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RESUMO 

 

A resistência antimicrobiana é um problema crescente que vem se tornando uma das maiores 

ameaças à saúde global, principalmente em relação à ineficiência das terapias antimicrobianas. 

No âmbito hospitalar, esse fato se torna ainda mais preocupante, visto que muitas mortes são 

causadas por Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS), provocadas, muitas vezes, 

por bactérias resistentes. Diante este cenário, complexos de rutênio se destacam como uma 

alternativa aos medicamentos atuais, visto que trabalhos anteriores mostraram a atividade 

antibacteriana desses compostos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade 

antimicrobiana e antibiofilme do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ contra as bactérias de 

importância clínica Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC700698 

(SARM), Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus epidermidis ATCC35984 

e Escherichia coli ATCC11303. Para avaliação da atividade antimicrobiana, analisou-se a 

concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM). A atividade 

antibiofilme foi testada através do método de coloração com cristal violeta (CV) da biomassa, 

para posterior quantificação, e enumeração de células viáveis, por meio da contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFC). As bactérias Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis 

mostraram-se mais susceptíveis ao composto quando comparadas à bactéria Gram-negativa E. 

coli. Os resultados de CIM variaram entre 7,8 a 125 µg/mL, já em relação a CBM, foram obtidas 

concentrações bactericidas de 15,6 a 250 µg/mL. Na quantificação de biomassa as reduções 

variaram entre 6,3 a 99,9% para todas as cepas testadas, já na enumeração de células viáveis, 

as diminuições foram de 0,01 logs até a redução total de UFCs. Em conclusão, verificou-se o 

potencial do complexo de rutênio no controle do crescimento microbiano como também na 

inibição da formação de biofilmes. 

 

Palavras-chave: IRAS. Resistência antimicrobiana. Biofilmes. Complexo de Rutênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance is an increasing problem which has become one of the biggest threats 

to global health, especially in relation to the inefficiency of antimicrobial therapies. In the 

hospital context, this fact becomes even more worrying, since many deaths are caused by 

Healthcare-Associated Infections (HAI), often caused by resistant bacteria. Given this scenario, 

ruthenium complexes stand out as an alternative to current drugs, since previous works showed 

the antibacterial activity of these compounds. The present study aimed to evaluate the 

antimicrobial and antibiofilm activity of the [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ complex against the 

clinically important bacteria Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus 

ATCC700698 (MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus 

epidermidis ATCC35984 and Escherichia coli ATCC11303. To evaluate the antimicrobial 

activity, the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) were analyzed. Antibiofilm activity was tested using the crystal violet (CV) staining 

method of the biomass, for subsequent quantification and enumeration of viable cells, by 

counting colony forming units (CFU). Gram-positive bacteria S. aureus and S. epidermidis were 

more susceptible to the compound when compared to Gram-negative bacteria E. coli. The MIC 

results ranged from 7.8 to 125 µg/mL, whereas in relation to CBM, bactericidal concentrations 

of 15.6 to 250 µg/mL were obtained. In the quantification of biomass, the reductions ranged 

from 6.3 to 99.9% for all strains tested, while in the enumeration of viable cells, the decreases 

were 0.01 logs until the total reduction of CFUs. In conclusion, the potential of the ruthenium 

complex to control microbial growth as well as to inhibit the formation of biofilms was verified. 

 

Keywords: HAI. Antimicrobial resistance. Bioflims. Ruthenium complex.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) acometem pacientes sob 

cuidados médicos, sendo alvos para microrganismos oportunistas, como fungos e bactérias. As 

IRAS constituem um problema global que afeta milhares de pessoas anualmente. Estas 

infecções são adquiridas a partir de 48 horas de admissão no hospital ou após 30 dias de alta do 

paciente (DUCEL; FABRY; NICOLLE, 2002; REVELAS, 2012). Os tipos de IRAS mais 

comuns são aqueles relacionados a dispositivos médicos, como infecções da corrente sanguínea 

associadas ao cateter; do trato urinário associadas ao cateter; sítio cirúrgico e pneumonia 

associada a ventilação mecânica (AL-TAWFIQ; TAMBYAH, 2014; KHAN; BAIG; 

MEHBOOB, 2017). Dentre os fatores de riscos associados ao surgimento dessas infecções 

destacam-se: o longo período de hospitalização do paciente, procedimentos invasivos, 

comorbidades, fatores imunológicos, além da resistência antimicrobiana (KHAN; BAIG; 

MEHBOOB, 2017; ZHAO et al., 2019), o que acaba por dificultar o tratamento dessas doenças. 

Em relação a recorrência das IRAS, a Organização Mundial da Saúde (OMS) aponta que a cada 

100 pacientes hospitalizados, 7, em países desenvolvidos, e 10 em países em desenvolvimento, 

irão adquirir IRAS (WHO, 2011). De acordo com o Centro Europeu de Prevenção e Controle 

de Doenças (ECDC), em 2017, 8,3% dos pacientes que permaneceram em UTIs por mais de 

dois dias, adquiriram pelo menos uma IRAS (ECDC, 2019). No Brasil, a prevalência de IRAS 

em macrorregiões foi de 10,8% entre os anos de 2011 e 2013 (FORTALEZA et al., 2017). 

A resistência antimicrobiana é caracterizada pela ineficiência de medicamentos 

utilizados contra certos microrganismos. Como citado anteriormente, esse problema, além de 

ser um percalço para as terapias com antibióticos, é determinante para o aumento de mortes por 

IRAS (LIU; DICKTER, 2020). Essa resistência se dá por diversas causas, sendo algumas delas: 

o uso indiscriminado de antimicrobianos, como também o acesso irrestrito a esses 

medicamentos, além da prescrição incorreta de antibióticos; falta de higiene e de saneamento 

básico (ASLAM et al., 2018). Outro ponto muito preocupante gira em torno da necessidade de 

novas classes de antibióticos, uma vez que o ritmo de descoberta destas não acompanha o 

surgimento de resistência antimicrobiana, dessa forma, os medicamentos existentes tornam-se 

obsoletos mais rapidamente, sendo necessária a descoberta de novos compostos que possam 

superar esse obstáculo. (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013; 

LAXMINARAYAN et al., 2013). De acordo com o relatório da OMS, até 2050 a resistência 

antimicrobiana resultará na morte de 10 milhões de pessoas por ano, ultrapassando até mesmo 
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o câncer em relação à quantidade de óbitos, o que causaria um impacto econômico de 100 

trilhões de dólares mundialmente (O’NEILL, 2014).  

Dentre as principais bactérias Gram-positivas relacionadas a IRAS, estão aquelas 

que pertencem gênero Staphylococcus, sendo as espécies Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis frequentemente encontradas neste cenário (NNIS, 2004; OTTO, 

2009; OTTO, 2010). S. epidermidis é uma bactéria comensal que consegue se adaptar e se 

desenvolver em diferentes microambientes da pele, onde está presente de forma natural e 

abundante (ZIEBUHR et al., 2006; COGEN; NIZET; GALLO, 2008; BROWN; HORSWILL, 

2020). Essa bactéria apresenta uma diversidade de linhagens em um mesmo hospedeiro, além 

disso, isolados de ambientes hospitalares dessa espécie se diferem das cepas obtidas fora dessas 

instalações, mostrando uma alta flexibilidade genômica, o que pode explicar sua resistência a 

antimicrobianos dentro do contexto de IRAS (ZIEBUHR et al., 2006; ZHOU et al., 2020).   

S. aureus pode ser encontrada naturalmente na microbiota humana, estando 

presente em pele e mucosas de humanos saudáveis (SANTOS et al., 2007), e é a causa mais 

comum de infecções de pele e tecidos moles (BOUVET et al., 2017). Essa espécie é conhecida 

por ser mais agressiva quando comparada a S. epidermidis, pois, ao contrário desta última, 

possui uma produção mais focada em modulinas fenol-solúveis (PSMs) com maior potencial 

citolítico, e assim, contribui de forma significativa para lise de neutrófilos, o que pode explicar 

a diferença na virulência entre esses estafilococos (WANG et al., 2007; OTTO, 2009; 

CHEUNG et al., 2010). A faceta mais preocupante dessa espécie é a S. aureus resistente à 

meticilina (SARM), uma vez que é mais prevalente em pacientes que estão na Unidade de 

Terapia Intensiva (UTI) por apresentar uma maior resistência a antibióticos largamente 

utilizados na clínica (MAHMOOD et al., 2010).  

Dentre as bactérias Gram-negativas relacionadas a IRAS, uma das mais comuns é 

a espécie Escherichia coli, pertencente à família Enterobacteriaceae. As bactérias pertencentes 

a essa família que são resistentes a carbapenema e que produzem ESBL estão dentro da lista de 

patógenos prioritários para novos antibióticos, incluindo E. coli (WHO, 2017). Apesar da E. 

coli estar presente na microbiota intestinal humana, é também um microrganismo oportunista 

capaz de abrigar vários genes de virulência, permitindo sua patogenicidade (DUCEL; FABRY; 

NICOLLE, 2002; NAGARJUNA et al., 2015). Além disso, essa bactéria é comumente a causa 

de infecções no sangue e no trato urinário (PELEG; HOOPER, 2010). Em um estudo recente 

realizado em isolados clínicos de UTI, E. coli aparece, dentre várias cepas isoladas, com uma 

prevalência maior de resistência aos antibióticos testados (NOURI et al., 2020). 
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Um dos fatores fortemente relacionados a resistência antimicrobiana é a capacidade 

que os microrganismos possuem de formar biofilmes, dificultando ainda mais a erradicação de 

IRAS por atuarem como uma barreira física, além de desenvolverem tolerância através de 

dormência metabólica ou de programas de persistência molecular (KOO et al., 2017). Biofilmes 

podem ser definidos como uma comunidade de microrganismos inseridos em uma matriz 

polimérica extracelular (EPS) autoproduzida, os quais estão aderidos entre si e/ou agregados a 

uma superfície biótica ou abiótica (VERT et al., 2012).  

Os biofilmes podem apresentar tolerância de cem a mil vezes maior a antibióticos 

quando comparados a células planctônicas (CERI et al., 1999; WALTERS et al., 2003). Nessa 

matriz há uma variedade de moléculas orgânicas e inorgânicas que contribuem diretamente para 

a adaptação e defesa desse microconsórcio, algumas delas são: exopolissacarídeos; proteínas 

extracelulares; enzimas, sendo a maioria envolvida na degradação de biopolímeros; DNA 

extracelular; água; surfactantes e lipídios (FLEMMING; WINGENDER, 2010). O biofilme 

funciona como um microambiente para as células inseridas nesse meio e o EPS mantém a 

proximidade entre as bactérias, permitindo a comunicação entre elas, além de evitar a 

dessecação e a oxidação. Com isso, os antibióticos não possuem o mesmo desempenho, pois 

não conseguem penetrar tão facilmente nas células inseridas em biofilmes quanto em células 

que não estão presentes nesse meio. Dentre os vários fatores que contribuem para essa 

resistência estão: enzimas degradantes de antibióticos acumuladas na matriz; defesa 

antioxidante; quorum-sensing; transferência genética; células dormentes/persistentes, além de 

uma alta densidade dessas células no biofilme (LEWIS, 2005; RÖMLING; BALSALOBRE, 

2012; OLSEN, 2015).  

Conforme mostrado na figura 1, o desenvolvimento do biofilme se dá inicialmente 

pela adesão reversível de células de vida livre a superfície. Neste estágio as bactérias podem se 

desprender e voltar ao estilo de vida planctônico (PETROVA; SAUER, 2012; TOYOFUKU et 

al., 2015). Estruturas como flagelos e pili estão envolvidos nesse processo (TOYOFUKU et al., 

2015). A produção de algumas proteínas especificas ajuda no processo de transição para a 

adesão irreversível (HINSA et al., 2003; CAIAZZA; O’TOOLE, 2004). A fixação irreversível 

ocorre quando essas bactérias mantêm uma aderência firme na superfície, resistindo as forças 

de cisalhamento (KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2013). Após esse 

processo, as bactérias passam por uma adaptação para viver em um biofilme, entrando na fase 

de maturação; neste momento as microcolônias se proliferam e sintetizam EPS (O’TOOLE; 

KAPLAN; KOLTER, 2000; TOYOFUKU et al., 2015). A partir desse biofilme maduro, 

algumas células inseridas nesse meio são transferidas para o crescimento planctônico, as quais 
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saem para colonizar outros ambientes, dessa forma, o último estágio, de dispersão, dá 

continuidade ao ciclo de formação de biofilme (TOYOFUKU et al., 2015).  

 

Figura 1 – Estágios de desenvolvimento de Biofilmes 

Fonte: Magana et al. (2018) adaptado pelo autor 

 

Biofilmes podem se desenvolver em tecidos e dispositivos médicos como lentes de 

contato, cateteres venosos centrais, válvulas, marcapassos, cateteres urinários, entre outros 

(COSTERTON et al., 1999; DONLAN, 2001; LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014). Quando 

estão presentes nesses locais, os biofilmes podem acarretar no desenvolvimento de doenças e 

infecções, como: periodontite, pneumonia, Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde, otite 

crônica, prostatite bacteriana e melioidose (COSTERTON et al., 1999; LEBEAUX et al., 

2013). Muitas infecções causadas por biofilme são mais difíceis de erradicar, pois comumente 

se manifestam como infecção crônica ou recorrente (BRYERS, 2008). Quando o biofilme causa 

a falha do implante, há limitadas opções para a sua erradicação, as quais levam a um grande 

risco por envolver cirurgia de revisão, podendo, por exemplo, levar à morte do paciente em 

alguns casos (DEVA; ADAMS; VICKERY, 2013). De acordo com Donlan (2001), dentre os 

microrganismos mais comuns isolados em dispositivos médicos estão: Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa. A tabela 1 mostra 

algumas espécies formadoras de biofilme e as infecções as quais estão comumente envolvidas. 

Bactérias pertencentes ao gênero Staphylococcus são a causa mais comum de infecções 

associadas a biofilmes, incluindo as espécies anteriormente citadas (S. aureus e S. epidermidis), 

que comumente apresentam isolados resistentes a meticilina (RAAD; ALRAHWAN; 

ROLSTON, 1998; OLIVEIRA; TOMASZ; de LENCASTRE 2002; OTTO, 2017; TURNER et 

al., 2019). Biofilmes de Enterobacteriaceae isolados de pacientes pré ou pós-transplantados 

apresentaram genes em comum, como um amplo espectro de β-lactamases e carbapenemases, 



16 

 

incluindo E. coli (RAMOS-VIVAS et al., 2019). Além disso, esta espécie também demonstrou 

possuir uma alta capacidade de formação de biofilme (KOVACS et al., 2013).  

 

Tabela 1 – Espécies de bactérias envolvidas em infecções associadas a biofilmes 

Espécies Infecções/Doenças Referências 

Enterococcus faecalis 
Endocardite 

Infecção do canal radicular 
Minardi et al. (2012) 

 

Klebsiella pneumoniae 

Pneumonia 

Infecção do trato respiratório 

Infecção do trato urinário 

Abscesso hepático piogênico  

Chung (2012) 

 

 

 

 

Pseudomonas aeruginosa 

 Infecções Relacionadas à 

Assistência à Saúde 

Inflamação na orelha 

Fibrose cística  

Huse et al. (2013);  

Werner et al. (2004); 

Wiley et al. (2012) 

 

 

 

 

Staphylococcus sp 

(Staphylococcus aureus; 

Staphylococcus epidermidis) 

Infecções relacionadas à 

Assistência à Saúde 

Feridas crônicas 

Endocardite 

Musculo esquelético  

Infecções 

Inflamação na orelha  

Arciola et al. (2012);  

Qu et al. (2010) 

 

 

 

 

 

 

 

Escherichia coli 

Prostatite bacteriana 

Infecção do trato urinário 

Inflamação na orelha 

Jackson et al. (2002) 

 

 

 

Fonte: adaptado de Sharma; Misba; Khan (2019)  

 

Com as problemáticas apontadas, devido à resistência antimicrobiana e a formação 

de biofilmes, é necessária a descoberta de novas opções de tratamento, utilizando-se de novos 

medicamentos no combate de tais microrganismos. Dessa forma, complexos de rutênio, por 

serem compostos farmacologicamente ativos de eficácia promissora, tornam-se uma alternativa 

cada vez mais viável em contraste as terapias utilizadas atualmente. Na literatura, a atividade 

antimicrobiana de complexos de rutênio foi apontada pela primeira vez nos artigos de Dwyer 

et al. (1952) e de Shulmar e Dwyer (1964). Atualmente, muitos estudos comprovam essa 

atividade, revelando, assim, o potencial desses compostos no combate de bactérias 

multirresistentes (MUNTEANU; UIVAROSI, 2021), incluindo das espécies supracitadas, tanto 
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na sua forma planctônica (LI et al., 2011; GORLE et al., 2015; SOUSA et al., 2018; SOUSA 

et al., 2020), quanto em biofilme (GHOSH et al. 2021; ANDRADE, 2018). Por apresentarem 

estruturas diversificadas e pela possibilidade de variar os ligantes de acordo com a necessidade, 

os complexos de rutênio podem manifestar diferentes atividades antimicrobianas, sendo 

importantes para a interação com moléculas biológicas (LI et al., 2015).  

O antraceno é uma importante matéria-prima utilizada na produção de corantes, 

estrutura que consiste em um hidrocarboneto aromático policíclico. Em estudos anteriores, esse 

composto demonstrou atividade antimicrobiana contra bactérias intestinais (KIM; JEONG; 

LEE, 2009), contra S. aureus SARM e contra E. coli com derivados de antraceno (DEBBAB et 

al., 2012; DARDEER; TAHA; ELAMARY, 2020). Dessa forma, uma molécula contendo 

rutênio e antraceno pode apresentar atividade antimicrobiana, visto que separados ambos são 

farmacologicamente ativos contra bactérias patogênicas. Este fenômeno pode ser observado no 

trabalho de Oliveira e colaboradores (2020), no qual foi demonstrado que um complexo de 

rutênio com antraceno apresentou atividade contra S. aureus e S. epidermidis, mas não houve 

efeito sobre bactérias gram-negativas. 

Diante o exposto, vê-se a necessidade de encontrar novos compostos que consigam 

combater a resistência bacteriana. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar a atividade 

antimicrobiana e antibiofilme do complexo de rutênio [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ em bactérias 

relacionadas a IRAS. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

Testar a atividade antimicrobiana do composto [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ sobre células 

planctônicas e biofilmes de bactérias patogênicas relacionadas a Infecções Relacionadas à 

Assistência à Saúde. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a atividade antibacteriana através das atividades bactericida (CBM) e 

bacteriostática (CIM) do complexo sobre as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 11303; 

• Avaliar o efeito antibiofilme através das metodologias da contagem de unidades formadoras 

de colônias (UFC) e coloração da biomassa com cristal violeta (CV) sobre as bactérias alvo 

dessa proposta. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Obtenção, síntese e caracterização do complexo de rutênio 

 

O complexo de rutênio [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+, mostrado na figura 2, foi cedido pelo 

Prof. Dr. Eduardo Henrique Sousa, do Laboratório de Bioinorgânica do Departamento de 

Química Orgânica Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. A obtenção, a síntese e a 

caracterização do composto estão de acordo com a metodologia de Oliveira et al., (2020). 

 

Figura 2 – Fórmula estrutural do complexo de rutênio [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ 

 

Fonte: Imagem cedida pelo Prof. Dr. Eduardo Henrique Sousa – Universidade Federal do Ceará 

 

3.2 Microrganismos utilizados 

 

Neste estudo foram utilizadas cepas padrão que fazem parte do acervo da American 

Type Culture Collection (ATCC), sendo elas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 11303. 

As cepas Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM) e Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 foram utilizadas como controles positivos para formação de biofilme, 

enquanto as estirpes Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228 foram usadas como controles negativos para formação de biofilme, para suas respectivas 

espécies. 
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3.3 Condições de cultivo 

 

As bactérias foram retiradas do freezer -80 °C, descongeladas e transferidas para 

meio Triptona de Soja adicionado de Ágar (TSA; Liofilchem, Itália) em placas de Petri, onde 

foi realizado o estriamento das mesmas para obtenção de isolados bacterianos. Em seguida, as 

placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Após isso, as colônias isoladas foram retiradas 

das placas e inoculadas em tubos de vidro contendo 5 mL de Caldo de Triptona de Soja (TSB; 

Liofilchem, Itália) e incubadas por 18-24 horas a 37 °C. Posteriormente, a cultura foi transferida 

para um tubo Falcon de 50 mL para centrifugação a 8.603 G a 4°C por 5 min, o sobrenadante 

foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de novo meio TSB. Em seguida, a 

concentração de cada inóculo foi ajustada para 2x106 células/mL, através de turbidimetria. O 

comprimento de onda utilizado foi de 620 nm, com curvas de calibração determinadas 

previamente para cada bactéria. 

 

3.4 Determinação da atividade de [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ 

 

O efeito do complexo de rutênio [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ tanto sobre o crescimento 

planctônico, como sobre a formação de biofilmes foi determinado através do método de 

microdiluição em caldo, utilizando placas de poliestireno de 96 poços, realizado em triplicata. 

Anteriormente ao ensaio, o composto foi pesado e solubilizado em uma emulsão contendo TSB 

juntamente com dimeltilsulfóxido 4%. Após a diluição seriada, as concentrações na placa 

variaram de 125 a 1,9 µg/mL. A última linha foi designada ao controle do experimento, onde 

foram acrescentados nos poços somente meio de cultura e bactérias.  

 

3.4.1 Determinação da atividade antimicrobiana 

 

3.4.1.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A metodologia de CIM foi baseada em Clinical and Laboratory Standards Institute 

(2015). Primeiramente, foram adicionados 200 µL do complexo de rutênio na concentração de 

250 µg/mL na primeira linha horizontal da placa. Depois, 100 µL do meio Caldo Mueller 

Hinton foi acrescentado em todos os poços, com exceção a primeira linha. A partir da primeira 

linha horizontal, foi retirado 100 µL dos poços e acrescentados nas linhas dos poços 

subsequentes, de cima para abaixo, de forma que a concentração caísse pela metade. O mesmo 
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processo foi repetido até a penúltima linha. A última linha representava o controle. O resultado 

dessa diluição seriada originou concentrações que variaram de 125 a 1,9 µg/mL. Por fim, 

adicionou-se 100 µL de cada um dos microrganismos separadamente com a concentração 

ajustada anteriormente, a qual decaiu pela metade, passando de 2x106 células/mL para 1x106 

células/mL. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. A mensuração do crescimento 

bacteriano se deu pela leitura do conteúdo das microplacas, por densidade óptica, com o 

comprimento de onda de 620 nm, através do equipamento SpectraMax i3. Foi considerado CIM 

a menor diluição do composto que não apresentou crescimento bacteriano, ou seja, a menor 

concentração em que o poço não apresentou turbidez. 

 

3.4.1.2 Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

No ensaio de CBM, foi utilizada a metodologia de Das et al. (2016). Inicialmente, 

alíquotas de 10 µL foram retiradas das suspensões nos poços em que foram positivos para CIM, 

ou seja, onde não havia crescimento visível. As alíquotas foram inoculadas em placas de Petri 

contendo meio TSA e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Após as 24 horas, foi 

realizada leitura visual das placas. A menor concentração do complexo que causou 100% de 

morte celular, ou seja, onde houve ausência de crescimento bacteriano visível na superfície do 

ágar, foi considerado CBM. 

 

3.4.2 Determinação da atividade antibiofilme 

 

A partir das placas montadas e incubadas como descrito no tópico 3.4.1.1 foi 

determinada a atividade do composto sobre a formação de biofilmes das bactérias usadas. 

 

3.4.2.1 Quantificação de biomassa 

 

Este teste foi baseado na metodologia de Stepanović et al. (2000). Após montagem 

e incubação, o conteúdo dos poços foi removido e lavou-se a placa três vezes com água destilada 

autoclavada, que depois foi retirada de todos os poços. Em seguida, acrescentou-se metanol 

puro a fim de desidratar o biofilme, e, após 5 minutos, o metanol foi retirado. Posteriormente, 

a biomassa foi pigmentada com cristal violeta a 3%. Decorridos 5 minutos, a placa foi lavada 

para remover o excesso do corante e acrescentou-se ácido acético para desprender o cristal 



22 

 

violeta do biofilme, de maneira a ser possível fazer leitura da placa no leitor através da 

densidade óptica. O comprimento de onda utilizado foi de 490 nm. 

 

3.4.2.2 Contagem de células viáveis 

 

A metodologia de contagem de células viáveis foi feita de acordo com Vasconcelos 

et al. (2014). Da mesma forma do tópico anterior, 3.4.2.1, utilizou-se a placa após a montagem 

e incubação. A placa foi também lavada três vezes com água destilada autoclavada, porém 

mantendo a água da terceira lavagem nos poços. Em sequência, a placa foi selada e levada ao 

banho sônico para desprender o biofilme dos poços. Após isso, o conteúdo dos poços de cada 

concentração foi reunido em seu eppendorf correspondente. Em seguida, utilizou-se outra placa 

de 96 poços para fazer a diluição decimal, em que foi acrescentado 180 µL de água destilada 

autoclavada em cada poço. Subsequentemente, 20 µL de cada eppendorf foi retirado e colocado 

na primeira linha da placa em sua concentração correspondente, e fez-se a diluição decimal. 

Por fim, cada diluição foi plaqueada em um quadrante de uma placa de Petri com meio TSA e 

incubada a 37°C por 24 horas. Após o período de incubação, as unidades formadoras de 

colônias (UFC) nas placas foram contadas visualmente. O número de UFCs foi determinado e 

expresso em termos de Log10 UFC/mL. 

 

3.4.2 Análise estatística 

 

Os dados de todos os ensaios foram categorizados no Microsoft Excel® (Versão 

2010 para Windows). Foi utilizado o teste One-way ANOVA com pós-teste Bonferroni, 

executados com o auxílio do software GraphPad Prism® (versão 5.0 para Microsoft 

Windows®) para analisar a diferença entre as médias das repetições em triplicaras utilizadas 

nos testes. Ressalta-se a consideração dos valores de p<0,001 como estatisticamente 

significativos. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Atividade antibacteriana 

 

Em linhas gerais, o composto [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ exibiu ação bacteriostática 

(CIM) e bactericida (CBM) para todas as cepas testadas, conforme mostrado na tabela 2. Os 

valores variaram entre 7,8 a 125 µg/mL para CIM e os resultados variaram entre 15,6 a 250 

µg/mL para CBM. 

 

Tabela 2 – Efeito antibacteriano do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ sobre o crescimento 

planctônico de S. aureus, S. epidermidis e E. coli.  

Bactérias 
[Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ (µg/mL) 

CIM CBM 

S. aureus ATCC 25923 7,8 15,6 

S. aureus ATCC 700698 (SARM) 31,2 31,2 

S. epidermidis ATCC 12228 15,6 15,6 

S. epidermidis ATCC 35984 62,5 125 

E. coli ATCC 11303 125 250 

Fonte: elaborado pelo autor. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

 

No tocante a bactéria Gram-negativa E. coli, as concentrações do composto em que 

apresentaram atividade bacteriostática e bactericida foram maiores quando comparadas as 

bactérias Gram-positivas S. aureus e S epidermidis. A cepa E. coli ATCC 11303 apresentou 

valores de 125 µg/mL para CIM e de 250 µg/mL para CBM. 

As estirpes de S. aureus se mostraram mais sensíveis ao composto dentro do grupo 

das Gram-positivas, obtendo valores a partir de 7,8 µg/mL para CIM e 15,6 µg/mL para CBM. 

A S. aureus ATCC  25923 apresentou a maior suscetibilidade, com CIM de 7,8 µg/mL e CBM 

de 15,6 µg/mL, enquanto os valores de CIM e CBM para S. aureus ATCC 700698 foram de 

31,2 µg/mL.  

Em relação às estirpes de S. epidermidis, foram obtidos resultados a partir de 15,6 

µg/mL para CIM e CBM, sendo S. epidermidis ATCC 12228 mais sensível ao composto (com 

15,6 µg/mL de CIM e CBM) do que S. epidermidis ATCC 35984, que apresentou valores de 

62,5 µg/mL para CIM e 125 µg/mL para CBM.  
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4.2 Atividade antibiofilme 

 

De modo geral, o complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ demonstrou atividade 

antibiofilme contra todas as bactérias testadas, exibindo efeito sobre a formação da biomassa 

do biofilme (CV) e na redução no número de células viáveis (UFCs), como pode ser observado 

nas figuras 3 e 4. 

 

4.2.1 Quantificação da biomassa 

 

Conforme mostrado na figura 3, o composto conseguiu reduzir a biomassa de todas 

as cepas testadas, com percentuais de reduções entre 41,3 a 99,9% para todas as concentrações, 

com exceção das concentrações de 1,9 e 7,8 µg/mL em S. epidermidis ATCC 35984, as quais 

obtiveram diminuições de 6,3 e 12,4%, respectivamente. 

E. coli ATCC 11303 se mostrou mais resistente ao tratamento com o complexo 

dentre todas as bactérias testadas (Figura 3C). As maiores reduções na formação de biofilme 

foram nas concentrações de 250 e 500 µg/mL, com percentuais de diminuição da biomassa por 

volta de 71%. Nas demais concentrações, essa redução variou entre 52,2 a 61,5%. Nas 

concentrações de 31,2 e 62,5 µg/mL, as reduções foram menores (52,2 e 54,4%, 

respectivamente) quando comparadas às duas menores concentrações do complexo (7,8 e 15,6 

µg/mL), em que as reduções foram de 53,9 e 57,5%, respectivamente.  

Em relação às Gram-positivas, as cepas de S. aureus foram as mais sensíveis ao 

composto, sendo a S. aureus ATCC 700698 mais resistente que a S. aureus ATCC 25923. Esta 

última foi a cepa mais sensível dentre todas as bactérias testadas e apresentou redução de 

biomassa em 72,3% na menor concentração do complexo de rutênio, de 1,9 µg/mL (Figura 3A). 

Nas demais concentrações houve diminuição a partir de 97,7%. Ainda sobre essa estirpe, as 

concentrações de 7,8 e 15,6 µg/mL apresentaram menores reduções, 97,7 e 98,9%, 

respectivamente, quando comparados à concentração de 3,9 µg/mL, com diminuição da 

biomassa de 99,9%. A cepa S. aureus ATCC 700698 apresentou redução de 99,1% a partir de 

7,8 µg/mL (Figura 3D). Nas concentrações de 1,9 e 3,9 µg/mL, foram obtidas diminuições de 

41,3 e 69,5%, respectivamente. A maior concentração do composto (125 µg/mL) obteve uma 

menor redução em comparação à concentração de 62,5 µg/mL, apesar de ser uma diferença 

mínima, com valores de 99,5 e 99,9%, respectivamente. 

No que diz respeito às cepas de S. epidermidis, a cepa menos suscetível ao composto 

foi a S. epidermidis ATCC 35984 dentre as Gram-positivas testadas. Esta cepa apresentou 
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reduções de mais de 90% nas concentrações 62,5 e 125 µg/mL, com valores de 97,3 e 99,9%, 

respectivamente (Figura 3E). Nas demais concentrações, de 1,9 a 31,2 µg/mL, a inibição do 

crescimento da biomassa foi entre 6,3 a 86,2%. Já para S. epidermidis ATCC 12228, houve 

reduções de mais de 90% nas duas últimas concentrações, de 62,5 e 125 µg/mL, com valores 

de 95,8 e 97,5%, respectivamente (Figura 3B). Nas demais concentrações, houve reduções 

variando entre 59,7 a 87%. Ainda sobre esta estirpe, houveram menores porcentagens de 

inibição (69,5 e 59,7%) nas concentrações de 7,8 e 15,6 µg/mL, respectivamente, do que nas 

concentrações de 1,9 e 3,9 µg/mL, que apresentaram diminuições de 68,7 e 87%.  

 

Figura 3 – Efeito do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ sobre a formação de biofilmes de S. 

aureus, S. epidermidis e E. coli. 

  A)    B)    C) 

 

D)    E) 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Quantificação de biomassa (A, B, C, D, E) de cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. 

coli. Barras pretas representam bactérias sem tratamento, barras brancas representam bactérias tratadas com 

[Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+. ***p <0,001; ****p <0,0001. 
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4.2.2 Enumeração de células viáveis 

 

O complexo de rutênio testado apresentou atividade de redução das UFCs contra 

todas as bactérias testadas, com reduções de 0,82 logs até a diminuição total de UFCs nas 

concentrações mais altas (a partir de 62,5 µg/mL). Nas demais concentrações houveram 

reduções entre 0,01 a 4,95 logs, como mostrado na figura 4. 

A Gram-negativa E. coli ATCC 11303 foi a menos suscetível ao composto dentre 

as bactérias testadas, não havendo redução total de UFCs em nenhum dos tratamentos (Figura 

4C). Na maior concentração, de 500 µg/mL, houve diminuição de 4,46 logs. Nas demais 

concentrações, foram obtidas reduções entre 0,59 e 2,25 logs. Para esta estirpe, a menor redução 

(0,59 logs) foi na concentração de 31,2 µg/mL. Inesperadamente, nas concentrações 7,8 e 15,6 

µg/mL, com reduções de 0,6 logs e de 0,91 logs, essa bactéria apresentou valores maiores do 

que o visto em 31,2 e 62,5 µg/mL, sendo de 0,59 logs e de 0,82 logs, respectivamente. 

Em relação as S. aureus, para S. aureus ATCC 25923, a concentração de 125 µg/mL 

apresentou diminuição total de UFCs (Figura 4A). Nas demais concentrações, as reduções 

variaram entre 0,28 a 5 logs, sendo encontrada menor redução na menor concentração (1,9 

µg/mL). Em S. aureus ATCC 700698, foi obtida redução total de UFCs nas concentrações de 

62,5 e 125 µg/mL (Figura 4D). Nas concentrações subsequentes, as reduções variaram entre 

0,01 a 3,82 logs, porém, na concentração de 7,8 µg/mL, a quantidade de UFCs foi um pouco 

maior do que no controle.  

Sobre as S. epidermidis, para S. epidermidis ATCC 12228, não houve crescimento 

de UFCs desde a concentração 15,6 até 125 µg/mL, sendo a cepa mais sensível ao composto 

dentre bactérias testadas (Figura 4B). Nas demais concentrações, de 7,8 até 1,9 µg/mL, a 

redução variou entre 0,02 a 1,03 logs. S. epidermidis ATCC 35984 foi a bactéria mais resistente 

ao composto em relação as Gram-positivas (Figura 4E). A maior redução de células viáveis 

dessa estirpe foi observada na maior concentração (125 µg/mL), apesar de não ter reduzido a 

quantidade total de UFCs, houve uma redução de 4 logs nessa concentração. Nas demais 

concentrações a diminuição de UFCs variou entre 0,56 a 1,68 logs, com menor redução em 3,9 

µg/mL. Na menor concentração (1,9 µg/mL), a diminuição foi de 0,75 logs, sendo maior que 

nas concentrações de 3,9 a 15,6 µg/mL (0,56 e 0,7 logs).  
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Figura 4 – Efeito do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ sobre a enumeração de células viáveis de 

S. aureus, S. epidermidis e E. coli. 

  A)    B)    C) 

 

D)    E) 

 
 

Fonte: elaborado pelo autor. Contagem de unidades formadoras de colônia (A, B, C, D, E) de cepas de S. aureus, 

S. epidermidis e E. coli. Barras pretas representam bactérias sem tratamento, barras brancas representam bactérias 

tratadas com [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+. ***p <0,001; ****p <0,0001. 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, foi testada a ação antimicrobiana e antibiofilme do complexo 

de rutênio [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ contra as bactérias E. coli, S. aureus e S. epidermidis. 

Conforme visto anteriormente na tabela 2 e nas figuras 3 e 4, o composto em questão obteve 

efeito sobre todas as cepas utilizadas. 

A efetividade da ação do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ foi maior nas bactérias 

Gram-positivas do que nas Gram-negativas, visto que a E. coli se mostrou mais resistente ao 

composto testado em todas as metodologias (CIM, CBM, CV, UFC). Esses resultados podem 

ser explicados por vários fatores, mas principalmente pela diferença morfológica entre as 

paredes celulares das bactérias testadas. Ao contrário das Gram-negativas, as bactérias Gram-

positivas não possuem membrana externa, que atua como uma barreira para a entrada de 

diversas substâncias, sendo essa diferença estrutural o principal motivo para as Gram-negativas 

apresentarem uma maior resistência a diferentes classes de antibióticos em comparação as 

Gram-positivas (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; KAPOOR; SAIGAL; 

ELONGAVAN, 2017; BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). A permeabilidade seletiva 

da membrana externa pode se dar, dentre vários fatores, pelos canais de porina, visto que 

pequenas moléculas atravessam a membrana externa através desses canais (SILHAVY; 

KAHNE; WALKER, 2010; KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). Estudos demonstram 

a relação das porinas com a passagem de antibióticos, uma vez que, se houver uma diminuição 

na quantidade dessas porinas, há também uma diminuição na entrada de antibióticos como β-

lactâmicos e fluoroquinolonas, se caracterizando como um tipo de resistência a esses 

antibacterianos (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).  

Os resultados em relação a atividade antimicrobiana apresentados nesse trabalho 

corroboram com outros estudos na literatura os quais mostraram maiores concentrações de CIM 

e CBM de complexos de rutênio contra E. coli (quando houve alguma atividade) em 

comparação com S. aureus e S. epidermidis (LIU et al., 2018; SOUSA et al., 2020; 

BURMEISTER et al., 2021; KLAIMANEE et al., 2021). E em relação ao teste antibiofilme, 

neste estudo foi demonstrado que a bactéria Gram-negativa também foi mais resistente ao 

complexo de rutênio em comparação as bactérias Gram-positivas utilizadas. Indo contra as 

tendências encontradas nesse trabalho, no estudo de Awoke, Kassa, Teshager (2019), em que 

foram utilizados isolados de pacientes internados, 80% dos isolados de S. aureus eram 

formadores de biofilmes, enquanto 77,8% dos isolados de E. coli formavam biofilmes. Já para 

Ghotaslou e colaboradores (2017), em que foi testada a atividade antibiofilme de nanopartículas 
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de prata, E. coli apresentou uma menor porcentagem de inibição de biofilme (44%) em 

comparação a S. aureus, com inibição de 58%. Esse resultado corrobora com os valores 

encontrados, visto que a bactéria E. coli também se mostrou mais resistente em comparação a 

S. aureus.  

Dentre as S. aureus testadas, a cepa S. aureus ATCC 700698 se mostrou mais 

resistente em comparação a estirpe S. aureus ATCC 25923. Isso pode ser explicado por conta 

desta última ser mecA negativa (CLSI, 2015), ou seja, é sensível à meticilina, devido à 

resistência desse antibiótico ser determinada pelo gene mecA (UTSUI; YOKOTA, 1985). Além 

disso, a cepa S. aureus ATCC 25923 também é utilizada como controle negativo para formação 

de biofilmes, já que é uma produtora fraca, como foi mostrado em Neopane et al. (2018). 

Comparativamente, a estirpe S. aureus ATCC 700698 é conhecida na literatura por ser SARM 

e também é heteroresistente à vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997), em que subpopulações 

dessa cepa possuem mutação em que conseguem resistir a esse antibiótico (HIRAMATSU et 

al., 1997; EL-HALFAWY; VALVANO, 2015). Além dessa mesma cepa ter sido usada como 

controle positivo para o gene mecA em Benites et al. (2021) e para a formação de biofilme em 

Neopane et al. (2018). Logo, o esperado é que a cepa SARM seja mais resistente ao composto 

do que a S. aureus ATCC 25923.  

Um melhor desempenho do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ sobre a estirpe S. 

epidermidis ATCC 12228, ao contrário de S. epidermidis ATCC 35984, pode ter se dado pelo 

perfil resistente desta última, que é resistente a meticilina e é uma boa formadora de biofilme 

(CHRISTENSEN et al., 1985; BOCÉ et al., 2019) apresentando, assim, uma maior tolerância 

a muitas formas de tratamentos, pois seu biofilme funciona como uma barreira que atua na 

defesa da bactéria a antimicrobianos (MALONE et al., 2016; DODOU, 2017). Em 

contrapartida, a S. epidermidis ATCC 12228 é suscetível à meticilina e não forma biofilme 

(HANSSEN; KJELDSEN; SOLLID, 2003; ZHANG et al., 2003). Em Lazzarotto (2010) as 

estirpes S. epidermidis ATCC 35984 e S. epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas como 

controle positivo e negativo para formação de biofilmes, respectivamente. 

Na clínica, a expressão heterogênea de genes é tipicamente observada em estirpes 

de S. aureus e S. epidermidis (ZIEBUHR et al., 2006), ambas apresentam moléculas 

denominadas modulinas fenol-solúveis (PSMs) (MEHLIN; HEADLEY; KLEBANOFF, 1999; 

WANG et al., 2007). Em S. aureus essas moléculas são responsáveis por uma forte resposta 

pró-inflamatória, contribuindo para a patogênese dessa bactéria (WANG et al., 2007). S. 

epidermidis tem uma PSM particular, PSMδ, a qual possui uma atividade citolítica muito 

parecida com a PSM de S. aureus (PSMα3), porém apresenta produção relativamente baixa 
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desta molécula (WANG et al., 2007; CHEUNG et al., 2010; OTTO, 2017), podendo ser um 

fator que explica uma maior virulência de S. aureus em comparação a S. epidermidis. 

No trabalho em questão, as cepas de S. aureus se mostraram mais sensíveis que as 

estirpes de S. epidermidis na formação de biofilmes, e geralmente é observado o oposto na 

literatura. Esse resultado pode ser explicado devido à esta última cepa apresentar uma alta 

flexibilidade genômica, o que pode explicar sua resistência a antimicrobianos e, em razão da 

existência de genes móveis, é possível inferir diferenças funcionais nessa bactéria dependendo 

do microbioma em que se encontra (ZHOU et al., 2020). O estudo de Rahmani e colaboradores 

(2021), mostrou que na cidade de El Bouaghi, Algeria, há uma prevalência maior em infecções 

por S. epidermidis do que por S. aureus com alto nível de resistência a antibióticos comumente 

utilizados, com exceção para vancomicina. Já em Singh et al. (2010), S. aureus mostrou uma 

maior resistência, ou seja, menor inibição na formação de biofilmes em comparação a S. 

epidermidis para os mesmos antibióticos. No estudo de Águila-Arcos e colaboradores (2018), 

isolados de S. epidermidis obtiveram uma maior capacidade de formação de biofilme do que os 

isolados de S. aureus.  

Os resultados divergem da literatura quando se compara os valores de CIM e CBM 

obtidos entre as duas cepas de S. aureus e a estirpe S. epidermidis ATCC 35984, pois esta última 

se mostrou mais resistente ao composto testado, contrariando o estudo de Cecil e colaboradores 

(2015). Nesse estudo, foram testados dois análogos sintéticos de isoquinolinas (IQ-143 e IQ-

238), que apresentaram melhores resultados de CIM contra S. epidermidis, com concentrações 

de 0,63 e 0,16 µM, respectivamente, do que contra S. aureus, cujas concentrações obtidas foram 

de de 5 e 2,5 µM, demonstrando, assim, maior resistência de S. aureus.  

No trabalho de Namiecińska et al., (2019), os complexos de areno-rutênio (II) com 

derivados de carbotioamidopirazol obtiveram forte atividade para S. aureus e S. epidermidis. 

Esta última cepa obteve os menores valores de CIM e CBM, sendo, portanto, mais suscetível 

aos complexos testados. Os resultados supracitados corroboram com as tendências encontradas 

do presente estudo, uma vez que S. epidermidis ATCC 12228 exibiu maior susceptibilidade em 

comparação a S. aureus ATCC 700698. O estudo de Belmehdi et al. (2021) mostrou que a cepa 

S. epidermidis ATCC 12228 obteve maior CIM que duas cepas de S. aureus testadas, entre elas 

a S. aureus ATCC 25923, reforçando os resultados encontrados neste estudo, já que esta última 

estirpe se mostrou mais sensível à ação bacteriostática do complexo de rutênio testado. 

Entretanto, no estudo de Appelt (2017), essas mesmas duas espécies mostraram desempenhos 

diferentes contra complexos de rutênio, pois S. aureus ATCC 25923 apresentou maior CIM que 
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S. epidermidis ATCC 12228, tanto para [Ru(mctz)(bipy)(dppf)]PF6 e 

[Ru(mcbtz)(bipy)(dppf)]PF6, como para o ligante mcbtz. 

Em Liao e colaboradores (2021), o complexo Ru(II)-2 conseguiu reduzir a 

biomassa em 11,51 e 21,17% nas concentrações de 5 e 10 µg/mL, respectivamente, para a cepa 

S. aureus Newman. Isto está de acordo com os resultados obtidos neste estudo, pois, embora 

outros valores de concentrações terem sido aplicados, ambos complexos de rutênio 

conseguiram reduzir a biomassa de S. aureus. No presente estudo, em uma concentração 

inferior do composto [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ em relação as concentrações supracitadas, houve 

uma maior redução da biomassa em 1,9 µg/mL, as quais as reduções para as cepas S. aureus 

ATCC 700698 e S. aureus ATCC 25923 foram de 41,3 e 72,3%, respectivamente. Em Andrade 

(2018), em que foram utilizadas as mesmas cepas Gram-positivas deste presente trabalho, o 

estudo mostrou que o complexo RuNN obteve redução de 30 a 99% na formação de biomassa 

para todas a concentrações, sendo S. aureus ATCC 700698 a mais sensível ao composto testado. 

Além disso, as cepas de S. epidermidis se mostraram mais resistentes, com uma média de 40% 

de redução, corroborando com os resultados aqui encontrados, pois as cepas de S. aureus 

utilizadas se mostraram mais suscetíveis a ação do composto do que as estirpes de S. 

epidermidis, no que é tocante a quantificação de biomassa. Os resultados da redução da 

formação da biomassa encontrados neste estudo foram maiores quando comparados ao estudo 

de Andrade (2018), pois para as estirpes de S. aureus, neste estudo, variaram entre 41,3 a 99,9% 

para todas as concentrações, enquanto que, para as cepas de S. epidermidis, os valores de 

diminuição foram entre 6,3 a 99,9%, com diminuição média de 70,6%.  

No trabalho de Khelissa et al. (2021), foi utilizado o complexo {RuCl[(Para-

Cymene)][Aminooxime L3]}+Cl− (RuL3), não-microencapsulado e microencapsulado, contra 

diversas cepas, incluindo E. coli e S. aureus, as quais tiveram reduções de UFCs no valor de 

CIM. Para E. coli, o tratamento foi realizado nas concentrações de CIM de 0,4 mg/mL para 

RuL3 não-microencapsulado e 0,1 mg/mL para microencapsulado, de forma que as diminuições 

foram, nesta ordem, de 2,6 e 4,4 logs UFC/cm2. No presente estudo, reduções de 1,3 4,46 logs 

foram obtidas nas concentrações de 125 e 500 µg/mL, respectivamente para E. coli 

apresentando assim um desempenho menor em comparação ao RuL3 microencapsulado e não-

microencapsulado, visto que neste trabalho a redução de UFCs foi menor mesmo em 

concentrações maiores do complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+. Para S. aureus, o tratamento foi 

realizado com as mesmas concentrações para E. coli para RuL3 não-microencapsulado e 

microencapsulado e foram obtidas reduções de 3,3 e 5,5 logs UFC/cm2, respectivamente. Esses 

valores são parecidos com as reduções de UFCs nas concentrações de 31,2 µg/mL (redução de 
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3,82 logs) e 62,5 µg/mL (redução de 5 logs), para S. aureus ATCC 700698 e S. aureus ATCC 

25923, respectivamente. Neste presente estudo também se obteve diminuição de UFC, com 

redução total para ambas as cepas de S. aureus testadas na concentração de 125 µg/mL, sendo 

uma menor concentração utilizada do que em Khelissa e colaboradores (2021), além de reduzir 

totalmente as UFCs. 

Em Ghosh et al. (2021), o complexo [Ru(CO)2Cl2]n foi utilizado em diferentes 

concentrações em ng/mL contra cepas de S. aureus e E. coli. Para esta última, a concentração 

de 33 ng/mL sob irradiação (inverno-outono, L (+) e verão-primavera, L (++)) apresentou 

completa inibição de formação de UFCs, enquanto que sem irradiação não houve inibição total, 

apenas uma redução maior que 5 logs a partir da concentração de 6,6 ng/mL para os tratamentos 

com luz e para o tratamento sem luz a partir de 33 ng/mL. Já para a Gram-positiva, houve 

redução completa sob L(++) em 166 ng/mL e sob L(+) em 333 ng/mL. Houve, ainda, redução 

maior que 5 logs a partir da concentração de 6,6 ng/mL em todos tratamentos com ou sem luz 

para esse composto. Os resultados do estudo de Ghosh e colaboradores (2021) mostram um 

maior desempenho do complexo de rutênio testado ([Ru(CO)2Cl2]n) em detrimento do 

complexo [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ utilizado no presente trabalho.  

Em Andrade (2018), as quais foram utilizadas as mesmas cepas do presente 

trabalho, o complexo RuNN-F foi testado contra essas bactérias Gram-positivas e obteve 

redução da quantidade de células viáveis entre 1,2 a 4,9 logs, sendo S. aureus ATCC 700698 

mais suscetível ao composto, com redução de 3 logs na concentração de 7,8 µg/mL e 4,9 logs 

na concentração de 500 µg/mL. O autor também aponta que em 31,2 µg/mL foi obtida uma 

diminuição acima de 2,4 logs no número de células viáveis para todas as cepas utilizadas no 

trabalho. No presente estudo, a cepa mais suscetível foi S. epidermidis ATCC 12228, dentre as 

Gram-positivas testadas, diferindo dos resultados de Andrade (2018). Porém, dentre as S. 

aureus, a cepa S. aureus ATCC 700698 foi mais sensível nas concentrações de 62,5 e 125 

µg/mL, em que não houve nenhum crescimento de UFCs, mostrando que o complexo 

[Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ conseguiu ser mais eficaz nesse sentido.  

Além do exposto, em algumas concentrações utilizadas do composto foi observada 

uma produção maior de UFCs ou de biomassa, como na quantificação de biomassa da cepa S. 

epidermidis ATCC 12228 em que nas concentrações de 7,8 e 15,6 µg/mL foram obtidas 

menores porcentagens de inibição em comparação com as concentrações de 1,9 e 3,9 µg/mL. 

Isso pode ser devido a um estresse bacteriano, que também ocorreu em outras cepas 

supracitadas em algumas concentrações, principalmente de 7,8 e 15,6 µg/mL. O que 

possivelmente é explicado pela suscetibilidade dose-dependente (SDD) ao composto testado, 
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em que a suscetibilidade bacteriana depende da dosagem administrada, ou seja, doses abaixo 

do necessário podem não ser tão eficazes. Portanto, é importante o uso da dosagem máxima 

ideal para que haja uma cobertura adequada naquele isolado (CLSI, 2015). Além disso, se a 

célula receptora possuir o determinante de resistência ao antibiótico em questão, essa bactéria 

terá uma sensibilidade menor ao composto. Dessa forma, o dano dessa interação entre o 

antimicrobiano com a célula será menor do que o esperado (BERNIER; SURETTE, 2013). 

Com isso, é possível compreender que em situações de estresse, como alteração de pH, a 

expressão gênica é adaptada de forma a compensar aquela perturbação para que as bactérias 

naquele meio consigam sobreviver (HOMMAIS et al., 2001). Visto que o metabolismo 

bacteriano tende a se ajustar em frente a efeitos negativos, como em concentrações 

subinibitórias de antibióticos, as mudanças transcricionais não podem ser desconsideradas 

nesses casos (GOH et al., 2002). 

O antraceno é utilizado de várias formas, como em sua oxidação para a formação 

de antraquinona que, por sua vez, é um intermediário na produção de corantes, no 

desenvolvimento de diodos orgânicos emissores de luz e de polímeros para detectores 

(CONOVER; GIBBS, 1919; HUANG; SU; TIAN, 2012; DAMME; PREZ, 2018). Entretanto, 

este composto por si só não tem efeito antimicrobiano em E. coli, como apontado em Kim, 

Jeong e Lee (2009). Em contrapartida, no estudo de Prakash e colaboradores (2018), compostos 

baseados em antraceno apresentaram CIM tanto contra E. coli, com menor concentração de 

6,25 µg/mL, como contra S. aureus, com valores de até 3,12 µg/mL. Em Dardeer, Taha e 

Elamary (2020), com derivados heterocíclicos de antraceno, os menores valores para CIM e 

CBM em E. coli foram de 0,636 mg/mL; e para S. aureus de 0,159 mg/mL. 

As classificações dos complexos de rutênios se baseiam na função que o íon rutênio 

pode assumir, e estão divididos da seguinte forma: estrutural, em que o rutênio da forma ao 

composto ativo; carreador, em que os íons de rutênio funcionam como carreador para o fármaco 

ativo; funcional, em que a atividade antimicrobiana do composto é mediada pelos íons de 

rutênio diretamente aos alvos biológicos; fotoativado, em que o composto é ativado somente 

sob iluminação e pode atuar como fotossenbilizador (SOUTHAM et al., 2017); e catalisador, 

em que o complexo metálico se comporta como um agente catalítico (SOLDEVILA-

BARREDA; METZLER-NOLTE, 2019; ANTHONY et al., 2020). Dentre os mecanismos de 

ação propriamente ditos, alguns exemplos são: ligação de forma reversível ou irreversível ao 

DNA e RNA por intercalação (ZEGLIS; PIERRE; BARTON, 2007; GILL; THOMAS, 2012), 

ativação do complexo via hidrolise, ativação redox (geração de espécies reativas de oxigênio), 

troca de ligantes (ANTHONY et al., 2020; MUNTEANU; UIVAROSI, 2021), entre outros.  
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No tocante atividade antibacteriana dos complexos de rutênio, na literatura relata 

atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas testadas no estudo 

em questão, exceto E. coli ATCC 11303, com valores que variam de 0,5 até valores maiores 

que 500 µg/mL (LI et al., 2011; LI; COLLINS; KEENE, 2015; SOUSA, 2019; SOUSA et al., 

2020). Dessa forma, como tanto o antraceno e os complexos de rutênio tem atividade 

antimicrobiana comprovadas na literatura, a presença de antraceno na estrutura química do 

complexo contribuiu para o efeito antibacteriano do composto, visto que o mesmo teve efeito 

sobre bactérias Gram-positivas e, também, para Gram-negativa. 

O estudo de Oliveira et al. (2020) em que foi utilizado um complexo de rutênio 

ligado a antraceno, apresentou valores diferentes de CBM sob a ação de luz UV (7,8 µg/mL) e 

sem ação da luz UV (15,5 µg/mL) para S. aureus ATCC 25923, e ambos mostraram resultados 

menores que o encontrado neste trabalho (15,6 µg/mL). Oliveira e colaboradores (2020), 

obtiveram valores de CIM e CBM de 125 µg/mL sem luz UV e de 31,25 µg/mL com luz UV, 

diferindo dos resultados deste presente estudo, que apresentou valores de 62,5 e 125 µg/mL 

para CIM e CBM, respectivamente. Dessa forma, os valores para o teste com UV foram 

menores, ou seja, a cepa de S. epidermidis em questão se mostrou mais sensível ao composto 

sob luz UV do que sem, mostrando que o completo de rutênio com antraceno de Oliveira et al. 

(2020) foi mais eficaz nesse sentido. Além disso, no estudo supracitado, não houve atividade 

antimicrobiana contra E. coli ATCC 11303, enquanto que neste presente trabalho o complexo 

utilizado contra esta mesma cepa apresentou atividade antimicrobiana, ou seja, CIM e CBM, 

de 125 e 250 µg/mL, respectivamente.  

No estudo de Abreu et al. (2017), em que também foi utilizado um complexo de 

rutênio ligado ao antraceno, os resultados de CIM e de CBM para S. aureus ATCC 25923 foram 

de 6,4 µg/mL para ambos sob a ação de luz ultravioleta (UV). Sem a ação da luz UV, o resultado 

de CBM foi maior (12,8 µg/mL). Ainda assim, os resultados foram menores em comparação 

aos apresentados neste trabalho: 7,8 µg/mL para CIM e 15,6 µg/mL para CBM. Em relação a 

S. epidermidis ATCC 12228, os valores para CIM e CBM com luz UV foi de 25,6 µg/mL para 

ambos, e 102 µg/mL sem luz UV para ambos, sendo valores maiores do que os encontrados 

para a mesma cepa neste estudo, que foi de 15,6 µg/mL para CIM e CBM. O estudo 

anteriormente citado também não encontrou atividade contra E. coli ATCC 11303, ao contrário 

deste presente trabalho, em que o complexo testado apresentou ação antibacteriana, como 

também antibiofilme, contra a cepa em questão.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 Através dos resultados, foi demonstrado que o composto [Ru(bpy)2(bpy-ant)]2+ teve 

tanto atividade antimicrobiana quanto antibiofilme para todas as cepas testadas. Desta forma, 

presume-se que este complexo pode vir a ser uma molécula potencial, visando sua utilização 

como agente antimicrobiano, tendo seu efeito sobre a forma planctônica, e também a formação 

de biofilmes bacterianos de Staphylococcus e E. coli, o composto poderia, ainda, auxiliar a 

síntese de novos agentes antimicrobianos de interesse clinico. 
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