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“Porque onde está o teu tesouro,  

aí estará também o teu coração”.  

(Mateus 6. 21) 



 

RESUMO 

 

A resistência antimicrobiana (RAM) representa um problema crítico de saúde pública global. 

A formação de biofilme é um dos principais fatores de virulência da RAM e desempenha um 

papel importante em mais de 80% das infecções bacterianas e 65% das infecções hospitalares. 

Neste estudo, investigou-se a atividade antimicrobiana, o efeito combinado a antibióticos, a 

interação com DNA e a atividade citotóxica do nitro complexo de rutênio 

[RuCl(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] (designado RuNO2) irradiado com luz azul e na ausência de 

irradiação. O efeito do complexo contra células planctônicas foi avaliado através da 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida mínima 

(CBM). O efeito combinado com antibióticos foi verificado pela técnica de checkerboard. A 

atividade antibiofilme foi avaliada pela quantificação da biomassa total, contagem de células 

viáveis, microscopia confocal e microscopia eletrônica de varredura (MEV). Por fim, a 

interação com DNA e a citotoxicidade contra eritrócitos humanos e fibroblastos murinos 

(L929), foram verificados por eletroforese, atividade hemolítica e ensaio de viabilidade celular 

(MTT), respectivamente. De modo geral, o composto apresentou atividade antimicrobiana 

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com valores da CIM e CBM que variaram 

de 4 a 256 µg/mL, tanto fotoirradiado quanto sem irradiação. Quando RuNO2 foi combinado 

com ampicilina, observou-se efeito sinérgico contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

epidermidis, com valores de ICIF que variaram entre 0,186 a 0,311, no entanto, quando 

associado à tetraciclina, RuNO2 mostrou efeito sinérgico apenas contra Pseudomonas 

aeruginosa e Escherichia coli. No ensaio sobre biofilmes, observou-se entre 65% e 99,8% de 

redução da biomassa total e diminuição entre 1 a 4 ordens na escala logarítmica no número de 

células viáveis. As análises de MEV e Confocal revelaram alterações na morfologia celular, 

danos à parede e à membrana plasmática de S. aureus e E. coli. Nos ensaios de clivagem de 

DNA, o composto não apresentou efeito na ausência de fotoirradiação, mas promoveu a 

clivagem eficiente do DNA quando irradiado por luz azul. Sobre eritrócitos humanos, RuNO2 

apresentou percentual de hemólise entre 2 e 4% apenas nas maiores concentrações testadas e, 

sobre células murinas L929, não houve toxicidade, visto que nos dois tempos avaliados (24 e 

48 h), as células tratadas não apresentaram viabilidade menor que 50 %. Em conjunto, esses 

resultados resumem o potencial desse complexo, que merece maiores investigações. 

 

Palavras-chave: resistência antimicrobiana; biofilmes; atividade antimicrobiana; complexo de 

rutênio; luz azul. 



 

ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance (AMR) is a critical global public health problem. The biofilm 

formation is one of the main virulence factors of AMR and plays an important role in more than 

80% of bacterial infections and 65% of hospital infections. In this study, we investigated the 

antimicrobial activity, the combined effect with antibiotics, the interaction with DNA and the 

cytotoxic activity of the ruthenium nitro complex [RuCl(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] (designated 

RuNO2) irradiated with blue light and in the absence of irradiation.. The effect of the complex 

against planktonic cells was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration 

(MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC). The combined effect with 

antibiotics was verified by the checkerboard technique. Antibiofilm activity was evaluated by 

total biomass quantification, viable cell counting, confocal microscopy and scanning electron 

microscopy (SEM). Finally, the interaction with DNA and cytotoxicity against human 

erythrocytes and murine fibroblasts (L929) were verified by electrophoresis, hemolytic activity 

and cell viability assay (MTT), respectively. In general, the compound showed antimicrobial 

activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, with MIC and MBC values ranging 

from 4 to 256 µg/ml, both photoirradiated and without irradiation. The synergistic effect against 

Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis was observed when the complex was 

combined with ampicillin, presenting FICI values between 0.186 and 0.311, however, when 

associated with tetracycline, RuNO2 showed a synergistic effect only against Pseudomonas 

aeruginosa and Escherichia coli. In the biofilm assay, a reduction of between 65% and 99.8% 

in total biomass and a decrease of between 1 and 4 orders on the logarithmic scale in the number 

of viable cells were observed. SEM and Confocal analyzes revealed changes in cell 

morphology, damage to the wall and plasma membrane of S. aureus and E. coli. In DNA 

cleavage assays, the compound showed no evidence of effect in the absence of photoirradiation 

but promoted efficient DNA cleavage when irradiated by blue light. On human erythrocytes 

RuNO2, it presented a percentage of hemolysis between 2 and 4% only at the highest 

concentrations tested and, on murine L929 cells, there was no toxicity since at both times 

evaluated, the treated cells did not show viability less than 50%. Taken together, these results 

summarize the potential of this complex, which deserves further investigation. 

 

Keywords: antimicrobial resistance; biofilms; antimicrobial activity; ruthenium complex; blue 

light. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência antimicrobiana (RAM) é responsável por uma crise de saúde pública 

global crescente e representa um dos mais sérios desafios de saúde para o século XXI (BLAIR, 

2023). Estimativas recentes apontaram que em 2019, 4,95 milhões de pessoas morreram de 

doenças nas quais a RAM desempenhou um papel significativo (MURRAY et al., 2022). 

Ademias, as previsões para um pior cenário sugerem que esse número aumentará para 10 

milhões até 2050 se continuarmos no caminho atual, um fato que pode direcionar a humanidade 

para uma morte a cada três segundos se medidas urgentes não forem tomadas imediatamente 

(O’ NILL, 2016). 

Entre os principais patógenos relacionados a RAM, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii e Pseudomonas aeruginosa foram os patógenos mais presentes, sendo responsáveis 

por mais de 80% das 1,27 milhão de mortes atribuídas diretamente à resistência em 2019, algo 

superior ao número de mortes por HIV/AIDS (864.000 mortes) e malária (643.000 mortes) 

(MURRAY et al. 2022).  

Dentre as formas para resistir e tolerar à exposição a antimicrobianos, a formação 

de biofilmes é um dos principais fatores de virulência associados à RAM, e desempenha um 

papel importante na sobrevivência, colonização de ambientes e estabelecimento de infecções 

microbianas (FLEMMING et al., 2023). Estima-se que os biofilmes bacterianos desempenhem 

um papel importante em mais de 80% das infecções bacterianas, e que 65% das infecções 

hospitalares, podem ser atribuídas à formação de biofilmes em dispositivos médicos 

implantáveis (JAMAL et al., 2018), sendo que os biofilmes também têm sido implicados em 

muitas doenças crônicas e refratárias como endocardite, fibrose cística, pneumonia, 

periodontite, rinossinusite crônica, otite média entre outras (KOLPEN et al., 2022; STAAT et 

al. 2021; OLIVA et al., 2028; SHRESTHA; BARAL; KHANAL, 2018; KARIGOUDAR et al., 

2019). 

Neste contexto, novas substâncias antimicrobianas, algumas das quais apresentam 

boa penetração em biofilmes, têm sido propostas como alternativas aos antibióticos tradicionais 

(YING et al., 2023). Dentre estas estratégias de combate a RAM, os peptídeos antimicrobianos, 

os inibidores de quorum sensing, os anticorpos monoclonais, além de compostos de origem 

natural como os óleos essenciais e os metabólicos secundários, e de origem sintética como os 

metalocompostos, tem se destacado como os mais promissores candidatos a novos 

medicamentos com efeito antimicrobiano (URUÉN et al., 2021).  
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Dentre as alternativas mencionadas acima, os metalocompostos e em especial os 

complexos de ruténio, têm sido investigados como agentes antimicrobianos promissores ou 

como alternativas adjuvantes aos antibióticos mais tradicionais (SOUSA et al., 2018; 

ANDRADE et al., 2020: SOUSA et al., 2020a; SOUSA et al., 2020b). De modo geral, o 

mecanismo destes complexos está baseada em: (i) seu papel funcional e estrutural, onde o 

centro do metal Ru pode se ligar ao alvo biológico;  (ii) o centro metálico pode atuar como 

transportador de ligantes ativos para aumentar suas atividades farmacêuticas; (iii) um complexo 

metálico que se comporta como um catalisador para a oxidação da glutationa e induzir a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e (iv) pode atuar como um fotossensibilizador 

para gerar oxigênio singleto (LI, COLLINS; KEENE, 2015; SOUTHAM et al., 2017).  

Por outro lado, entre essas novas estratégias, a terapia fotodinâmica (TFD), que é 

menos suscetível aos mecanismos de resistência antimicrobiana de bactérias devido às suas 

propriedades de geração de radicais livres (HAMBLIN, 2016), é de particular interesse, e tem 

si mostrado promissora, auxiliando no controle do crescimento microbiano quando combinada 

a compostos que exibem propriedades biológicas de interesse quando irradiados por luz como 

os complexos de rutênio (GHOSH et al., 2021). Deste modo, o objetivo deste estudo foi 

investigar a atividade antimicrobiana, o efeito combinado com antibióticos, a interação com 

DNA e a atividade citotóxica do nitro complexo [RuCl(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] na presença 

e na ausência de irradiação com luz azul. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Resistência Antimicrobiana (RAM) 

 

Declarada pela OMS como uma das 10 principais ameaças globais à saúde que a 

humanidade enfrenta, a RAM é um fenômeno que ocorre quando microrganismos (bactérias, 

fungos e vírus) desenvolvem a capacidade de resistir a ação de medicamentos que seriam letais 

ou impediriam seu crescimento (WHO, 2021; MURRAY et al., 2022). O surgimento da RAM 

é um processo evolutivo normal das bactérias, no entanto, este processo é amplificado através 

da pressão seletiva exercida pelo uso generalizado e indevido de agentes antibacterianos na 

saúde humana e animal (WHO, 2022).  

Estima-se que 1,27 milhão de mortes foram resultado direto de infecções 

bacterianas resistentes a antibióticos em 2019, e esta é a primeira vez que os dados sobre a carga 

global estão disponíveis (Figura 1), apresentando um quadro completo da disseminação da 

resistência aos antibióticos e seu impacto geral na saúde (MURRAY et al., 2022).  

 

Figura 1 – Mortes em milhões atribuídas à RAM comparada com outras causas de mortes em 

2019 

 
Fonte: Adaptado de Global Burden od Disease Collaborative Network (2022). 

 

Dentre as milhões de mortes apresentadas na figura 1,  Murray et al., (2022) 

estimaram pelo menos 12 doenças infecciosas associadas ou atribuíveis à RAM que foram 

responsáveis por estas, as quais incluem: infecções respiratórias inferiores e todas as infecções 

https://www.reactgroup.org/news-and-views/news-and-opinions/year-2022/antibiotic-resistance
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relacionadas no tórax; infecções da corrente sanguínea; infecções peritoneais e intra-

abdominais; meningite e outras infecções bacterianas do SNC; febre tifóide, paratifóide 

e Salmonella spp não tifoide invasiva; infecções do trato urinário e pielonefrite; diarreia; 

tuberculose [não incluindo tuberculose associada ao HIV]; infecções bacterianas da pele e 

sistemas subcutâneos; endocardite e outras infecções cardíacas; infecções de ossos, articulações 

e órgãos relacionados; gonorréia e clamídia.  

Neste contexto, a situação da RAM se mostra cada mais crítica, ainda mais quando 

consideramos os alertas emitidos através de um relatório encomendado pelo governo britânico 

liderado pelo economista Jim O'Neill há quase 10 anos. Neste relatório, O’ Neill sugere um 

plano que requer bilhões de dólares de investimento para impedir que a medicina seja levada 

de volta à idade das trevas, e o mundo não enfrente a crise da era pós-antibiótica, o que 

proporcionaria um aumento gradual de mortes causadas por infecções resistentes que chegaria, 

em 2050, ao patamar de 10 milhões de pessoas mortas por ano, conforme demostrado na figura 

2. Além disso os custos que a resistência aos antibióticos chegariam a US$ 100 trilhões na 

metade do século, caso não for resolvida (O’NEILL, 2014). 

 

Figura 2 – Mortalidade prevista para RAM em 2050 comparada com causas comuns de mortes 

atuais 

 
Fonte: Adaptado de O’Neill (2016) e Murray et al. (2022). 
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Como observa-se, a RAM além de ter um aumento expressivo no número de mortes 

anuais, ao causar morbidade traz complicações para o tratamento de doenças infecciosas, 

resultando em internações e tratamentos mais prolongados, o que vem aumentando os custos 

com os cuidados da saúde, incapacidades e morte (NAYLOR et al., 2018) gerando um impacto 

econômico global de US$ 3,4 bilhões de dólares no Produto Interno Bruto (PIB) (MOREL et 

al., 2020). 

Embora os riscos da RAM para a saúde humana, animal e vegetal e para o meio 

ambiente sejam compartilhados por todos, os países de baixa renda (PBR) e os países de renda 

média-baixa (PRMB), apresentam uma quantidade significativa de doenças infecciosas e serão 

afetados de forma mais grave pela RAM. Conforme mostrado na figura 3, tanto os países da 

África subsaariana quanto os que estão localizados no sul da Ásia, enfrentarão e exibirão os 

maiores índices de morbidade e mortalidade relacionados a RAM, um fato que pode estar 

relacionado ao acesso inadequado a antibióticos e altos níveis de infecção, como também 

devido à alta resistência, mesmo com bom acesso a antibióticos de primeira linha, incluindo 

fluoroquinolonas e β-lactâmicos (O'NEILL, 2014; MURRAY et al. 2022; LAXMINARAYAN, 

2022). 

 

Figura 3 – Predição global de mortes por RAM em 2050 projetada por continentes 

 
Fonte: Adaptado de  O’Neill (2014). 
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2.2. A RAM e sua relação com ambiente  

 

Os microrganismos (particularmente as bactérias) na água, no solo e no ar, podem 

adquirir resistência após o contato com outros microrganismos resistentes presentes no 

ambiente, que podem ter-se originado ao longo do tempo evolutivo, ou terem sido introduzidos 

através do fluxo de resíduos humanos e/ou animais (CANTÓN; GONZÁLEZ-ALBA; GALÁN 

2012; PERRY; WAGLECHNER; WRIGHT, 2016). Nesses casos, a resistência pode 

desenvolver-se devido a pressões seletivas de antibióticos, fungicidas, compostos antivirais, 

parasiticidas, certos produtos químicos desinfectantes (compostos de amónio quaternário, 

triclosan e cloro) e outros compostos co-selecionados (biocidas e metais como zinco e cobre), 

que são liberados no meio ambiente pela atividade humana, saneamento deficiente ou pelo solo 

e água contaminados (GRAHAM et al., 2019; LARSSON; FLACH, 2022).  

Quando os antimicrobianos são liberados no meio ambiente, eles podem selecionar 

ou induzir o desenvolvimento de microrganismos resistentes. Isso pode acontecer por mutação 

espontânea, aquisição e transmissão por elementos genéticos móveis (EGM), ou por 

transferência horizontal de genes (THG) entre bactérias ambientais e as associadas a plantas, 

animais ou humanos (KUMAR; PAL, 2018; LARSSON; FLACH, 2022). A transmissão da 

resistência pode ocorrer quando a concentração do antimicrobiano (ou de outros agentes 

químicos) é 10 a 1.000 vezes menor que as concentrações utilizadas na medicina humana e 

animal durante um tratamento clínico (BENGTSSON-PALME; LARSSON, 2016). A 

infraestrutura do tratamento de águas residuais pode reduzir significativamente os 

antimicrobianos e outros produtos químicos co-selecionados nos efluentes (MURRAY et al., 

2020) e é fundamental para a gestão da poluição ambiental.  

Fontes identificadas de microrganismos resistentes, genes e antimicrobianos, 

iniciam a sua propagação a partir de pontos específicos ou relativamente locais. Como 

esquematizado na figura 4, o caminho real da propagação da RAM, inclui locais no ambiente 

que abrigam temporariamente microrganismos resistentes, que pode então ser transmitidos a 

seres humanos ou animais. Esses locais são fontes transitórias ou condicionais de RAM e são 

frequentemente influenciados por eventos hidrológicos e antropogênicos no ambiente. A 

exposição humana à RAM também pode ocorrer após o consumo de alimentos que tenham sido 

contaminados com microrganismos resistentes no ambiente de produção, nos microbiomas dos 

animais destinados à alimentação ou dos ambientes de processamento, ou na ingestão de água 

contaminada com material fecal (HÖLZEL; TETENS; SCHWAIGER, 2018; LEONARD et al., 

2018; FAO; OMS, 2019; KOUTSOUMANIS et al., 2021).  
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Figura 4 – Formas de espalhamento da RAM na interface humano-animal-alimentar e ambiental 

Fonte: Adaptado de Australia, Department of Health and Aged Care (2017).  

 

Os desafios da RAM não podem ser compreendidos ou abordados separadamente 

da tripla crise planetária que inclui alterações climáticas, perda da biodiversidade e poluição e 

dos resíduos, todos impulsionados por padrões insustentáveis de consumo e produção 

(CAVICCHIOLI et al., 2019; UN, 2022). Impulsionados pelo crescimento populacional, pela 

urbanização e pela crescente procura de alimentos e cuidados de saúde, podemos esperar um 

aumento na utilização de antimicrobianos e nas liberações de poluentes no ambiente. 

Os padrões de consumo e produção insustentáveis são particularmente 

preocupantes para os sistemas agroalimentares, mas também para outros setores, como o 

químico, incluindo os antimicrobianos, que agora estão em risco de perder a sua eficácia 

(UNEP, 2023). 
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2.2.1 Mudanças climáticas, perda da biodiversidade e poluição 

 

A crise climática tem numerosos impactos nos ecossistemas, na saúde humana, na 

saúde animal e na produção de alimentos, que também afetam a RAM (GLG, 2021). 

Temperaturas mais altas podem estar associadas ao aumento da frequência de transferência 

horizontal de genes, especialmente aqueles associados à conjugação (LERMAN; TOLMACH 

1957; KIM; KIM; KATHARIOU, 2008; VEGGE et al., 2012), bem como a um aumento de 

infecções resistentes a antimicrobianos (MACFADDEN et al., 2018; MCGOUGH et al., 2020; 

PEPI; FOCARDI, 2021). A crise climática também contribui para o surgimento e propagação 

da RAM no ambiente devido à perturbação contínua do ambiente ocasionado por padrões 

climáticos extremos (BURNHAM, 2021). 

Além disso, a frequência, composição e quantidade de poluição contendo agentes 

bióticos e abióticos podem estar aumentando devido à crise climática. A temperatura, as 

concentrações de oxigênio e dióxido de carbono no ambiente, também podem influenciar a 

sobrevivência e proliferação de bactérias e a taxa com que adquirem resistência (LIAO; CHEN; 

HUANG, 2019; GUPTA, LASKAR; KADOURI 2016; JONG et al., 2020). Os impactos 

antimicrobianos na biodiversidade microbiana podem, por sua vez, afetar os ciclos 

biogeoquímicos, como os ciclos do carbono e do metano, que estão diretamente envolvidos na 

regulação do clima da Terra (BOLLINGER et al., 2021). 

A atividade humana e as alterações climáticas alteraram a diversidade microbiana 

do solo nas últimas décadas, o que também pode promover a circulação de genes de resistência 

a antibióticos no ambiente (ZHU; PENUELAS, 2020). As comunidades microbianas naturais 

fornecem importantes funções ecossistêmicas, e os efeitos ecotoxicológicos dos 

antimicrobianos nos microbiomas ambientais, também podem impactar serviços 

ecossistêmicos mais amplos, como aqueles relacionados aos ciclos biogeoquímicos e à saúde 

das plantas (BRANDT et al., 2015).  

A biodiversidade e os ecossistemas totalmente funcionais são essenciais para a 

saúde planetária, e os antimicrobianos ameaçam potencialmente a saúde dos ecossistemas 

(GRENNI; ANCONA; BARRA CARACCIOLO, 2018; BANERJI et al., 2019). A elevada 

diversidade microbiana pode atuar como uma barreira biológica para resistir à propagação da 

RAM (CHEN, Q. et al., 2019); por outro lado, o uso de antimicrobianos pode ameaçar diminuir 

a diversidade microbiana e a preservação da biodiversidade microbiológica é essencial para 

manter um reservatório molecular diversificado para futuras descobertas farmacêuticas (CHEN, 

J. et al., 2019). 
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Os microrganismos que habitam ambientes naturais têm sido, e continuarão a ser, 

fontes de descoberta farmacêutica para o bem-estar, prevenção de doenças e utilização em 

cuidados de saúde (NEERGHEEN-BHUJUN et al., 2017). Visto que a biota do solo é um 

componente essencial da saúde planetária (ZHU et al., 2019; ZHU; PENUELAS, 2020), manter 

a diversidade microbiana do solo e identificar as forças que moldam a diversidade microbiana 

deste, é crucial para preservar este legado transmitido pelo solo (NEERGHEEN-BHUJUN et 

al., 2017; ZHU; PENUELAS, 2020). Mudanças na diversidade microbiana em habitats naturais 

são um bioindicador de mudanças nas funções dos ecossistemas (GRENNI; ANCONA; 

BARRA CARACCIOLO, 2018; JØRGENSEN et al., 2018; BANERJI et al., 2019).  

As atividades humanas como a geração de águas residuais, elevam os genes de 

resistência antimicrobiana (GRAM) nos ambientes afetados, mas poucos estudos examinaram 

como os microrganismos que transportam esses GRAM persistem e interagem com outras 

espécies microbianas nos seus arredores (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015; BENGTSSON-

PALME, KRISTIANSSON; LARSSON, 2018; SMALLA et al., 2018; BANERJI et al., 2019). 

Embora os impactos nos ecossistemas, a perda de biodiversidade devido à utilização de 

antimicrobianos e à poluição estão sendo mais bem elucidados, continuam a existir provas 

muito limitadas de uma ligação causal entre a RAM e os impactos na perda de biodiversidade. 

Por outro lado, a poluição por produtos químicos com atividade antimicrobiana (por exemplo, 

produtos farmacêuticos, certos metais, biocidas e outros compostos) pode aumentar a 

mobilização de GRAM em certos microrganismos e aumentar a RAM em microrganismos no 

ambiente (MURRAY et al., 2021).  

A água, o solo e o ar servem então como veículos para a propagação de micróbios 

resistentes aos antimicrobianos entre pessoas, animais e outros reservatórios ambientais (por 

exemplo, ambientes de produção de alimentos, incluindo a aquicultura) (EFSA, 2021). De todo 

modo, os GRAM são cada vez mais reconhecidos como contaminantes emergentes, com a 

magnitude de sua ocorrência correlacionada com insumos antropogênicos, o que gera 

ambientes contaminados que tornarm-se fontes de RAM (PRUDEN et al., 2006; SANDERSON 

et al., 2016; UNEP, 2017).  
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2.3 Mecanismos moleculares de RAM 

 

 De modo geral, a RAM é determinada pela expressão de genes de resistência, que 

individualmente ou em conjunto, determinam o funcionamento de toda maquinaria celular, 

através da expressão de mecanismos de resistência e de alterações em vias bioquímicas e 

estruturais (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Como já bem descrito na literatura, alguns 

microrganismos podem expressar resistência intrínseca ou inerente, que consistem em 

mecanismos de resistência naturais de um gênero ou espécie bacteriana, ou podem expressar 

resistência adquirida, que é originada a partir de mutações nos próprios genes ou pela aquisição 

dos genes de resistência de outras bactérias pelos processos de conjugação bacteriana e 

obtenção de plasmídeo e transposon, via bacteriófago (transdução) ou via ambiente 

(transformação) (GRAHAM et al., 2019; LARSSON; FLACH 2022; SMITH et al., 2023; 

DARBY et al., 2023; UNEP, 2023). 

Na figura 5 estão mostrados os principais mecanismos de resistência conhecidos 

atualmente que didaticamente são divididos de acordo com o mecanismo de inativação do 

antibiótico em: I) redução da permeabilidade (controle da expressão de porinas); II) bomba de 

efluxo (transporte ativo de antibióticos); III) produção de enzimas que inativam ou modificam 

antibióticos: IV) alteração de sítio alvo (ligação) do antibiótico e V) bloqueio ou proteção do 

sítio alvo do antibiótico. 

Para atingir o alvo e agir no meio intracelular, os antibióticos devem ultrapassar a 

membrana externa ou toda a parede celular. Antibióticos hidrofílicos (geralmente moléculas 

pequenas) devem atravessar a membrana externa por difusão passiva através de proteínas de 

membrana externa denominadas porinas ou Omp (Outer membrane proteins) (MISHRA et al., 

2012). A redução da permeabilidade da membrana externa pode ocorrer por alterações na 

estrutura das porinas ou mesmo pela perda da porina (Figura 5), resultando em permeabilidade 

mais seletiva ou até mesmo impermeabilidade às drogas, um mecanismo que pode afetar a 

entrada de antibióticos beta-lactâmicos e fluoroquinolonas (WHITTLE et al., 2021). 
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Figura 5 – Visão geral dos mecanismos moleculares de resistência aos agentes antimicrobianos 

Fonte: Adaptado de Darby et al., (2023). 

 

Além de impedir que os medicamentos entrem na célula, as bactérias podem 

exportá-los ativamente em um processo conhecido como efluxo (DARBY et al., 

2023). Conforme mostrado na figura 5, as bombas de efluxo são proteínas transmembranares 

que podem transportar uma ampla variedade de compostos tóxicos, incluindo antibióticos, 

através das membranas bacterianas de maneira dependente de energia, constituindo um 

mecanismo particularmente importantes da RAM em bactérias Gram-negativas (NAZAROV, 

2022).  

De modo geral, nas bactérias Gram-negativas que apresentam membrana externa, 

o sistema de efluxo é geralmente composto por uma proteína transmembrana interna, uma 

proteína transmembrana externa (uma porina) e uma proteína que faz a ligação dessas duas 

proteínas transmembrana, compondo assim o sistema de efluxo chamado sistema tripartido ou 

multicomponente (DU et al., 2018; EBBENSGAARD; LØBNER-OLESEN; FRIMODT-

MØLLER, 2020). Por sua vez, em bactérias Gram-positivas, que não têm a membrana externa, 

o sistema de efluxo é a própria bomba de efluxo, formando assim um sistema de componente 

simples (SALEHI et al., 2021). 

Um mecanismo generalizado de resistência em muitas bactérias patogênicas é a 

modificação ou inativação do agente antimicrobiano (FORSBERG et al., 2015), que 
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comumente é dividida em dois mecanismos: (I) inativação do antibiótico por degradação ou (II) 

modificação pela transferência de um grupo químico, no entanto, ambos os mecanismos são 

comuns entre as bactérias devido à mobilidade dos genes codificadores (DARBY et al., 2023). 

Exemplos da inativação de antibióticos incluem a hidrólise de antibióticos β-

lactâmicos por β-lactamases e a ligação de hidroxilases de tetraciclina para inativar tetraciclinas 

(TOOKE et al., 2019). As β-lactamases evoluíram na natureza em resposta à produção de 

antibióticos β-lactâmicos por microrganismos e têm sido estudadas desde a década de 1940 

(NAAS et al., 2017). Como mostrado no quadro 1, existem quatro classes de β-lactamases (A–

D); as classes A, C e D são serino-β-lactamases e os membros da classe B são metalo-β-

lactamases dependentes de zinco de acordo com a classificação de Ambler (TOOKE et al., 

2019).  

 

Quadro 1 - Classificação das enzimas β-lactamases 

Classificação 

de Ambler 

Sítio ativo Tipo de enzima Microrganismo 

hospedeiro 

Substrato 

A Serina β-lactamases de 

amplo espectro (TEM, 

SHV), ESBL (TEM, 

SHV, CTX-M) 

 

Carbapenemases 

(KPC, GES, SME) 

 

Enterobacteriaceae e 

não fermentadores 

Ampicilina, 

cefalotina 

Penicilinas, 

cefalosporinas 

de 3ª geração 

Todos os β-

lactâmicos 

B Grupo tiol 

de ligação 

ao zinco 

Carbapenemases 

(VIM, IMP, NDM-1) 

Enterobacteriaceae e 

não fermentadores 

Todos os β-

lactâmicos 

C Serina Cefamicinases AmpC 

(AmpC) 

 

 

Cefamicinases AmpC 

(CMY, DHA, MOX 

FOX, ACC) 

 

Enterobacter, 

Citrobacter 

 

 

Enterobacteriaceae 

Cefamicinas, 

cefalosporinas 

de 3ª geração 

 

Cefamicinas, 

cefalosporinas 

de 3ª geração 

D Serina β-lactamases de 

amplo espectro 

(OXA) ESBL (OXA) 

Carbapenemases 

(OXA)  

Enterobacteriaceae e 

não fermentadores 

Oxacilina, 

ampicilina, 

cefalotina 

Penicilinas, 

cefalosporinas 

de 3ª geração 

Todos os β-

lactâmicos 
Fonte: Adaptado de Saini e Bansal (2012). 
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Em relação ao mecanismo de alteração de sítio, muitos antibióticos se ligam a um 

alvo primário com alta afinidade, o que geralmente inibe uma função celular essencial e leva à 

inibição do crescimento ou à morte microbiana (BAQUERO, LEVIN, 2021). Se a estrutura do 

alvo primário for alterada ou protegida por grupos funcionas químicos, a ligação do antibiótico 

pode se tornar ineficiente, conferindo resistência ao antibiótico. Um dos principais exemplos 

são as mutações cromossômicas em regiões determinantes de resistência às quinolonas. 

Mutações nos genes gyrA e/ou parC (mais comuns) alteram as enzimas topoisomerase IV e/ou 

DNA gyrase que atuam na duplicação do DNA bacteriano e são os alvos das quinolonas. Com 

estas alterações as bactérias escapam da ação das quinolonas, já que a duplicação do DNA 

ocorre normalmente (BUSH et al., 2020). Outro exemplo é a alteração nas proteínas ligadoras 

de penicilina (PBPs, do inglês Penicillin-Binding Proteins), enzimas bacterianas que atuam no 

processo de biossíntese da parede celular bacteriana. Essas alterações podem ter origem em 

mutações em genes cromossômicos em S. aureus, S. pneumoniae, S. mitis e N. gonorrhoeae e 

conferem resistência variada aos antibióticos beta-lactâmicos (PERIASAMY et al., 2020).   

Por fim, um outro mecanismo de RAM bastante difundido globalmente é a proteção 

ou bloqueio que impede a ligação do antibiótico ao sítio alvo. Um exemplo de proteção é a 

produção de enzimas denominadas Qnr, mediada por genes adquiridos pmqr (Plasmid-

Mediated Quinolone Resistance) que se ligam e protegem a DNA topoisomerase tipo II contra 

a ação das quinolonas, o que diminui a sensibilidade destas bactérias aos antibióticos dessa 

classe (RUIZ, 2019). Um exemplo de bloqueio às drogas é o espessamento da parede celular 

em S. aureus, mediado pela expressão de um conjunto de genes cromossômicos, que funciona 

como uma barreira e bloqueia o acesso de antibióticos como vacomicina e teicoplanina ao sítio 

alvo, conferindo resistência intermediária para os fenótipos VISA ou GISA, ou mesmo 

resistência total nos fenótipos designados de VRSA ou GRSA (DARBY et al., 2023). 

 

2.4 Bactérias de interesse clínico 

 

Dentre a grande diversidade de microrganismos de interesse clínico para saúde 

humana, em 2017 a OMS publicou sua primeira lista de “agentes patogênicos prioritários” 

resistentes aos antibióticos, e trata-se de um catálogo de 12 espécies de bactérias que 

representam a maior ameaça para a saúde humana. A lista, conforme mostrada no quadro 2, foi 

elaborada numa tentativa de orientar e promover a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos 

antibióticos, como parte dos esforços da OMS para enfrentar a crescente resistência global aos 

medicamentos antimicrobianos (WHO, 2017). 
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Essa lista é dividida em três categorias de acordo com a urgência em que se 

necessitam novos antibióticos: prioridade crítica, alta ou média. O grupo mais crítico de todos 

inclui bactérias multirresistentes, que são particularmente perigosas em hospitais, casas de 

repouso e entre os pacientes cujos cuidados exigem dispositivos como ventiladores e cateteres 

intravenosos (ASOKAN et al., 2019). 

 

Quadro 2 – Lista de agentes patogênicos prioritários da OMS para a P&D de novos antibióticos 

Prioridade Microrganismos Característica 

 

1 

CRÍTICA 

Acinetobacter baumannii 

Pseudomonas aeruginosa 

Enterobacteriaceae 

Resistente aos carbapenêmicos 

Resistente aos carbapenêmicos 

Resistente aos carbapenêmicos 

produtoras de ESBL 

 

 

2 

ALTA 

Enterococcus faecium 

Staphylococcus aureus 

Helicobacter pylori 

Campylobacter spp 

Salmonellae 

Neisseria gonorrhoeae 

Resistente à vancomicina 

Resistente à meticilina 

Resistente à claritromicina 

Resistente às fluoroquinolonas 

 Resistentes às fluoroquinolonas 

Resistente a cefalosporina, 

resistente às fluoroquinolonas 

3  

MÉDIA 

Streptococcus pneumoniae 

Haemophilus influenza 

Shigella spp. 

Resistente à penicilina 

Resistente à ampicilina 

Resistente às fluoroquinolonas 

Fonte: Adaptado de: http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-needed/en/  
 

Ressalta-se que os critérios para a seleção dos agentes patogênicos mencionados na 

lista foram os seguintes: o nível de letalidade das infecções que provocam; se o seu tratamento 

requer longas internações hospitalares; com que frequência apresentam resistência aos 

antibióticos existentes quando infectam as pessoas em comunidades; a facilidade para se 

espalhar entre animais, dos animais aos seres humanos e, entre os humanos; se as infecções que 

provocam podem ser prevenidas (por exemplo, por meio de uma boa higiene e vacinação); 

quantas opções de tratamento permanecem; e se novos antibióticos para tratar as infecções que 

causam já estão sendo pesquisados e desenvolvidos (WHO, 2017). 

 

2.4.1 Bactérias Gram-positivas: S. aureus e S. epidermidis 

 

O gênero Staphylococcus compreende patógenos do homem e outros animais. São 

http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-needed/en/
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cocos gram-positivos, não esporulados, com diâmetro aproximado de 0,5 a 1,5 µm e se dividem 

em diferentes planos, formando massas irregulares, resistentes ao dessecamento e tolerantes a 

altas concentrações de sal (até 10% NaCl) quando crescem em meios de cultura (MADIGAN 

et al., 2016). Este grupo de bactérias é facilmente disseminada pelas partículas de poeira 

presentes no ar e nas superfícies e, pelo menos duas espécies apresentam importância para o 

homem: S. aureus, uma espécie que exibe pigmentação amarela e S. epidermidis, uma espécie 

não pigmentada, sendo as duas geralmente encontradas na microbiota do trato respiratório 

superior e da pele, o que torna muitas pessoas potenciais carreadores (MURRAY, 

ROSENTHAL, PFALLER, 2018). Ambas as espécies são potencialmente patogênicas, porém 

S. aureus é mais frequentemente associado às doenças humanas. Os estafilococos provocam 

uma variedade de doenças, incluindo acne, furúnculos, pústulas, impetigo, pneumonia, 

osteomielite, endocardites, meningite e artrite (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).  

Algumas linhagens de S. aureus também produzem outras proteínas associadas à 

virulência (Figura 6), incluindo hialuronidase, fibrinolisina, lipase, ribonuclease (RNAse) e 

desoxirribonuclease (DNAse) (AHMAD-MANSOUR et al., 2021). Certas linhagens foram 

implicadas como os agentes responsáveis pela síndrome do choque tóxico (TSS, toxic shock 

syndrome), um grave quadro decorrente de uma infecção estafilocóccica, caracterizado por 

febre alta, erupções, vômitos, diarreia e, ocasionalmente, morte (TAYEB-FLIGELMAN et al., 

2017).  

 

Figura 6 – Staphylococcus aureus e fatores de virulência associados 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Guo et al., (2020). 
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De acordo com o perfil de sensibilidade a antibióticos, S. aureus pode ser dividido 

em S. aureus sensível à meticilina (MSSA) e S. aureus resistente à meticilina (MRSA). Shore 

et al. (2011), verificaram que a resistência à meticilina ocorre pela alteração da proteína de 

ligação à penicilina PBP2 em PBP2a (conforme Figura 7), codificada pelo gene mecA, presente 

em um elemento genético móvel chamado staphylococcal cassette chromosome (SCCmec). A 

resistência à meticilina indica a resistência a todos os antimicrobianos da classe dos β-

lactâmicos, com exceção de cefalosporinas de quinta geração, assim a perda da eficácia a essa 

classe é relevante, uma vez que os β-lactâmicos possuem um excelente perfil de segurança 

(SRISUKNIMIT et al., 2017).  

 

Figura 7 – Resistência antimicrobiana pelo mecanismo de alteração de alvo (PBP2a) 

Fonte: Srisuknimit et al., (2017). 

 

S. epidermidis é um represente dos estafilococos coagulase-negativos (CoNS) e um 

colonizador ubíquo da pele humana (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018), considerado como 

um dos principais causadores de infecções associadas a implantes, endocardite de válvula 

protética e infecções de marca-passo cardíaco (OLIVEIRA et al., 2018; SCHILCHER; 

HORSWILL, 2020). As infecções de implantes são graves para o paciente, onerosas para o 

sistema de saúde e muitas vezes resolvidas apenas com a remoção do dispositivo (OLIVEIRA 

et al., 2018). S. epidermidis além de frequente, é o principal responsável por cerca de 30 a 40% 

das Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) de corrente sanguínea, que 

geralmente são o resultado de uma infecção prévia de cateter associada a biofilme que se 

disseminou na corrente sanguínea (SCHILCHER; HORSWILL, 2020). As infecções da 
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corrente sanguínea são difíceis de tratar e podem levar a complicações graves, incluindo sepse, 

choque séptico e endocardite infecciosa (OLIVEIRA et al., 2018). Este tipo de infecção 

também é uma causa predominante de sepse de início tardio na população neonatal pré-termo, 

com complicações a longo prazo, incluindo comprometimento do desenvolvimento neurológico 

e paralisia cerebral (JOUBERT et al., 2022). Coletivamente, S. epidermidis continua sendo um 

patógeno oportunista grave, particularmente para pacientes imunocomprometidos.  

O arsenal de fatores de virulência canônicos do S. epidermidis é pequeno em 

comparação com o S. aureus e composto por fatores que podem ter um duplo papel no 

comensalismo e na infecção, incluindo proteases, lipases entre outros (OTTO, 2009). As cepas 

de S. epidermidis geralmente não codificam muitas toxinas ou exoenzimas, embora genes 

enterotoxigênicos tenham sido identificados em nove cepas de S. epidermidis em 2019 

(BANASZKIEWICZ et al., 2019), e o sequenciamento de todo o genoma desta bactéria 

comensal revelou um repertório de genes de virulência maior (ou seja, genes para formação de 

biofilme, adesinas, hemolisinas e exoenzimas) do que anteriormente estimado, o que é mais 

provável devido à flexibilidade genética deste organismo (ARGEMI et al., 2019). 

Em relação à  resistência de S. epidermidis à meticilina (designado de MRSE), 

alguns estudos já tem encontrado cepas resistentes a essa classe de antibióticos e, tem 

demonstrado que a pele normal de adultos e neonatos, tem sido relacionada como reservatórios 

naturais de MRSE (MÉRIC et al., 2015; LEE et al., 2018; SALGUEIRO et al., 2019), além 

disso, a identificação de resistência à meticilina, estar correlacionada com a resistência a outras 

classes de antibióticos, o que tem contribuído para o compartilhamento de altos níveis de 

resistência a antibióticos entre MRSA e MRSE (MÅNSSON et al., 2021; DATTA et al., 2021). 

 

2.4.2 Bactérias Gram-negativas: E. coli e P. aeruginosa 

 

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo conhecido por fazer parte da 

microbiota intestinal, mas também pode ser a causa de doenças intestinais e extraintestinais em 

humanos com ocorrência de centenas de cepas de E. coli identificadas, resultando em um 

espectro de doenças, desde gastroenterite leve e autolimitada até insuficiência renal e choque 

séptico (MUELLE; TAINTER, 2023). Esta bactéria é uma das principais causas de IRAS, 

incluindo infecções do trato urinário (ITU) associadas a cateteres e pneumonia associada a 

ventiladores (PAV), bacteremia e peritonite, entre outras (SLIGL; TAYLOR; BRINDLEY, 

2006).  
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E. coli também pode ser encontrada no solo, em vegetais e na água, bem como em 

carnes mal cozidas (MADIGAN et al., 2018). Cepas patogênicas causam doenças intestinais 

em humanos quando ingeridas, sendo que, geralmente, este tipo de doença, é causado por um 

dos cinco subtipos patogênicos de E. coli que são identificados de acordo com seus antígenos 

O, que é determinado por uma cadeia polissacarídica repetitiva presente na membrana externa 

do lipopolissacarídeo (LPS) e H que é determinado flagelo bacteriano (PROCOP et al., 

2018). Estes subtipos ou patótipos patogênicos de E. coli incluem: Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC), Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC), também conhecida 

como Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e muitas vezes referida como 

EHEC/STEC, Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enteropatogênica 

(EPEC) e Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) (LEEKITCHAROENPHON et al., 2021). 

Em relação a RAM, esta espécie bacteriana representa um importante reservatório 

de GRAM devido à sua alta capacidade de acumulá-los, principalmente por meio de 

transferência horizontal de genes (POIREL et al., 2018). Além disso, descobriu-se que E. 

coli desempenha papéis importantes na disseminação de GRAM e mediam a resistência a 

antibióticos de último recurso (carbapenêmicos, colistina e tigeciclina) em bactérias Gram-

negativas, o que pode levar à indisponibilidade de antimicrobianos tanto na medicina humana 

quanto na veterinária (HE et al., 2019; LIU et al., 2016; KUMARASAMY et al., 2010). De 

acordo com relatórios da OMS (WHO, 2014) e do CDC (CDC, 2019), E. coli produtora de beta-

lactamase de espectro estendido (ESBL) também é um grande problema de saúde global, por 

isso essa bactéria tem sido comumente utilizada como biomarcador para monitorar a RAM em 

ambientes hospitalares e até mesmo em fazendas de gado, para controle na saúde animal e 

ambiental. 

De acordo com a figura 8, E. coli multirresistente tem sido observado em vários 

países nas últimas décadas. O mecanismo predominante de resistência aos antibióticos β-

lactâmicos em E. coli é a produção de ESBL transmitidas por plasmídeos (WU et al., 

2021). Desde o primeiro relato no início dos anos 1980, os organismos produtores de ESBL se 

espalharam por todo o mundo (FRANICZEK et al., 2012). Os genes ESBL são frequentemente 

codificados em plasmídeos transferíveis que codificam genes de resistência, e a aquisição 

desses genes resistentes por isolados comensais ou fecais leva, por sua vez, a patógenos 

multidrogas resistentes (MDR) (SHERCHAN et al., 2015). 
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Figura 8 – Resistência de E. coli as principais classes de antibióticos em alguns países pelo 

mundo  

Fonte: https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php 
 

Dados epidemiológicos mostram que a rápida disseminação de patógenos de 

prioridade crítica no Brasil como é o caso de E. coli, é notavelmente preocupante, considerando 

sua dimensão continental, a diversidade do comércio internacional, a produção pecuária, e 

viagens humanas. Estudo recente realizado por Fuga et al. (2022), mostraram que de 167 cepas 

analisadas de E. coli, 54 apresentaram resistência a fluoroquinolonas, aminopenicilinas, 

colistina, cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenêmicos clinicamente relevantes, além 

disso, 42 amostras foram classificadas como cepas multirresistentes. Como mostrado na figura 

9, a disseminação dos clones internacionais ST10, ST38, ST117, ST131, ST224, ST354, 

ST410, ST457, ST648 e ST744 que estão relacionadas a multirresistência, foram confirmados 

em todas as regiões do Brasil, em pelo menos 16 estados sendo que a circulação estava presente 

tanto em humanos quanto em animais, no ambiente e em alimentos. 

 

 

 

 

 

 

https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php
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Figura 9 – A) Distribuição geográfica de cepas de E. coli (n = 167) circulantes na interface 

homem-animal-ambiente-alimento em todas as regiões do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-

Oeste, Sul e Sudeste); (B) Representação dos principais clones internacionais circulando nas 

regiões brasileiras 

 
Fonte: Adaptado de Fuga et al., (2022). 

 

P. aeruginosa também é uma bactéria Gram-negativa aeróbia em forma de bastão 

que pode ser isolada da maioria dos ambientes, incluindo solo, plantas e tecidos de mamíferos 

(TUON et al., 2022). Esta bactéria pode sobreviver na água, diferentes superfícies e dispositivos 

médicos usando seus fatores de ligação como flagelos, pili e a formação de biofilmes, sendo, 

portanto, abundante em ambientes naturais e artificiais, incluindo hospitais, lagos e ralos de 

pias domésticas (SHARIATI et al.,2018).  

P. aeruginosa é um patógeno oportunista MDR que causa infecção aguda ou 

crônica que incluem a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), fibrose cística, sepse e 

pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV) (ROSSI et al., 2021; JURADO-MARTIN; 
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SAINZ-MEJIAS; MCCLEAN, 2021; CENDRA, TORRENTS, 2021). Além disso, também é 

um dos principais patógenos que causam infecções hospitalares, que são amplamente 

encontrados em dispositivos médicos (ventilação) porque tendem a colonizar este tipo de 

superfície (JANGRA; SHARMA; CHHILLAR, 2022). Recentemente, P. aeruginosa foi listada 

como um dos patógenos de nível crítico para descoberta de novos antibióticos, além de integrar 

o grupo denominado de ESKAPE, que inclui E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. 

baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter (DAIKOS et al., 2021).  

P. aeruginosa é capaz de se adaptar ao ambiente adverso dos hospedeiros por meio 

da secreção de uma variedade de fatores de virulência, que contribuem para o sucesso da 

infecção e para o surgimento da doença (VIDAILLAC; CHOTIRMALL, 2021). Em primeiro 

lugar, o lipopolissacarídeo (LPS) é um componente estrutural de superfície importante para 

proteger a membrana externa sendo que a endotoxicidade do lipídeo A, um componente do 

LPS, permite danos nos tecidos, fixação e reconhecimento pelos receptores do hospedeiro 

(PARK et al., 2022), sendo que este mesmo LPS pode também estar relacionado à tolerância a 

antibióticos e à formação de biofilme (CHAMBERS; CHERNY; SAUER, 2017). Em segundo 

lugar, as proteínas de membrana externa (OMP) contribuem para a troca de nutrientes, adesão 

e resistência a antibióticos (SABNIS et al., 2021). Além disso, a resistência a medicamentos 

causada pela formação de biofilmes está associada ao flagelo, pili e outras adesinas (OZER et 

al., 2021).  

Em terceiro lugar, existem seis tipos de sistemas de secreção, incluindo flagelos 

(associados a T6SS), pili (T4SS) e sistema de secreção tipo 3 de componentes multitoxinas 

(T3SS), que funcionam na colonização do hospedeiro, adesão e sinalização quimiotática de 

resposta. Finalmente, exopolissacarídeos, como alginato, Psl e Pel, podem ajudar a facilitar a 

formação de biofilmes, ao mesmo tempo em que interferem na resposta imune (OZER, et al., 

2021).  

A capacidade de resistência de P. aeruginosa ao efeito dos antibióticos comumente 

usados tem aumentado exponencialmente ao longo dos anos (KUNZ-COYNE et al., 2022). O 

desenvolvimento de resistência pode ocorrer através de mutações genéticas específicas ou pela 

aquisição de genes resistentes a antibióticos. Mecanismos de competência, como a THG por 

meio de elementos móveis, auxiliam no processo de multirresistência (MDR) em bactérias, que 

pode evoluir ainda mais para resistência extrema a medicamentos (XDR) (TENOVER et al., 

2022). A prevalência de P. aeruginosa MDR está aumentando globalmente, com uma variação 

de 15% a 30% em todo o mundo, com destaque para as cepas circulantes resistentes aos 
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carbapenêmicos que chega a ultrapassar os 75% na Ucrânia (Figura 10) (DOU et al., 2017; 

HORCAJADA et al., 2019; AL HAMDAN et al., 2022; MOHAMED et al., 2022). 

 

Figura 10 – Resistência de P. aerugonosa aos carbapenêmicos em algumas partes do mundo 

 
Fonte: https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php 

 

Apesar de não aparecer no mapa da resistência da figura 10, a redução da 

suscetibilidade a antimicrobianos em P. aeruginosa tem sido observada no Brasil e em outros 

países há anos (MATOS et al., 2016; SORLI et al., 2017), destacando a diminuição da 

sensibilidade aos antibióticos de escolha, como carbapenêmicos e cefalosporinas anti-

Pseudomonas (FIGUEIREDO et al., 2007; KHODARE et al., 2020). Seguindo uma tendência 

mundial, isolados de P. aeruginosa produtoras de Metalo-β-lactamases começaram a ser 

descritos no Brasil no início dos anos 2000 e são responsáveis pelo aumento dos níveis de 

resistência aos carbapenêmicos. Eles são semelhantes aos observados em outros locais, e cepas 

de P. aeruginosa resistentes aos carbapenêmicos são frequentemente detectadas abrigando 

variantes blaIMP, blaVIM e blaNDM em amostras de várias fontes, em contraste, o gene variante 

blaSPM-1, que destaca-se pelo seu caráter endêmico (NEVES et al., 2019; GARCIAS-

BETANCUR et al., 2021; de OLIVEIRA SANTOS et al., 2022). 

 

 

 

 

https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php
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2.5 Biofilmes bacterianos 

 

Na natureza, as bactérias existem em dois estilos de vida distintos: bactérias 

planctônicas unicelulares ou agregados microbianos (biofilmes) (FLEMMING et al., 2023). De 

modo geral, os biofilmes são compreendidos como comunidades microbianas sésseis que 

podem se fixar na superfície de objetos ou serem incorporadas em uma matriz de substâncias 

poliméricas extracelulares (SPE) autoproduzidas na forma de agregados (WANG; BIAN; 

WANG, 2022). Estudos demonstraram que a substância polimérica extracelular (SPE) do 

biofilme é composta principalmente por uma mistura complexa de biomoléculas como 

polissacarídeos, DNA extracelular (eDNA), proteínas e lipídios (SHARMA et al., 2019; 

ARNAOUTELI et al., 2021).   

Os biofilmes são onipresentes e desempenham papéis críticos em ambientes 

naturais e antropogênicos. As comunidades de biofilmes são importantes para o funcionamento 

do ecossistema, impulsionando processos biogeoquímicos, ciclagem de nutrientes e 

biorremediação (YADAV, 2017; FLEMMING; WUERTZ, 2019). Microrganismos benéficos 

formam biofilmes associados a hospedeiros humanos, animais e vegetais como parte essencial 

do holobionte (de VOS, 2015; CARTHEY et al., 2020). Por outro lado, os biofilmes também 

são responsáveis por cerca de 80% das infecções bacterianas (JAMAL et al., 2018), que são 

muitas vezes extremamente difíceis de tratar devido aos mecanismos de proteção específicos 

fornecidos pelo biofilme (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). Da mesma forma, a 

formação de biofilme tem consequências negativas em muitos ambientes industriais 

(SCHULTZ et al., 2011; GALIÉ et al., 2018; CHAN et al., 2019). 

 Como as bactérias que vivem em biofilmes apresentam um comportamento 

marcadamente diferente de seus exemplares planctônicos que são normalmente usadas nos 

testes de agentes antimicrobianos tradicionais, muitos antimicrobianos apresentam eficácia 

reduzida contra biofilmes em dosagens convencionais (CHOI et al., 2023). Especificamente, a 

terapia antimicrobiana tradicional é muitas vezes ineficaz contra infecções crónicas e 

localizadas, com infecções relacionadas a biofilmes conferindo até 1.000 vezes mais resistência 

do que infecções causadas por organismos planctónicos (MAH; O’TOOLE, 2001). O 

tratamento de infecções crônicas tem se concentrado em quimioterapia antimicrobiana precoce 

e agressiva de altas doses e/ou de longo prazo, apesar das evidências clínicas limitadas para a 

erradicação do biofilme (HØIBY et al., 2015). Portanto, há uma necessidade urgente de 

estratégias inovadoras de terapia antibiofilme para enfrentar este desafio crítico e melhorar os 

resultados clínicos. 
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2.5.1 Processo de formação do biofilme 

 

Nos últimos 40 anos, os microbiologistas categorizaram as bactérias como 

apresentando duas formas de vida na natureza. Em um deles, as bactérias aparecem como 

células únicas, independentes e flutuantes (planctônicas); no outro, as bactérias estão 

organizadas em biofilmes. Além disso, o termo “biofilme” referia-se originalmente a 

biomaterial numa superfície; no entanto, mais recentemente, bactérias agregadas não ligadas à 

superfície também foram reconhecidas como biofilmes (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 

1987; MCCOY et al., 1981; FLEMMING et al., 2021). Da mesma forma, agregados não 

associados à superfície são agora reconhecidos em ambientes clínicos, e as infecções crônicas 

por biofilme são ainda divididas em infecções associadas à superfície ou não associadas à 

superfície. Infecções associadas à superfície são comumente observadas em pacientes com 

implantes ou dispositivos médicos. As infecções não associadas à superfície incluem infecções 

do trato respiratório com depuração mucociliar do hospedeiro prejudicada (no muco viscoso 

das vias aéreas em indivíduos com fibrose cística) ou infecções persistentes dos tecidos moles 

que estão associadas a comorbidades como diabetes e vascularização prejudicada dos membros 

inferiores predispondo à não-superfície (LEBEAUX et al., 2013).  

O modelo original de formação de biofilme é baseado em publicações importantes 

que investigam biofilmes formados por P. aeruginosa. Com mostrado na figura 11, o modelo 

tradicional propõe que a formação de biofilmes é um processo cíclico que ocorre de maneira 

progressiva e específica em cinco estágios. O processo é iniciado após o contato superficial por 

células planctônicas individuais. Vários passos de desenvolvimento são discerníveis, incluindo 

fixação reversível, fixação irreversível, maturação do biofilme (maturação I e maturação II) e, 

finalmente, dispersão (SAUER et al., 2002; PETROVA; SAUER, 2009). Durante a fixação 

reversível, as bactérias fixam-se ao substrato através do polo celular ou do flagelo, seguida de 

fixação longitudinal. A transição para a fixação irreversível coincide com uma redução nas 

taxas de reversão dos flagelos, uma redução na expressão do gene dos flagelos e na produção 

de componentes da matriz do biofilme, uma fase que é caracterizada por células aderidas que 

demonstram tolerância aos medicamentos (GUPTA et al., 2013).  
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Figura 11 – Modelo tradicional de formação de biofilmes bacterianos 

Fonte: Adaptado de Sauer et al., (2022). 

 

Os estágios de maturação do biofilme são caracterizados pelo aparecimento de 

aglomerados de células incorporadas na matriz do biofilme (estágio de maturação I), que 

subsequentemente amadurecem completamente em microcolônias (estágio de maturação 

II) (SAUER et al., 2002; PETROVA; SAUER, 2009). Foi relatado que a dispersão coincide 

com a diminuição e degradação dos componentes da matriz, com células sendo dispersas e 

demonstrando maior suscetibilidade aos medicamentos em relação às células do biofilme 

(Figura 11). Uma deficiência deste modelo tradicional de formação de biofilme é o fato de não 

levar em conta a formação de agregados não ligados à superfície que são frequentemente 

observados na clínica (em pacientes colonizados) e no meio ambientais (SAUER et al., 2022). 

A visualização de biofilmes e agregados bacterianos em outros sistemas 

experimentais in vitro, no ambiente e em infecções, revela grandes disparidades com o modelo 

tradicional. À medida que a avaliação de biofilmes de diversos ambientes se tornou mais 

sofisticada, foram observadas grandes diferenças no microambiente do biofilme monoespécie 

ou multiespécies em relação a substratos, oxigênio e exposição a produtos secretados 

(STEWART; FRANKLIN, 2008; DAL; VLIET; ACKERMANN, 2019; KOWALSKI et al., 

2020; DAR et al., 2021). De modo geral, as observações encontraram variações que dependiam 

se as bactérias estavam diretamente adjacentes ao meio de crescimento ou aprisionadas em 

algum tipo de material biológico (por exemplo, muco, tecido ou sítio de infecção) ou material 

não biológico (por exemplo, dentro de corrosão ou dispositivos médicos). Dessa forma, Sauer 

et al., (2022) apresentaram um modelo atualizado e mais abrangente, conforme esquematizado 
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na figura 12, que descreve, pelo menos, três principais eventos na formação de biofilme: 

agregação, crescimento e desagregação. 

 

Figura 12 – Modelo conceitual expandido de formação de biofilmes 

Fonte: Adaptado de Sauer et al., (2022). 

 

De acordo com as ideias propostas por Sauer et al., (2022), o esquema apresenta a 

proposta de modelo atualizado para formação de biofilmes, que inclui três eventos principais 

independente ou não de uma superfície de fixação. Em contraste com o modelo de cinco etapas, 

o presente modelo considera diferentes habitats, condições e microambientes, bem como o 

possível influxo de novas células. Além disso, o novo modelo também abrange biofilmes 

fixados à superfície e não fixados à superfície, com possível troca entre os dois. As bactérias 

podem entrar no modelo em qualquer ponto, eliminando assim, o esquema restritivo de 

desenvolvimento que o modelo de cinco passos representa.  

As três etapas porpostas por Sauer et al. (2022), podem ser assim resumidas: (I) 

agregação e fixação: durante este evento, as bactérias agregam-se umas às outras ou fixam-se a 

superfícies bióticas e abióticas; (II) crescimento e acumulação: durante este evento, as colónias 

bacterianas agregadas e aderidas expandem-se pelo crescimento e recrutamento das células 

circundantes e (III) desagregação e desprendimento: durante esta etapa, as bactérias podem 

deixar o biofilme como agregados e como células únicas, dependendo do mecanismo. Esses 
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três eventos caracterizam e representam a maioria, senão todos, os cenários de biofilme, 

independentemente do tempo e da maturidade e, permitem uma visão mais dinâmica que pode 

ser usada para explicar a maioria dos cenários da formação de biofilmes em ambientes clínicos, 

habitats ambientais e industriais. 

 

2.5.2 Comunicação celular (Quorum sensing) em biofilmes 

 

Quorum sensing (QS) é um processo de comunicação química bacteriana entre 

células que depende da produção, detecção e resposta a moléculas de sinalização extracelular 

denominadas de autoindutores (AI) (MUKHERJEE; BASSLER, 2019). A detecção de QS 

permite que grupos de bactérias alterem o comportamento de forma síncrona em resposta a 

mudanças na densidade populacional e na composição de espécies da comunidade vicinal, 

sendo que, este tipo de comunicação mediado por detecção de quorum, constitui um padrão de 

comunicação do mundo microbiano (BAUER et al., 2017).  

Existem diferentes classes de autoindutores. A primeira classe identificada 

consistiu nas acil-homosserinas lactonas (AHL) (Figura 13a), moléculas distintas, com 

grupamentos acil de diversos tamanhos, que são encontradas em diferentes espécies de bactérias 

Gram-negativas. Além disso, muitas bactérias Gram-negativas sintetizam o AI-2 (autoindutor 

2; um derivado cíclico de furano) e, ao que parece, ele é utilizado como um autoindutor comum 

a muitas espécies bacterianas (MADIGAN et al., 2018). 

As moléculas de sinalização mais extensivamente estudadas nos últimos anos 

incluem AHL produzida por bactérias Gram-negativas, boratos de furanose produzidos por 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (AI-2), peptídeo autoindutor (AIP) produzida por 

bactérias Gram-positivas e outras moléculas de sinalização. envolvido na detecção de densidade 

bacteriana, como indol e fator de sinal difusível (DSF) (WATERS; BASSLER 

2005; BANDARA et al., 2012; ZARKAN et al., 2020). Quando as moléculas sinalizadoras 

extracelulares atingem um determinado limiar, elas são reconhecidas por proteínas receptoras 

bacterianas (figura 13b) para regular a expressão de genes específicos e, uma vez no interior da 

célula, o autoindutor se liga a uma cinase sensorial, desencadeando o processo de transcrição 

(ABISADO et al., 2018). 
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Figura 13 – Quorum sensing. a) estrutura de uma acil-homosserina 

lactona e b) uma célula que um expressa a acil-homosserina lactona 

sintase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Madigan et al., (2018). 

 

Uma variedade de genes é controlada por sistemas de QS incluindo genes de 

algumas bactérias patogênicas, como por exemplo, a produção da toxina Shiga por E. coli, bem 

como o agente patogênico de origem alimentar, E. coli O157:H7 que produz uma AHL, 

denominada AI-3, que induz genes de virulência, assim, à medida que a população de E. coli 

aumenta no intestino, as bactérias produzem AI-3 enquanto as células intestinais do hospedeiro 

produzem os hormônios do estresse: adrenalina e noradrenalina (DENAMUR et al., 2021). 

Como mostrado na figura 14, todas as três moléculas sinalizadoras se ligam a duas 

cinases sensoriais diferentes na membrana citoplasmática da E. coli, resultando na fosforilação 

e na ativação de duas proteínas ativadoras da transcrição. Essas proteínas ativam a transcrição 

de genes que codificam funções motoras e secreção de enterotoxinas, bem como genes que 

codificam proteínas formadoras de lesões na mucosa intestinal do hospedeiro. Esse é um raro 

exemplo de um sistema que consegue perceber tanto os sinais químicos bacterianos quanto os 

eucarióticos para regular a expressão gênica (MADIGAN et al., 2018). 
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Figura 14 – Produção de fator virulência em E. coli produtoras de 

toxina Shiga  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Madigan et al., (2018). 
 

É bem conhecido que a formação de biofilme envolve comportamento de grupo e 

depende de regulação complexa de detecção de QS e um sistema intracelular de segundo 

mensageiro. Uma série de compostos de moléculas pequenas, como indol, AI-2, AHL, AIP e 

DSF, estão amplamente disponíveis intra ou interespecíficos com funções reguladoras em uma 

ampla gama de atividades fisiológicas de bactérias, incluindo a formação de biofilme (WANG; 

BIAN; WANG, 2022).  

Diversos sinais, incluindo a comunicação célula a célula, levam as bactérias a 

deixarem de viver livremente em suspensão no meio líquido (crescimento planctônico) para se 

multiplicarem em uma matriz semissólida em biofilmes, dessa forma a sinalização intracelular 

também desempenha um papel importante na formação do biofilme bacterianos (RINALDO et 

al., 2018). 

Dentre as moléculas que integram a sinalização intracelular, um segundo 

mensageiro importante na arquitetura do biofilme é o nucleotídeo regulador di-guanosina 

monofosfato cíclico (c-di-GMP), assim, enquanto os nucleotídeos reguladores desempenham 

papeis importantes em todos os domínios da vida, o c-di-GMP é produzido somente pelos 

procariotos (MADIGAN et al., 2018), e a síntese ou degradação dessa molécula depende dos 
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estímulos ambientais e celulares, sendo que sua síntese causa numerosas mudanças fisiológicas 

e a expressão de genes de virulência (WANG et al., 2017).  

A figura 15 mostra um esquema da formação do biofilme de P. aeruginosa, uma 

notória bactéria produtora de biofilme, que é assistida pela síntese de um exopolissacarídeo, 

chamado de Pel, produzido pela proteína receptora de c-di-GMP, PelD, e funciona tanto como 

suporte primário para a comunidade microbiana quanto como um mecanismo de resistência a 

antibióticos (VALENTINI; FILLOUX, 2016). Da mesma forma, a expressão dos genes da 

biossíntese do flagelo em P. aeruginosa está sob o controle positivo da proteína que se liga ao 

c-di-GMP, FleQ (MADIGAN et al., 2018). 

Com algumas exceções, altos níveis de c-di-GMP estão associados à formação de 

biofilme, enquanto a diminuição da concentração intracelular de c-di-GMP desencadeia a 

dispersão do biofilme (Figura 15) (ROMLING; GALPERIN; GOMELSKY, 2013). Uma vez 

que as moléculas e vias biossintéticas envolvidas na sinalização de c-di-GMP e QS são 

encontradas apenas em bactérias, elas representam alvos atraentes para o desenvolvimento de 

medicamentos que desregulam o ciclo de formação do biofilme (RINALDO et al., 2018). 

 

Figura 15 – Representação esquemática dos efeitos mais comuns dos níveis de c-di-GMP na 

dinâmica do biofilme. MEC: matriz extracelular 

Fonte: Adaptado de Rinaldo et al., (2018). 

 

2.5.3 Doenças associadas a biofilmes  

 

Biofilmes microbianos monoespécies e multiespécies, localizados em tecidos ou 

em corpos estranhos, podem causar infecções persistentes em praticamente todos os órgãos do 
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corpo (Figura 16) (LEBEAUX et al., 2014). Estas infecções são difíceis de tratar com 

antimicrobianos, apesar da susceptibilidade bacteriana, e contribuem para a propagação da 

infecção. Uma das infecções mais comuns causadas por biofilmes microbianos são as infecções 

intravasculares por cateteres, que muitas vezes levam a infecções da corrente sanguínea, uma 

causa substancial de mortalidade e de custos associados aos cuidados de saúde (RUPP; 

KARNATAK, 2018). Outro exemplo são as infecções articulares protéticas e, embora apenas 

uma baixa percentagem de implantes (especialmente implantes de joelho e quadril) sejam 

infectados (0,5-1%), as infecções articulares protéticas representam um grande problema de 

saúde pública devido ao grande e crescente número de cirurgias de implantes (KURTZ et al., 

2007). Feridas crônicas, incluindo úlceras de pé diabético, úlceras de pressão e úlceras venosas 

de perna, também representam um grave problema mundial e os biofilmes são a principal causa 

do comprometimento da cicatrização (MOSER et al., 2017). 

Outros exemplos são as infecções relacionadas a corpos estranhos em dispositivos 

de oxigenação por membrana extracorpórea (ECMO) e dispositivos de assistência ventricular 

esquerda (LVAD), o que podem ter consequências graves quando o LVAD representa terapia 

em estágio final e não é elegível para substituição (TATTEVIN et al., 2019). De modo geral, e 

como mostrado na figura 16, quando o corpo estranho conecta partes estéreis do corpo com a 

microbiota comensal, biofilmes multiespécies podem se formar sobre ou dentro do corpo 

estranho, de onde podem causar infecções em partes estéreis do corpo (HØIBY et al., 2015). 
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Figura 16 – Locais de infecções clínicas comuns associadas ao biofilme e os patógenos mais 

frequentes 

Fonte: Adaptado de Choi et al., (2023). 
 

Para infecções de biofilme localizadas em tecidos e em secreções, os fatores 

predisponentes incluem, por exemplo, uma mutação no gene que codifica a proteína reguladora 

transmembrana da fibrose cística em pacientes com fibrose cística que leva a secreções viscosas 

nos pulmões e à remoção mucociliar prejudicada de bactérias aspiradas, defeitos endoteliais de 

válvulas cardíacas que predispõem o paciente à endocardite infecciosa, condições de pele que 

permitem o estabelecimento de biofilmes e desenvolvimento de feridas que não cicatrizam, ou 
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formação de sequestro ósseo após trauma ósseo, gerando um nicho para infecção bacteriana 

(HØIBY et al., 2015). Tais infecções levam à inflamação contínua e à destruição do tecido 

infectado (por exemplo, tecido pulmonar na fibrose cística, válvula cardíaca na endocardite e 

infecções de feridas que não cicatrizam e se espalham para os ossos do pé) (CHOI et al., 2023). 

 

2.5.4 Mecanismos de tolerância em biofilmes  

 

Os biofilmes são inerentemente tolerantes à ação dos antibióticos e alguns 

apresentam resistência devido a múltiplos fatores (CIOFU et al., 2022). Durante o estilo de vida 

planctônico, as bactérias são inibidas pelo tratamento com antibióticos (Figura 17, parte ai). No 

entanto, as células dentro de um biofilme exibem um grande grau de heterogeneidade de estados 

metabólicos e expressão gênica, o que resulta em células individuais sendo resistentes dentro 

de um biofilme devido à permeabilidade reduzida (parte aii), baixa atividade metabólica 

resultando em expressão do alvo reduzido (parte aiii) e produção de um grande número de 

células persistentes (parte aiv) (CIOFU et al., 2022). Os biofilmes também podem sofrer altas 

taxas de troca genética, permitindo a movimentação de genes de RAM (Figura 17, parte b) 

(STEWART et al., 2019). 

Um exemplo notável de como uma mudança no estilo de vida pode resultar em 

resistência é observado nas bactérias em “forma de L”, que são células que perdem a sua parede 

celular após exposição ao stress (CLAESSEN; ERRINGTON, 2019). As bactérias na forma L 

são, consequentemente, resistentes aos agentes de direcionamento da parede celular (por 

exemplo, β-lactâmicos) e a exposição a esses medicamentos seleciona rapidamente bactérias 

deficientes na parede celular (Figura 17, parte c) (MONAHAN et al., 2014).  
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Figura 17 – Tolerância e resistência no estilo de vida planctônico e em biofilme  

 
Fonte: Adaptado de Darby et al., (2023) 

 

Uma outra mudança que pode ser observada no estilo de vida bacteriano que pode 

ser induzida pelas condições ambientais, é a formação de células persistentes, que são células 

dormentes, que muitas vezes têm o seu crescimento interrompido, mas a viabilidade é 

mantida. As células persistentes são altamente resistentes à ação letal dos antibióticos 

bactericidas, mas recuperam a sensibilidade normalmente quando a replicação é 

retomada (BALABAN et al., 2019). Vários mecanismos para a formação de células persistentes 

foram sugeridos incluindo sistemas de toxina-antitoxina e produção de guanosina-pentafosfato 

((p)ppGpp), embora ainda haja muito debate sobre a importância de cada um (PACIOS et al., 

2020). Dados recentes demonstraram que as células com baixos níveis de ATP têm maior 

probabilidade de se tornarem persistentes (MANUSE et al., 2021; SHAN et al., 2017). 

A tolerância aos antimicrobianos descreve a capacidade de uma população 

bacteriana de sobreviver transitoriamente a concentrações letais de antibióticos, o que pode ser 

devido ao fato das bactérias retardarem processos metabólicos essenciais (BRAUNER et al., 

2016) conforme está mostrado na figura 17. Ao adotar um estilo de vida de biofilme, uma 
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grande parte da população bacteriana cresce lentamente ou não cresce, o que foi proposto para 

promover a tolerância. Como resultado, o tratamento de biofilmes requer concentrações mais 

elevadas de antibióticos administrados durante um período mais longo do que a dose e a duração 

necessárias para o tratamento de células cultivadas planctônicamente (HØIBY et al., 2015).  

Em geral, a atividade antibacteriana dos antibióticos depende de sua capacidade de 

atingir os seus alvos nas células bacterianas em concentrações suficientes. A dosagem de 

concentrações suficientes de antibióticos contra as bactérias alvo é dificultada nos biofilmes 

pela presença da matriz, que pode atrasar a penetração das moléculas de antibiótico nas células 

bacterianas, e pela fraca disponibilidade de alvos bacterianos devido ao crescimento lento das 

células bacterianas do biofilme. Em geral, quanto mais antigo for o biofilme, mais tolerante ele 

será aos antimicrobianos (ANWAR et al., 1989; HENGZHUANG et al., 2011; HØIBY et al., 

2019).  

A suscetibilidade de um biofilme aos antibióticos pode ser expressa pela 

determinação in vitro da concentração de antibiótico necessária para inibir o crescimento do 

biofilme, ou seja, a concentração inibitória mínima do biofilme (CIMB), ou para prevenir o 

novo crescimento após a exposição ao antibiótico, representando a concentração de erradicação 

mínima do biofilme (CEMB) (CIOFU et al., 2022). Os parâmetros correspondentes para 

populações planctônicas são a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração 

bactericida mínima (CBM). As concentrações de antibióticos que representam CIMB e CEMB 

são mais altas do que aquelas que representam CIM e CBM, com intervalos de 4 a 1.000, 

dependendo dos patógenos específicos, do antibiótico testado e das condições de teste (meio de 

crescimento e sistema de teste de suscetibilidade de biofilme in vitro) (CRUZ; SHAH; 

TAMMELA, 2018; MOTTOLA et al., 2016; MACIA; ROJO-MOLINERO; OLIVER, 

2014). A consequência da dosagem do tratamento do biofilme com a CIM planctônico é que, 

apesar da redução no tamanho da população incorporada no biofilme, a infecção persiste e as 

bactérias retomam o crescimento após a interrupção do tratamento (FERNÁNDEZ-BARAT et 

al., 2017). 

De todo modo, os principais mecanismos de tolerância de biofilmes bacterianos ao 

tratamento com antimicrobianos que estão descritos na figura 18, também incluem a dificuldade 

de penetração dos antibióticos em virtude da barreira formada pela matriz de SPE do biofilme; 

as mudanças no metabolismo celular responsáveis pela origem de variantes de colônias 

pequenas (SCV) e células persistentes e pelas respostas adaptativas ao estresse conhecidas 

como resposta oxidativa ao estresse (SOS) e resposta vigorosa. 
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Figura 18 – Mecanismos de tolerância antimicrobiana do biofilme  

Fonte: Adaptado de Ciofu et al., (2022). Os biofilmes são compostos por subpopulações bacterianas caracterizadas por diferentes atividades metabólicas, com populações 

metabolicamente ativas localizadas na superfície oxigenada em um biofilme e subpopulações não crescentes residindo nas zonas anóxicas centrais. O esquema apresenta três 

mecanismos conhecidos de tolerância antimicrobiana: heterogeneidade metabólica, penetração prejudicada de moléculas de antibióticos e ativação de respostas adaptativas ao 

estresse e aos antibióticos. Subpopulações metabolicamente ativas na superfície do biofilme exibem expressão aumentada de bombas de efluxo ou β-lactamases. A subpopulação 

metabolicamente inativa com baixas taxas de crescimento apresenta expressão reduzida ou insignificante do alvo antibiótico e redução da captação ativa de 

antibióticos. Componentes da matriz, como polissacarídeos com carga negativa, DNA extracelular (eDNA) e fagos filamentosos, ligam-se a antibióticos com carga positiva, 

como aminoglicosídeos e polimixinas, retardando sua penetração no biofilme. A ativação de respostas rigorosas e de estresse SOS em populações metabolicamente inativas e a 

resistência adaptativa a antimicrobianos em populações metabolicamente ativas contribuem para a tolerância dos biofilmes aos antibióticos. Uma resistência transitória ocorre 

devido à regulação positiva de genes de resistência, tais como genes envolvidos na regulação positiva da produção de β-lactamase ou modificações de lipopolissacarídeos, que 

prejudicam a penetração da colistina. A ativação de respostas adaptativas ao estresse prejudica a eficácia dos antimicrobianos, contribuindo para a tolerância dos biofilmes aos 

antibióticos. 
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2.6 Metalocompostos  

 

Os metais têm sido usados por suas propriedades antimicrobianas há milhares de 

anos. A prevalência de vasos de cobre (Cu) e prata (Ag) e seu uso para desinfecção de água e 

preservação de alimentos é bem conhecida desde a época do Império Persa (ALEXANDER, 

2009). No contexto histórico do uso de metais para uso na saúde humana, há registros de 

Paracelso, um médico suíço, usando prata internamente e nitrato de prata externamente para 

tratamento de feridas na década de 1520, o que é seguido até hoje através do uso do nitrato de 

prata (AgNO3) para prevenir a oftalmia neonatal e folhas de prata para prevenir infecções de 

feridas cirúrgicas (SHARMA et al., 2022). Além disso, compostos como óxidos de telúrio (Te), 

magnésio (Mg), arsênico (As), sais de Cu e mercúrio (Hg) foram usados para tratar doenças 

como lepra, tuberculose, gonorreia e sífilis, no entanto, este uso extensivo de compostos à base 

de metais continuou até a descoberta da penicilina na década de 1920 (HODGES, 1889; 

KEYES, 1920; FRAZER; EDIN, 1930).  

Em contraste com íons metálicos livremente solvatados ou nanopartículas 

metálicas, um metalocomposto ou complexo metálico é um arranjo bem definido de ligantes 

(orgânicos e/ou inorgânicos) em torno de um ou mais centros metálicos, que permitem que suas 

propriedades possam ser manipuladas de forma semelhante às utilizadas no desenvolvimento 

de medicamentos convencionais (FREI et al., 2020a). Existe uma grande diversidade de 

propriedades entre os metais e possibilidades quase infinitas de combinações de ligantes, sendo 

que o número de ligantes (isto é, o número de coordenação) pode variar de 1 a 28 (LI et al., 

2018). Esta gama de números de coordenação leva a uma variedade rica e tridimensionalmente 

diversa de estruturas de complexos metálicos (MORRISON et al., 2020).  

De modo geral, além de rica diversidade estrutural em comparação com compostos 

orgânicos, os complexos metálicos também exibem diferentes mecanismos de ação que 

incluem: reações redox; geração de ERO ou de outras espécies ativas; troca de ligantes ou 

liberação desencadeada de ligantes e inibição competitiva ou covalente de enzimas ou proteínas 

(BOROS; DYSON; GLASSER, 2020).  Um outro ponto a destacar, é que os metais, por serem 

menos eletronegativos, tendem a formar íons carregados positivamente, e essa propriedade lhes 

confere maior solubilidade nos fluidos biológicos, dessa forma, os íons formados têm maior 

afinidade por biomoléculas ricas em elétrons, como DNA e proteínas, e desempenham um papel 

importante na estabilização/influência de suas estruturas terciárias ou quaternárias (SHARMA 

et al., 2022). 
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Dentre a grande diversidade de complexos metálicos conhecidos, o nitroprussiato 

de sódio (SNP), foi um dos primeiros compostos a ser utilizado no tratamento de crises 

hipertensivas, mesmo antes de se conhecer o seu mecanismo de ação (estrutura mostrada na 

Figura 19) (TFOUNI et al., 2010; OSTROWSKI; FORD, 2009). Descobertos em 1850, os 

efeitos anti-hipertensivo desse metalocomposto foi observado pela primeira vez em 1929, 

levando-o a ser utilizado como fármaco desde 1950, não sendo, porém, o único composto 

inorgânicos de nitrosila conhecido (HOTTINGER et al., 2014), no entanto, até hoje, continua 

sendo o único a ser validado e utilizado como fármaco e, por conta de sua relevância e 

importância terapêutica do NO, estudos para síntese de compostos doadores de NO vem sendo 

desenvolvidos (SILVA FILHO et al., 2023).  

 

Figura 19 – Molécula de nitroprussiato de sódio 

que consiste em um sal de sódio contendo Fe 

complexado com cinco ânions cianeto e um 

grupo NO 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Hottinger et al., (2014). 

 

Atualmente, existem muitos medicamentos à base de platina, ferro, zinco e bismuto, 

entre outros elementos químicos em uso clínico como mostrado na figura 20, enquanto muitos 

outros estão alcançando resultados em ensaios clínicos (BARRY; SADLER, 2013). Nas últimas 

décadas, novas estratégias interessantes surgiram apoiando a visão de que a química inorgânica 

medicinal amadureceu (FARRELL, 2002; THOMPSON; ORVIG, 2003; BARRY; SADLER, 

2013). Uma dessas estratégias explorou o uso de um complexo metálico como uma estrutura 

inerte para criar estruturas 3D com mais diversidade em torno de uma molécula orgânica ativa, 

que resultou em novos inibidores para quinases, acetilcolinesterase, trombina, transcriptase 

reversa do HIV-1 e agentes vasodilatadores (MEGGERS, 2009; SA et al., 2015). Outros casos 

incluem um composto centralizado no Fe que foi projetado para superar a resistência à 
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isoniazida no tratamento da tuberculose usando uma estratégia mediada por processos redox, 

que mostrou resultados bem-sucedidos (SOUSA et al., 2012; SOUSA et al., 2014; 

RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2017).  

 

Figura 20 – Tabela periódica destacando os elementos classificados como metais (marcados em 

laranja) que são considerados de interesse clínico para desenvolvimento de metalocompostos 

Fonte: Adaptado de Frei et al., (2020a). 

 

2.6.1 Atividade antimicrobiana de metalocompostos 

 

As propriedades antibacterianas dos complexos metálicos foram observadas no 

início da história da moderna química medicinal inorgânica. Por exemplo, as propriedades 

antibacterianas de complexos simples de rutênio foram relatadas em 1952 (DWYER et al., 

1952). As propriedades antiproliferativas dos complexos de platina que levaram ao 

desenvolvimento e aprovação do medicamento anticâncer cisplatina, foram observadas pela 

primeira vez no controle e inibição do crescimento de E. coli por Rosenberg em 1965 

(ROSENBERG; van CAMP; KRIGAS, 1965). Desde essas publicações, tem havido um fluxo 

lento, mas constante de estudos sobre as propriedades antibacterianas de complexos metálicos, 

com um aumento acentuado na última década.  

Neste cenário, vários metalocompostos têm sido utilizados no tratamento de 

algumas doenças como os compostos à base de ouro miocrisina e auranofina, que são usados 
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para o tratamento da artrite reumatóide, e a prata e seus complexos que também demonstraram 

efeitos citotóxicos contra fungos e bactérias Gram-positivas/Gram-negativas (SHARMA et al., 

2022). Outros exemplos incluem os metalocompostos de cobre e zinco cujas investigações 

mostraram que o mecanismo de ação responsável pela atividade antimicrobiana pode estar 

relacionado a produção de ERO que danificam o DNA, desestabilização da membrana 

plasmática com aumento de sua permeabilidade, ou a desativação de enzimas respiratórias 

(BORTHAGARAY, 2016; NANDANWAR; KIM, 2019).  

Uma das primeiras investigações detalhadas do mecanismo de ação dos 

metalocompostos foi realizada por Wenzel et al., (2013) e Patra et al., (2015). Neste estudo os 

autores descreveram a preparação de um complexo trimetálico designado de Re1 como 

mostrado na figura 21, contendo rênio, ferro e manganês com uma estrutura de ácido nucleico 

peptídico. De modo geral, o composto mostrou atividade contra uma bactérias Gram-positivas 

incluindo S. aureus (MRSA), S. aureus intermediário à vancomicina (VISA) e Bacillus subtilis, 

As conclusões do estudo apontaram que complexo pode até causar reduções significativos nos 

níveis de ATP citosólico, no entanto, seu provável mecanismo de ação estaria relacionado a 

danos causados na membrana plasmática bacteriana.  

 

Figura 21 – Visão geral dos mecanismos de ação de antibióticos e dos metalocompostos Re1 e 

Re2 

Fonte: Adaptado de Frei et al., (2023). 
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Em um estudo recente realizado por Mendes et al. (2022), o metalocomposto 

designado de Re2 (também mostrado na Figura 21) exibiu interação com a membrana 

plasmática e potencialmente interferiu na síntese de peptideoglicanos, algo que foi percebido 

através dos altos níveis citoplasmáticos de UDP-N-acetilmurâmico-pentapeptídeo, um 

precursor solúvel associado a biossíntese do peptideoglicano. 

 

2.6.2 Complexos de rutênio 

  

Devido ao sucesso da atividade anticâncer do complexo de platina (Pt) descoberto 

na década de 1960, tem havido um interesse considerável no desenvolvimento de agentes 

terapêuticos baseados em outros metais de transição e, em particular, em complexos metálicos 

que tem o elemento rutênio (Ru) como átomo central (ABREU et al., 2016; SOUSA et al., 

2018). Como mostrado na figura 22 (1), um complexo de rutênio consiste em um 

metalocomposto que possui um átomo de rutênio (Ru) em uma região central designada de 

centro metálico, em um dos seus estados de oxidação (II, III, IV) em coordenação com 

diferentes ligantes que exibem alguma atividade biológica (LI; COLLINS; KEENE, 2015). De 

modo geral, os complexos de rutênio podem apresentar de um até quatro centros metálicos 

(Figura 22). Complexos que apresentam um centro são designados de mononucleares, os que 

apresentam de dois a quatro são designados de di (Figura 22-2), tri (Figura 22-3), e 

tretranucleares (Figura 22-4) (SOUTHAM et al., 2017). 
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Figura 22 – Exemplos da estrutura química de complexos de rutênio mono (1), di (2), tri (3) e 

tetranuclear (4) 

Fonte: adaptado de Southam et al., (2017). 

 

Alguns dos fatores que fazem com que os complexos de rutênio se destaquem na 

busca por novos fármacos são: (1) sua configuração tridimensional que permite a coordenação 

e funcionalização de ligantes visando alvos moleculares definidos e; (2) a estabilidade química 

de seus compostos, tornando possível a coordenação de diferentes tipos de ligantes, desde o 

mais simples íon cloreto às moléculas orgânicas complexas (SIJA et al. 2014; SWAVEY et al., 

2017; ZHANG et al., 2018). De acordo com Fischer et al., (2014), um outro fator de interesse 

na produção de complexos de rutênio é a capacidade de sintetizar estes compostos em estados 

de oxidação acessíveis em condições fisiológicas, sendo os estados de oxidação Ru(II) e Ru(III) 

similares aos compostos de platina(II), possibilitando um melhor efeito por mecanismos redox, 

o que pode possibilitar sua atuação de forma semelhante ao dos complexos de Pt. 

Dentre as atividades biológicas demonstradas, os complexos de rutênio mostraram 

notável atividade antitumoral entre os numerosos compostos metálicos estudados. Várias 

vantagens sobre os medicamentos de platina (Figura 23A) foram observadas para os complexos 

de rutênio como: maior eficácia, baixa toxicidade, menor índice de resistência aos 
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medicamentos, um fato que somado a sua boa estabilidade termodinâmica e cinética, 

capacidade de reagir em ambientes de hipóxia, pH ácido e alto nível de glutationa, pode torná-

los uma nova geração de medicamentos antitumorais clínicos (ABID et al., 2016; THOTA, 

2016; SOUTHAM et al., 2017).  

Todos os seguintes complexos de rutênio que progrediram para estudos clínicos, 

NAMI-A {ImH[trans-RuCl4(dmso) (imidazol)]} (Figura 23B), KP1019 {indazólio trans-

[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(III)]} (Figura 23C), e KP1339 [Na(trans-RuCl4 (Ind)2)] 

(Figura 23D),  são complexos de Ru(III) (WEBB et al., 2013). O complexo NAMI-A mostrou 

potente eficácia inibitória na metástase tumoral, no entanto, os estudos clínicos de fase II 

revelaram que causou efeitos secundários graves nos pacientes e, portanto, não foram realizadas 

investigações adicionais (BERGAMO et al., 2003; ALESSIO et al., 2004). KP1019 também 

não foi investigado devido à sua baixa solubilidade em água, efeitos colaterais graves e eficácia 

insatisfatória para estudo clínico (HARTINGER et al., 2006, 2008). Para melhorar a baixa 

solubilidade em água do KP1019, os pesquisadores desenvolveram um complexo de sal de 

sódio mais solúvel designado de KP1339 (Figura 23D), que também passou para estudos 

clínicos (HEFFETER et al., 2010). Usando as potentes propriedades fotofísicas e químicas do 

complexo Ru(II), os pesquisadores sintetizaram o fotossensibilizador TLD 1443 (Figura 23E), 

(ZENG et al., 2017), um composto que apresentou propriedades fotoquímicas melhoradas e 

mostrou eficácia terapêutica significativa contra câncer de bexiga, e ainda em 2017 passou para 

ensaios clínicos de fase II (SMITHEN et al., 2017). 
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Figura 23 – Estrutura de cinco complexos metálicos com atividade antitumoral. (A) cisplatina; 

(B) NAMI-A; (C) KP1019; (D) KP1339 e (E) TLD1443 

Fonte: Adaptado de Lin et al., (2018). 

 

2.6.3 Ligantes polipiridínicos, fosfínicos e óxido nítrico (NO) 

 

A maioria dos complexos à base de rutênio com um notável desempenho 

terapêutico, são compostos de coordenação, nos quais as atividades biológicas, dentre elas a 

antimicrobiana, está associada à sua natureza lipofílica e aos efeitos relacionados à carga, algo 

diretamente relacionado à natureza de seus ligantes (GHOSH et al., 2021). Uma classe de 

ligantes que tem ganhado notável atenção são os polipiridínicos, os quais vem sendo utilizados 

em coordenação com metais de interesse para clínica (CLARK, 2002; WAGENKNECHT; 

STEMP; BARTON, 2000). Os principais ligantes polipiridínicos utilizados são: bipiridinas 

(bpy), fenantrolinas (phen), dipiridoquinoxilina (dpq) e dipiridofenazina (dppz =dipirido[2,3-
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a:2’3’-c]fenazina) apresentados na figura 24. Como mencionado acima, o DNA é um alvo 

biológico importante e, moléculas que interagem e danificam o DNA, têm sido demonstradas 

como agentes citotóxicos com atividades antibióticas e anticancerígenas (LI et al., 2016). Nesse 

sentido, um ligante piridínico denominado de dppz tem mostrado notável afinidade de ligação 

ao DNA em uma série de complexos polipiridínicos de rutênio (da SILVEIRA CARVALHO 

et al., 2017) e, outros ligantes como a bipiridina (bpy) ou fenantrolina (phen), mostraram 

resultados biológicos promissores, pois exibiram atividades antituberculose e anticancerígenas, 

quando em coordenação à complexos de rutênio(II) (PAVAN et al., 2011; dos SANTOS et al., 

2013; PEREIRA et al., 2015; CARNIZELLO et al., 2016).  

 

Figura 24 – Exemplos de ligantes polipiridínicos 

Fonte: Adaptado de Viganor et al., (2017). 

 

Outra classe de ligantes que vem sendo bastante estudada para a síntese de 

complexos metálicos com atividade anticancerígena e antimicrobiana, são os ligantes fosfínicos 

(Figura 24) (da SILVA MIRANDA et al., 2008). Os complexos de fosfinas também possuem 

uma importante atuação na área medicinal, já que o estudo destes complexos aplicado à 

medicina foi impulsionado pela descoberta da atividade antiartrítica apresentada pelo complexo 

[Au(Et3P)(SGluAc4)] (Auranofina) que foi liberado para o uso clínico nos Estados Unidos em 

1985 (da SILVEIRA CARVALHO et al., 2017). Desde então as atividades antitumorais deste 

composto passaram a ser altamente exploradas pelos pesquisadores, e estes estudos resultaram 

no surgimento de diversos complexos fosfínicos contendo diferentes centros metálicos, que 

veem sendo submetidos à avaliação de suas atividades antitumoral em diversas linhagens de 

células, além do mais, atividade anti-malárica e antiparasitária também já foram relatadas para 

estes ligantes (SANNELLA et al., 2008; DEBNATH et al., 2012). 

Em relação ao ligante óxido nítrico (NO), sabe-se que esta molécula altamente 

reativa, participa de diversos processos fisiológicos nos mamíferos, incluindo vasodilatação, 
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controle de pressão sanguínea, controle de sono, controle de apetite, além de atuar como 

mensageiro secundário no cérebro e sistema nervoso periférico, função plaquetária dentre 

outros (HIRST; ROBSON, 2011; CARAMORI, et al., 2015; SILVA FILHO et al., 2023). A 

sua vasta atuação biológica aliada à facilidade de coordenação com vários centros metálicos 

com diferentes geometrias, números de coordenação e propriedades eletrônicas, vem 

estimulando pesquisadores a buscar novos sistemas de entrega (ANDRIANI, et al., 2014). 

Formalmente, o NO pode assumir três estados de oxidação, NO+, NO e NO−, e ainda 

dependendo da natureza do metal (estados de oxidação) este pode se coordenar de 3 maneiras 

diferentes, (RAYNOR, 1972). Estudos têm demonstrado que nitrosilo e nitrocompostos, 

apresentam atividade antitumoral apreciável, já que a liberação citotóxica do NO pode ocorrer 

dentro de células tumorais e levar a morte celular da mesma (SERLI et al., 2003).  

Como o NO possui alta afinidade para o rutênio, complexos Ru-NO vem se 

destacando nas últimas décadas. Um exemplo é o complexo [RuCl2(NO)(BPA)], onde BPA= 

2-hydroxybenzyl(2-methylpyridyl)amine, que foi avaliado contra linhagens de células tumorais 

HeLa (carcinoma cervical humano), Tm5 (melanoma murino) e CHO (ovário de hamster 

chinês), apresentando resultados de IC50 inferiores ao da cisplatina para as linhagens HeLa e 

Tm5, indicando o seu potencial antitumoral (HEINRCH et al., 2011; SERLI, et al., 2003). 

Outro estudo mostra um nitro complexo de rutênio com fórmula cis-[Ru(NO2)2(dppb)(5,5’-

mebipy)], onde 5,5’-mebipy= 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina e dppb= 1,4-

bis(difenilfosfina)butano (Figura 25) que demonstrou atividade antiparasitária promissora em 

parasitas nas formas epimastigotas e tripomastigotas, transmissores da Doença de Chagas 

(BASTOS et al., 2014). Por fim, as potenciais aplicações terapêuticas do óxido nítrico (NO) 

como um agente antibacteriano, antinflamatório e anticâncer, resultaram em um grande número 

pesquisas e desenvolvimento de compostos doadores de NO e nos materiais relacionados 

capazes de entrega-lo nos locais desejados (YANG et al., 2018; ORLOWSKA et al., 2018; 

SILVA FILHO et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

Figura 25 – Estrutura do complexo cis-

[Ru(NO2)2(dppb)(5,5’-mebipy)] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Bastos et al., (2014). 

 

2.6.4 Atividade antimicrobiana de complexos de rutênio 

 

O conhecimento prévio de suas propriedades químicas e comportamento biológico, 

resultou em um maior foco na adaptação de complexos de rutênio como agentes 

antimicrobianos (LI; COLLINS; KEENE, 2015). Vários estudos realizados nas últimas décadas 

destacaram as propriedades antibacterianas promissoras dos complexos de rutênio colocando-

os entre as classes mais promissoras de novos metaloantibióticos (SMITTEN et al., 2020; LI et 

al., 2015).   

De acordo com Li et al., (2015) a atividade antimicrobiana dos complexos de 

rutênio pode ser reconhecida como uma função de sua lipofilicidade e carga, onde essas 

características podem ser controladas com relativa facilidade pela modificação do ligante que 

envolve uma esfera hexacoordenada. Além disso, a afinidade com o sítio alvo molecular, pode 

ser facilmente otimizada em comparação com medicamentos de base puramente orgânica. 

Assim, parece mais provável que um mecanismo completamente novo de atividade 

antimicrobiana possa ser alcançado com complexos de Ru(II), diferente daqueles de moléculas 

orgânicas já em uso clínico (FREI et al., 2020b).  

Dada a diversidade de complexos de ruténio e suas atividades antimicrobianas 

relatados na literatura, Southam et al. (2017), propuseram uma classificação baseada no papel 

do íon Ru que sustenta a atividade antimicrobiana do composto. Como apresentado na figura 

26, os compostos antimicrobianos de ruténio foram divididos em quatro classes com base no 

seu mecanismo de ação, a saber: (I) Estrutural: O íon Ru tem um papel estrutural, ou seja, o 
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Ru dá forma ao composto ativo através de uma esfera de coordenação de ligantes. Estes 

complexos são inertes e biologicamente estáveis, onde o Ru entra em contato com o alvo através 

de interações não covalentes (Figura 26A); (II) Transportador: O íon Ru funciona 

simplesmente como transportador do fármaco ativo, mais frequentemente um composto 

orgânico (Figura 26B); (III) Funcional: O íon Ru tem um papel funcional, ou seja, a atividade 

antimicrobiana do composto é mediada pela coordenação direta do íon Ru a alvos biológicos. 

Trata-se de compostos relativamente instáveis do ponto de vista biológico, são frequentemente 

pró-fármacos que contêm ligantes lábeis (Figura 26C), e (IV) Fotoativado: O composto de Ru 

é ativo apenas após iluminação onde pode atuar como fotossensibilizador (Figura 26D). 

 

Figura 26 – Classificação dos complexos de rutênio de acordo com seu mecanismo de ação 

Fonte: Adaptado de Southam et al., (2017). 

 

De acordo com a classificação apresentada na figura 26, o papel do íon rutênio nos 

compostos antimicrobianos de classe (I) deve atuar como uma “estrutura” central para a qual 

os ligantes bioativos são coordenados e, portanto, a composição química e as propriedades dos 

ligantes coordenados determinam a atividade antimicrobiana (GIANFERRARA; BRATSOS; 

ALESSIO, 2009; GILL; THOMAS, 2012). O próprio íon rutênio pode fornecer à molécula uma 

carga catiônica, mas não interage diretamente com alvos intracelulares, exceto por meio de 
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interações não covalentes (GIANFERRARA; BRATSOS; ALESSIO, 2009). É necessário que 

estes complexos sejam inertes e estáveis em sistemas biológicos, uma vez que a estrutura do 

composto é fundamental para a atividade biológica, assim, como estes complexos permanecem 

inalterados in vivo, podem interagir reversivelmente com alvos intracelulares tais como DNA, 

RNA, proteínas, membranas ou outros metabolitos (GILL; THOMAS, 2012; LI et al., 2015). 

Os antimicrobianos transportadores de rutênio (classe II) são complexos 

organometálicos nos quais o íon rutênio é coordenado a um medicamento orgânico estabelecido 

com a finalidade de aumentar as atividades antimicrobianas do composto orgânico em questão 

(GIANFERRARA; BRATSOS; ALESSIO, 2009). Para que o íon rutênio funcione como um 

verdadeiro ligante 'transportador', ele não deve provocar efeitos antimicrobianos significativos 

por meio da coordenação com alvos biológicos sendo tal complexo considerado 'funcional' 

(SOUTHAM et al., 2017).  

Por sua vez, a atividade antimicrobiana dos complexos de rutênio de classe III 

depende em grande parte da coordenação covalente do íon rutênio com os alvos nas células 

bacterianas, sendo assim, pelo menos um ligante no rutênio deve ser suficientemente lábil para 

permitir que o íon metálico se coordene com seus alvos (GIANFERRARA; BRATSOS; 

ALESSIO, 2009). Dentro desta classe destacam-se os rutênio-carbonil (CORMs, figura 26C) 

que são convencionalmente classificados como compostos "transportadores", nos quais o íon 

rutênio atua apenas como um meio de entrega de CO in vitro ou in vivo (MANN, 2012). 

Southam et al., (2017) consideram esses compostos de uma perspectiva alternativa e propõem 

que são os íons rutênio dos CORMs em si, e não as ações do CO 'liberado', que medeiam as 

atividades antimicrobianas desses complexos.  

Para complexos de rutênio fotoativados (classe IV, figura 26D), a atividade 

antimicrobiana é amplamente dependente da geração de oxigênio singleto, que por sua vez 

provoca efeitos bactericidas. Nos últimos anos, a escassez de novos antibióticos e o longo 

processo necessário para trazer novos agentes antimicrobianos ao mercado levou a um interesse 

crescente na terapia fotoativa para tratar infecções bacterianas, sendo que os complexos de 

rutênio se mostraram promissores (SOUTHAM et al., (2017).  

Em resumo, os alvos celulares bacterianos dos complexos de rutênio estruturais 

(Figura 27A) e funcionais (Figura 27B) foram idealizados por Southam et al., (2017) e apesar 

de ainda não estarem totalmente elucidados, múltiplos alvos como a membrana plasmática, 

proteínas intracelulares, componentes da respiração celular, DNA, RNA e formação de ERRO, 

são apresentados como as principais vias de atuação destes complexos.
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Figura 27 – Alvos celulares bacterianos de complexos estruturais e funcionais de rutênio. (A) alvos celulares bacterianos de complexos 

"estruturais" de Ru; (B) alvos células bacterianos de complexos “funcionais” 

Fonte: Adaptado de Southam et al., (2017). Em (A) Alvos celulares bacterianos seguem os passos: (I) Captação via difusão facilitada por um transportador de membrana e/ou 

difusão direta dependendo da lipofilicidade; (II) Direcionamento direto ou indireto à membrana; (III) Interrupção dos processos ligados à membrana, como a respiração 

aeróbica; (IV) Associação reversível com proteínas intracelulares; (V) O efluxo pode ocorrem através de bombas de efluxo bacteriano; (VI) Associações reversíveis com DNA 

via (1) intercalação de ligantes com bases de DNA e/ou (2) interações eletrostáticas entre o DNA carregado negativamente e os centros catiônicos de Ru; (VII) Associação 

reversível com RNA nos ribossomos levando à agregação de polissomas nos pólos celulares. Em (B) os passos são: (I) Captação via difusão facilitada através de um 

transportador de membrana e/ou difusão direta; (II) Danos diretos/indiretos ao envelope celular; (III) Inibição da respiração aeróbica através da ligação direta do íon Ru(II) 

e/ou ligantes lábeis a componentes da cadeia respiratória; (IV) Geração de ERO direta ou indiretamente a partir do complexo “funcional”, levando a danos oxidativos em: 

DNA e aglomerados de ferro-enxofre; (V) O efluxo pode ocorrer através de bombas de efluxo bacteriano; (VI) Coordenação do íon Ru (II) aos aglomerados de ferro-enxofre, 

levando à disfunção proteica; (VII) Ligação covalente do íon Ru(II) ao N7 das bases de guanina no DNA; (VIII) Interações covalentes com resíduos de aminoácidos expostos, 

levam à disfunção enzimática. Interações covalentes com resíduos expostos em fatores de transcrição (TF) também podem levar a perturbações na regulação gênica. 
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2.7 Fototerapia dinâmica (FTD) 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma estratégia terapêutica que utiliza uma 

combinação de compostos ou moléculas fotossensíveis denominadas de fotossensibilizador 

(FS), luz e oxigênio molecular (PIKSA et al., 2023). De início, a TFD foi investigada contra 

uma série de condições médicas, incluindo aterosclerose, psoríase e cânceres malignos 

(JOSEFSEN; BOYLE, 2008; LE GALL et al., 2018). O princípio da técnica consiste na 

excitação do FS pela luz que leva a transferências intramoleculares de energia não radiativa e, 

no final, transferência de energia física para o oxigênio no estado fundamental (3O2) 

(BAPTISTA et al., 2017). 

Como mostrado na figura 28, após a absorção da luz, o fotossensibilizador excitado 

no estado triplete, pode formar espécies reativas de oxigênio, induzindo à citotoxicidade por 

meio de dois mecanismos principais denominados de reações do tipo I e reações do tipo II, nas 

quais, ambos são dependentes de moléculas de oxigênio presente nas células (LI, 2009). De 

modo geral, as reações do tipo I envolvem a produção de ERO resultantes do FS ativado. Como 

esquematizado na figura 28, ocorre a captação de hidrogênio ou a transferência de elétrons entre 

o FS no estado triplete T1 (3FS*) e uma molécula adjacente (substrato), formando radicais 

iônicos. Estes que, por sua vez, interagem com as moléculas de oxigênio que estão no seu estado 

fundamental (3O2), levando a produção de ERO como superóxidos (O2-), radicais hidroxilas 

(OH-) e peróxidos de hidrogênio (H2O2). Essas espécies reativas de oxigênio, induzem reações 

de oxidação em biomoléculas, causando um estado de estresse oxidativo nas células, e 

resultando em morte celular (LI, 2009; KWIATKOWSKI et al., 2018). 
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 Figura 28 – Mecanismo das reações tipo I e II da terapia fotodinâmica (TFD) 

      

Fonte: Adaptado de Yoon; Jang, (2013). 

 

Por outro lado, as reações do tipo II envolvem a geração de oxigênio singleto (1O2) 

através da transferência direta de energia do FS excitado no estado tripleto para o oxigênio 

também no estado tripleto (LI, 2009). Como a energia necessária para a transição do oxigênio 

do estado fundamental tripleto para o estado singleto é de aproximadamente 22,0 kcal.mol−1, 

uma energia relativamente pequena é necessária para produzir 1O2 e essas reações são 

caracterizadas pela dependência da concentração de oxigênio (MACDONALD; 

DOUGHERTY, 2001). Ambas as vias acima requerem oxigênio molecular e levam à oxidação 

de biomoléculas, incluindo proteínas, lipídios e bases nitrogenadas de nucleotídeos, resultando 

no efeito de eliminação de patógenos e células indesejadas (CASTANO; DEMIDOVA; 

HAMBLIN, 2004).  

De acordo com o conhecimento atual, o mecanismo da TFD não parece depender 

muito do tipo de célula (procariótica/eucariótica). Em contraste com o tecido humano normal, 

as células anormais são caracterizadas por maior sensibilidade ao estresse oxidativo causado 

pela TFD, e considera-se que o tratamento em si não apresenta efeitos colaterais a longo prazo 

(TRIESSCHEIJN et al., 2006). A ação fotodinâmica pode ser eficaz contra uma ampla gama 

de patógenos, notadamente vírus, bactérias, fungos e parasitas, iniciando um novo capítulo no 

tratamento antimicrobiano, a terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) (WAINWRIGHT, 

1998; HAMBLIN; HASAN, 2004; PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012; CIEPLIK et al., 

2018).  
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2.7.1 Terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) 

 

No contexto da resistência antimicrobiana e de opções terapêuticas, a terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) mostra-se muito promissora como alternativa às 

modalidades antimicrobianas convencionais (YOUF et al., 2023). Na verdade, uma vez que a 

TFDa não requer interação com um alvo molecular específico e, pode ser mais resiliente que 

os antimicrobianos, seu uso poderia ser uma ferramenta para superar a disseminação crescente 

de microrganismos multirresistentes (MDR) (KWIATKOWSKI et al., 2018; PEREIRA ROSA, 

2014; HU et al., 2018; MULANI, et al., 2019). Embora muitas investigações in vitro tenham 

sido feitas para verificar a relevância potencial de tal estratégia, poucos estudos foram 

conduzidos até agora em modelos in vivo (JAKUBASZEK et al., 2018; SILVA et al., 2015).  

Os complexos metálicos constituem um vasto grupo potencial de novos 

medicamentos ativos com grande promessa para diversas aplicações biomédicas, em especial 

para TFDa (FREI, 2020a; FREI et al., 2020b; SPESIA; DURANTINI, 2022). Estes compostos 

constituem FS atraentes para TFDa, principalmente porque (i) absorvem fortemente a luz 

visível, (ii) exibem propriedades fotofísicas ajustáveis, (iii) podem produzir eficientemente 

ERO após irradiação de luz e (iv) geralmente não são citotóxicos no escuro (LE GALL et al., 

2018; LEMERCIER et al., 2018; KARGES et al., 2020). Alguns complexos de rutênio 

fotoativos são mostrados na figura 29.  

 

Figura 29 – Estruturas químicas de complexos de rutênio desenvolvidas para Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana 

Fonte: Munteanu; Uivarosi, (2021). 
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Apoiando a ideia da combinação entre complexos metálicos e TFDa, um estudo 

publicado por Sousa et al., (2020b) investigaram a atividade antimicrobiana do complexo 

nitrosil ct-[RuCl(NO)(dppb)(4,40-Mebipy)](PF6)2, juntamente com seu complexo precursor 

cis-[RuCl2(dppb)(4,40-Mebipy)] irradiados por luz azul. Ambos os complexos mostraram 

atividade antibacteriana promissora quando associados a TFD contra S. aureus e S. epidermidis, 

no entanto, o complexo nitrosil apresentou maior efeito antibiótico que seu precursor, apoiando 

o importante papel de NO neste processo que, provavelmente induziu a produção de ERO, 

danos ao DNA e membrana plasmática destas bactérias (conforme mostrado na Figura 30).  

 

Figura 30 – Mecanismos propostos para a atividade antimicrobiana do composto nitrosil 

mostrando a liberação de NO e seus possíveis alvos biológicos  

Fonte: Sousa et al., (2020b). 

 

Outro estudo envolvendo os efeitos da TFDa associada a complexos de rutênio, foi 

conduzido por Youf et al., (2022) que avaliaram os complexo [Ru(II)]1 e [Ru(II)]2. Após algum 

tempo de exposição à luz azul conforme demonstrado no esquema da figura 31, o tratamento 

com os complexos foi eficiente para inibir o crescimento total de S. aureus, por outro lado, 

nenhum efeito foi observado para P. aeruginosa. Observou-se também que as bactérias 

cresceram com a mesma eficiência em todas as condições consideradas, inclusive na presença 

de [Ru (II)], desde que a luz não fosse aplicada.   
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Figura 31 – Configuração de iluminação para TFDa. Representação esquemática 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Youf et al., (2022).  Em (a) são mostrados os dois painéis de LED (① e ②) colocados acima 

e abaixo de uma placa intermediária (③) usada para segurar materiais colocados em uma área de exposição central 

(④). A imagem em (b) mostra a iluminação de uma placa de 96 poços contendo amostras de [Ru (II)]. A 

fluorescência é claramente visível a olho nu. 

 

De modo geral, a capacidade dos complexos de interagir eficientemente com 

bactérias parece ser crucial para a atividade da TFDa, considerando a curta meia-vida das ERO 

geradas após irradiação luminosa, assim, apenas aumentar a produção de 1O2 não é suficiente 

para produzir agentes TFDa mais eficientes. Parâmetros que afetam as interações com bactérias, 

como lipofilicidade e capacidade de formar agregados, também devem ser considerados no 

desenvolvimento de futuros compostos otimizados para TFDa (MUNTEANU; UIVAROSI, 

2021). 
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3 HIPÓTESES 

 

1. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] apresenta atividade 

antibacteriana contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa; 

2. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4-‘Mebpy)] apresenta efeito 

sinérgico quando combinado a ampicilina e tetraciclina contra S. aureus, S. epidermidis, 

E. coli e P. aeruginosa; 

3. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] possui atividade 

antibiofilme reduzindo a biomassa e o número de células viáveis de S. aureus, S. 

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa;  

4. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] causa danos na 

membrana plasmática de S. aureus  e E. coli; 

5. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] tem a capacidade de 

clivar DNA plasmidial quando irradiado por luz LED azul; 

6. O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] não apresenta 

citotoxicidade contra fibroblastos murinos e eritrócitos humanos. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar a atividade antimicrobiana, o efeito combinado com antibióticos, a 

interação com DNA e a atividade citotóxica do nitro complexo [RuCl(NO2)(dppb)(4,4-

Mebipy)] na presença e na ausência de irradiação com luz azul. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM) do complexo de rutênio sobre as bactérias Gram-positivas S. aureus e S. 

epidermidis, e Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli; 

• Avaliar o efeito da combinação do complexo de rutênio com os antibióticos ampicilina (β-

lactâmico) e tetraciclina (amplo espectro) sobre as bactérias supracitadas; 

• Avaliar a atividade do complexo sobre a inibição da formação de biofilmes e sobre 

biofilmes pré-formados das bactérias supracitadas;  

• Avaliar o efeito do complexo sobre o número de células viáveis tanto de biofilmes em 

formação, quanto em biofilmes pré-formados de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. 

aeruginosa; 

• Avaliar modificações morfológicas e estruturais de biofilmes de S. aureus e E. coli através 

de microscopia confocal e microscopia eletrônica de varredura (MEV);  

• Avaliar a interação do complexo com DNA plasmidial pBR322 antes e após irradiação 

com luz azul;  

• Verificar a citotoxicidade do complexo de rutênio sobre eritrócitos humanos e células de 

fibroblastos murinos L929 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Local do estudo 

 

Todos os ensaios foram realizados no Laboratório Integrado de Biomoléculas 

(LIBS), da Universidade Federal do Ceará – UFC, com a participação do Laboratório de 

Bioinorgânica para a síntese e obtenção dos compostos, do Centro Especializado em Micologia 

Médica (CEMM - UFC) para obtenção das imagens da microscopia Confocal e da Central 

Analítica da UFC na obtenção das imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura. 

 Os ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos pelo menos três vezes em 

momentos distintos, seguindo o organograma proposto na figura 32. 

 

Figura 32 – Organograma e estruturação deste estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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5.2 Microrganismos 

 

Para o presente estudo foram utilizadas cepas padrão que integram o acervo da 

bacterioteca do Laboratório Integrado de Biomoléculas (LIBS), sendo todas cepas padrão da 

American Type Culture Collection (ATCC) exibidas na tabela 1. Estas cepas estão apresentadas 

com o nome da espécie, seguida de um código de identificação, características e/ou uso. 

 

Tabela 1 – Lista de espécies bacterianas alvos deste estudo 
CEPA ATCC ORIGEM CARACTERÍSTICA/USO 

S. aureus  

 

25923 Seattle (USA) 

1945 

Sensível a meticilina/ 

Exame de produtos lácteos, 

S. aureus  

 

700698 Não 

documentada 

Resistente a meticilina (MRSA) e 

suscetibilidade heterogenia à vancomicina 

S. epidermidis  12228 Não 

documentada 

Usado em testes de mídia e vários ensaios 

e utilizado no projeto de sequenciamento 

do genoma. 

S. epidermidis  

 

35984 Tennesse 

(USA) 

Produz polissacarídeos de adesão, 

genoma completo 

E. coli 

 

11303 Não 

documentada 

Facilmente produz mutantes coloniais. 

Hospedeira de bacteriófago 

P. aeruginosa 27853 Não 

documentada 

Pesquisa prospectiva de 

patógenos/Detecção de aerossóis 
Fonte: www.atcc.org 

 

5.3 Obtenção dos complexos de rutênio e antibióticos 

 

O nitro complexo de rutênio [RuCl(NO2)(dppb)(4,4’-Mebipy)] designado como 

RuNO2, avaliado neste estudo, foi gentilmente cedido pela professora Dra. Alda Karine 

Medeiros de Holanda, do Laboratório de Bioinorgânica do Departamento de Química Orgânica 

e Inorgânica da UFC. A estrutura química contendo a massa molar (MM) deste complexo, está 

apresentada na figura 33.  

Os dois antibióticos (ampicilina e tetraciclina) usados neste estudo, foram 

adquiridos junto a empresa Sigma Aldrich. A Ampicilina sódica (Sigma Aldrich, A0166-5G) 

foi escolhida por se tratar de um antibiótico β-lactâmico que age na parede celular de bactérias 

Gram-positivas, e o Cloridrato de Tetraciclina (Sigma Aldrich, T7660-5G), por ser um 

antibiótico de amplo espectro, que inibe a síntese proteica, e é usado tanto no tratamento de 

infecções de bactérias Gram-positivas quanto de Gram-negativas. Sua estrutura química e 

massa molar também são mostrados na figura 33. 
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Figura 33 – Estrutura do complexo RuNO2 e antibióticos e sua respectiva massa molar (MM) 

Complexo RuNO2 Ampicilina sódica Cloridrato de tetraciclina 

 

 

 

 

 

MM= 778,5 g/mol MM = 371,39 g/mol MM = 480,90 g/mol 

Fonte Complexo RuNO2: Laboratório de Bioinorgânica – (UFC) 

Fonte Antibióticos: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/87128?lang=pt&region=BR 

 

5.4 Condições da cultura 

 

Para as condições de crescimento das espécies bacterianas adotou-se a metodologia 

proposta pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute - CLSI, (2015), com algumas 

modificações. Armazenados em uma solução de meio Soja Tríptica Caldo (TSB) e glicerol 20% 

a -80 °C, os microrganismos foram estriados em placas de Petri contendo meio Soja Tríptica 

Ágar (TSA) e incubados por 24 h, a 37 °C.  

Após o crescimento nas placas, 5 colônias isoladas foram removidas e inoculada 

em 5 mL de meio Mueller-Hinton Cátion Ajustado (MHBCA) e incubadas sobre as mesmas 

condições por mais 24 h. Em seguida, a cultura foi transferida para tubos tipo falcon de 50 mL 

e centrifugada a 9.000 RPM por 5 min a 4°C, sendo ressuspendida em novo meio MHB (10 

mL). Posteriormente, com o auxílio do espectrofotômetro (Amersham Biosciences), a 

concentração final da suspensão bacteriana foi ajustada para 5x 105 Unidades Formadoras de 

Colônias/mL (UFC/mL), através da turbidimetria (620 nm) e curvas de calibração previamente 

determinada para cada bactéria. 

 

5.5 Solubilização e diluição do complexo RuNO2 e antibióticos 

 

A solubilização do complexo RuNO2 e dos antibióticos também seguiram as 

normas de padronização propostas pelo CLSI (2015). Inicialmente, o complexo RuNO2 foi 

solubilizado Dimeltilsulfóxido (DMSO) 100% e em seguida em meio MHBCA para os ensaios 

sobre células planctônicas e TSB para biofilmes, sendo preparada uma solução estoque de 10 

mg/mL. Logo depois, diluições foram realizadas em tubos falcon de 15 mL e obteve-se uma 
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concentração final de 1.024 µg/mL de RuNO2 para ambos os meios de cultura e 4% para o 

DMSO. Os antibióticos ampicilina e tetraciclina também foram solubilizados em meio 

MHBCA, e suas concentrações ajustadas para 1.024 e 512 µg/mL. Ressalta-se que logo após 

as diluições, todas as soluções foram esterilizadas por filtro 0,22 μm. 

 

5.6 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida 

mínima (CBM) 

 

A avaliação da atividade antibacteriana do complexo RuNO2 e dos antibióticos, foi 

realizada segundo o ensaio de microdiluição em caldo, em placas de poliestireno de 96 poços 

de fundo “U” de acordo com as normas sugeridas pelo CLSI (2015), com modificações 

sugeridas por Andrade et al., (2020). Para a determinação da CIM, os poços da linha A (1 a 5) 

da placa foram preenchidos inicialmente com 200 μL de RuNO2 sendo a concentração inicial 

de 512 µg/mL. Em seguida, realizou-se a diluição seriada na base dois para obtenção de 

diferentes concentrações, que variaram entre 256 e 2 μg/mL. Posteriormente, 100 μL da 

suspensão bacteriana já previamente ajustada na concentração de 5x105 UFC/mL, foi 

adicionada em cada um dos poços na placa, obtendo-se um volume final de 200 μL. Em seguida, 

as placas foram submetidas à irradiação com luz azul por 1 h sendo então incubadas a 37 °C 

por 24 h em incubadora. Placas controle foram preparadas e incubadas nas mesmas condições, 

mas não foram irradiadas com luz azul.  

A avaliação do crescimento bacteriano foi mensurada através da turbidez dos poços 

com auxílio do leitor de microplacas (SpectraMax i3), a um comprimento de onda de 620 nm. 

Considerou-se como CIM a menor concentração do complexo RuNO2 capaz de inibir 

visualmente o crescimento bacteriano. Para a determinação da CBM 24 h depois da incubação, 

foram removidos 10 μL da solução contida nos poços que não apresentaram crescimento 

microbiano, seguido de inoculação em placas de Petri com meio MHA. As placas de Petri foram 

incubadas novamente sobre as mesmas condições já descritas e, após o período de mais 24 h 

avaliou-se a presença de UFC e considerou-se como CBM, a menor concentração do complexo 

RuNO2 que inibiu o crescimento visível das UFC (DAS et al., 2016). Os mesmos 

procedimentos também foram realizados para montagem das placas dos antibióticos ampicilina 

e tetraciclina, no entanto, os valores da CIM destes antibióticos foram classificados de acordo 

com os níveis de suscetibilidade baseados no quadro 1, propostos pelo CLSI (2015). 
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Tabela 2 – Pontos de corte de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos 

Fenótipo MIC (μg/mL) Diâmetro da zona 

Sensível (S) ≤ 2 ≥ 20 

Intermediário (I) 8 – 16 15 -19 

Resistente (R) ≥ 32 ≤ 14 

Fonte: Adaptado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M07-A10 2015). 

 

5.7 Avaliação do efeito de RuNO2 combinado aos antibióticos ampicilina e tetraciclina 

 

A avaliação dos efeitos resultantes da combinação entre RuNO2 e os antibióticos, 

foi realizada através da técnica de checkerboard. Para este estudo, foram avaliadas duas 

combinações, a saber: RuNO2 + Ampicilina, e RuNO2 + Tetraciclina. Tanto o complexo quanto 

os antibióticos foram preparados em concentrações 4 vezes a da CIM. Os ensaios foram 

realizados em microplaca de 96 de poliestireno de fundo “U”.  Resumidamente, o complexo 

RuNO2 foi diluído nas linhas A a E, (sentido vertical da placa) e os antibióticos diluídos no 

sentido horizontal, de A1/A5 até E1/E5 (conforme esquema mostrado na figura 34).   

 

Figura 34 – Esquematização da técnica de checkerboard para o ensaio de combinação entre o 

complexo RuNO2 e antibióticos 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

No total, 25 poços foram utilizados, de forma que as concentrações finais para cada 

um dos compostos usadas foram: CIM, ½ da CIM, ¼ da CIM, 1/8 da CIM e 1/16 da CIM. Os 

compostos testados foram diluídos separadamente em placas de microdiluição, e logo em 

seguida foram misturados em nova placa, de maneira que cada poço dessa nova placa, foi 

preenchido com 50 μL de RuNO2, 50 μL do antibiótico e 100 μL do inóculo bacteriano 

previamente ajustado (5x 105 UFC/mL). A linha F foi usada como controle da CIM do RuNO2, 
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a coluna 6 como controle da CIM dos antibióticos e a linha G como controle de crescimento 

bacteriano. Em seguida, as placas foram submetidas à irradiação com luz azul por 1 h sendo 

então incubadas a 37 °C por 24 h em incubadora. Para determinação da nova CIM em 

combinação, a absorbância foi mensurada a um comprimento de onda de 620 nm em leitor de 

microplacas (SpectraMax i3).  

A interpretação dos resultados foi realizada através da determinação do Índice de 

Concentração Inibitória Fracionada (ICIF), que consiste na soma dos valores da Concentração 

Inibitória Fracionada (FIC) de cada composto usado na associação, conforme equação 1 abaixo: 

 

ICIF= CIFA + CIFB, onde: 

                CIFA= [CIM do complexo combinado/CIM do complexo individual]; 

                CIFB= [CIM do antibiótico combinado/CIM do antibiótico individual]. 

 

A avaliar da interação entre RuNO2 e os antibióticos foi baseada no valor do ICIF 

e foi assim considerado: efeito sinérgico (ICIF ≤ 0,5), efeito aditivo ou indiferente (0,5 < ICIF 

≤ 4) ou efeito antagônico (ICIF > 4) (ODDS, 2003; CASTELO-BRANCO et al., 2016). 

 

5.8 Ensaio de inibição da formação de biofilmes 

 

Biofilmes bacterianos foram formados na presença de diferentes concentrações do 

complexo RuNO2 (256 a 2 µg/mL) em placas de microtitulação de poliestireno de 96 poços de 

fundo plano conforme descrito por Stepanovic et al. (2000), com modificações de Andrade et 

al. (2020). Após o desenvolvimento dos biofilmes, os poços foram lavados duas vezes para 

remover células fracamente aderidas, e os biofilmes foram avaliados pela quantificação da 

biomassa total, e contagem do número de células viáveis. A preparação das placas para os testes 

foi similar ao procedimento usado nos ensaios de CIM, no entanto o meio de cultura usado foi 

o TSB e a suspensão de bactérias foi ajustada para uma concentração final de 1x 106 UFC/mL. 

As placas também foram submetidas à irradiação com luz azul por 1 h sendo então incubadas 

a 37 °C por 24 h. 

 

5.8.1 Quantificação da biomassa 

 

A quantificação da biomassa dos biofilmes foi determinada pelo método de 

coloração com cristal de violeta (CV). Após as 24 horas de incubação as placas foram lavadas 
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com água destilada estéril por três vezes para a retirada das células fracamente aderidas. 

Posteriormente os poços foram preenchidos com 200 μL de metanol a 95% por 5 minutos para 

fixação dos biofilmes. Adicionou-se, então, 200 μL de cristal de violeta 1% por mais 5 minutos, 

a 25 °C. Em seguida, o excesso de corante foi removido e as placas lavadas três vezes com água 

destilada. O corante remanescente foi solubilizado com ácido acético a 33% e então a biomassa 

foi quantificada através da medição da densidade óptica a 590 nm (D.O590) com o auxílio de 

um leitor de microplacas (SpectraMax i3). 

 

5.8.2 Contagem de células viáveis dos biofilmes 

 

Após a formação dos biofilmes o meio de cultura foi removido e as placas foram 

lavadas duas vezes com água destilada estéril, para remoção das células fracamente aderidas. 

Posteriormente, cada poço foi preenchido com 200 μL de água destilada estéril e submetido ao 

banho ultrassônico (Cristófoli/EQM-CF) por 8 minutos para o desprendimento das células 

incrustadas nos biofilmes. Em seguida, uma diluição decimal seriada das amostras em 

suspensão foram plaqueadas em meio TSA e incubadas sobre as mesmas condições acima 

citadas, mas por um período de 24 horas. O número de Unidades Formadoras de Colônias foi 

determinado e os resultados expressos em termos de Log10 UFC/mL. 

 

5.8.3 Ensaio sobre biofilmes pré-formados 

 

Os ensaios de biofilmes pré-formados também foram realizados em placas de 96 

poços de fundo plano. As suspensões de bactérias (200 μL ajustadas para 1x 106 UFC/mL) 

foram adicionadas a cada poço e incubadas a 37º C durante 24 horas. Após a formação dos 

biofilmes o meio foi retirado e cada poço foi lavado com água destilada estéril para remoção 

das células fracamente aderidas. Logo em seguida, 200 μL de RuNO2 nas concentrações que 

variaram de 256 a 2 μg/mL foi adicionado aos poços, sendo que no controle de bactéria não 

tratada foi adicionado apenas 200 μL de meio de cultura. Após esta etapa as placas foram 

submetidas à irradiação com luz azul por 1 h sendo então incubadas a 37 °C por mais 24 h. As 

mesmas metodologias de cristal violeta, contagem de células viáveis utilizadas para avaliação 

da inibição da formação de biofilmes, também foram usadas para avaliar a ação do complexo 

de rutênio sobre os biofilmes pré-formados. 
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5.8.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Para a observação de alterações na morfologia de células planctônicas e na 

densidade celular da biomassa dos biofilmes, análises por MEV foram realizadas de acordo 

com Andrade et al. (2020), no entanto, por conta de limitações na quantidade de amostras a 

serem analisadas, e no agendamento das análises junto à Central Analítica da UFC, este ensaio 

foi realizado somente com duas cepas, a saber: S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli 

ATCC 11303. De modo geral, biofilmes de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli ATCC 

11303 foram cultivados nas mesmas condições anteriormente citadas, no entanto, foram 

utilizadas placas de 24 poços. As concentrações de RuNO2 utilizadas foram de 32 μg/mL para 

S. aureus e 256 μg/mL para E. coli e as placas também foram submetidas à irradiação com luz 

azul por 1 h. Após o tempo de incubação, os biofilmes foram submetidos as seguintes etapas: 

1) as células em suspensão foram removidas e os poços lavados  com PBS ( pH 7,4) por duas 

vezes; 2) os biofilmes foram desidratados com álcool (etanol a 70% durante 10 minutos, etanol 

a 95% durante 10 minutos e etanol a 100% durante 20 minutos); 3) as placas foram 

acondicionadas em dessecador em temperatura ambiente para, posteriormente, terem os fundos 

cortados e removidos. Subsequentemente, as amostras contendo os biofilmes foram 

metalizados (revestidos com ouro) e visualizados no Microscópio Eletrônico de Varredura 

Quanta 450 FEG (Central Analítica da UFC, Brasil). 

 

5.8.5 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 

 

Os efeitos do tratamento de RuNO2 sobre biofilmes também foram analisados 

utilizando Microscopia Confocal de Varredura a Laser conforme metodologia descrita por 

Castelo Branco et al. (2016). Da mesma forma que aconteceu nas análises de MEV, por conta 

de limitações na quantidade de amostras a serem analisadas e no calendário de agendamento 

das análises junto ao Centro Especializado de Micologia Médica (CEMM) da UFC, este ensaio 

foi realizado somente com duas cepas, a saber: S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli 

ATCC 11303. Assim, para os ensaios de redução da biomassa, os biofilmes de S. aureus ATCC 

700698 e E. coli foram crescidos diretamente na superfície de lamínulas redondas de vidro 

(Olen, K5-2020), utilizando uma placa de cultura de 24 poços e tratados com RuNO2 nas 

concentrações de 32 e 256 μg/mL respectivamente, sendo posteriormente submetidas à 

irradiação com luz azul por 1 h e incubadas a 37 °C por 24 h. Os biofilmes pré-formados 

também foram formados nas mesmas condições, no entanto a concentração de tratamento 
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RuNO2 para S. aureus ATCC 700698 foi de 64 μg/mL, para E. coli, a concentração permaneceu 

em 256 μg/mL. Após a incubação, as placas foram lavadas duas vezes com PBS (pH 7,4) e, 

posteriormente, os biofilmes foram corados com o kit de reagentes fluorescentes LIVE/DEAD 

(Invitrogen, EUA). As lamínulas foram avaliadas em Microscópio Confocal Nikon C2, a 488 

nm para a detecção do corante SYTO9, que identifica células viáveis (em verde), e a 561nm 

para a detecção do iodeto de propídio, o qual identifica células mortas ou com danos na 

membrana plasmática. 

 

5.9 Fotoclivagem de DNA  

 

O estudo de clivagem de DNA foi realizado com o intuito de verificar a capacidade 

do complexo RuNO2 de interagir/clivar o DNA. Esse procedimento foi realizado utilizando 

eletroforese com gel de agarose (0,8% p/v em tampão TAE, pH 8,0). O DNA utilizada foi o 

superenovelado plasmidial pBR322 (21 μM pares de bases de nucleotídeos). Essa solução de 

DNA plasmidial foi combinada com o complexo RuNO2 nas concentrações de 30, 50 e 100 

μM. As amostras foram expostas à luz LED azul por 1 h, e outras, para controle mantidas no 

escuro por 1 h, bem como algumas amostras foram misturadas com glutationa (10 mmol L-1). 

Além disso, uma escada linear de DNA (1 kbp) foi aplicada na primeira pista de todos os géis. 

Controles de DNA plasmidial também foram usados sem qualquer tratamento (escuro), 

irradiados com luz azul ou misturados com glutationa. O complexo [Ru(bpy)3]2+ (TBP) (30 

μmol L-1) foi usado como controle para fotoclivagem do DNA, nas mesmas condições. Após a 

corrida das amostras em gel de agarose, estas foram coradas com GelRed (1 mg mL-1, Biotium) 

por 30 min, e as imagens foram coletadas com o sistema Gel Doc XR+ (Biorad). Todas as 

irradiações de luz foram realizadas usando luz azul Basetech Conrand, 1,7 W (λmax = 463 nm). 

 

5.10 Atividade hemolítica 

 

O ensaio de atividade hemolítica foi realizado conforme descrito por Jiang et al. 

(2022) com modificações. Resumidamente, amostras de sangue humano (O+) recém coletadas 

foram misturadas com uma solução anticoagulante de heparina (concentração de 0,2 mL). Para 

obter uma suspensão pura de hemácias, as amostras de sangue foram lavadas seis vezes 

(centrifugadas a 3.500 RPM por 5 min a 25ºC) com NaCl 0,15 M e uma solução de sangue a 

3% foi preparada. Em tubos eppendorf, uma alíquota de 100 μL em triplicata foi adicionada 

juntamente com 100 μL do complexo RuNO2 solubilizado em NaCl 0,15 M e DMSO a 4% nas 
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concentrações que variaram de 128 a 2 μg/mL. Os tubos foram incubados a 37 °C durante 1 h 

sendo irradiadas por luz azul. Um controle positivo para hemólise (SDS 1%) e controles 

negativos de NaCl 0,15 M e DMSO 4% foram usados. Após o período de incubação os tubos 

foram centrifugados a 3.000 RPM por 5 min na temperatura ambiente. Do sobrenadante fluido, 

150 μL foram transferidos para um microplaca de 96 poços de fundo plano, e a absorbância foi 

quantificada através da medição da densidade óptica a 450 nm (D.O450) com o auxílio de um 

leitor de microplacas (SpectraMax i3). A porcentagem de hemólise foi calculada pela equação 

2: 

𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 (%) =  (
𝐴𝑏𝑠450 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎 −  𝐴𝑏𝑠450 𝑑𝑜 𝑁𝑎𝐶𝑙 0,15 𝑀 

𝐴𝑏𝑠450 𝑑𝑜 𝑆𝐷𝑆 1%  −  𝐴𝑏𝑠450 𝑑𝑜 𝑁𝑎𝐶𝑙 0,15 𝑀 
) 𝑥100% 

 

5.11 Teste de viabilidade celular 

 

Para este ensaio foi utilizada a linhagem L929 (fibroblastos murino) obtida da 

ATCC (American Type Culture Collection, EUA), através do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ). As células foram cultivas em frascos T-75 ( Kasvi®)  para cultura de células 

contendo meio Eagle Dulbecco Modificado- DMEM (Sigma®) suplementado com 10% de 

Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO® - Life Technologies), 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL 

de estreptomicina (GIBCO® - Life Technologies) e mantidas a 37°C, em uma atmosfera de 

95% de umidade e 5% de CO2. O meio foi trocado a cada três dias e ao atingirem 80% de 

confluência as células foram tripsinazadas (0,025% tripsina/0,1% EDTA) para subcultura e/ou 

ensaios de viabilidade. 

 

5.11.1 Ensaio de viabilidade celular 

 

Após a tripsinização, foi realizado o ajuste do número de células (5 × 104/200 

μL/poço) através da contagem em câmara de Neubauer. As células foram adicionadas em placas 

de poliestireno de 96 poços de fundo plano, mantidas por 24 horas em condições de cultura 

padrão a 37°C, em uma atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. O complexo RuNO2 

testado foi solubilizado em DMSO resultando em uma solução na concentração de 128 μg/mL 

e 1% de DMSO que posteriormente foi submetida à diluição seriada gerando sete concentrações 

testes, 128; 64; 32; 16; 8; 4 e 2 μg/mL. Após 24 horas de adição das células, o meio foi retirado 

da placa de 96 poços e adicionou-se 200 μL/poço de RuNO2 nas concentrações citadas 
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anteriormente. Nos poços controles foram adicionados apenas meio DMEM e DMSO. Foram 

montadas placas para o ensaio nos tempos de 24 e 48 horas.  

Para verificação da viabilidade celular, foi aplicado o ensaio de MTT. O MTT é um 

método colorimétrico baseado na biorredução do composto MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Este processo é realizado por enzimas mitocondriais e 

a mudança de coloração do meio reflete diretamente a atividade celular, podendo ser medida 

em termos de absorbância. Decorrido o tempo de exposição ao RuNO2, o meio foi retirado e 

substituído por 100 μL de meio DMEM não suplementado no qual adicionou-se 20 μL da 

solução de MTT e as absorbâncias foram mensuradas em um leitor de microplacas (SpectraMax 

i3) com comprimento de onda de 570 nm de acordo com especificações do fabricante. Foram 

realizados três ensaios independentes e em triplicata nos tempos de 24 e 48 horas. A 

porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela equação 3: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝐴𝑏𝑠̅̅ ̅̅ ̅

570 𝑛𝑚(𝑅𝑢𝑁𝑂2)

𝐴𝑏𝑠̅̅ ̅̅ ̅
570 𝑛𝑚 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)

× 100% 

 

5.12 Análise estatística 

 

Todos os testes foram realizados em triplicatas em três momentos distintos. A 

diferença entre as médias das triplicatas foi verificada através da aplicação do teste One-way 

ANOVA com pós-teste Bonferroni, executados com o auxílio do programa GraphPad Prism 

versão 8.0 para Windows (San Diego, California, USA). Foram considerados estatisticamente 

significativos valores de p <0,05. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Atividade antimicrobiana sobre células planctônicas 

 

Os resultados da atividade antimicrobiana do complexo RuNO2 sobre o crescimento 

planctônico dos microrganismos testados, tanto irradiados (Luz ON) quanto na ausência de 

irradiação (Luz OFF) com luz azul, foram avaliados através dos ensaios de determinação da 

CIM, CBM e do efeito combinado aos antibióticos ampicilina e tetraciclina. Em termos gerais, 

o complexo RuNO2 apresentou efeito bacteriostático e bactericida, tanto na presença quanto na 

ausência de luz conforme apresentado na tabela 3.  

Observou-se que, na presença de luz (Luz ON) o complexo RuNO2 apresentou 

valores de CIM entre 4 e 8 µg/mL para as cepas de S. aureus e S. epidermidis, e CBM entre 4 

e 16 µg/mL. Interessante destacar que este complexo também apresentou efeito bacteriostático 

contra E. coli e P. aeruginosa com valor da CIM de 256 µg/mL para ambas as bactérias.  Na 

ausência de luz (Luz OFF) o complexo RuNO2 apresentou o dobro dos valores da CIM e da 

CBM (entre 8 e 32 µg/mL) para as bactérias Gram-positivas, no entanto, contra E. coli e P. 

aeruginosa os valores da CIM permaneceram os mesmos. 

Ainda conforme a tabela a tabela 3, pelo menos três cepas demonstraram perfil de 

resistência contra os antibióticos ampicilina (Amp) e tetraciclina (Tetra) de acordo com 

recomendações e pontos de cortes (Tabela 2) do CLSI (2015). As cepas S. aureus ATCC 

700698 e P. aeruginosa ATCC 27853, mostraram ser menos sensíveis a ambos os antibióticos 

testados. Em adição, a cepa S. epidermidis ATCC 35984 apresentou resistência ao tratamento 

com Amp, exibindo CIM no valor de 1.024 µg/mL.  
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Tabela 3 – Sensibilidade antimicrobiana de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ao complexo RuNO2 e antibióticos 
 

 

CIM (µg/mL) 

 

 

Bacteria 

 

Complexo/ 

Antibiótico 

S. aureus 

(ATCC 25923) 

S. aureus 

(ATCC 700698) 

S. epidermidis 

(ATCC 12228) 

S. epidermidis 

(ATCC 35984) 

E. coli 

(ATCC 11303) 

P. aeruginosa 

(ATCC 27853) 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

RuNO2 

(Luz ON)     
4 4 8 16 4 4 4 8 256 ND 256 ND 

RuNO2 

(Luz OFF)     
8 16 16 32 8 8 16 32 256 ND 256 ND 

Ampicilina 0,25S 0,5 64R 64 2S 2 1.024R 1.024 1S 2   128R ND 

Tetraciclina 0,25S 4 128R 128 0,25S 4 1S 4 1S 4  64R 128 
Fonte: Próprio autor: (S): bactérias sensíveis; (R): bactérias resistentes; (ND): não determinado. 
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6.2 Atividade combinada a antibióticos 

 

Como o complexo apresentou valores da CIM mais baixos quando irradiado com 

luz azul, todos os demais ensaios foram realizados na presença de luz (Luz ON), assim, de posse 

valores da CIM obtidos nestas condições, o complexo RuNO2 foi avaliado em combinação com 

os antibióticos Amp e Tera, no intuito de potencializar o efeito bacteriostático de ambos.  

Conforme a tabela 4, o complexo RuNO2 combinado a Amp apresentou efeito 

sinérgico sobre todas as cepas de Staphylococcus. Os valores do ICIF variaram de 0,125 a 

0,375.  Foi observado efeito indiferente contra E. coli ATCC 11303 (ICIF = 1,06) e efeito 

antagônico contra P. aeruginosa ATCC 27853 (ICIF >4,0).  

Observando a CIM individual da Amp, percebemos sua considerável redução 

quando combinada com o complexo RuNO2, especialmente em relação as cepas S. aureus 

ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 (ambas resistentes a meticilina) que exibiram 

perfil de resistência. Conforme mostrado na tabela 4, observou-se redução de cerca de 1/4 da 

CIM da Amp contra S. aureus e 1/16 contra S. epidermidis quando este antibiótico foi 

combinado com RuNO2. 

Interessante destacar que RuNO2 em combinação com tetraciclina, apresentou 

efeito sinérgico somente contra E. coli e P. aeruginosa. Destaque para o resultado observado 

entre as combinações, cujo efeito sinérgico foi responsável pela redução de 1/16 nos valores de 

CIM do complexo e de 1/4 nos valores de CIM do antibiótico. Por outro lado, observamos efeito 

indiferente contra S. aureus e S. epidermidis. 
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Tabela 4 – Efeito do complexo RuNO2 combinado aos antibióticos Amp e Tetra contra S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. coli 

 

BACTÉRIAS COMPLEXO DE RUTÊNIO  ANTIBIÓTICO  EFEITO 

 RuNO2 (Luz ON)  Amp 
 

ICIF 

 

 
CIM µg/mL 

(individual) 

CIM µg/mL  

(combinado) 
CIF 

CIM µg/mL 

(individual) 

CIM µg/mL  

(combinado) 
CIF  

S. aureus ATCC 25923 4 0,25 0,0625  0,25 0,0625 0,25 0,312 Sinergismo 

S. aureus ATCC 700698 8 1 0,125  64 16 0,25 0,375 Sinergismo 

S. epidermidis ATCC 12228 4 0,25 0,0625  2 0,5 0,25 0,312 Sinergismo 

S. epidermidis ATCC 35984 4 0,25 0,0625  1.024 64 0,0625 0,125 Sinergismo 

E. coli ATCC 11303 256 256 1,0  1 0,0625 0,0625 1,062 Indiferente 

P. aeruginosa ATCC 27853 256 >256 >2,0  128 >128 >2,0 >4,0 Antagonismo 

 RuNO2 (Luz ON)  Tetra 
 

ICIF 

 

 
CIM µg/mL 

(individual) 

CIM µg/mL 

(combinado) 
CIF 

CIM µg/mL 

(individual) 

CIM µg/mL 

(combinado) 
CIF  

S. aureus ATCC 25923 4 2 0,5  0,25 0,0312 0,125 0,625 Indiferente 

S. aureus ATCC 700698 8 0,5 0,0625  128 64 0,5 0,562 Indiferente 

S. epidermidis ATCC 12228 4 2 0,5  0,25 0,0312 0,125 0,625 Indiferente 

S. epidermidis ATCC 35984 4 4 1,0  1 0,0312 0,0312 1,031 Indiferente 

E. coli ATCC 11303 256 16 0,0625  1 0,25 0,25 0,312 Sinergismo 

P. aeruginosa ATCC 27853 256 16 0,0625  64 16 0,25 0,312 Sinergismo 

Fonte: Próprio autor. Valores da Concentração Inibitória Mínima individual (CIM), Concentração Inibitória Mínima Combinada (CIM), Concentração Inibitória Fracionada 

(CIF) e do Índice da Combinação Inibitória Fracionada (ICIF). ICIF ≤ 0,5 efeito sinérgico, ICIF > 0,5 ≤ 4,0 efeito indiferente, ICIF > 4,0 efeito antagônico.  
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6.3 Atividade antibiofilme: inibição da formação de biofilmes e contagem de célula viáveis  

 

Nas figuras 35, 36, 37 e 38 encontram-se os resultados da atividade antibiofilme do 

complexo RuNO2 (Luz ON) contra as bactérias S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. 

aeruginosa. O efeito antibiofilme foi avaliado pelo método colorimétrico cristal violeta (CV) e 

pela contagem do número de células viáveis no biofilme. As figuras 35 e 36 apresentam os 

resultados dos ensaios de inibição da formação de biofilmes. Já as figuras 37 e 38, demostraram 

os efeitos antibiofilme do complexo RuNO2 contra biofilmes pré-formados das espécies 

bacterianas. 

Conforme mostrado na figura 35, o complexo RuNO2 reduziu a biomassa total dos 

biofilmes de todas as espécies bacterianas com percentuais que variaram de 13 a 99,9% (Figura 

35A-F). As cepas S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 mesmo sendo resistes 

a ampicilina e outros β-lactâmicos, se mostraram sensível a este complexo, apresentado redução 

em mais de 65% de sua biomassa na concentração de 4 µg/mL (concentração da CIM) e de 

99,8% em sua maior concentração de (128 µg/mL) (Figura 35B e D). Para as bactérias E. coli 

e P. aeruginosa observamos percentuais de redução da biomassa em cerca de 90% na 

concentração da CIM (256 µg/mL) e em mais de 40% em concentrações subinibitórias (cerca 

de 1/16 da CIM) conforme pode se verificar na figura 35E-F. 
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Figura 35 – Efeito do complexo RuNO2 sobre a formação de biofilmes de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa 
  

 

Fonte: Próprio autor. Quantificação da biomassa (A – F) através da coloração por cristal violeta (CV). Colunas brancas representam bactérias tratadas 

com diferentes concentrações de RuNO2, colunas pretas representam o controle de bactérias não tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p 

<0,0001 representam diferença estatística em relação ao controle. 
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No ensaio de contagem de células viáveis presentes nos biofilmes, todas as cepas 

testadas mostraram-se suscetíveis, com redução no número de UFC que variaram de 1 a 4 

ordens de grandeza na escala logarítmica (Figura 36A-F). Dentre as cepas usadas neste ensaio, 

mais uma vez S. aureus ATCC 700698 S. epidermidis ATCC 35984, já relatados na literatura 

como resistente a meticilina e designados de MRSA e MRSE, mostraram-se sensíveis ao 

tratamento com RuNO2, pois observou-se redução em mais de 4 ordens na escola logarítmica 

no número de células viáveis na concentração de 32 µg/mL (Figura 36B-D), o que representa 

uma redução de 10.000 vezes, no número destas células presentes no biofilme. E. coli e P. 

aeruginosa apresentaram reduções de cerca de 1 ordem de grandeza em relação ao controle 

quando tratadas com RuNO2 na concentração de 256 µg/mL (Figura 36E-F).
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Figura 36 – Efeito do complexo RuNO2 sobre o número de células viáveis presentes em biofilmes de S. aureus, S. 

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa 
 

Fonte: Próprio autor. Contagem do número de células viáveis (A – F). Colunas brancas representam bactérias tratadas com diferentes concentrações 

de RuNO2, colunas pretas representam o controle de bactérias não tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001 representam 

diferença estatística em relação ao controle. 
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6.4 Atividade sobre biofilmes pré-formados: quantificação da biomassa e enumeração de 

células viáveis  

Além dos ensaios de avaliação sobre a inibição da formação de biofilmes na 

presença do complexo RuNO2, também foi verificado a capacidade do complexo de reduzir a 

biomassa e o número de células viáveis de biofilmes pré-formados (com 24 h de formação), no 

intuito de investigar seu potencial para tratar biofilmes já estabelecidos. 

De modo geral, o complexo RuNO2 (Figura 37A-F), foi capaz de induzir a redução 

da biomassa total das cepas avaliadas neste estudo. Observou-se que os biofilmes de S. 

epidermidis ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC 27853 se mostraram mais sensíveis ao 

tratamento com RuNO2 com redução da biomassa em mais de 65% nas menores concentrações 

(2 µg/mL para S. epidermidis e 4 µg/mL para P. aeruginosa) para ambas as bactérias (Figura 

37D e F). Os biofilmes das demais cepas mostraram-se mais resistentes, no entanto, S. aureus 

ATCC 700698 apresentou comportamento de dose dependência. 
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Figura 37 – Efeito do complexo RuNO2 sobre a biomassa de biofilmes pré-formados de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e 

P. aeruginosa 
 

 

Fonte: Próprio autor. Quantificação da biomassa (A – F) através da coloração por cristal violeta (CV). Colunas brancas representam bactérias tratadas 

com diferentes concentrações de RuNO2, colunas pretas representam o controle de bactérias não tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p 

<0,0001 representam diferença estatística em relação ao controle. 
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Em relação ao número de células viáveis nos biofilmes pré-formados (Figura 38A-

F), RuNO2 reduziu o número de UFC em pelo menos 2 ordens de grandezas na escala 

logarítmica nas concentrações mais altas (128 µg/mL para Gram-positivas e 256 µg/mL para 

Gram-negativas) com exceção do biofilme de P. aeruginosa. Os biofilmes das cepas S. aureus 

ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram os maiores níveis de redução de 

UFC, já que exibiram diminuição de 3 e 4 ordens de grandezas respectivamente (Figura 38B-

C) em relação ao controle. Observou-se que S. aureus ATCC 700698 mostrou diferença 

significativa nas menores (entre 16 e 2 µg/mL), no entanto, houve aumento no número de UFC, 

o que implica aumento na densidade celular. De modo geral, os biofilmes de E. coli e P. 

aeruginosa exibiram diferença significativa (p<0,0001) após tratamento com diferentes 

concentrações de RuNO2 em relação ao controle de bactérias não tratadas. 
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Figura 38 – Efeito do complexo RuNO2 no número de células viáveis em biofilmes pré-formados de S. aureus, S. 

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa 

Fonte: Próprio autor. Contagem do número de células viáveis (A – F). Colunas brancas representam bactérias tratadas com diferentes concentrações de 

RuNO2, colunas pretas representam o controle de bactérias não tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001 representam diferença 

estatística em relação ao controle. 
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6.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

 

Com a finalidade de analisar alterações na morfologia de células planctônicas e na 

densidade celular da biomassa de biofilmes em formação de S. aureus e E. coli dos efeitos do 

complexo RuNO2, eletromicrografias dos biofilmes tratados e não tratados foram obtidas por 

MEV. As imagens obtidas são mostradas nas figuras 39 e 40. 

Conforme mostrado na figura 39A-D, as células bacterianas de S. aureus que 

formam o controle de bactérias não tratadas, apresentam uma morfologia normal, em forma de 

coco e, visivelmente observa-se a integridade da parede e membrana celular. As 

eletromicrografias desse controle de bactérias, também mostraram alta densidade celular 

embebidas na matriz polimérica do biofilme que, estava aparentemente estava crescendo na 

forma tulipa ou aglomerados celulares. Por outro lado, percebe-se também a imensa alteração 

morfológica nas células de S. aureus quando tratadas com RuNO2 irradiado com luz azul na 

concentração de 32 µg/mL (Figura 39E-H), um indicativo que este complexo pode agir no eixo 

parede/membrana celular e, a superfície das células também se apresentam com maior 

rugosidade. É notavelmente visível as células de S. aureus pós-tratamento apresentam-se quase 

como em forma de bacilo, já que as células mostram um algum tipo de alongamento na 

morfologia celular. Observa-se também danos na membrana plasmática, pois também é 

verificado rompimentos na integridade celular como está mostrado na figura 39F.Verificou-se 

também baixa densidade celular e células dispensas sobre a superfície onde o biofilme foi 

formado (Figura 39D-E). 

As mesmas observações também são feitas para E. coli. No controle de bactérias 

não tratadas (Figura 40A-D), mas também irradiadas com luz azul, percebe-se uma alta 

densidade celular constituindo o biofilme e células com integridade preservadas, já que é 

perceptível a presença de bacilos, a morfologia celular característica da bactéria Gram-negativa 

E. coli. No grupo tratado com RuNO2 na concentração de 256 µg/mL (Figura 40E-H), 

praticamente não se observou formação de biofilme, indicando uma baixa densidade celular. 

Ademais as células estão com sua morfologia totalmente alteradas. Percebe-se também 

comprometimento da parede celular e da membrana plasmática.  
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Figura 39 – Eletromicrografias mostrando o efeito do complexo RuNO2 sobre células planctônicas e biofilmes de S. aureus ATCC 

700698 após 24 h de tratamento 

Fonte: Próprio autor. Eletromicrografias (A – D) mostram biofilmes não tratados de S. aureus nas magnificações de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x 

respectivamente. Eletromicrografias (E – H) mostram biofilmes de S. aureus tratados com RuNO2 na concentração de 32 µg/mL nas magnificações de 20.000x, 

40.000x, 60.000x e 65.000x respectivamente.  
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Figura 40 – Eletromicrografias mostrando o efeito do complexo RuNO2 sobre células planctônicas e biofilmes de E. coli ATCC 11303 após 24 h 

de tratamento 

Fonte: Próprio autor. Eletromicrografias (A – D) mostram biofilmes não tratados de E. coli nas magnificações de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x respectivamente. 

Eletromicrografias (E – H) mostram biofilmes de E. coli tratados com RuNO2 na concentração de 256 µg/mL nas magnificações de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x 

respectivamente.  
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6.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser  

 

No intuito de investigar os efeitos de RuNO2 sobre a viabilidade das células de 

biofilmes em formação e pré-formados, foram realizadas análises em microscopia confocal de 

varredura a laser. Nas análises, as células vivas (coradas com SYTO9) apareceram com 

fluorescência verde, e as células mortas (coradas com iodeto de propídio) apareceram com 

fluorescência vermelha. As figuras 41 e 42 apresentam os efeitos de RuNO2 sobre a viabilidade 

das células de biofilmes em formação de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli ATCC 

11303 nas concentrações de 32 e 256 µg/mL respectivamente.  

Como observado em ambas as figuras, no grupo tratado com RuNO2 nas 

concentrações mencionadas, percebeu-se baixa densidade celular, evidenciada pela fina camada 

de células bacterianas, e pouca matriz polimérica compondo a estrutura dos biofilmes de S. 

aureus e E. coli (Figuras 41E-H e 42E-H). Essa baixa densidade celular no biofilme de S. aureus 

evidenciada na concentração teste (32 µg/mL), confirma os resultados encontrados na contagem 

de UFC (Figura 36B), já que após contagem de células viáveis observou-se uma diminuição de 

4 ordens de grandezas no número de células em relação ao controle não tratado, algo estimado 

em uma redução de 10.000x. Por outro lado, os biofilmes de S. aureus no grupo controle (Figura 

41A-D) mostraram células viáveis marcadas em verde e aglomerados de celulares indicando 

uma alta densidade de celular compondo e estruturando o biofilme.  

Para biofilmes de E. coli observamos a redução global no número de células viáveis 

(Figura 42E-H) quando comparados com o controle de crescimento não tratado (Figura 42A-

D) que apresenta muitos aglomerados celulares e um biofilme crescendo tanto na forma de 

tapete quanto de tulipa. O tratamento com RuNO2 na concentração de 256 µg/mL (concentração 

da CIM) também proporcionou efeito antibiofilme, um fato que foi observado pela baixa 

densidade celular e ausência quase completa da biomassa total do biofilme.  

Em biofilmes pré-formados de S. aureus, observamos alta densidade de células 

mortas coradas em vermelho (Figura 43E-H) após tratamento com RuNO2 na concentração de 

64 µg/mL, um indicativo da internalização de iodeto de propídio e sua ligação ao DNA 

citoplasmático, algo ocasionado por danos na integridade da membrana celular. Nos biofilmes 

sem tratamento (Figura 43A-D) é visível a alta densidade de célula viáveis com acentuada 

fluorescência verde, assim como a manutenção de um biofilme bem robusto. 
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Figura 41 – Micrografias da avalição do efeito do complexo RuNO2 sobre a formação de biofilmes de S. aureus ATCC 700698 tratados por 24 

horas 

 Fonte: Próprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes de S. aureus ATCC 700698 (MRSA). (E – H) biofilmes de S. aureus ATCC 

700698 (MRSA) tratados com RuNO2 na concentração de 32 µg/mL. Magnitude: 600× (A - H). Lasers: 488 nm para detecção de SYTO9 e 561 nm para detecção de iodeto de 

propídio. 
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Figura 42 – Micrografias da avalição do efeito do complexo RuNO2 sobre a formação de biofilmes de E. coli ATCC 11303 tratados por 24 horas 

Fonte: Próprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes de E. coli ATCC 11303. (E – H) biofilmes de E. coli ATCC 11303 tratados com 

RuNO2 na concentração de 256 µg/mL. Magnitude: 600× (A - H). Lasers: 488 nm para detecção de SYTO9 e 561 nm para detecção de iodeto de propídio. 
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Figura 43 – Micrografias da avalição do efeito do complexo RuNO2 sobre biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC 700698 tratados após 24 

horas de crescimento 

Fonte: Próprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC 700698 (MRSA). (E – H) biofilmes pré-

formados de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) tratados com RuNO2 na concentração de 64 µg/mL. Magnitude: 600× (A - H). Lasers: 488 nm para detecção de SYTO9 e 561 

nm para detecção de iodeto de propídio. 
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6.7 Fotoclivagem de DNA 

 

Com o objetivo de compreender a relação entre sua estrutura química e o efeito 

antimicrobiano do complexo RuNO2, investigamos a interação in vitro desse complexo com 

DNA plasmidial pBR322 através da técnica de eletroforese em gel de agarose, tanto sob 

irradiação com luz azul (λirr = 463 nm) ou incubado no escuro (Figura 44). As pistas de controle 

de DNA com ou sem o complexo [Ru(bpy)3]
2+ mostraram que o plasmídeo pBR322 não 

apresentou degradação (forma I; Figura 44). O complexo RuNO2 na ausência de irradiação, não 

apresentou qualquer evidência de clivagem de DNA mesmo em concentrações de até 100 µM 

(Figura 44). Por outro lado, RuNO2 sob irradiação de luz azul, promoveu uma clara clivagem 

do DNA, levando à formação de DNA fragmentado (forma II), algo que pode estar relacionado 

a liberação de NO e sua capacidade de reagir com O2 e degradar DNA. 

 

Figura 44 – Ensaio de fotoclivagem de DNA plasmidial pBR322 

Fonte: Laboratório de Bioinorgânica- UFC. A pista 2 mostra apenas DNA de pBR322. O DNA plasmídico foi 

incubado com RuNO2 nas concentrações de 100, 50, 30 µM tanto irradiado por luz azul por 1 h, quanto na ausência 

de irradiação. O complexo TBP = [Ru(bpy)3]2+ foi utilizado como controle positivo para DNA fotoclivado. 
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6.8 Atividade hemolítica 

 

Em relação a atividade hemolítica, observamos que o complexo RuNO2 apresentou 

baixo percentual de hemólise (entre 2 a 4%) apenas para as concentrações de 64 e 128 μg/mL 

(Figura 45). Não foi observada hemólise nas concentrações que variaram de 2 a 32 μg/mL, algo 

dentro da faixa de concentrações da CIM e CBM; além disso, não foi observada hemólise 

quando foram utilizados NaCl 0,15 M ou DMSO 4% (controles negativos). O controle positivo 

(SDS 1%) apresentou 100% de hemólise.  

 

Figura 45 – Atividade hemolítica do RuNO2 em eritrócitos  

humanos  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Próprio autor.**p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001 

representam diferença estatística em relação ao controle de hemólise 

total (SDS 1%). 
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6.9 Avaliação do efeito citotóxico sobre fibroblastos murinos 

 

Conforme mostrado na figura 46, os resultados indicam que não houve diferença 

estatística entre o controle e os grupos tratados com diferentes concentrações de RuNO2 nas 

primeiras 24 h (Figura 46A). Após 48 h (Figura 46B), foi observado efeito citotóxico em 

praticamente todas as concentrações, no entanto, como não houve redução da viabilidade 

celular em mais de 50%, o que indica que o complexo não apresenta toxicidade. Ademias, a 

avaliação morfológica das células através de microscopia não mostrou alterações morfológicas 

após tratamento com RuNO2 (dados não mostrados). 

 

Figura 46 – Efeito de RuNO2 sobre a viabilidade de células L929 

Fonte: Próprio autor. As células foram tratadas com diferentes concentrações (128 - 2 µg/mL) de RuNO2. A 

viabilidade celular (%) foi medida por ensaio MTT. A) Efeito de RuNO2 sobre a viabilidade celular por 24 horas. 

B) Efeito de RuNO2 sobre a viabilidade celular por 48 horas. (n = 6, média ± SD). (*; **; *** p< 0,05 quando 

comparado ao controle (DMSO 1%). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Por muitas décadas, os antimicrobianos têm sido eficazes no tratamento ou 

prevenção de uma ampla gama de doenças infecciosas, no entanto, sua eficiência está sendo 

colocada em risco, devido ao surgimento progressivo de microrganismos mais resistentes aos 

antibióticos tradicionais (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Patógenos como P. aeruginosa, 

E. coli, S. aureus e S. epidermidis resistentes a meticilina, estão no topo das preocupações 

globais, para pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, o que representa 

um passo importante no combate a RAM (BURNHAM et al., 2017; GHOSH et al., 2021; 

MURRAY et al., 2022).  

Nas últimas décadas, pesquisas consideráveis sobre a concepção e desenvolvimento 

de novos antimicrobianos foram desenvolvidas e, apesar de um grande número de novas 

moléculas ou compostos, tanto de origem natural quanto sintética, terem sido investigadas 

visando combater microrganismos multirresistentes, poucas demonstram um efeito 

antimicrobiano efetivo ou conseguem progredir para ensaios clínicos (GHOSH et al., 2018; 

KAVIYARASU et al., 2017; AMARIEI et al., 2018; MAGDALANE et al., 2018).  

Nesse cenário, onde de um lado se tem a crescente ameaça da resistência 

antimicrobiana e do outro, a preocupação global da iminência de uma período pós-antibiótico, 

onde lesões e infecções comuns podem voltar a ser letais (WHO, 2021), compostos à base de 

metais tem demonstrado excelentes atividades terapêuticas, com destaque para os complexos 

de rutênio que tem exibido significativas atividades antiparasitária (SILVA et al., 2010), 

anticancerígena (SOUSA et al., 2016) e antimicrobiana (ABREU et al., 2017; da SILVEIRA 

CARVALHO et al., 2017; ANDRADE et al., 2020),  que somado à TFDa, representa uma 

alternativa promissora para combate e controle da RAM (MULANI, et al., 2019; 

PIETROWSKA et al., 2022; YOUF et al., 2022).  

Neste estudo, foram avaliadas as atividades antimicrobiana, o efeito combinado a 

antibióticos e a citotoxicidade do complexo RuNO2 irradiado por luz azul (Luz ON) contra 

bactérias de interesse clínico. Os ensaios para verificação do efeito do complexo sobre o 

controle do crescimento microbiano mostraram que RuNO2 (Luz ON) exibiu efeito 

bacteriostático e bactericida sobre as cepas bacterianas avaliadas com valores de CIM e CBM 

variando de 4 a 16 µg/mL para S. aureus e S. epidermidis e apenas CIM de 256 µg/mL para E. 

coli e P. aeruginosa (Tabela 4), algo que pode estar relacionado a capacidade deste complexo 

de liberar NO. Observamos também que o complexo apresentou CIM e CBM na ausência de 

luz (Luz OFF), com valores de CIM e CBM dobrados (entre 8 e 32 µg/mL).  
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Resultados similares aos deste estudo também foram relatados por Sousa et al. 

(2020b), que ao avaliarem o efeito antimicrobiano de um complexo nitrosil (doador de NO) 

perceberam um maior efeito inibitório deste, do que seu precursor (sem NO em sua 

composição), indicando que a liberado de NO está provavelmente relacionado à capacidade 

microbicida mais eficaz de compostos quando este está em sua estrutura.  

A literatura demonstra que o NO possui atividade citotóxica, que é empregado até 

mesmo pelas nossas próprias células de defesa (por exemplo, macrófagos) contra patógenos, 

visando muitas biomoléculas (por exemplo, lipídios da membrana celular, proteínas e até 

mesmo DNA) (SILVA et al., 2018). Outras características de interesse indicam que o NO como 

radical livre reativo, também inibe a fixação bacteriana, destruindo as proteínas de adesão e 

inibindo as principais metaloproteínas responsáveis pela respiração celular bacteriana (YANG 

et al., 2017). Além disso, há relatos que sustentam que o NO pode causar alteração química do 

DNA e inibição de enzimas de reparo bem conhecidas desta macromolécula (FANG, 1997; 

SCHAIRER et al., 2012).  

Trabalho similar realizado por Abreu et al. (2017), investigaram complexos de 

rutênio com ligantes polipiridina e fosfina e verificaram o efeito antimicrobiano contra bactérias 

Gram-positivas quando estes eram irradiados com LED azul. Por sua vez, e da Silveira Carvalho 

et al. (2017), que também avaliaram a atividade antimicrobiana do complexo cis-

[RuCl(CO)(dppb)(dppz)]+ que com irradiação de luz LED azul, mostrou resultados de inibição 

de crescimento contra S. aureus e S. epidermidis, apresentando CIM bem próximos as da 

amicacina, um agente antimicrobiano de referência, e uma excelente atividade de inibição 

contra Candida albicans, algo que não foi observado contra bactérias Gram-negativas. De todo 

modo, ambos os trabalhos concluíram que o mecanismo de ação destes complexos poderia 

envolver sua forte ligação ao DNA e a geração de 1O2.  

Segundo Macgowan e Macnaughton (2017), as espécies bacterianas Gram-

negativas apresentam uma maior resistência a ação de agentes antimicrobianos (o que incluí o 

complexo RuNO2 avaliado neste estudo), algo que pode estar relacionado a estas bactérias 

possuírem resistência intrínseca, que envolve sua morfologia e fisiologia, ou adquirida, por 

meio de THG. Em nosso estudo e outros (ABREU et al., 2017; da SILVEIRA CARVALHO et 

al., 2017; SOUSA et al., 2020b; ANDRADE et al., 2020) bactérias como E. coli e P. aeruginosa 

mostraram níveis elevados de resistência, mostrando altos valores de CIM para os complexos, 

ou a ausência de uma concentração inibitória nas concentrações avaliadas. Livermore (2012), 

atribui a resistência a bactérias Gram-negativas, pelo fato de possuírem mecanismos 

moleculares de resistência contra os antimicrobianos, sendo que, os mais comuns, envolvem 
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alterações nas proteínas ligadoras de penicilina (PBP), produção de β-lactamases de espectro 

estendido (ESBL) e bombas de efluxo. 

Corroborando com essa hipótese, Li et al. (2015), ao reexaminarem o complexo 

[Ru (Me4phen)3]
2+, observaram que este apresentava alta atividade bactericida em relação a 

bactérias Gram-positivas, e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas, levando-os a 

propor que o complexo foi acumulado pelas bactérias, e que, a extensão da acumulação, está 

mais ou menos correlacionada com a sua atividade bactericida (S. aureus> MRSA> E. coli> P. 

aeruginosa). Como [Ru(Me4phen)3]2+ mostrou-se ser mais facilmente acumulado por espécies 

bacterianas Gram-positivas e, concluíram que a extensão dos efeitos antimicrobianos seja 

dependente da acumulação intracelular do complexo e sua consequente ligação irreversível a 

alvos moleculares (LI et al., 2015). 

Atualmente, uma grande variedade de formulações de complexos de rutênio estão 

sendo estudadas como potenciais agentes antimicrobianos para combater a ameaça iminente da 

RAM. No entanto, na literatura ainda são escassos os estudos de avaliação da combinação o 

entre complexos de rutênio e antibióticos, dessa forma, neste estudo avaliamos a interação entre 

diferentes concentrações do complexo RuNO2 combinado com os antibióticos ampicilina e 

tetraciclina. Conforme mostrado na tabela 4, a combinação entre o RuNO2 e ampicilina, 

resultou em um efeito sinérgico quando avaliado contra S. aureus e S. epidermidis, algo 

interessante que nos leva a ampliar a compreensão dos possíveis mecanismos de ação do 

complexo. Curiosamente, nenhuma interação e até mesmo efeito antagônico foi observado 

quando RuNO2 combinado a ampicilina foi avaliado contra E. coli e P. aeruginosa, algo que 

pode estar relacionado à presença da membrana externa neste grupo de bactérias, ou mesmo a 

outros mecanismos de resistência como bomba de fluxo (LIVERMORE, 2012; ABREU et al. 

2017). 

Os ensaios da combinação entre RuNO2 e tetraciclina mostraram dois resultados 

distintos: 1) nenhuma interação contra bactérias Gram-positivas; 2) efeito sinérgico contra 

bactérias Gram-negativas. Estes resultados podem reforçar a ideia de que o complexo RuNO2 

é absorvido e acumulado no citoplasma bacteriano e interage reversivelmente com alvos 

intracelulares, como DNA, RNA, proteínas, membranas ou outros metabólitos, causando danos 

e consequentemente morte celular, conforme demonstrado por Sousa et al. (2018). No nosso 

caso, suspeitamos que a combinação com tetraciclina permitiria uma melhor absorção do 

RuNO2, facilitando a liberação de NO intracelular e a interação com as biomoléculas e 

estruturas já citadas, ou ainda alteração da permeabilidade da membrana externa após interação 

com RuNO2, o que poderia facilitar a entrada da tetraciclina. 
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Em publicação recente, Andrade et al. (2020), avaliaram o efeito combinado aos 

antibióticos ampicilina e tetraciclina de um complexo denominado de RuNN com ligantes 

fosfina e quinona e verificaram efeito sinérgico, aditivo e antagônico contra S. aureus e S. 

epidermidis. Ainda segundo os autores, o complexo RuNN exibiu efeito sinérgico em 

combinação com a ampicilina que reduziu significativamente os valores da CIM deste 

antibiótico contra S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984, cepas resistentes aos 

antibióticos β-lactâmicos. Outros trabalhos que envolveram a síntese e a atividade 

antimicrobiana de um quelato Ru (III)–trimetoprima (TMP), e de um complexo Ru(II)-areno, 

combinados com o antibiótico ciprofloxacina e um derivado de ciprofloxacina (CipA), também 

apresentaram efeito sinérgico ou aditivo (DEMIREZEN et al., 2012; UDE et al., 2016). 

Dentro do espectro de ação antimicrobiana do complexo RuNO2 avaliados neste 

estudo, encontra-se a atividade antibiofilme. Os biofilmes são responsáveis por até 80% de 

todas as causas de infecções bacterianas crônicas e recorrentes em humanos (SHARMA; 

MISBA; KHAN, 2019), sendo que a presença de biofilmes foi confirmada em mais de 90% das 

superfícies secas em unidades de terapia intensiva (PARVIN et al., 2019). Atualmente, a 

presença de bactérias resistentes a antibióticos e as infecções por elas causadas constituem uma 

enorme ameaça à saúde pública (FOTINOS et al., 2008), um problema que é agravado pela 

presença de bactérias em biofilmes, um mecanismo de sobrevivência microbiano que as torna 

até 1.000 vezes mais resistentes à desidratação, fagocitose, toxicidade de metais, exposição a 

ácidos e antibióticos do que em sua forma planctônica (OTTER et al., 2015).  

Em relação atividade antibiofilme de RuNO2 (Figuras 35, 36, 37 e 38), observou-

se que houve redução significativa da biomassa total dos biofilmes em formação e pré-

formados. Em sua maior concentração (128 µg/mL para Gram-positivas e 256 µg/mL para 

Gram-negativas), o complexo reduziu em pelo menos 90% a biomassa dos biofilmes das 

bactérias avaliadas. As cepas S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 mesmo 

sendo resistes a ampicilina e outros β-lactâmicos, se mostraram sensível a este complexo, 

apresentado redução em mais de 65% de sua biomassa na concentração de 4 µg/mL 

(concentração da CIM) e de 99,8% em sua maior concentração de (128 µg/mL) (Figura 35B e 

D). Mesmo em concentrações subinibitórias, observou-se mais 40% de redução da biomassa 

total dos biofilmes de E. coli e P. aeruginosa (Figura 35E-F). Como foi observado atividade 

bacteriostática e bactericida deste complexo, a redução da biomassa pode estar relacionada com 

a diminuição de células planctônicas, resultado de danos ocasionados na parede celular e/ou 

membrana plasmática após tratamento por RuNO2. Segundo Sharma et al. (2012), danos em 

estruturas bacterianas como paredes e membranas, interferem na capacidade das bactérias de se 
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ligarem a células hospedeiras, e bloqueiam sua capacidade de se ligar umas às outras para 

iniciarem a formação de biofilmes. 

Com relação ao efeito do tratamento de RuNO2 sobre as células viáveis nos 

biofilmes de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa, este estudo mostrou redução 

significativa no número de UFC com diferenças estatísticas (p <0,0001) em relação ao controle 

sem tratamento. Em alguns casos, a redução no número de células viáveis chegou a 4 ordens de 

grandeza na escala logarítmica em relação ao controle (Figura 36B-D), o que representou uma 

diminuição de 10.000 vezes no número de células. Em estudo reportado na literatura, Murray 

et al. (2012), fizeram a relação entre a contagem de células viáveis no biofilme, para determinar 

se a morte celular bacteriana poderia contribuir para mudanças na produção e estabilidade da 

matriz de SPE do biofilme, em comparação, os resultados encontrados em neste estudo sugerem 

que a diminuição no número de células viáveis ocasionados pelo efeito bacteriostático ou 

bactericida de RuNO2, provavelmente interferiu na densidade celular e consequentemente na 

produção da matriz de SPE do biofilme, um fato que pôde ser comprovado pela microscopia 

confocal e eletrônica de varredura. 

Em relação aos biofilmes pré-formados, o complexo também exibiu atividade 

antibiofilme com reduções estatisticamente significativas (p< 0,0001) na biomassa total e no 

número de células viáveis, em relação ao controle de bactérias sem tratamento. Até mesmo 

cepas bacterianas com perfil de resistência (S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 

35984) e requerem concentrações até 1.000 vezes mais elevadas de antibióticos, se mostraram 

sensíveis ao tratamento com RuNO2 que induziu a redução da biomassa total em mais de 75% 

na concentração de 128 µg/mL. Do mesmo modo, o número de células viáveis que mesmo 

estando protegidas no interior da matriz contra a dessecação, a ação de biocidas oxidantes, 

alguns antibióticos, (FLEMMING; WINGENDER, 2010), sofreram a ação do complexo 

RuNO2 com diminuição do número de células viáveis entre 2 a 4 ordens na escala logarítmica, 

nas maiores concentrações (62 e 128 µg/mL). 

Trabalho similar realizado por Jiang et al. (2022) ao avaliarem o efeito antibiofilme 

de três complexos polipiridina de rutênio ligados a trifenilamina designados de Ru-1, Ru-2 e 

Ru-3, observaram que este último provou ser o complexo mais eficaz e de acordo com os 

resultados, a formação de biofilme na presença de Ru-3 foi significativamente reduzido em 

27% e 41% na concentração de 1 μg/mL e 2 μg/mL, respectivamente, um resultado que segundo 

os autores indicaram que o Ru-3 pode obviamente inibir a formação de biofilme na 

concentração subinibitória. Em seguida, os autores também realizaram um ensaio de ataque ao 

biofilme bacteriano para explorar ainda mais se o Ru-3 poderia reduzir o número de células 
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viáveis no biofilme. De modo geral, os autores observaram que Ru-3 apresentou um efeito 

significativo na morte de S. aureus no biofilme, e com o aumento da concentração de Ru-3, o 

número de bactérias vivas no biofilme diminuiu drasticamente, sendo que o número de S. 

aureus sobreviventes no biofilme diminuiu inicialmente 8,6 log10 para 0 log10 UFC/mL, quando 

a concentração de Ru-3 foi de 32 μg/mL, exatamente igual ao seu valor de MBC, dados que 

indicaram que Ru-3 pode inibir não apenas a formação de biofilmes, mas também os biofilmes 

bacterianos já formados, sugerindo que o comportamento antimicrobiano do Ru-3 

provavelmente não é propenso à resistência aos medicamentos. 

A fraca permeabilidade dos antibióticos tradicionais é uma das principais razões 

para a diminuição da sua capacidade terapêutica e o aumento de bactérias multirresistentes 

(SUN et al., 2021; YAN; BASSLER, 2019; GAFUR et al., 2020). Portanto, a excelente 

capacidade de danificar a membrana deve ser uma característica importante dos agentes 

antibacterianos recentemente desenvolvidos (WANG et al., 2019). Nesse sentido, para verificar 

se RuNO2 pode causar danos a integridade da membrana bacteriana ou de sua parede celular, 

foram realizados ensaios de MEV e microscopia confocal. 

As eletromicrografias obtidas por MEV (Figuras 39 e 40) e as micrografias obtidas 

por microscopia confocal (Figuras 41, 42 e 43), mostraram a ação de RuNO2 na parede celular 

e membrana plasmática de S. aureus e E. coli. Como apresentado na seção dos resultados, é 

perceptível a imensa alteração morfológica nas células de S. aureus quando tratadas com 

RuNO2 na concentração de 32 µg/mL (Figura 39H), um indicativo que este complexo causou 

danos na parede celular, pois as células de S. aureus pós-tratamento apresentam-se na forma de 

bacilo. Além disso, como uma das funções da parede celular é manter a morfologia das células 

bacterianas, qualquer interferência ou mesmo a ausência desta estrutura, causa alterações na 

forma das bactérias. Verificou-se também baixa densidade celular e células dispersas sobre a 

superfície onde o biofilme foi formado (Figura 39E-H), confirmando-se assim a redução da 

matriz de SPE, um componente que corresponde a mais de 80% da matéria orgânica da massa 

seca do biofilme (RHOADS; WOLCOTT; PERCIVAL, 2008), e resultando na redução da 

quantificação da biomassa, e no número de células viáveis também avaliados neste estudo.  

Segundo Anderson e O’Toole (2008), a matriz protege as células de agressões 

externas e age como barreira para difusão de pequenas moléculas, nesse sentido, a redução da 

matriz pelos complexos de rutênio pôde tornar as células mais suscetíveis, considerando que é 

um dos mecanismos de resistência dos biofilmes. Por sua vez as eletromicrografias de biofilmes 

de E. coli (Figura 40E-H) mostraram modificações na morfologia da parede celular bacteriana, 

exibindo células com superfícies irregulares, enrugadas e aparentemente rompidas. Sun et al., 
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(2015) investigando os efeitos antibacterianos do complexo de rutênio (II) RuBP e o mecanismo 

de ação deste sobre bactérias Gram-positivas, concluíram que o complexo pôde inibir o 

crescimento de espécies bacterianas como S. aureus e M. tetragenus, sendo que, observações 

de MEV de ambas as bactérias tratadas com RuBP, mostraram danos na parede celular e na 

integridade da membrana, o que deve ter induzido a inibição do crescimento e a morte celular. 

A microscopia confocal de biofilmes pré-formados de S. aureus, evidenciou que 

que o tratamento com RuNO2 foi capaz de se difundir pelas estruturas tridimensionais 

complexas do biofilme bacteriano que é constituída de componentes como água (até 97%), 

polissacarídeos, proteínas e enzimas, DNA e RNA, e atingiu a alta densidade de células 

bacterianas (cerca de 2–5% do biofilme), causando ruptura das membranas bacterianas, um fato 

observado pela alta fluorescência vermelha (Figura 43E-H) através da internalização do iodeto 

de propídio, um fluoróforo que se liga ao DNA de bactérias que apresentam lesões na 

integridade da membrana plasmática (CASTELO-BRANCO et al., 2016), o que também é 

consistente com os dados obtidos através da MEV (Figura 39G-H). 

A observação morfológica de amostras bacterianas de S. aureus tratadas com 

complexos de rutênio também foram avaliadas por MEV por Jiang et al. (2022). Neste estudo, 

os autores também observaram que as bactérias do grupo controle apresentavam uma superfície 

celular completa e lisa, sem ruptura, no entanto, no grupo tratado com Ru-3 na concentração de 

4 μg/mL por 2 h, a maioria das estruturas bacterianas foram deformadas, colapsadas e muitas 

ondulações foram observadas, revelando que o tratamento com Ru-3 levaria à destruição física 

de membrana celular. 

Nesse mesmo estudo, Jiang et al. (2022), observaram também diferenças entre o 

grupo tratado com Ru-3 e o grupo controle de crescimento bacteriano quando expostos aos 

fluoroforos 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) e iodeto de propídio iodeto (PI). O DAPI pode 

entrar em células vivas e mortas e produzir fluorescência azul, enquanto o PI só pode entrar em 

células com membrana danificada e combinar-se com ácido nucleico para produzir 

fluorescência vermelha (Sun et al., 2021), dessa forma, os autores observaram fluorescência 

azul apenas no grupo controle, sugerindo membranas celulares intactas de S. aureus, em 

contraste, foi observada fluorescência azul e vermelha para os grupos Ru-3, indicando que Ru-

3 pode efetivamente desintegrar a membrana de S. aureus na concentração de 4 μg/mL. 

Em relação ao bioensaio de fotoclivagem de DNA com o complexo, observamos 

que RuNO2 não apresentou qualquer evidência de clivagem de DNA na ausência de irradiação 

de luz azul, mesmo na maior concentração (100 µM) (Figura 44). Por outro lado, sob irradiação 

de luz, o complexo promoveu a clivagem eficiente do DNA, levando à formação de DNA 
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fragmentado (Figura 44 - forma II). Em estudo recente, foi mostrado que um complexo nitrosila 

designado de ct-[RuCl(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)]2+ promoveu a clivagem eficiente do DNA 

mesmo sem luz, no entanto, também verificou-se que essa degradação é potencializada pela luz 

azul (SOUSA et al., 2020b). De modo geral, isto pode ser explicado pelo fato do NO ligado a 

este composto ser liberado espontaneamente em poucas horas, mas, ter seu processo de 

liberação acelerado quando irradiado por luz azul. De todo modo, o complexo diaqua 

[Ru(H2O)2(dppb)(4,4-Mebipy)]2+ formado após a liberação de NO é capaz de degradar 

rapidamente o DNA e pode ser parcialmente responsável por este resultado (SOUSA et al., 

2020b). Além disso, o NO pode, direta ou indiretamente através de uma reação com O2 ou O2, 

danificar o DNA, inibir muitas funções enzimáticas e induzir a peroxidação lipídica causando 

danos à membrana, sendo responsável pela maioria das propriedades antimicrobianas 

(BOGDAN; ILINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; de LIMA et al., 2005; KOTTUR; NAIR, 

2016).  

Fazendo um comparativo entre o possível mecanismo de ação antimicrobiana do 

complexo nitrosila [RuCl(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)]2+ e do complexo RuNO2, observamos que 

esses complexos exibem efeito antimicrobiano através de diferentes mecanismos quando 

mantidas na ausência de luz. Entretanto, após irradiação com luz azul, suspeitamos que tanto o 

complexo nitrosila quanto RuNO2 possuem mecanismo de ação semelhante, e provavelmente 

estão relacionados à fotoliberação de NO. 

Nesse estudo também avaliamos a citotoxicidade de RuNO2 através da mensuração 

da atividade hemolítica e da viabilidade em cultura de células L929. A toxicidade de qualquer 

composto que tenha finalidade de aplicações farmacológicas, incluindo parâmetros hemolíticos, 

é muito importante fornecer informações sobre as interações entre moléculas e entidades 

biológicas a nível celular, sendo considerado um indicador de citotoxicidade geral para células 

normais (GHOSH et al., 2018). De modo geral, a porcentagem de atividade hemolítica do 

complexo RuNO2 foi inferior a 5% em todas as concentrações testadas (Figura 45). A ausência 

deste efeito colateral favorece a realização de mais estudos sobre metalocompostos com 

potencial administração endovenosa de acordo com sua concentração. Vários medicamentos 

utilizados na terapêutica que foram relatados como promotores de hemólise em uma taxa de até 

5%, foram considerados clinicamente seguros (JIN et al., 2018). Nesse caso, o ensaio de 

hemólise realizado neste estudo mostrou segurança para possíveis usos de RuNO2 em terapias 

futuras, de acordo com o interesse em suas atividades em sistemas biológicos. 

 Em relação a atividade citotóxica sobre células de fibroblastos murinos (L929) 

RuNO2 apresentou resultados que demonstram margem de segurança quanto a citotoxicidade 
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(Figura 46). Considerando que em nenhuma das concentrações avaliadas o complexo foi capaz 

de reduzir a viabilidade celular em mais de 50% quando tratadas no período de 24 a 48 h, 

percebeu-se uma citotoxicidade muito baixa em linhagens de células saudáveis, o que pode 

indicar que este composto pode apresentar algum tipo de seletividade, no entanto esta hipótese 

precisa ser avaliada.  

Estudos realizados Nunes et al. (2019), avaliaram a viabilidade de células normais 

de fibroblastos murinos (L929) e adenocarcinoma humano (pulmão A549, próstata LNCAP e 

mama MCF-7), quando tratadas com isoniazida (INH) e com o complexo bipiridíco Ru-INH, 

sendo os ensaios conduzidos com e sem irradiação de luz azul. Com a irradiação de luz azul, os 

autores notaram um aumento na citotoxicidade do Ru-INH para as linhagens celulares L929 e 

A549, mas foi menos eficaz para células MCF-7 e LNCAP. Os resultados mostraram ainda que 

a INH sozinha teve um efeito citotóxico contra ambas as células normais e tumorais. Por outro 

lado, quando o INH foi conjugado ao metal rutênio (II) complexo, seu efeito antitumoral tornou-

se mais seletivo, principalmente no adenocarcinoma da próstata (LNCAP), notando ainda que 

Ru-INH não apresentou efeitos tóxicos contra células normais (L929) quando comparado às 

células cancerígenas e concluíram que esses resultados são animadores e apoiam um bom índice 

de seletividade para o uso potencial de Ru-INH também como agente antitumoral. 

Outro estudo realizado por Oliveira et al. (2020), investigou o efeito citotóxico e 

antitumoral dos complexos bipiridícos Ru-biot e Ru-anth fotoativados contra quatro tipos de 

células de mamíferos (HaCaT, LS174T, A549 e MCF-7) pelo ensaio MTS. Os resultados 

encontrados pelos autores mostraram que o complexo metálico não biotinilado (Ru-anth) não 

apresentou nenhuma atividade de citotoxicidade promissora sem ou com irradiação luminosa. 

Por outro lado, o complexo biotinilado (Ru-biot) induziu uma redução dramática na viabilidade 

das células cancerígenas, particularmente contra células A549 e MCF-7. Notavelmente, o Ru-

biot sem irradiação de luz não causou qualquer redução na viabilidade celular. No entanto, a 

irradiação de luz azul promoveu um efeito citotóxico significativo.  

Notadamente, percebe-se que além do efeito antimicrobiano dos complexos de 

rutênio citados ao longo deste estudo, há um certo grau de seletividade de citotoxicidade destes 

complexos sobre células cancerígenas em relação as células normais, no entanto, os 

mecanismos de ação que envolvem a citotoxicidade precisa de maiores investigações. 
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8 CONCLUSÕES 

 

• O complexo de rutênio RuNO2 irradiado com luz azul, apresentou atividade 

antibacteriana e antibiofilme contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;   

• Os resultados da combinação com os antibióticos ampicilina e tetraciclina, exibiram 

efeito sinérgico, e/ou antagônico, sendo que cepas resistentes a estes antibióticos, se 

mostraram sensíveis quando tratadas em combinados com o complexo RuNO2; 

• O efeito antibiofilme foi observado através da inibição da formação e da redução do 

número de células viáveis para biofilmes em formação e por meio da redução da 

biomassa e do número de células viáveis para biofilmes pré-formados; 

• A MEV e confocal, evidenciaram a ação do complexo RuNO2 sobre a parede celular e 

a membrana plasmática tanto de S. aureus quanto de E. coli, apontando assim para seu 

possível mecanismo de ação envolver tanto o complexo em si, ou a liberação de NO;  

• O ensaio envolvendo a degradação de DNA in vitro, mostrou a capacidade do complexo 

de causar fotoclivagem, possivelmente também através da liberação de NO; 

• Os resultados da citotoxicidade sobre eritrócitos humanos e células murinas L929, 

demonstraram um perfil de segurança para aplicações futuras do complexo RuNO2 em 

sistemas biológicos; 

• Estudos envolvendo a citotoxicidade in vivo em modelos de peixe zebrafish adulto ou 

camundongos, verificação da atividade antitumoral contra as células tumorais de 

pulmão A549, próstata LNCAP e mama MCF-7 e a detecção da indução da produção 

de ERO, são perspectivas futuras deste estudo. 
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