controle.
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Continuacdo da Figura 6

(C) P. aeruginosa PAO1 (30 °C)
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Figura 6. Efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta (EMPM) sobre o crescimento de P.
aeruginosa e S. liquefaciens em diferentes concentragdes (expressas em mg/ml) nas temperaturas de
30 °C e 37 °C. DMSO 2,5% representa o crescimento bacteriano sem extrato.
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O efeito de trés diferentes concentracbes de capsaicina também foi avaliado sobre o
crescimento das estirpes S. liquefaciens MG1 e P. aeruginosa PAOL nas temperaturas 30 °C e
37 °C (Figura 7). Assim, observa-se que o crescimento de S. liquefaciens a 30 °C foi inibido
parcialmente a 100 pg/ml, enquanto que nas concentragdes 50 e 25 pg/ml foi semelhante ao
controle DMSO 1%. Quando tratada a 37 °C, o crescimento de S. liquefaciens na
concentracdo 100 pg/ml exhibiu inibicdo parcial nas ultimas horas de cultivo. Por outro lado,
as concentracdes 50 e 25 pg/ml induziram significativamente (p<0,05) o crescimento
bacteriano (Figura 7B). No momento, ndo se conhecem as razbes para explicar o
comportamento microbiano nas condigdes avaliadas. Entretanto, o maior crescimento nas
concentracfes de 25 e 50 pug/ml pode vir a influenciar os fenétipos avaliados neste trabalho.
Por isso, as curvas de crescimento sdo extremamente importantes para uma real avaliacdo dos
efeitos provocados pela capsaicina sobre 0s micro-organismos.

O crescimento de P. aeruginosa PAOL1 foi inibido na concentracdo de 100 pg/ml de
capsaicina, tanto na temperatura de 30 °C quanto 37 °C (Figuras 7C e D). E possivel observar
que o crescimento da bactéria nas concentracbes de 25 e 50 pg/ml de capsaicina foi
semelhante ao controle, em ambas as temperaturas avaliadas (Figuras 7C e D). Portanto, os
ensaios fenotipicos realizados na concentragdo de 100 pg/ml precisam ser avaliados quanto ao
potencial de inibicdo do crescimento desta bactéria.
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Continuacdo da Figura 7

(C) P. aeruginosa PAOL (30 °C)
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Figura 7. Efeito da capsaicina sobre o crescimento de S. liquefaciens e P. aeruginosa em diferentes

concentraces (expressas em pg/ml) nas temperaturas de 30 °C e 37 °C. DMSO 1% representa o
crescimento bacteriano sem capsaicina.
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4.4  Teste de difusdo em &gar para producao de violaceina em C. violaceum

A producdo de violaceina em C. violaceum é um fenotipo regulado pelo quorum
sensing e tem sido amplamente utilizada como método de avaliacdo da inibi¢cdo do quorum
sensing por diversos autores (TAN; YIN; CHAN, 2012, 2013; LIU et al., 2013; KALIA,
2013; SKOGMAN et al., 2016). Portanto, o EMPM e a capsaicina, em diferentes
concentragdes, foram avaliados quanto ao seu potencial de inibicdo da produgdo deste
pigmento. O EMPM nas concentracdes de 5; 2,5 e 1,25 mg/ml ndo mostrou efeito sobre a
producdo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 neste ensaio. Do mesmo modo, a
capsaicina nas concentrac@es de 250, 125 e 62,5 pug/ml ndo alterou a producédo de violaceina.
Esses resultados indicam que o EMPM e a capsaicina ndo influenciam esse fenétipo regulado
pelo quorum sensing, nas condicdes avaliadas (Figura 8). Entretanto, conforme discutido por
Oliveira et al. (2017), o resultado obtido por esta metodologia, ndo é definitivo, pois algumas

moléculas presentes em extratos organicos podem ndo difundir bem no agar.

Capsaicina

DMSO

Figura 8. Teste de difusdo em agar para producao de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 em
presenca do EMPM, nas concentragdes de 5; 2,5 e 1,25 mg/ml (A, B e C respectivamente), e da
capsaicina, nas concentragdes de 250, 125 e 62,5 pg/ml (D, E e F respectivamente), ap6s 24 horas de
incubacédo a 30 °C. Furanona C30: controle da inibicdo da producéo de violaceina. DMSO: controle de
toxicidade para o extrato e a capsaicina, nas concentracdes de 2,5; 1,25 e 0,625% (a, b e ¢
respectivamente). Km: controle de inibi¢&o do crescimento bacteriano.

45  Quantificacdo da producéo de violaceina por C. violaceum

Os efeitos do extrato metanolico de pimenta-malagueta e da capsaicina sobre a
producdo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 foram quantificados, conforme
apresentado nas Figuras 9A e 9B. E possivel observar que o EMPM inibiu significativamente
(p<0,05) a producdo de violaceina em todas as concentragdes testadas em compara¢do ao
controle. Por outro lado, as concentracdes 5 e 2,5 mg/ml de EMPM inibiram o crescimento de

C. violaceum (Figura 5A), o que poderia explicar a inibicdo da producéo de violaceina. J& nas
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concentragfes de 1,25 e 0,625 mg/ml, houve inibicdo da sintese do pigmento (Figura 9A)
sem inibicdo do crescimento microbiano (Figura 5A). Esses resultados sugerem que 0
EMPM contém compostos que, individualmente ou em conjunto, agem de forma inibitéria
sobre o sistema quorum sensing de C. violaceum.

A inibicdo da producdo de violaceina pode ser resultante da inibi¢do da producéo de
C6-HSL por Cuvil, da estabilidade do autoindutor ou por inibicdo da deteccdo de C6-HSL por
CviR em C. violaceum (BURT et al., 2014). O ensaio realizado com C. violaceum ATCC
12472 néo é capaz de revelar por qual mecanismo de inibi¢do um dado composto atua. Assim,
foi realizado o ensaio de inibicdo da producdo de violaceina em C. violaceum CV026, estirpe
incapaz de produzir AHLs. Neste ensaio, C6-HSL é adicionada ao meio para inducéo da
producdo de violaceina. Caso haja algum composto que iniba a deteccdo de C6-HSL por
CviR, a producdo de violaceina é reduzida (LASARRE; FEDERLE, 2013; KALIA, 2013).
Uma diminuicdo do pigmento roxo foi também observada na estirpe biosensora C. violaceum
CV026 (Figura 9C) na presenca das concentragdes mais elevadas de EMPM. Porém, nas
concentracdes que ndo inibem o crescimento microbiano, ou seja, 1,25 e 0,625 mg/ml, houve
pouca ou nenhuma inibi¢do da producdo de violaceina indicando que o possivel mecanismo
de atuacdo do extrato no sistema quorum sensing em C. violaceum € sobre a sintese de AHL,
ja que na estirpe selvagem que necessita produzir sua prépria AHL, houve maior inibicao.

Resultados similares ao efeito inibitério do extrato metandlico de pimenta-malagueta
sobre a producdo de violaceina foram mencionados em estudos realizados com extratos de
frutas como a laranja (TRUCHADO et al., 2012) e frutas vermelhas (VATTEM et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2016, 2017; RODRIGUES et al., 2016a,b), plantas medicinais como Cassia
alata (REKHA et al.,, 2017) e Combretum albiflorum (VANDEPUTTE et al., 2010),
especiarias como o0 orégano (ALVAREZ et al., 2014) e a baunilha (CHOO; RUKAYADI;
HWANG, 2006).
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Figura 9. Efeito do extrato metandlico da pimenta-malagueta (A) e da capsaicina (B) em diferentes
concentragdes (expressas em mg/ml e pg/ml, respectivamente) na producdo de violaceina em C.
violaceum ATCC 12472. (C) Efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta em diferentes
concentragdes na producdo de violaceina em C. violaceum CV026 na presenca do autoindutor C6-
HSL. DMSO 2,5% e DMSO 1% representam o crescimento bacteriano sem EMPM e sem capsaicina.
Médias seguidas pelas mesmas letras pertencentes ao mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente
(p=0,05).

Como o principal constituinte do EMPM € a capsaicina, conforme verificado na
Figura 4, a atividade anti-quorum sensing desta molécula também foi avaliada utilizando o
ensaio de producdo de violaceina. Trés concentragdes diferentes foram avaliadas, sendo a de
100 pg/ml equivalente ao teor de capsaicina presente em 5 mg/ml de EMPM (Tabela 5). De
acordo com esses resultados, a capsaicina diminuiu a producédo do pigmento na concentragdo
100 pg/ml o que seria consequéncia da inibigdo do crescimento de C. violaceum ATCC 12472
na mesma concentracao (Figura 5B). Nas concentracdes 50 e 25 pg/ml, a sintese do pigmento
roxo foi estatisticamente superior ao controle (p<0,05). Isto sugere que a capsaicina estaria
aumentando a producdo de violaceina nestas concentracfes. Caso esta hipotese fosse
verdadeira, a adicdo de capsaicina a estirpe CV026 poderia confirmar tal afirmacéo. Portanto,

para avaliar se esse aumento da producdo de violaceina também ocorre na estirpe C.
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violaceum CV026, incapaz de produzir o pigmento na auséncia de AHLS, o mesmo ensaio foi
desenvolvido com as concentrag¢fes 100, 50, 25 e 12,5 pug/ml de capsaicina. A produgédo do
pigmento nao foi observada em nenhuma das concentracGes testadas (dados ndo mostrados),
indicando que a capsaicina ndo atua como indutor do QS via proteina CviR. O aumento da
producdo de violaceina na estirpe ATCC 12472 pode estar relacionado com outros
mecanismos diferentes do quorum sensing. De fato, muitos fatores podem influenciar a
producdo de violaceina como exemplificado por Choi et al. (2015) que citam efeitos da
agitacdo do meio de cultivo, do tamanho do in6culo e do contetudo de nutrientes.

H& poucos estudos que relatam resultados similares aos observados com a capsaicina,
como o trabalho realizado por Mahmoudi (2015) que evidenciou a inducdo da sintese de
violaceina em C. violaceum CV026 em presenca do extrato de alface, sugerindo que tal
extrato apresentaria compostos que atuam de forma semelhante a AHLs. Liu et al. (2013)
também relataram um acréscimo significativo da producdo de violaceina por C. violaceum
ATCC 12472 em concentra¢cBes subinibitérias dos antibidticos canamicina (1,3 pg/ml),
amicacina (4 pg/ml), gentamicina (4 pg/ml), tetraciclina (0,125 pg/ml) e eritromicina (0,5
pg/ml), assim como um aumento da transcricdo do gene sintase cvil em presenca da
canamicina, concluindo que a indu¢do da producdo de violaceina por antibi6ticos é mediada
pelo mecanismo do quorum sensing.

Os resultados mostrados na Figura 9 indicam que o EMPM apresentaria algum
composto que inibe a producdo de violaceina, excetuando-se a capsaicina, como ja discutido.
Assim, outro composto presente no EMPM foi a luteolina (Figura 4), uma flavona
comumente encontrada nas espécies de Capsicum (RUSSO, 2012). Ha pouca referéncia sobre
o efeito inibitorio da luteolina no sistema quorum sensing bacteriano, porém esse flavonoide
tem sido descrito como uma molécula indutora dos genes de nodulacdo (nod) na rizobactéria
Rhizobium meliloti, cuja acdo gera a sintese de um sinal que atua favorecendo a fixacdo do
nitrogénio na raiz da alfafa (PETERS; FROST; LONG, 1986; BAKER, 1992). Considerando
que a luteolina atua como um sinal regulando a expressdo de genes em R. meliloti, seria
interessante avaliar a acdo dessa molécula sobre fenotipos regulados pelo quorum sensing

como os estudados neste trabalho.
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4.6  Formacao de biofilmes: quantificacdo e visualizacéo

A formacéo de biofilmes € um dos fen6tipos modulados pelo QS e sua inibicdo é
importante em diversas areas. As Figuras 10 e 11 apresentam os resultados da acdo do
EMPM sobre a formacdo de biofilme em S. liquefaciens MG1 e P. aeruginosa PAO1, duas
bactérias modelo do sistema QS. Além do mais, P. aeruginosa € um importante patégeno
oportunista e a bactéria mais estudada na area de comunicacao célula-célula.

As diferentes concentragdes de EMPM diminuiram significativamente (p<0,05) a
biomassa de biofilme segundo o ensaio de cristal violeta em S. liquefaciens crescida a 30 °C,
em comparacao ao controle na auséncia de extrato (Figura 10A). Esses resultados ndo foram
confirmados pelo ensaio de microscopia confocal (Figura 11A) que mostra uma maior
producdo de biofilme nas concentracdes de 5 e 2,5 mg/ml em comparacdo ao controle e as
demais concentracdes. Paradoxalmente, o crescimento planctonico de S. liquefaciens foi
inibido nas concentracdes 5 e 2,5 mg/ml (Figura 6A), indicando que 0 EMPM contém
compostos que em maiores concentracfes estimulam a formacdo de um biofilme mais denso.
Entretanto, esses resultados ndo explicam as diferencas observadas entre o ensaio com cristal
violeta e de microscopia. E importante ressaltar que o ensaio realizado com cristal violeta foi
feito em superficie de poliestireno, enquanto o ensaio de microscopia foi feito em vidro, o que
poderia justificar as diferencas observadas. Além do mais, os valores de densidade Gtica
observados pelo ensaio de cristal violeta a 30 °C foram relativamente baixos, especialmente se
comparados aos valores a 37 °C ou com 0 ensaio realizado com P. aeruginosa, conforme
mostrado adiante.

O tratamento de S. liquefaciens com o EMPM a 37 °C exibiu uma biomassa de
biofilme, em cada concentracdo testada, superior (p<0,05) ao controle (Figura 10A). Assim, a
formagéo de biofilme a 37 °C foi maior que a 30 °C, na presenca de EMPM. As imagens da
CLSM mostram que o biofilme formado por S. liquefaciens, na presenca de EMPM, também
foi maior do que o controle em temperatura mais elevada (Figura 11B). Nas diferentes
concentragdes de EMPM, a formacdo de biofilme a 37 °C foi similar. Novamente, estes
resultados contrastam com os resultados do crescimento plancténico de S. liquefaciens, na
presenca de concentracbes de 5 e 2,5 mg/ml de EMPM, que mostraram inibicdo do
crescimento a 37 °C (Figura 6B).
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Figura 10. Efeito do extrato metanolico de pimenta-malagueta (EMPM) em diferentes concentracdes
(expressas em mg/ml) sobre a formacdo de biofilme em S. liquefaciens e P. aeruginosa nas
temperaturas de incubagdo 30 °C e 37 °C, segundo o ensaio de cristal violeta. DMSO 2,5% representa
0 crescimento bacteriano sem extrato. Médias seguidas pelas mesmas letras, pertencentes a mesma
temperatura de incubagéo, ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Em referéncia a formacéo de biofilme de P. aeruginosa PAOL, independentemente do
efeito de EMPM, a biomassa formada a 30 °C foi consideravelmente maior que a de 37 °C,
conforme o teste de cristal violeta (Figura 10B). Na temperatura de 30 °C, 0 EMPM reduziu a
biomassa de P. aeruginosa nas concentracbes 2,5, 1,25 e 0,625 mg/ml em comparagdo ao
controle sem extrato (p<0,05), porém o biofilme formado em 5 mg/ml foi similar ao controle
(Figura 10B). Por outro lado, as imagens da microscopia confocal revelam um biofilme
robusto na presenca das concentracdes do EMPM comparado com o controle, cujos dados séo
mostrados na Figura 11C. Desta forma, esses resultados ndo sdo correspondidos com os do
ensaio de cristal violeta. Ja a formacéo de biofilme de P. aeruginosa a 37 °C foi maior na
concentracdo 5 mg/ml de EMPM em relagdo as demais concentracdes e o controle (p<0,05),
ndo havendo diferenca entre estas ultimas segundo o ensaio de cristal violeta (Figura 10B).
As imagens da CLSM revelam que, em presenca das concentracbes do EMPM, o biofilme foi
maior do que o controle sem extrato (Figura 11D). Tanto o ensaio de cristal violeta quanto de
microscopia confirmam que os biofilmes formados por P. aeruginosa a 30 °C sdo mais
robustos que a 37 °C. De forma semelhante, é possivel observar que os biofilmes de P.

aeruginosa sé@o mais robustos que aqueles de S. liquefaciens.

50



5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25 mg/mi 0,625 mg/ml DMSO 2,5%

(C) P. aeruginosa PAO1
(30°C) Nd

Figura 11. Imagens obtidas por Microscopia Confocal do biofilme formado pelas estirpes S. liquefaciens MG1 e P. aeruginosa PAO1 apos 24
horas sob tratamento de extrato metandlico de pimenta-malagueta (EMPM) em diferentes concentracdes (expressas em mg/ml) nas temperaturas de
30°C e 37 °C. DMSO 2,5% representa o biofilme formado sem extrato. Nd - ndo determinado. A barra de escala é de 25 pm.
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O efeito da capsaicina também foi avaliado sobre a formacdo de biofilme de S.
liguefaciens MG1 e P. aeruginosa PAO1 em concentragdes equivalentes as presentes no
EMPM, nas temperaturas de 30 °C e 37 °C, como mostram as Figuras 12 e 13. Pelo ensaio de
cristal violeta, as diferentes concentragdes de capsaicina ndo mostraram efeito significativo
(p>0,05) sobre o biofilme de S. liquefaciens a 30 °C (Figura 12A). Do mesmo modo, as
imagens da CLSM revelam apenas células aderidas na laminula, sem diferengas entre o
tratamento e o controle (Figura 13A). Esses resultados sugerem que a inducdo da formacéo
de biofilme observada com o0 EMPM ndo é devida a capsaicina, apesar de ter sido avaliada em
concentracdes equivalentes ao extrato e nas mesmas condi¢cdes. Em contraste, a imagem de
CLSM do biofilme formado por S. liquefaciens a 37 °C mostrou que 0 mesmo € notoriamente
maior na presenca de 100 pg/ml de capsaicina (Figura 13B), embora o ensaio de cristal
violeta tenha evidenciado uma diferenca significativa (p<0,05) em todas as concentracGes em
relagdo ao controle (Figura 12A). Tais dados sugerem que o aumento da formacéo de
biofilme de S. liquefaciens a 37 °C em presenga do EMPM pode ser devido a capsaicina.

O efeito da capsaicina, composto majoritario do EMPM, também foi avaliado sobre a
formacdo de biofilme em P. aeruginosa a 30 °C e 37 °C. Os resultados mostram que 0
biofilme formado a 30 °C foi notoriamente maior do que a 37 °C, confirmando assim 0s
resultados exibidos anteriormente (Figuras 10 e 11). Além disso, 0 ensaio de cristal violeta
revelou que as concentracGes de capsaicina ndo tiveram efeito inibitorio significativo (p>0,05)
na formacédo de biofilme a 30 °C (Figura 12B). Contudo, as imagens da CLSM exibem um
biofilme mais denso do que o controle nas concentracdes de 100 e 50 pg/ml (Figura 13C).
Esses resultados sdo ainda mais pertinentes quando se observa que em 100 pg/ml de
capsaicina ha uma diminuicgdo do crescimento plancténico de P. aeruginosa (Figura 7C). Em
suma, esses dados permitem afirmar que a inducdo da formacdo de biofilme observada em
presenca do EMPM se deve a capsaicina, composto majoritario presente no extrato (Tabela
5). Por outro lado, o biofilme formado por P. aeruginosa a 37 °C, em cada uma das
concentracdes avaliadas de capsaicina, ndo mostrou diferenca significativa em relacdo ao
controle, conforme o ensaio de cristal violeta (Figura 12B). Esse resultado foi confirmado
pela microscopia confocal (Figura 13D). Tais dados sugerem que o incremento da formacéo
de biofilme de P. aeruginosa a 37 °C, observado em presenca do EMPM, se deve a varios ou

um unico composto presente no extrato, diferente da capsaicina.
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Figura 12. Efeito da capsaicina em diferentes concentracGes (expressas em pg/ml) sobre a formacéo
de biofilme em S. liquefaciens e P. aeruginosa nas temperaturas de incubacdo 30 °C e 37 °C, segundo
0 ensaio de cristal violeta. DMSO 1% representa o crescimento bacteriano sem capsaicina. Médias
seguidas pelas mesmas letras, pertencentes & mesma temperatura de incubacdo, ndo diferem

estatisticamente (p>0,05).
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Figura 13. Imagens obtidas por Microscopia Confocal do biofilme formado pelas estirpes S. liquefaciens MG1 e P. aeruginosa PAO1 apds 24
horas sob tratamento de capsaicina em diferentes concentragdes (expressas em pg/ml) nas temperaturas de 30 °C e 37 °C. DMSO 1% representa
o biofilme formado sem capsaicina. A barra de escala € de 25 pum. 54



Os dados deste estudo revelam que a formacdo de biofilme apresenta diferengas que
dependem da temperatura de cultivo, conforme observado a 30 °C e 37 °C para ambas as
bactérias estudadas. Resultados similares também foram descritos em outras bactérias, como
V. cholerae e Pseudomonas mandelii, tratadas em diferentes temperaturas (TOWNSLEY;
YILDIZ, 2015; VASQUEZ-PONCE et al., 2017). No caso de P. aeruginosa, os nossos dados
mostram que a formacgéo de biofilme foi consideravelmente maior a 30 °C. Esse resultado
contrasta com o relatado por Kannan e Gautam (2015), que observaram uma maior biomassa
formada a 37 °C do que a 28 °C, 33 °C e 42 °C. Em contraste, o biofilme formado por S.
liqguefaciens na auséncia de extrato ou capsaicina (biofilme controle) foi similar nas
temperaturas 30 °C e 37 °C. Porém, Remuzgo-Martinez et al. (2015) mostraram que isolados
clinicos de S. liquefaciens formavam biofilmes mais densos a 24 °C do que a 37 °C em
superficies de material plastico. Essas evidéncias indicam que a temperatura de incubacéo é
um fator determinante na formagdo de biofilmes bacterianos, uma vez que 0s micro-
organismos podem se adaptar de maneira distinta no ambiente ou hospedeiro, isto é, em
temperaturas diferentes. Portanto, avaliar a formacéo de biofilmes, levando em consideracéo o
estudo do efeito de temperaturas de incubacdo variadas no desenho experimental é importante
e pode gerar resultados interessantes.

Em geral, os resultados de formacéo de biofilme obtidos tanto pelo ensaio de cristal
violeta como pela microscopia confocal ndo se correspondem, diferente dos resultados
mostrados por Packiavathy et al. (2014). Assim, no caso especifico de S. liquefaciens e P.
aeruginosa cultivadas na presenca de EMPM a 30 °C e P. aeruginosa cultivada na presenca
de capsaicina a 30 °C e 37 °C, a formacdo de biofilme avaliado por ambos métodos foi
diferente. O ensaio de cristal violeta é uma técnica que permite quantificar de forma indireta a
biomassa de biofilme (matriz extracelular polimérica, células vivas e mortas) por meio da
adsorcdo e dessor¢do do corante impregnado no biofilme (AZEREDO et al., 2017). Nao
obstante, essa técnica apresenta algumas desvantagens como a superestimagdo ou
subestimacdo dos valores de absorbancia dependente do processo de lavagem
(STEPANOVIC et al., 2007; AZEREDO et al., 2017). Esta caracteristica poderia explicar
parcialmente a incongruéncia entre os resultados obtidos por cristal violeta e microscopia
confocal. O tipo de material onde se desenvolveram os biofilmes também seria um
diferencial, pois o ensaio de cristal violeta foi realizado utilizando placas fabricadas em
poliestireno, enquanto a microscopia confocal foi realizada em laminulas de vidro. Tais

afirmacGes sdo corroboradas pelo trabalho de Renner e Weibel (2011), que indica a superficie
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do material como um fator que também influencia na formagdo do biofilme, podendo haver
diferencias entre os biofilmes desenvolvidos sobre superficies distintas. Deste modo, o estudo
da formacéo de biofilmes utilizando variados tipos de materiais aporta informacdo valiosa no
entendimento destas comunidades bacterianas.

De modo geral, os resultados apresentados do ensaio de cristal violeta revelam que P.
aeruginosa produz mais biofilme do que S. liquefaciens. Porém, o estudo de Tang et al.
(2013) mostrou que os biofilmes de Pseudomonas spp. e Serratia spp., dois isolados de fontes
ambientais, foram similares. Contrariamente, Cleto et al. (2012) relataram que isolados de
Serratia spp., provenientes de uma planta processadora de leite previamente sanitizada,
formavam mais biofilme do que as Pseudomonas spp. isoladas da mesma amostra. Contudo, a
literatura mostra que P. aeruginosa PAOL é uma 6tima formadora de biofilme (SHROUT et
al., 2011; MELIANI; BENSOLTANE, 2015; RASAMIRAVAKA et al., 2015) confirmando
os resultados apresentados neste estudo. Por outro lado, Labbate et al. (2004) encontraram que
o biofilme de S. liquefaciens MG1 é formado unicamente de celulas filamentosas apds 24
horas de crescimento, alcancando a maturidade as 72 horas de incubacdo. Esse fendmeno
explicaria a pouca densidade dos biofilmes de S. liquefaciens observados neste trabalho, ja
que o tempo de incubacéo foi de 24 horas.

Diversos compostos provenientes de fontes naturais como as plantas e algas tém sido
amplamente estudados com o objetivo de identificar moléculas que inibem o sistema quorum
sensing. Essa procura tem permitido também a identificacdo de compostos que inibem a
formacéo de biofilme, por ser um fenétipo regulado por tal mecanismo de sinalizacdo celular
(Tabela 2). Por exemplo, tanto o extrato de alho como a molécula ajoene, presente nesta
planta, mostraram sinergia com o antibidtico tobramicina para reduzir a formacéo de biofilme
de P. aeruginosa, assim como outros fatores de viruléncia regulados pelo quorum sensing
como os ramnolipideos (RASMUSSEN et al., 2005; JAKOBSEN et al., 2012). Outras plantas
como frutas e especiarias foram descritas por terem inibido a formacdo de biofilme de
diferentes bacteérias, isto &, via distintos sistemas quorum sensing (Tabela 2).

Os dados do presente estudo mostram que o EMPM e a capsaicina aumentaram a
formacdo do biofilme em P. aeruginosa a 30 °C, enquanto o biofilme de S. liquefaciens é
incrementado em presenga da capsaicina a 37 °C. Efeitos similares foram relatados por Cho et
al. (2013) que avaliaram o &cido betulinico, o &cido tanico e nove flavonoides na formacéo de
biofilme em P. aeruginosa PA14. Também, Plyuta et al. (2013) reportaram um incremento

significativo da formacdo de biofilme de P. aeruginosa PAO1 em presenca de diferentes
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compostos (Tabela 3). Os autores demonstraram que tais compostos ndo agem como
analogos das AHLs e que provavelmente estimulam a sintese de AHLs em P. aeruginosa.
Adicionalmente, Corral-Lugo et al. (2016) relataram o acido rosmarinico como um composto
que induz a formacgdo de biofilme e a producdo de piocianina e elastase em P. aeruginosa
PAOL. A inducéo da formacdo de biofilme foi observada numa faixa de 0,05 a 2 mM durante
as primeiras 8 horas de incubagdo a 30 °C. Os autores encontraram que o &cido rosmarinico
atua como um composto andlogo a C4-HSL, ligando-se ao RhIR. Além disso, o acido
rosmarinico estimula a transcricdo de RhIR de forma superior a C4-HSL. Aparentemente, isto
seria utilizado pelas plantas como um mecanismo de defesa frente a um processo infeccioso,
visto que os genes regulados pelo quorum sensing seriam expressos prematuramente.
Conforme as evidéncias apresentadas, existem compostos que induzem a formacdo de
biofilme, embora sejam pouco pesquisados. Deste modo, mais estudos sdo necessarios para
determinar os mecanismos pelos quais P. aeruginosa e S. liquefaciens incrementam a
formagé&o de biofilme em presenca da capsaicina ou do EMPM.

Existe um grande entusiasmo por encontrar novas formas de inibir a formacdo de
biofilme ja que estas comunidades tornam as bactérias mais resistentes frente aos tratamentos
utilizados para a sua erradicacdo, como 0s antibidticos. No entanto, pouco tem sido descrito
sobre compostos que tenham induzido a formacdo de biofilme em bactérias (Tabela 3).
Assim, Beauregard et al. (2013) observaram que a formagéo de biofilmes em Bacillus subtilis
é induzida na presenca dos polissacarideos arabinogalactano, pectina e xilano e cuja inducgéo é
devida ao incremento na sintese da matriz extracelular, pois tais polissacarideos servem como
fonte de carbono. Kaplan (2011) descreve a inducdo da formacdo de biofilme de P.
aeruginosa por diversas classes de antibidticos em concentragdes sub-MIC. Os mecanismos
que explicam tal efeito variam conforme o antibi6tico testado. Por exemplo, a tobramicina
provoca uma reducdo dos niveis do mensageiro intracelular diguanilato ciclico (c-di-GMP),
enquanto a inducdo da formacéo de biofilme por gentamicina estaria envolvida com genes da
biogénese fimbrial, producéo de alginato, regulacdo da motilidade, metabolismo da energia,
entre outros genes. Tais dados sdo interessantes uma vez que a tobramicina também é
utilizada para inibir a formagdo de biofilme (JAKOBSEN et al., 2012). Essas evidéncias
sugerem que a inducdo da formacdo de biofilmes bacterianos, devido a presenca de certos
compostos, aconteceria por diferentes mecanismos, 0s quais merecem ser estudados em maior

profundidade. Tal conhecimento poderd ampliar o entendimento sobre estas comunidades
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bacterianas, possibilitando o desenvolvimento de estratégias que permitam combater a
formacéo de biofilmes.

Dentre os resultados descritos neste trabalho, foi possivel observar que a mesma
concentracdo que inibiu parcialmente o crescimento plancténico, induziu a formacdo de
biofilme. Tal é o caso de P. aeruginosa a 30 °C e S. liquefaciens a 37 °C, crescidas na
presenca de 100 pg/ml de capsaicina. Em geral, este fendmeno também foi observado nas
concentragdes 5 e 2,5 mg/ml de EMPM. Resultados similares foram descritos por Sudagidan
e Yemenicioglu (2012), em cujos ensaios foi avaliado o crescimento e a formacdo de
biofilmes de isolados da bactéria S. aureus, provenientes de leite cru e queijos, na presenca de
lisozima. Esta informagdo permite notar a importancia de estudar o crescimento planctonico
bacteriano junto com ensaios que avaliem o efeito de compostos sobre a capacidade de
formacdo de biofilmes, pois as concentracbes que inibem o crescimento bacteriano néo
necessariamente reduzem a formacao de biofilmes, podendo até induzir a formacao desses.

Os mecanismos que explicam o efeito do EMPM e da capsaicina sobre a formagéo de
biofilmes bacterianos ndo foram elucidados neste trabalho. Assim, Shrout et al. (2011)
afirmaram que as condicdes de crescimento podem modular 0 mecanismo do quorum sensing,
tendo efeitos sobre a formagéo do biofilme. Entéo, os resultados deste trabalho poderiam ser
explicados por alteragdes no sistema quorum sensing em presenca do extrato ou da
capsaicina. Existem estudos que indicam que o quorum sensing é ativado em algumas etapas
especificas durante a formacao do biofilme (RUMBAUGH; AHMAD, 2014). Deste modo, a
formacédo de biofilme de P. aeruginosa depende do quorum sensing especificamente nas fases
de maduracdo e dispersdo, enquanto que em S. liquefaciens aparece na maturacdo
(RUMBAUGH; AHMAD, 2014). Esta forma de entendimento do quorum sensing e sua
funcdo durante a formacao destas comunidades é particularmente contraria ao indicado por
Shrout et al. (2011). Esses autores afirmam que entender com exatiddo como 0 quorum
sensing funciona dentro destas comunidades bacterianas ndo seria tdo facil de decifrar.
Considerando que a multiplicacéo celular acontece desde o inicio da formacdo do biofilme, o
mecanismo do quorum sensing poderia ser ativado mais cedo e estar regulando a formacéo do
biofilme em todas as etapas, provavelmente com maior ou menor participagédo em algumas.

Embora existam poucos estudos que determinem o efeito de extratos de pimentas do
género Capsicum sobre o sistema quorum sensing, este estudo é o primeiro a avaliar o efeito
de extratos de pimenta-malagueta na producdo de violaceina. Adicionalmente, este trabalho é

pioneiro no estudo do efeito da capsaicina em fenotipos que sdo regulados pelo quorum
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sensing como a producdo de violaceina e a formagdo de biofilmes em S. liquefaciens e P.
aeruginosa. De acordo com os resultados apresentados, nem o EMPM e nem a capsaicina se
revelaram como fortes inibidores do sistema quorum sensing em C. violaceum, S. liquefaciens

e P. aeruginosa, quando utilizados em concentracGes sub-letais.
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

e Os compostos majoritarios presentes nos extratos de pimenta-malagueta sdo a
luteolina, capsaicina e dihidrocapsaicina;

e O EMPM e a capsaicina inibem parcialmente o crescimento de C. violaceum, S.
liquefaciens e P. aeruginosa em concentracoes sub-MIC.

e O EMPM possui efeito inibitorio sobre a producdo de violaceina em C. violaceum;
porém, a capsaicina ndo exibe o mesmo efeito;

e O EMPM e a capsaicina nao inibem a formacéo de biofilme de S. liquefaciens e P.

aeruginosa;
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APENDICE A - Controles do crescimento de C. violaceum.

(B) Capsaicina
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Figura 1. Controles de crescimento de C. violaceum ATCC12472 para 0 EMPM (A) e para a capsaicina (B). As concentragdes utilizadas de EMPM, 5; 2,5 e
1,25 mg/ml, continham DMSO nas concentragdes 2,5; 1,25 e 0,625%, sendo o crescimento em LB considerado como o equivalente de 0,625 mg/ml de EMPM
pois a volume de DMSO foi baixa. Os controles de capsaicina foram o crescimento em DMSO 1% (a concentracdo mais alta presente nas concentragdes

testadas de capsaicina) e LB.
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APENDICE B - Controles do crescimento de S. liquefaciens a 30 °C e 37 °C.

(A)30°C (B) 37°C
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Figura 1. Controles de crescimento de S. liquefaciens MG1 em presenca de EMPM a 30 °C (A) e 37 °C (B). As concentrac8es utilizadas de EMPM, 5; 2,5 e
1,25 mg/ml, continham DMSO nas concentracdes 2,5; 1,25 e 0,625%. LB: controle de crescimento sem EMPM nem DMSO.
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Figura 2. Controles de crescimento de S. liquefaciens MG1 em presencga da capsaicina a 30 °C (A) e 37 °C (B). Os controles de capsaicina foram o

crescimento em DMSO 1% (a concentracdo mais alta presente nas concentragdes testadas de capsaicina) e LB.
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APENDICE C - Controles do crescimento de P. aeruginosa a 30 °C e 37 °C.

(A)30°C (B) 37°C

Tempo (h) Tempo (h)
—O— DMSO25% —H— DMSO125% —A— DMSO0,625% —%— LB —O— DMSO025% —H— DMSOL25% —A— DMS00,625% —— LB

Figura 1. Controles de crescimento de P. aeruginosa PAO1 em presenca de EMPM a 30 °C (A) e 37 °C (B). As concentragdes utilizadas de EMPM, 5; 2,5 e
1,25 mg/ml, continham DMSO nas concentragdes 2,5; 1,25 e 0,625%. LB: controle de crescimento sem EMPM nem DMSO.
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Figura 2. Controles de crescimento de P. aeruginosa PAO1 em presenca da capsaicina a 30 °C (A) e 37 °C (B). Os controles de capsaicina foram o
crescimento em DMSO 1% (a concentracdo mais alta presente nas concentragdes testadas de capsaicina) e LB.
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APENDICE D - Controles utilizados na quantificacdo de violaceina produzida por C. violaceum em presenca de EMPM e da capsaicina.

(A) C. violaceum ATCC 12472
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Figura 1. Efeito do extrato metandlico de pimenta-malagueta (EMPM) em diferentes concentracdes (expressas em mg/ml) na producdo de violaceina em C.
violaceum ATCC 12472 (A) e C. violaceum CV026 (B) ap6s 24 horas de incubacdo a 30 °C em comparacdo com 0s controles de DMSO, nas concentracoes
equivalentes presentes nas concentra¢cdes de EMPM. (C) Efeito da capsaicina em comparagdo com os controles sem capsaicina (DMSO 1% e LB). As médias
pertencem a trés ensaios em triplicata. Médias seguidas pelas mesmas letras pertencentes ao mesmo tratamento nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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APENDICE E - Controles utilizados na formagcao de biofilmes de S. liquefaciens e P. aeruginosa em presenca de EMPM.

(A) S. liguefaciens MG1
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o |LB
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DMSO 1,25%
DMSO 0,625%
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Figura 1. Efeito do dimetilsulfoxido (DMSO) em concentragdes equivalentes as presentes nas concentracbes de EMPM avaliadas sobre a formacdo de
biofilme de S. liquefaciens MG1 (A) e P. aeruginosa PAO1 (B) nas temperaturas de incubacéo de 30 °C e 37 °C ap0s 24 horas, segundo o0 ensaio de cristal.
LB: controle sem DMSO nem EMPM. As médias pertencem a trés ensaios em triplicata. Médias seguidas pelas mesmas letras pertencentes a0 mesmo

tratamento ndo diferem estatisticamente (p=0,05).
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APENDICE F - Controles utilizados na formag&o de biofilmes de S. liquefaciens e P. aeruginosa em presenca de capsaicina.
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Figura 1. Efeito da capsaicina em diferentes concentragdes (expressas em pg/ml) sobre a formagdo de biofilme em S. liquefaciens e P. aeruginosa nas
temperaturas de tratamento 30 °C e 37 °C, segundo o ensaio de cristal violeta. DMSO 1% e LB representam o crescimento bacteriano sem capsaicina. Médias

seguidas pelas mesmas letras, pertencentes & mesma temperatura de tratamento, ndo diferem estatisticamente (p=0,05).
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APENDICE G - Controles utilizados na formagcao de biofilmes de S. liquefaciens e P. aeruginosa segundo a microscopia confocal.

DMSO 2,5% DMSO 1,25% DMSO 0,625%

(A) S. liguefaciens MG1
(30°C)

(B) S. liquefaciens MG1
(37°C)

(C) P. aeruginosa PAO1
(30°C)

(D) P. aeruginosa PAO1
(37°C)

Figura 1. Efeito do dimetilsulfoxido (DMSQ) em concentracBes equivalentes as presentes nas concentracfes de EMPM avaliadas sobre a formagao de biofilme de S.
liquefaciens MGL1 e P. aeruginosa PAOL nas temperaturas de incubacdo de 30 °C e 37 °C apds 24 horas, segundo a microscopia confocal. LB: controle sem DMSO nem  7g
EMPM. Nd: Nao determinado. A barra de escala é de 25 um.



DMSO 1%

(A) S. liquefaciens MG1
(30°C)

(B) S. liquefaciens MG1
(37°C)

(C) P. aeruginosa PAO1
(30°C)

(D) P. aeruginosa PAO1
(37°C)

Figura 2. Efeito do dimetilsulféxido (DMSQ) a 1% sobre a formacdo de biofilme de S. liquefaciens MG1 e P.
aeruginosa PAO1 nas temperaturas de incubacdo de 30 °C e 37 °C apds 24 horas, segundo a microscopia
confocal. LB: controle sem DMSO. A barra de escala é de 25 um.
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APENDICE H - Teste de difusdo em agar para producéo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 em presenca dos extratos

Os dados da Figura 1 deste apéndice revelam que ndo houve inibicdo da producdo de violaceina pelos diferentes extratos testados. O controle positivo

furanona C30 inibiu a producéo de violaceina, conforme esperado.

DMSO C30

EAPM EMPV EAPV

Figura 1. Teste de difusdo em 4gar para producdo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472 em presenca dos extratos nas concentragdes de 5; 2,5 e 1,25
mg/ml (A, B e C respectivamente) apds 24 horas de incubacdo a 30 °C. Furanona C30: controle da inibi¢do da produgdo de violaceina. DMSO: controle de
toxicidade dos extratos metandlicos nas concentragfes de 2,5; 1,25 e 0,625% (a, b e ¢ respectivamente). EMPM: Extrato metandlico de pimenta-malagueta.
EAPM: Extrato aménico de pimenta-malagueta. EMPV: Extrato metanélico de pimentdo vermelho. EAPV: Extrato amonico de pimentdo vermelho.
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APENDICE I - Quantificacio de violaceina produzida por C. violaceum ATCC 12472 em presenca dos extratos

Os dados deste apéndice revelam que os diferentes extratos apresentaram leve inibi¢do da producédo de violaceina em C. violaceum ATCC 12472.
Esses dados devem ser avaliados levando em consideragdo a cinética de crescimento nas concentragdes inibitorias.
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Figura 1. Efeito dos extratos de pimenta-malagueta e pimentdo vermelho em diferentes concentracoes (expressas em mg/ml) na producéo de violaceina em C.
violaceum ATCC 12472 ap6s 24 horas de incubacdo a 30 °C. (A) Efeito dos extratos metanolicos de pimenta-malagueta (EMPM) e de pimentdo vermelho
(EMPV) em comparacdo com o controle sem tratamento (DMSO 1,25%). (B) Efeito dos extratos amonicos de pimenta-malagueta (EAPM) e de pimentdo
vermelho (EAPV) em comparagdo com o controle sem tratamento (LB). As médias pertencem a um ensaio em sextuplicata. Médias seguidas pelas mesmas

letras pertencentes ao mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente (p=>0,05).
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APENDICE J - Motilidade tipo swarming de bactérias patogénicas em presenca dos extratos

Os dados revelam que, de forma geral, ndo houve alteragcdo da motilidade na presenca dos extratos.
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Figura 1. Efeito dos extratos de pimenta-malagueta e pimentdo vermelho em diferentes concentragdes (expressas em mg/ml) na motilidade swarming
(definida como o didmetro da &rea formada pela motilidade apds 12 horas de incubacdo) de P. aeruginosa PAO1 (crescida a 37 °C), S. liquefaciens
MGL1 e S. marcescens UFOP1 (ambas crescidas a 30 °C). (A) Efeito dos extratos metanolicos de pimenta-malagueta (EMPM) e de pimentdo vermelho
(EMPV) em comparacdo com o controle sem tratamento (DMSO 0,625%). (B) Efeito dos extratos amonicos de pimenta-malagueta (EAPM) e de
pimentdo vermelho (EAPV) em comparagdo com o controle sem tratamento (LB). As médias pertencem a um ensaio em duplicata. Médias seguidas
pelas mesmas letras pertencentes ao mesmo tratamento nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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APENDICE K - Motilidade tipo swarming de S. marcescens UFOP1 em presenca dos extratos

DMSO 0,625%

1,25 mg/ml

0,625 mg/ml

Figura 1. Motilidade swarming de S. marcescens UFOP1 em presenca dos extratos de pimenta-malagueta e pimentdo vermelho nas concentragdes
1,25 e 0,625 mg/ml apds 12 horas de incubacgdo a 30 °C. Note-se a diferencia morfologica do swarm em comparagdo com os controles (DMSO
0,625% e LB). EMPM: Extrato metandlico de pimenta-malagueta. EAPM: Extrato amdnico de pimenta-malagueta. EMPV: Extrato metanolico de

pimentdo vermelho. EAPV: Extrato amoénico de piment&o vermelho.
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APENDICE L - Formac&o de biofilme de bactérias patogénicas em presenca dos

P. aeruginosa PAO1
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Figura 1. Efeito dos extratos de pimenta-malagueta e pimentdo vermelho em diferentes concentracdes
(expressas em mg/ml) na formacdo de biofilme em P. aeruginosa PAO1 e S. liquefaciens MG1 apds
24 horas a 37 °C e 30 °C respectivamente, conforme o ensaio de cristal violeta. (A) Efeito dos extratos
metandlicos de pimenta-malagueta (EMPM) e de pimentdo vermelho (EMPV) em comparagdo com o
controle sem tratamento (DMSO 0,625%). (B) Efeito dos extratos amonicos de pimenta-malagueta
(EAPM) e de pimentdo vermelho (EAPV) em comparagdo com o controle sem tratamento (LB). As
médias pertencem a um ensaio em octuplicata. Médias seguidas pelas mesmas letras pertencentes ao

mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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APENDICE M - Curvas de crescimento de bactérias Gram-negativas em presenca dos

extratos
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Figura 1. Efeito do extrato amonico de pimenta-malagueta (EAPM) e dos extratos metanolico e
amonico de pimentdo vemelho, EMPV e EAPV respectivamente, sobre o crescimento de C. violaceum
ATCC 12472 em diferentes concentracdes (expressas em mg/ml) durante 16 horas de incubacdo a 30
°C. O controle sem o extrato é LB. As médias pertencem a um ensaio em duplicata.
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Figura 2. Efeito do extrato amonico de pimenta-malagueta (EAPM) e dos extratos metanolico e
amoénico de pimentdo vemelho, EMPV e EAPV respectivamente, sobre o crescimento de S.
liquefaciens MG1 em diferentes concentracdes (expressas em mg/ml) durante 16 horas de incubagéo a

30 °C. O controle sem o extrato € LB. As médias pertencem a um ensaio em duplicata.
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Figura 3. Efeito do extrato amonico de pimenta-malagueta (EAPM) e dos extratos metanolico e
amonico de pimentdo vemelho, EMPV e EAPV respectivamente, sobre o crescimento de P.
aeruginosa PAO1 em diferentes concentracGes (expressas em mg/ml) durante 16 horas de incubacdo a

37 °C. O controle sem o extrato é LB. As médias pertencem a um ensaio em duplicata.
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Figura 4. Efeito dos extratos de pimenta-malagueta e de pimentdo vermelho sobre o crescimento de S. marcescens UFOP1 em diferentes concentragoes
(expressas em mg/ml) durante 16 horas de incubacédo a 30 °C. O controle sem o extrato é LB. As médias pertencem a um ensaio em duplicata.
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Figura 5. Efeito dos extratos de pimenta-malagueta e de pimentéo vermelho sobre o crescimento de Hafnia alvei 071 em diferentes concentragdes (expressas

em mg/ml) durante 16 horas de incubagdo a 30 °C. O controle sem o extrato é LB. As médias pertencem a um ensaio em duplicata.
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