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Inhibitory Activity of 3,4,5-tris(acetyloxy)benzoic Acid against Bacterial Biofilms
Formation

Abstract: The 3,4,5-Tris(acetyloxy)benzoic acid produced from the esterification reaction of 3,4,5-Trihydroxybenzoic acid
(Gallic acid) represents a complementary alternative to the available antimicrobial arsenal against pathogenic
microorganisms, especially those biofilm formers. Biofilms difficults the action of antimicrobials and promotes resistance
to classical antimicrobial and possible therapeutic failures. Strategies such as the derivation of naturally occurring
compounds and study of the impact of these changes on the biological actions are taken in order to increase the efficacy
and reduce the toxicity of the derivatives from the formation of microbial biofilms, as these play an important role in
recalcitrant infectious of the difficult control. Based on the above, were studied the synthesis and derivation of 3,4,5-
tris(acetyloxy)benzoic acid, the toxicity of the compound to the test against Artemia salina and the antimicrobial and
inhibitory activities of biofilm formation in vitro by the following bacterial strains: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Burkholderia cepacia ATCC 17759, Escherichia coli ATCC 25312, Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 and Kocuria rhizophila ATCC 9341. The results showed that the efficiency of
synthesis were 73%, which compound showed antimicrobial activity and moderate toxicity and 1000 pg.mL™? of 3,4,5-
tris(acetyloxy)benzoic acid inhibited biofilm formation by all the studied bacteria, which highlights the capability of the
compound in inhibition of this important microbial virulence factor.

Keywords: 3,4,5-tris(acetyloxy)benzoic; biofilm formation; antimicrobial activity.

Resumo

O acido 3,4,5-triacetobenzdico produzido a partir da esterificagdo do acido 3,4,5-triidroxibenzoico (acido galico) representa uma
alternativa complementar ao arsenal disponivel para o controle de micro-organismos patogénicos, notadamente aqueles
formadores de biofilmes microbianos. Os biofilmes dificultam a a¢do dos agentes antimicrobianos e promovem a
resisténcia aos antimicrobianos cldssicos e a possiveis falhas terapéuticas. Estratégias como a derivagdo de compostos de
origem natural e estudo do impacto destas modificagdes nas atividades bioldgicas sdo adotadas com o intuito de aumentar
a eficacia e diminuir a toxicidade dos derivados contra a formagdo de biofilmes microbianos, pois estes desempenham um
papel relevante no contexto das doengas infecciosas recalcitrantes e de dificil controle. Com base no exposto, foram
estudadas a sintese e derivagdo do acido 3,4,5-triacetobenzdico, a toxicidade do composto com o ensaio contra Artemia
salina e as atividades antimicrobianas e inibitéria da formagdo de biofilme in vitro pelas seguintes cepas-padrdo
bacterianas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Burkholderia cepacia ATCC 17759, Escherichia coli ATCC 25312,
Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 e Kocuria rhizophila
ATCC 9341. Os resultados encontrados demonstraram que o composto apresentou toxicidade e atividade antimicrobiana
moderada e que 1000 pg.mL? do acido 3,4,5-triacetobenzdico inibiu a formagdo de biofilme por todas as bactérias
estudadas, fato que reforga a potencialidade do composto na inibigdo deste importante fator de viruléncia microbiano.

Palavras-chave: acido 3,4,5-triacetobenzodico; formagdo de biofilme; atividade antimicrobiana.
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1. Introdugdo constituindo um agregado de células
microbianas encapsuladas por uma matriz
polimérica altamente hidrofébica,

. . . - imobilizadas a um suporte ou superficie.®
Varios micro-organismos patogénicos P P

podem  sobreviver tanto na forma A formagdo e adesdo de biofilmes
plancténica como na séssil. As células bacterianos a superficies representam um
isoladas flutuantes ou de vida livre s3o as  papel significativo na etiologia de doencas
formas plancténicas enquanto que as células infecciosas de dificil tratamento, pois
sésseis sdo denominadas como biofilmes e crescendo de forma séssil os micro-
sdo caracterizadas pela vida em grupo, organismos costumam ser muito mais
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resistentes tratamentos

antimicrobianos.??

aos

O fendbmeno da resisténcia dos micro-
organismos patogénicos aos antimicrobianos
tem incentivado a investigacdo de terapias
complementares ao arsenal disponivel de
drogas convencionais e a busca destas
alternativas constitui-se em um interessante
campo de estudo, sobretudo com a
investigacdo da atividade antimicrobiana de
compostos naturais ou de derivados.?

A pesquisa de farmacos inovadores é um
crescente  desafio para a industria
farmacéutica, fato esse que pode ser
corroborado pela diminuicdo do nimero de
novas moléculas lancadas nos ultimos anos. A
modificacdo de moléculas com propriedades
conhecidas, visando alterar suas
propriedades fisico-quimicas e ampliar seu
espectro de aplicabilidade terapéutica, torna-
se entdo uma opcdo vidvel.®

Alguns estudos ja demonstraram que os
derivados do 4acido gdlico ou acido 3,4,5-

HO.__O

Vo

triidroxibenzdico apresentam potencialidade
terapéutica, como sequestradores de
espécies reativas de oxigénio e consideravel
atividade antimicrobiana.®’

As sinteses de esterificacao de alcoois sao
reacbes amplamente aplicadas na industria
guimica e em experimentos cotidianos de
sintese organica. A esterificagdo do acido
galico (Figura 1), descrita por Jene e Ibers,®
foi feita primeiramente visando o aumento
do rendimento das sinteses de galatos de
alquila, uma vez que as sinteses
convencionais possuiam baixo rendimento,
principalmente devido a alta reatividade das
hidroxilas do anel.

Assim, a protecdo das hidroxilas do anel
através da esterificacdo, para uma posterior
esterificagdo do grupo carboxilico, tornou-se
um método de maior viabilidade na sintese
de galatos de alquila, que sdo compostos
amplamente  estudados devido suas
promissoras atividades antifungicas e
antibacterianas.>*°

HO.__O
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Esquema 1. Reacdo de esterificacdo do acido galico

As derivagbes quimicas, como a
esterificacdo das hidroxilas do 4acido galico,
podem modificar atributos farmacocinéticos
e farmacodinamicos, por meio da alteragdo
da solubilidade, coeficiente de particao e do
grau de ionizacdo, podendo elevar a
potencialidade terapéutica de compostos
inovadores e potenciais farmacos.!%?

Com base no exposto, objetivou-se
sintetizar o acido 3,4,5-TAB e avaliar a
toxicidade, a atividade antimicrobiana e
inibitéria da formacdo de biofilme por cepas
bacterianas.

2. Material e métodos

2.1. Sintese quimica do acido 3,4,5-
triacetobenzdico

O acido 3,4,5-triidroxibenzéico (5,0g -
29mmol) (Sigma-Aldrich, Brasil) foi dissolvido
em anidrido acético em meio acidificado com
acido sulfurico concentrado. O recipiente foi
entdo aquecido em banho-maria (60°C) com
agitacdo constante por aproximadamente 30
-agua destilada a mistura. Com a adicdo de
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agua, houve formacao de precipitado branco
o qual foi separado por meio de filtracao por
pressdo negativa (a vacuo) e seco sob
pressao reduzida.

A purificagdo do acido 3,4,5-
triacetobenzdico foi realizada por
recristalizacao, onde primeiramente
dissolveu-se em metanol e obteve-se uma
mistura homogénea, sendo a mesma deixada
em repouso durante 3 dias. Apds a
evaporacdo natural do solvente, obteve-se
6,4g do produto purificado (73% de
rendimento).

O espectro de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H foi obtido em um
equipamento DRX400-Bruker (9.4 Tesla) e o
espectro de absor¢do na regido do
infravermelho foi gerado empregando-se o
método de pastilha (em KBr anidro) em um
espectrofotbmetro Bomem Michelson FT,
Modelo MB-102.

2.2. Ensaio de letalidade de Artemia

salina Leach

O ensaio foi realizado segundo a
metodologia de Moline-Salinas e Said-
Fernadéz®® com algumas adaptacbes, foi
empregado o meio de agua marinha sintética
preparado com a dissolugdo de sal marinho
em dagua destilada (40 g.L'!) suplementado
com extrato de leveduras e esterilizado em
autoclave. O pH foi ajustado a 8,5 com
solucdo de Na,COs 0,1 mol.Ll. Os cistos
foram incubados por 36 horas no meio com
iluminacdo natural, com temperatura
ambiente e oxigenacao constante.

Apds a eclosdo, os nduplios foram atraidos
por fonte de luz pipetados e transferidos para
uma placa de Petri com o meio fresco. O
bioensaio foi realizado em microplaca de
poliestireno de 96 po¢os com as seguintes
concentragdes: 1200, 600, 300, 150 e 75
pug.mL? do acido 3,4,5-triacetobenzdico. Os
nauplios foram distribuidos na placa de
forma padronizada.

Foram incluidos nos ensaios, controles
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negativos e de letalidade utilizando diluigdes
seriadas de K;Cr,07. Os resultados permitiram
o calculo da concentracdo letal a 50% das

larvas (CLso) pelo método Probit, no
programa  Statplus 2009  professional
(AnalystSoft). Os valores de Clso dos

compostos isolados e em combinagdao foram
submetidos ao teste de t de Student pareado
para se averiguar a significancia das
diferengas observadas entre a toxicidade dos
compostos.

2.3. Determinagao da
minima inibitdria 50% (CMlIso)

concentragao

Foram utilizados para determinacdo da
concentracao minima inibitéria dos
compostos, os protocolos de microdiluicdo
em caldo padronizados pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI M7-A9,
2012)* contra os seguintes  micro-
organismos: Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Burkholderia cepacia ATCC 17759,
Escherichia coli ATCC 25312, Escherichia coli
ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228
e Kocuria rhizophila ATCC 9341, todas as
cepas foram mantidas em condi¢des de
congelamento.

Em resumo, as suspensGes de células
bacterianas foram preparadas a partir de
culturas recentes em d4gar Mueller Hinton
segundo os protocolos de referéncia. Os
compostos foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSQ) até atingir as cinco
concentragoes diferentes utilizadas no ensaio
(1000, 250, 62,5, 15,62 e 3,90 pug.mL?).

As leituras dos testes para as bactérias
foram realizadas apds 24 horas de incubagdo
a 352C. Os controles de crescimento foram
adicionados, um contendo 4agar Mueller
Hinton e outro contendo meio dgar Mueller
Hinton adicionado de 5% (v/v) de DMSO,
sendo esta a quantidade referente a maior
concentragdo de DMSO no meio de teste.

As leituras foram realizadas considerando
a CMlsp como a menor concentragao capaz
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de inibir o crescimento bacteriano em ao
menos 50% quando comparado aos controles
sem antimicrobianos, por meio de leitura da
densidade 6ptica dos pogos. Ampicilina foi
utilizada como controle para validacdo da
técnica segundo Pantanella e
colaboradores.®

2.4. Inibicio da formagcdo de biofilme
bacteriano

Nos ensaios de avaliacdo de biomassa na
formacao de biofilme e atividade metabdlica
foi definida a concentra¢do de 1000 pg.mL*
do acido 3,4,5-triacetobenzdico, as
microplacas foram incubadas a 35,59C por 24
horas e apds este periodo procedeu-se a
leitura visual da turvacdo. Apds a leitura
visual, as placas foram processadas pelas
técnicas do cristal violeta para os ensaios de
biomassa total e da resazurina para os
estudos da atividade metabdlica.

Na técnica do cristal violeta, as placas
foram tratadas segundo metodologia descrita
por Naves e colaboradores,’®® com a
determinagdo do crescimento total (CT) pela
medida da densidade Optica seguida da
remogao do caldo crescido com as formas
planctbnicas. Posteriormente as amostras
foram coradas com cristal violeta a 1%, o
corante foi desprezado e as placas lavadas
com agua destilada. Apds esse periodo as
densidades dpticas (DO) foram lidas a 492nm
dos pocos com bactérias aderidas (BA) e
pocos controle (PC).

Para a deteccdo da atividade metabdlica
das células associadas ao biofilme, os micro-
organismos foram incubados da mesma
maneira que para O ensaio anteriormente
descrito com a remogao posterior do caldo
crescido dos pogos, com a lavagem dos pocos
e adicdo do corante vital resazurina a 10
ug.mL?! e incubac3o das microplacas por duas
horas a 35,59C.

Posteriormente foi realizada a leitura das
DO492nm € DOg30nm € a atividade metabdlica foi
determinada pelo calculo da extingdo molar
da resazurina, dada pela seguinte férmula

Vo

(PTas2nm - ((PTezonm X FCezonm) / (CPagznm -
(CP630nm X FC530nm))) x 100, aonde, PT =DO dos
Pocos-Teste, FC = DO do Fator de Correcdo e
CP = DO dos controles positivos.

2.5. Andlises estatisticas

Para analise da formacdo de biofilme
pelas cepas foi realizado um teste t de
Student pareado para comparar o impacto do
acido 3,4,5-triacetobenzdico na formacdo de
biofilme bacteriano, tanto para a biomassa
total quanto para atividade metabdlica nos
ensaios.

3. Resultados e discussao

Através dos experimentos de
espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, ressonancia magnética

nuclear de carbono (**C) e hidrogénio ('H)
pode-se confirmar a estrutura obtida para o
composto. No espectro de infravermelho do
acido 3,4,5-triacetobenzdico destacam-se
bandas caracteristicas em 3086 (cm™) (O-H
de acido carboxilico), 3011 (vCsp-H anel
aromatico), 2874 (vsCHs acetila), 1790 (vsC=0
acetila), 1769 (vC-O-H fora do plano), 1697
(vasCOO™  acetila), 1670, 1584, (vC=C
aromatico), 1432 (6a.CHs acetila) e 1184
(vsCOO" acetila). Todos os estiramentos
encontrados evidenciam as ligacdes dos
grupos funcionais do acido sintetizado.”*®

No espectro de RMN H (Figura 2)
observa-se a presenca de quatro singletos,
onde o primeiro sinal em &4 7,88 na regido de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos;
integrado para dois hidrogénios equivalentes,
refere-se aos hidrogénios ligados ao anel
aromatico na posicdo orto em relagdo a
fungdo 4acida. O sinal em 6y 7,28 refere-se a
hidrogénio ligado a carbono do solvente

(CDCls), indicando a presenca de uma
pequena quantidade de solvente nao
deuterado. O terceiro sinal em &y 2,33;

integrado para trés hidrogénios, refere-se aos
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hidrogénios da metila do grupo acetila na
posicao para em relacdo ao acido carboxilico,
estes trés hidrogénios possuem um maior
deslocamento por estarem entre os grupos
de

acetila em meta, posicao maior

7.880
O

7.282

O
%
N
2.327
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impedimento estérico. E o quarto sinal em &y
2,27; integrado para seis hidrogénios, refere-
se aos hidrogénios ligados os carbonos das
metilas nos grupos acetilas em posicao para
em relacdo ao acido carboxilico.

2.320

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45

40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

ppm (d)

Figura 1. Espectro de RMN de *H em CDCls

No espectro de ¥3C RMN (Figura 3), a
estrutura do produto proposto é comprovada
pela presenca do sinal em 6&c 169,58
referente ao carbono 11, o sinal 6¢ 167,68,
referente aos carbonos 9 e 12, em 6¢ 166,45,
referente ao carbono 7, o sinal em &¢ 143,52
e 6¢ 122,83, referente aos carbonos 5 e 3, 6
e 2 respectivamente, em 6&c 139,35 e &c
127,46, referentes aos carbonos 4 e 1
respectivamente. Os sinais em 6¢ 77,39; &c

77,08 e 6¢c 76,75 sdo referentes ao carbono
do solvente (cloroférmio), o sinal em &c
20,55, referente aos carbonos 13 e 10 e o
sinal em &8¢ 20,16, referente ao carbono 08.
Em ambos os espectros (*H e 3C) a 6tima
definicdo dos picos e a auséncia de ruidos na
linha de base mostra que o acido obtido esta
puro. Todas as atribuicGes (RMN e IR) foram
dadas conforme descrito na literatura.%°
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Figura 2. Espectro de RMN de **C em CDCls

O 4cido 3,4,5-triacetobenzdico apresentou
toxicidade moderada com Clsg de 481,69
ug.mLt. Nguta e colaboradoes?! consideram
alta toxicidade para compostos com valores
de CLso até 100 pg.mL?, toxicidade moderada
para Clsp entre 100 e 500 pg.mL! e
toxicidade baixa para ClLso entre 500 ug.mL? e
1000 pg.mL?, e n3o tdxico acima de 1000
pg.mL2,

Segundo Costa e colaboradores,?
compostos com Clsy < 200 pg.mL?
apresentam potencial também para

atividades antimicrobiana e antitumoral. O
composto avaliado apresentou toxicidade
moderada segundo os critérios destes outros
autores.

O ensaio de letalidade de Artemia salina é
utilizado em estudos de novas moléculas
bioativas, pois em geral, estes compostos sao
téxicos as larvas e este teste preliminar se
caracteriza por ser rapido, confidvel e simples

na determinagdo preliminar da bioatividade
de compostos durante o isolamento de
produtos naturais, sendo a andlise expressa
em CL50.23’24

Foram observadas CMIsq somente para as
cepas Escherichia coli ATCC 8739 e Kocuria
rhizophila ATCC 9341 com sensibilidade ao
composto nas concentra¢des de 62,5 pg.mL?
e 15,6 pg.mL?, ainda que n3o tenha sido
observado um efeito dose-dependente.

Os principais micro-organismos
formadores de biofilme foram Burkholderia
cepacia  ATCC 17759, Staphylococcus
epidermidis ATCC 1228 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, respectivamente.

A comparacdao entre as leituras de
densidade dptica dos controles na auséncia
do 4acido 3,4,5-TAB e na presenca estd
mostrada na Figura 4.
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Figura 4. Biomassa formada pelos biofilmes bacterianos na auséncia (controle) e em presenca
de 1000 pg.mLdo acido 3,4,5-TAB

Foi notdvel o impacto do acido 3,4,5-
triacetobenzdico na inibicdo da formacao do
biofilme por todas as cepas estudadas. De
fato, todas as diferengas entre os resultados
foram significativas, com P < 0,0001,
demonstrando a eficdcia do composto contra
a formacdao do biofilme e na atividade
metabdlica das bactérias aderidas.

O ensaio utilizando o corante resazurina
detectou que todas as cepas estudadas
mantiveram o metabolismo diminuido mais
de 50% na presenca do 4acido 3,4,5-
triacetobenzdico em relagdo aos controles
sem o composto (Tabela 1).

Tabela 1. Reduc¢do do metabolismo com a presenca do acido 3,4,5-triacetobenzdico

Cepas Reducdo da atividade metabdlica (%)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 56,99
Burkholderia cepacia ATCC 17759 89,17
Escherichia coli ATCC 25312 53,29
Escherichia coli ATCC 8739 58,19
Staphylococcus aureus ATCC 6538 86,74
Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 90,16
Kocuria rhizophila ATCC 9341 57,76

Houve uma queda acentuada no Staphylococcus epidermidis ATCC 1228,

metabolismo das bactérias associadas ao  Staphylococcus aureus ATCC 6538 e

biofilme cepas estudadas como pode ser Burkholderia cepacia ATCC 17759

observado na Figura 5 a seguir. As bactérias

apresentaram redugdes acima de 80%.
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Figura 5. Porcentagem do metabolismo das células vidveis associadas ao biofilme bacteriano
na auséncia (controle) e em presenca de 1000 pg.mL*do 4cido 3,4,5-TAB

Apesar do Staphylococcus aureus ATCC
6538 ter apresentado a menor inibicdo da
biomassa formada no biofilme, mostrou uma
expressiva reducdo da taxa metabdlica das
células sésseis pelo acido 3,4,5-
triacetobenzéico.

Sabe-se que o 4acido 3,4,5-TAB é um
composto lipofilico, com coeficiente de
particdo dgua/n-octanol (log P) da ordem de
0,2417.° Considerando que compostos
lipofilicos possuem alta permeabilidade em
paredes celulares bacterianas, essa
caracteristica observada no composto
aumenta sua biodisponibilidade para as
células bacterianas. Uma vez que o 3,4,5-TAB
pode permear a parede celular, é possivel
que haja atuagdo no meio intracelular,
interagindo com moléculas do metabolismo
bacteriano, desencadeando mecanismos que
levam a diminuicdo da proliferacdo
bacteriana, ou até mesmo mecanismos a
morte celular, justificando assim os valores
de inibicdo do crescimento bacteriano
encontrados.?

4. Conclusao

Em resumo, apds a modificacdo quimica
realizada no acido 3,4,5-triidroxibenzdico e
obtencdo do acido triacetobenzdico, foi
detectado que o0 composto derivado
apresentou toxicidade moderada, discreta
acao antimicrobiana contra o crescimento
das bactérias na forma planctbnica, pois
foram detectadas CMlIso apenas contra dois
dos micro-organismos estudados (Escherichia
coli ATCC 8739 e Kocuria rhizophila ATCC
9341) e uma significativa ag¢do contra a
formagao de biofilmes em todas as bactérias
estudadas.

Os resultados encontrados, tanto na
inibicdo da biomassa como do metabolismo
das bactérias associadas ao biofilme, por
1000 pg.mL? do acido 3,4,5-TAB, comprovam
a eficicia anti-biofiilme do composto
ressaltando a sua potencialidade no controle
de micro-organismos pela inibicdo deste
importante fator de viruléncia microbiano.
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