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RESUMO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) tém se tornado um grave problema nos
ultimos anos em razdo da elevada morbidade e mortalidade atribuidas a estas, e um fator
agravante disso & a crescente resisténcia antimicrobiana dos microrganismos que estdo
associados a tais infecgbes. Diante disso, 0s complexos de ruténio, cuja atividade
antimicrobiana j4 foi relatada na literatura, se tornam uma alternativa aos medicamentos atuais.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do
complexo [Ru(phen)2(bpy-ant)]>* contra as bactérias de importancia clinica Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM), Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC
11303. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, analisou-se a concentracdo inibitoria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), enquanto a atividade antibiofilme
foi testada através do método de coloracdo com cristal violeta (CV) da biomassa para
quantificacdo e através da enumeracdo de células viaveis, por meio da contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC). Os testes foram realizados em placas de microtitulacdo em
concentragOes que variaram de 1,9 ug/mL a 125 pg/mL. Os resultados de CIM e CBM variaram
de 7,8 a 125 pug/mL. S. epidermidis ATCC 12228 apresentou 0s menores valores de CIM e
CBM dentre todas as cepas, seguida por S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 e S.
epidermidis ATCC 35984, tendo estas duas Ultimas apresentado 0 mesmo valor de CBM. E.
coli ATCC 11303 apresentou valor de CIM igual a S. aureus ATCC 25923, e ndo apresentou
valor de CBM. Na quantificacdo de biomassa, as bactérias Gram-positivas S. aureus e S.
epidermidis obtiveram valores maiores de porcentagem de redugéo de biomassa (77 a 100%)
quando comparadas a bactéria Gram-negativa E. coli (21 a 67%). Ja na enumeracao de células
viaveis, S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram uma maior reducédo
do numero de células viaveis quando comparadas a S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis
ATCC 35984, as quais apresentaram maior reducdo que E. coli ATCC 11303. Além das
concentragcdes em que ndo houve reducdo do numero de celulas viaveis, os valores de reducéo
variaram de 0,2 a 7,71 logs, incluindo as concentragfes mais altas em que ndo houve
crescimento de UFCs. Logo, foi comprovado o potencial do complexo de ruténio no controle

do crescimento microbiano e na inibi¢cdo da formacdo de biofilmes.

Palavras-chave: IRAS; resisténcia antimicrobiana; biofilmes; complexo de ruténio.



ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAI) have become a serious problem in recent years due to
the high morbidity and mortality attributed to them, and an aggravating factor is the increasing
antimicrobial resistance of microorganisms that are associated with those infections. Given this
scenario, ruthenium complexes, whose antimicrobial activity has already been reported in the
literature, become an alternative to current drugs. The present study aimed to evaluate the
antimicrobial and antibiofilm activity of the [Ru(phen)2(bpy-ant)]** complex against the
clinically important bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 700698 (MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 and Escherichia coli ATCC 11303. To evaluate the antimicrobial
activity, the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) were analyzed, while the antibiofilm activity was tested using the crystal violet (CV)
staining method of the biomass for quantification and the enumeration of viable cells method
by counting colony forming units (CFU). The tests were performed in microtiter plates at
concentrations ranging from 1.9 pg/mL to 125 pg/mL. Both MIC and MBC results ranged from
7.8 t0 125 pg/mL. S. epidermidis ATCC 12228 had the lowest values of MIC and MBC among
all strains, followed by S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 and S. epidermidis
ATCC 35984, and these last two presented the same value of MBC. E. coli ATCC 11303
presented MIC value equal to S. aureus ATCC 25923 and did not present MBC value. In the
quantification of biomass, the Gram-positive bacteria S. aureus and S. epidermidis obtained
higher values of percentage of biomass reduction (77 to 100%) when compared to the Gram-
negative bacteria E. coli (21 to 67%). In the enumeration of viable cells, S. aureus ATCC 25923
and S. epidermidis ATCC 12228 presented a higher reduction in the number of viable cells
when compared to S. aureus ATCC 700698 and S. epidermidis ATCC 35984, which presented
higher values than E. coli ATCC 11303. In addition to concentrations in which there was no
reduction in the number of viable cells, the values of reduction ranged from 0.2 to 7.71 logs,
including the highest concentrations in which there was no growth of CFUs. Therefore, the
potential of the ruthenium complex to control microbial growth and to inhibit the growth of

biofilms was proven.

Keywords: HAI; antimicrobial resistance; biofilms; ruthenium complex.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

As infeccOes relacionadas a assisténcia a salde (IRAS), do termo em inglés
healthcare-associated infections (HAI), sdo também chamadas de infec¢bes adquiridas em
hospitais ou, mais comumente, de infec¢cbes nosocomiais. Estas infec¢Bes sdo adquiridas pelos
pacientes em estabelecimentos de salde, como hospitais e ambientes ambulatoriais, durante o
processo de recebimento de cuidados da salde, ou seja, sdo infecgdes que estavam ausentes no
momento da admissdo (SIKORA; ZARA, 2022). Alguns dispositivos médicos internos, como
cateteres e ventiladores, geralmente estdo associados a estas infec¢des, as quais incluem infeccbes
da corrente sanguinea associadas a linha central (ICSAC, do inglés central line-associated
bloodstream infections - CLABSI), infeccBes do trato urinario associadas a cateteres (ITUAC, do
inglés catheter-associated urinary tract infections - CAUTI), pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAVM, do inglés ventilator-associated pneumonia - VAP) e infeccBes de sitio cirargico
(ISC, do inglés surgical site infections - SSI) (CDC, 2014). Os pacientes com maior risco Sao 0s
que estdo em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), em unidades de queimados, 0s que estdo
submetidos a transplante de o6rgdos e os neonatos (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017);
especialmente, os pacientes de UTI sdo afetados de forma desproporcional em razdo de
comorbidades crbnicas, de tratamentos intervencionistas mais agressivos e da frequente e intensa
exposicao a antibidticos (LIU; DICKTER, 2020). As IRAS tém se tornado um grave problema nos
ultimos anos em razdo da elevada morbidade e mortalidade, além dos altos custos provenientes do
longo periodo de hospitalizacdo (KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015). No Brasil, a prevaléncia
dessas infec¢bes em macrorregides foi de 10,8% entre os anos de 2011 e 2013 (FORTALEZA et
al., 2017). A ocorréncia de tais infegdes foi ainda seriamente afetada pela pandemia de COVID-
19 (Coronavirus Disease 2019), pois esta gerou um consideravel aumento na incidéncia de IRAS
(FRAM et al., 2021; ADVANI et al., 2021), principalmente de ICSACs (ADVANI et al., 2021),
e uma mudanca do seu perfil microbiologico (FRAM et al., 2021), com uma consequente
contribuicdo destas infecgbes para os Obitos atribuidos a COVID-19 (BAKER et al., 2021;
VIEIRA, et al., 2022).

1.2 Resisténcia antimicrobiana
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As IRAS sdo relacionadas, de forma recorrente, a infecgdes resistentes a maltiplos
antimicrobianos (MONEGRO; MUPPIDI; REGUNATH, 2022), que sdo infec¢Oes causadas por
microrganismos resistentes a multiplos antimicrobianos (MDRO, sigla do inglés multidrug-
resistant organisms). Essa resisténcia geralmente advém do uso indiscriminado de antibidticos
como pesticidas para controlar doengas nas culturas e no tratamento de animais na pecuaria, além
da prescrigdo inadequada (CDC, 2019). Uma vez que 0s microrganismos estdo sempre em
evolucéo, eles eventualmente desenvolvem mecanismos de resisténcia que, consequentemente, 0s
permitem sobreviver a exposi¢do aos antibidticos, transmitindo assim os tracos de resisténcia para
as proximas geracgdes ou passando entre microrganismos por meio de elementos genéticos méveis
e outros processos (CDC, 2019). Estes organismos sdo um fator significativo no aumento da
mortalidade de infec¢Ges nosocomiais ja que podem tornar as classes de antibidticos ineficazes no
tratamento (JERNIGAN et al., 2020; LIU; DICKTER, 2020). Mais de 2,8 milhdes de infec¢des
causadas por microrganismos resistentes a antibioticos ocorrem nos Estados Unidos a cada ano,
acarretando a morte de mais de 35 mil pessoas por ano (CDC, 2019). Uma lista publicada pela
Organizacdo Mundial da Satdde (OMS) em 2017 apresentou quais microrganismos resistentes a
antibioticos representam maior periculosidade a satde humana, a fim de orientar e promover a
pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos; s&o alguns deles: Enterobacterales, ou
Enterobacteriaceae na antiga nomenclatura (resistente a carbapenem, de prioridade 1 - critica),
como Escherichia coli, e Staphylococcus aureus (resistente a meticilina/ intermediério e resistente
a vancomicina, de prioridade 2 - alta). Destes microrganismos, os causadores mais comuns de
ICSAC sédo Enterobacteriaceae e Staphylococcus aureus (NOVOSAD et al., 2020). Ja 0 mais
conhecido por causar CAUTI e PAVM ¢ Staphylococcus aureus (BABCOCK et al., 2003;
FLORES-MEIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019), enquanto os responsaveis pelas ISCs
incluem Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SIEVERT et al., 2013). Em 2019, o Centro de
Controle e Prevencao de Doencas (CDC - Centers for Disease Control and Prevention) publicou
um Relatério de Ameacas de Resisténcia Antimicrobiana (RA) com as Ultimas estimativas de
morte e infeccdo para algumas bactérias e fungos resistentes a antibiéticos nos EUA, incluindo
também uma lista categorizada de microrganismos com base no nivel de preocupacao com a salde;
dos organismos citados anteriormente, os Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos
encontram-se como ameaca urgente, enquanto Staphylococcus aureus resistente a meticilina €

listada como ameaca séria.

1.3 Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva coagulase-positiva (PINHEIRO,
2018) que possui forma de cocos, se organiza em aglomerados e apresenta colénias geralmente
douradas ou amarelas, condi¢do que faz alusao a sua nomenclatura (“aureus” significa dourado ou
amarelo) (TAYLOR; UNAKAL, 2022). S. aureus € considerado um dos patdgenos mais
importantes e relevantes responsavel por infec¢oes hospitalares (KHAN; AHMAD; MEHBOOB,
2015), cujo tratamento se torna desafiador devido ao surgimento de cepas multirresistentes, como
SARM (Staphylococcus aureus resistente a meticilina, do inglés Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus - MRSA) (BOUCHER; COREY, 2008; WENZEL, 2007), a qual também
apresenta uma maior viruléncia (WENZEL, 2007). Primeiramente relatada em meados de 1960
(JEVONS; COE; PARKER, 1963), a resisténcia a meticilina em cepas de S. aureus tornou-se
bastante presente nas infec¢fes hospitalares ao longo dos anos, sendo a SARM relacionada com
mais de 60% dos isolados de infecgBes por S. aureus associadas aos cuidados de salude que
ocorreram em UTIs dos Estados Unidos em 2003, uma porcentagem maior quando comparada
com anos anteriores (KLEVENS et al., 2006). Ja no ano de 2017, foram relatados cerca de 323.700
casos de infeccBes por SARM em pacientes hospitalizados nos Estados Unidos, com uma
estimativa de 10.600 mortes, totalizando um custo equivalente a 1.7 bilhGes de ddlares (CDC,
2019). Além de ser causadora de infeccbes que estdo envolvidas em uma maior morbidade e
mortalidade (COSGROVE et al., 2003), vale destacar que a S. aureus resistente a meticilina é
resistente também a outros antibio6ticos, como oxacilina, penicilina e amoxicilina (CDC, 2019).
Staphylococcus aureus também apresenta resisténcia a outros antibiéticos, como resisténcia a
vancomicina (CDC, 2019).

1.4 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram-positiva coagulase-negativa em
forma de cocos que forma aglomerados (LEE; ANJUM, 2022). Este microrganismo costumava
ser considerado apenas como um comensal indcuo na pele humana, porém atualmente ele é
apresentado como um importante patdgeno oportunista; investigacdes mais recentes identificaram
determinantes moleculares especificos de S. epidermidis que facilitam sua evasdo imune e a sua
capacidade de causar doenca cronica, sendo alguns destes determinantes muito provavelmente
detentores de funcgdes originais que estdo associadas ao estilo de vida comensal ndo infeccioso

desta bactéria (OTTO, 2009). Apesar de possuir poucos fatores de viruléncia, a atracéo
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eletrostatica a superficies, como dispositivos medicos (RODRIGUES, 2013), € um fator
extremamente pertinente pois, desta forma, o aumento do uso de dispositivos conduziu este
microrganismo a emergir como um agente patogénico nosocomial consideravel, principalmente
em pacientes imunocomprometidos e hospitalizados por longos periodos de tempo, sendo capaz
de causar infecgdes com significativa morbidade e mortalidade (MARTIN; PFALLER; WENZEL,
1989). E estimado que as infecgdes da corrente sanguinea causadas por microorganismos
coagulase-negativos e originadas de infec¢bes de cateter intravascular atinjam 250.000 casos por
ano nos Estados Unidos, com uma taxa de mortalidade de 1 a 25% (OTTO, 2011). Um dos fatores
cruciais que permite que S. epidermidis sobreviva em um ambiente hostil é a producéo do biofilme
(LEE; ANJUM, 2022), que esta ligada a sua viruléncia (POTTER et al., 2009) e desempenha papel
central na capacidade de causar doencas por proteger a bactéria contra os efeitos de drogas
antibacterianas e do sistema imunoldgico, estando associado a resisténcia dessa bactéria a
multiplas drogas (BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015; KLEINSCHMIDT et al., 2015). Isolados
de Staphylococcus epidermidis ja exibiram resisténcia a diversos antibiéticos conhecidos como
meticilina, penicilina, cefalosporinas, eritromicina, entre outros (NNIS, 1999; UCKAY et al.,
2009). Alem disso, a capacidade de transferéncia lateral de genes e seu grande potencial de
recombinacdo permitem que S. epidermidis seja capaz de evoluir e apresentar novas caracteristicas
de viruléncia e resisténcia (ZIEBUHR et al., 2006).

1.5 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria anaerdbia facultativa Gram-negativa e oxidase-
negativa (LIM; YOON; HOVDE, 2010), da familia Enterobacteriaceae e da ordem
Enterobacterales (CDC, 2019), responsavel por varias doencas, como infec¢do do trato urinério,
septicemia, pneumonia, meningite neonatal, peritonite e gastroenterite (KHAN; AHMAD;
MEHBOOB, 2015). A maioria das cepas de E. coli coloniza de forma inofensiva o trato
gastrointestinal de humanos como uma microbiota normal, porém algumas cepas evoluiram para
E. coli patogénica ao adquirir fatores de viruléncia por meio de plasmideos, transposons,
bacteriofagos e/ou ilhas de patogenicidade (LIM; YOON; HOVDE, 2010), fato que condiz com
estudos do pangenoma de E. coli, que indicam uma enorme capacidade de evolucdo deste
microrganismo por aquisicao de genes e modificacdo genética (BRAZ; MELCHIOR; MOREIRA,
2020). E. coli é a bactéria Gram-negativa que mais causa bacteremia (RODRIGUES, 2013);

existem centenas de cepas de E. coli identificadas e apenas as combinac¢des mais bem-sucedidas
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de fatores de viruléncia persistiram para originar “pat6tipos” especificos de E. coli, ou seja, cepas
de E. coli patogénica, que séo capazes de causar doencas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
As taxas de resisténcia reportadas para este organismo sao de 55% para amoxicilina e ampicilina,
8% para cefuroxima 2% para cefotaxima, 6% para ciprofloxaxina e 3% para gentamicina
(RODRIGUES, 2013). Além disso, os Enterobacterales também sdo resistentes a carbapenémicos,
um dos melhores antibidticos disponiveis para o tratamento de bactérias multirresistentes, sendo
considerado a Ultima linha de defesa para tratar infeccGes bacterianas multirresistentes (CDC,
2019; KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015). De acordo com o Relatorio de Ameacas de RA de
2019 elaborado pelo CDC, as infecgdes causadas por Enterobacteriaceae produtoras de beta-
lactamase de espectro estendido aumentaram em 50% em 2018 em comparagdo com 2015, com
uma estimativa de cerca de 197.400 casos de infeccdo e 9.100 mortes em 2017 e custos de salde
atribuiveis estimado de 1.2 bilhdes de ddlares; ja em relacdo as Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenémicos, 13.100 casos de infecgéo e 1.100 mortes foram documentadas entre 2012 a 2017,
gerando 130 milhdes de ddlares em custos de saude, aproximadamente (CDC, 2019). Infelizmente,
poucos antibidticos estdo disponiveis ou em desenvolvimento para tratar as infec¢fes causadas por
bactérias Gram-negativas (CDC, 2019).

1.6 Biofilmes

Biofilme é uma comunidade de células microbianas (como bactérias) agregadas e
organizadas como microcoldnias que estdo aderidas a uma superficie e/ou umas as outras e
incorporadas (embebidas) em uma matriz autoproduzida (VESTBY et al., 2020), a qual consiste
em um conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros, conhecidos como substancias
poliméricas extracelulares (Extracellular Polymeric Substances - EPS) (FLEMMING; NEU,;
WOZNIAK, 2007; FLEMMING; WINGENDER, 2010; SRINIVASAN et al., 2021), composto
por uma grande variedade de proteinas, glicoproteinas, glicolipidios e DNA extracelular (€DNA)
(DI MARTINO, 2018; VESTBY et al., 2020). Os biofilmes possuem cinco etapas de formacéo
(Figura 1), séo elas: fixacdo (ou aderéncia), colonizacdo, proliferacdo (ou desenvolvimento),
maturacao e disperséo, nessa ordem (YIN et al., 2019; SRINIVASAN et al., 2021). Na fixacdo, o
estégio inicial, as celulas planctonicas se ligam reversivelmente as superficies bidticas ou abioticas
por meio de interagdes fracas (acido-base, hidrofobica, van der Waals e forcas eletrostaticas) para
depois, na fase de colonizacéo, se ligar irreversivelmente a superficie por meio de intera¢cbes mais

fortes, atraves de interacBes hidrofilicas/hidrofobicas por proteinas adesivas de ligacdo ao



17

colageno, lipopolissacarideos, flagelos ou pili (YIN et al., 2019; SRINIVASAN et al., 2021). Na
fase trés, de proliferacéo, as células bacterianas multicamadas sdo profundamente acumuladas e
uma enorme quantidade de EPS é produzida (SRINIVASAN et al., 2021). Posteriormente, na
maturacao, as células anexas crescem no biofilme amadurecido com a estrutura tipica de biofilme
3D e, apds o desenvolvimento completo do biofilme, na disperséo, este é desmontado ou disperso
por processos mecanicos e ativos (SRINIVASAN et al., 2021). Dentro do biofilme, ha a difuséo
de nutrientes e oxigénio através de canais de agua (DONLAN, 2002), além da conservacdo de
todos os componentes das células lisadas disponiveis, incluindo DNA (FLEMMING;
WINGENDER, 2010), o que torna biofilme um local ideal para troca de material genético e
manutencdo de um grande e acessivel pool de genes, em que a transferéncia horizontal de genes é
facilitada (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007; FLEMMING; WINGENDER, 2010). Uma
caracteristica marcante dos biofilmes diz respeito a sua heterogeneidade, sendo uma comunidade
biolégica que se adapta as mudancgas nas condi¢des ambientais e na sua prépria composicdo
(DONLAN, 2002). A matriz do biofilme fornece protecdo aos microrganismos contra diversos
fatores, como dessecacdo, biocidas oxidantes ou carregados, radiacdo ultravioleta, defesas
imunoldgicas do hospedeiro e antibidticos (FLEMMING; WINGENDER, 2010). As células
bacterianas envolvidas no biofilme sdo até 1000 vezes mais resistentes a agentes antibioticos
(SRINIVASAN et al., 2021), isso devido as adaptacOes pelas quais passam, como transmisséo de
marcadores de resisténcia (KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2013). As
doencas relacionadas ao biofilme sdo geralmente infeccBes persistentes que se desenvolvem de
forma lenta; raramente sdo resolvidas pelo sistema imunologico e respondem de forma
inconsistente aos tratamentos com antimicrobianos (VESTBY et al., 2020). Devido a natureza dos
biofilmes, as infecces que os envolvem sdo mais frequentemente associadas a colonizagao
microbiana da superficie de dispositivos médicos e outros materiais, como lentes de contato,
cateteres venosos centrais, valvulas cardiacas mecanicas, articulacdes protéticas, marca-passos e
cateteres urinarios (DAROUICHE, 2004; DONLAN, 2001; DONLAN; COSTERTON, 2002;
JAMAL et al., 2018; LYNCH; ROBERTSON, 2008). De uma forma geral, os biofilmes estéo
envolvidos em cerca de 80% de uma ampla variedade de infec¢cdes microbianas (CHANDKI,;
BANTHIA P.; BANTHIA R., 2011), e varios patogenos bacterianos conhecidos ja mostraram
serem capazes de produzir e crescer em biofilmes, como Staphylococcus aureus (DONLAN, 2002;
HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004, O’'TOOLE; KAPLAN; KOLTER,
2000), Escherichia coli (DONLAN, 2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY,
2004; O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000), e bactérias coagulase-negativas, como
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Staphylococcus epidermidis (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004;
KLEINSCHMIDT et al., 2015; O’'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; YAO; STURDEVANT;
OTTO, 2009).

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento de Biofilmes
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Fonte: Srinivasan et al. (2021) adaptado pelo autor

1.7 Complexos de ruténio

Drogas a base de metais e metal6ides desempenham um papel importante na historia
da quimica medicinal e se tornam uma alternativa frente ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (LI; COLLINS; KEENE, 2015). Um dos primeiros compostos baseados em
metais descritos foi a cisplatina, utilizada como agente quimioterdpico (WONG;
GIANDOMENICO; 1999). Com o passar dos anos, uma variedade de complexos metalicos com
diferentes centros metalicos (principalmente elementos de metais de transi¢do) e ligantes de
diversas estruturas foram sintetizados e estudados quanto a sua atividade biologica em razéo da
variabilidade estereoquimica proveniente das diversas geometrias de coordenacdo, aléem de
introduzirem novos elementos de quiralidade que podem ser importantes para o reconhecimento e
interacdo de moleculas biologicas (LI; COLLINS; KEENE, 2015); desta forma, foi relatado que
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muitos complexos de metais de transigdo apresentaram atividade antimicrobiana (BU et al., 2020).
Dentre os complexos de metais de transicdo, os complexos a base de ruténio tém sido amplamente
estudados e alguns apresentaram atividade anticancerigena (MUNTEANU, 2020), antiparasitaria
(SILVA et al., 2010) e antimicrobiana (ANDRADE et al., 2020; BOLHUIS et al., 2011; BU et
al., 2020; SOUSA et al., 2020) significativas. O ruténio (simbolo atbmico Ru) é um metal raro,
duro, denso e que esté presente no grupo da platina juntamente com o rodio, paladio, 6smio, iridio
e platina (SOUTHAM et al., 2017). Os complexos de ruténio apresentam propriedades unicas,
como a cinética de troca de ligantes semelhante a de seus equivalentes de platina (0 que permite a
exploragdo de diferentes atividades bioldgicas), a faixa de estados de oxidacdo biologicamente
acessiveis (Il e Ill), a capacidade do ruténio de mimetizar o ferro na ligacdo a certos alvos
bioldgicos (ALLARDYCE, 2001; LI; COLLINS; KEENE, 2015) e capacidade de se ligar
fortemente a &cidos nucleicos e proteinas (GILL; THOMAS, 2012; LI; COLLINS; KEENE, 2015;
LIANG et al., 2014; ZENG et al., 2017). Os compostos antimicrobianos de ruténio podem ser
divididos em cinco classes com base em seu mecanismo de acéo, sendo elas: 1) estrutural, em que
0 Ru possui funcdo estrutural, como dar forma ao composto ativo através de uma esfera de
coordenacao de ligantes; 2) carreador, em que o(s) ion(s) Ru funciona(m) como carreador(es) para
o farmaco ativo; 3) funcional, em que o ion Ru tem uma funcéo funcional, como quando a atividade
antimicrobiana do composto é mediada pelo ion Ru coordenando diretamente aos alvos bioldgicos;
4) fotoativado, em que o composto Ru é ativo somente sob iluminacdo, podendo atuar como
fotossensibilizador (SOUTHAM et al., 2017); e 5) catalisador, em que o complexo metalico tem
funcdo catalisadora, onde o complexo inerte pode catalisar um ciclo redox para a oxidacao da
glutationa a dissulfeto de glutationa, aumentando as espécies reativas de oxigénio e sendo
altamente citotdxico contra algumas linhagens celulares (DOUGAN et al., 2008; YANG; LIAO;
FU, 2018).

1.8 1,10-fenantrolina

De acordo com Bencini e Lippolis, “a 1,10-fenantrolina (phen/fen) é uma molécula
bioativa e um bloco de construgdo versétil, e como ligante produz complexos com propriedades
bioldgicas e fisiologicas interessantes” (2010 apud NUNES et al., 2020); desta forma, este
composto organico heterociclico e seus derivados tém sido objeto de interesse de pesquisa nos
ultimos anos em razao das suas potenciais aplicagdes como agentes de clivagem de DNA e sondas
de acidos nucleicos ndo radioativos (KHAN; AHMAD; AATIF, 2011). A 1,10-fenantrolina
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(Figura 2) e vérios complexos de metais de transi¢do que incorporam este ligante quelante j& se
mostraram extremamente ativos a 37 °C, in vitro (DWYER et al., 1969). A fenantrolina e seus
derivados, como a fendiona, demonstraram apresentar atividades antimicrobianas (ABEBE;
HAILEMARIAM, 2016; EFTHIMIADOU et al., 2008) e antibiofilme (TAY et al., 2015;
VIGANOR et al., 2015). A ac0es bioldgicas dos complexos metalicos com 1,10 - fenantrolina ja
havia comegado a ser documentada entre 1950 e 1970, e com o passar dos anos seus efeitos
antimicrobianos foram amplamente estudados (CHANDRALEKA et al., 2014; DWYER et al.,
1952; DWYER et al., 1969; KALIA et al., 2009; PARADA et al., 2017; PEREGRINO et al.,
2021), incluindo a acdo antimicrobiana desta molécula quando ligada ao Ruténio (GORLE et al.,
2015; Ll et al., 2011).

Figura 2 — Estrutura quimica da 1,10-fenantrolina

Fonte: Pubchem (2022)

Desta forma, a partir da problemética apresentada em relacdo as bactérias resistentes
a antibioticos, seus biofilmes associados e a frequente relacdo de ambos com infeccbes
nosocomiais graves, € demonstrada a necessidade da busca por novos antimicrobianos. 1sso,
juntamente com as evidéncias de trabalhos relatados na literatura envolvendo o potencial
antimicrobiano de complexos de ruténio e o potencial antimicrobiano da molécula fenantrolina,
delineia o objetivo principal deste trabalho, que foi testar a atividade antimicrobiana contra
bactérias planctonicas e bactérias presentes no biofilme e a inibi¢do da producéo de biofilme de

um complexo de ruténio ligado a fenantrolina contra cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito antimicrobiano do complexo [Ru(phen).(bpy-ant)]?*, ou RuP, sobre

bactérias patogénicas relacionadas a Infec¢gdes Relacionadas a Assisténcia a Salde.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do complexo sobre as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM), Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC 11303,

e Auvaliar o efeito antibiofilme do complexo através das metodologias de contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC) e de coloracgdo da biomassa com cristal violeta

(CV) sobre as bactérias alvo dessa proposta.
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao, sintese e caracterizacdo do complexo de ruténio

O complexo de ruténio [Ru(phen)2(bpy-ant)]**, ou RuP, (Figura 3) foi cedido pelo
Prof. Dr. Eduardo Henrique Sousa, do Laboratério de Bioinorgénica do Departamento de Quimica
Organica Inorganica da Universidade Federal do Ceard. A obtencéo, sintese e caracterizagdo do

composto foram feitas como em Oliveira et al. (2020).

Figura 3 — Formula estrutural do complexo de ruténio [Ru(phen).(bpy-ant)]**

Fonte: Imagem do RuP cedida pelo Prof. Dr. Eduardo Henrique Sousa — Universidade Federal do Ceara
3.2 Microrganismos utilizados

Neste trabalho foram utilizadas cepas padrdo, de interesse clinico, que fazem parte do
acervo da American Type Culture Collection (ATCC), sendo as seguintes: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 700698 (SARM), Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC 11303.

3.3 Condicdes de cultivo

As bactérias foram inicialmente retiradas do freezer a -80 °C, descongeladas e
transferidas para o meio de cultura Triptona de Soja (TSB; Liofilchem, Italia) adicionado de Agar
(Liofilchem, Italia), ou seja, para o meio Triptona de Soja com Agar (TSA), em placas de Petri e
estriadas para obtencdo de isolados; posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C durante 24
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horas para crescimento. ApGs este tempo, colonias isoladas foram removidas das placas e
inoculadas em tubos de vidro contendo 5 mL de meio de cultura Triptona de Soja (TSB;
Liofilchem, Italia) em caldo e incubadas a 37 °C por cerca de 18 a 24 horas. Em sequéncia, a
cultura foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL e foi centrifugada a 8.603 G a 4°C por 5
minutos; o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL em meio de cultura
Triptona de Soja (TSB; Liofilchem, Italia) em caldo. A concentracéo de células de cada indculo
foi, em seguida, ajustada para 2x10° células/mL através de turbidimetria (comprimento de onda

de 620 nm) e curvas de calibracdo previamente determinadas para cada bactéria.

3.4 Determinacéo da atividade de [Ru(phen)z(bpy-ant)]?*

O efeito do complexo de ruténio [Ru(phen)z(bpy-ant)]?* sobre o crescimento de células
planctonicas e células presentes no biofilme e sobre a formacéo de biofilmes foi determinado
através do método de microdiluicdo em caldo em placas de poliestireno de 96 pocos. Os ensaios
foram feitos em triplicata. Para dar prosseguimento aos testes, o composto foi primeiramente
pesado e solubilizado em uma emulsdo contendo TSB e dimeltilsulfoxido 4%. A diluicdo foi
realizada de forma seriada, com concentrac6es na placa variando de 1,9 a 125 pug/mL, sendo a
ultima linha designada ao controle do experimento (pogos contendo somente meio de cultura e

bactérias).

3.4.1 Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade do composto sobre o crescimento das células na forma plancténica foi
avaliada por meio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM).

3.4.1.1 Concentracdo Inibitdria Minima (CIM)

A metodologia de CIM estd de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). Inicialmente, foram adicionados 200 uL do complexo de ruténio ja
solubilizado na concentragdo de 250 pg/mL nos pocos da primeira linha horizontal da placa; em
seguida, foram acrescentados 100 pL. do meio TSB em todos os pogos restantes, com excegdo dos

pogos anteriormente mencionados da primeira linha, contendo o composto. Na sequéncia, foram
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retirados 100 pL dos pogos da primeira linha horizontal e acrescentados nos pocos da linha logo
abaixo, e assim sucessivamente, repetindo-se 0 mesmo processo em série, de cima para abaixo, de
forma que a concentracdo do composto nos pogos caisse pela metade. Este procedimento seguiu-
se apenas até a penultima linha, sendo a ultima linha reservada para o controle. O resultado dessa
diluicdo seriada originou concentragdes que variaram de 1,9 a 125 pug/mL. Apos isso, foram
adicionados 100 pL, separadamente, de cada uma das bactérias previamente ajustadas com
concentragéo de 2x10° células/mL, a qual decaiu pela metade para 1x108 células/mL. As placas
preparadas foram entdo incubadas a 37 °C durante 24 horas. O crescimento dos microrganismos
foi mensurado através da leitura do contetdo de cada po¢o por densidade Optica no comprimento
de onda de 620 nm, por meio do leitor de microplacas SpectraMax i3. A CIM foi considerada a
menor diluicdo do composto que ndo apresentou crescimento visivel (observado pelo nivel de
turbidez) dos microrganismos, ou seja, a menor concentracdo em que nao houve crescimento

bacteriano.

3.4.1.2 Concentracédo Bactericida Minima (CBM)

A metodologia de CBM se deu como em Das et al. (2016). Para a determinacéo do
CBM, foram retiradas aliquotas de 10 pL dos pocos que foram positivos para o teste de CIM, ou
seja, em que ndo houve crescimento microbiano visivel. As aliquotas foram inoculadas em placas
de Petri contendo meio de cultura Triptona de Soja (TSB; Liofilchem, Italia) com Agar
(Liofilchem, Italia) e as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Apds as 24 horas, 0 CBM
foi analisado por meio da leitura visual das placas, observando-se o crescimento ou ndo de coldnias
na superficie da placa. O CBM foi considerado como a menor concentracdo do complexo que
causou 100% de morte celular, ou seja, onde houve auséncia de crescimento bacteriano visivel na

superficie do agar.

3.4.2 Determinagéo da atividade antibiofilme

A partir das placas montadas e incubadas como descrito no topico relacionado ao teste
de Concentracao Inibitoria Minima (CIM), foi possivel determinar a atividade do composto sobre
a formacdo de biofilmes por meio da quantificacdo de biomassa e sobre as células nos biofilmes

por meio da contagem de células viaveis.
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3.4.2.1 Quantificacao de biomassa

Finalizado o processo de montagem e incubacéo, o contetudo dos pocos foi removido
e a placa foi lavada com agua destilada estéril trés vezes. Com 0s po¢os vazios, adicionaram-se
200 puL de metanol puro para a desidratacdo do biofilme, que foi retirado ap6s 5 minutos. Em
sequéncia, foram adicionados 200 pL do corante cristal violeta 1% para pigmentacdo da biomassa,
que também foi retirado ap6s 5 minutos. A placa foi lavada com agua destilada para remover o
excesso do corante. Por fim, 200 uL de acido acético foram acrescentados visando desprender o
corante cristal violeta do biofilme para ser feita a leitura da placa no leitor de microplacas
SpectraMax i3, através da densidade Optica. O comprimento de onda utilizado foi de 590 nm.

3.4.2.2 Contagem de células viaveis

Finalizado o processo de montagem e incubacdo, tal qual o tdpico do teste de
quantificacdo de biomassa, a placa foi também lavada trés vezes com agua destilada estéril. Com
0s pogos contendo a &gua da terceira lavagem (200 pL), a placa foi selada e levada ao banho sénico
por 8 minutos para desprender o biofilme dos pocos e liberar as bactérias do interior do biofilme.
O contetdo dos pocos de cada concentracdo foi reunido em um eppendorf correspondente,
devidamente identificado. Posteriormente, utilizou-se uma nova placa de 96 pogos para ser feita a
dilui¢ao decimal, onde foram adicionados 180 pL de dgua destilada estéril em todos os pogos. Em
seguida, 20 pL de cada eppendorf foram retirados e colocados nos pogos da primeira linha da placa
em sua concentragdo correspondente e, logo apds, foi feita a diluicdo decimal. Cada dilui¢do foi
plagueada em um quadrante (previamente desenhado) de uma placa de Petri com meio TSA e
incubada por 24h a 37°C. Apos o periodo de incubacao, as unidades formadoras de coldnias (UFC)

nas placas foram contadas visualmente e os resultados expressos em termos de Logio UFC/mL.

3.4.3 Analise estatistica

Os dados de todos os ensaios foram categorizados no Microsoft Excel® (Verséo 2010
para Windows). Foi utilizado o teste One-way ANOVA com pds-teste Bonferroni, executados com
0 auxilio do software GraphPad Prism® (versdo 5.0 para Microsoft Windows®), para analisar a
diferenga entre as medias das repeticdes em triplicatas utilizadas nos testes. Os valores de p<0,001

séo considerados como estatisticamente significativos.



26

4 RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do complexo de ruténio sobre o crescimento
planctonico dos microrganismos foi feita através dos ensaios de determinagéo de CIM e CBM. O
complexo [Ru(phen)z(bpy-ant)]?* exibiu acdo bacteriostatica e bactericida para todas as cepas,
exceto E.coli, para o qual ndo apresentou atividade bactericida, ou seja, ndo foi capaz de causar a

morte celular deste microrganismo na forma planctonica (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito antimicrobiano do complexo [Ru(phen)z(bpy-ant)]?* sobre o crescimento

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

[Ru(phen)(bpy-ant)]** (ug/mL)

Bactérias T S
S. aureus ATCC 25923 15,6 62,5
S. aureus ATCC 700698 (SARM) 62,5 125,0
S. epidermidis ATCC 12228 7,8 7,8
S. epidermidis ATCC 35984 125,0 125,0
E. coli ATCC 11303 15,6 ND

Fonte: elaborado pelo autor. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBM). ND: N&o determinado.

Observou-se que o complexo apresentou valores de CIM e CBM variando de 7,8 a 125
pug/mL. A cepa de S. epidermidis ATCC 12228 apresentou os menores valores de CIM e CBM,
seguida por S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984, tendo
estas duas Ultimas apresentado 0 mesmo valor de CBM. E. coli ATCC11303 apresentou valor de
CIM igual a S. aureus ATCC 25923, e nédo apresentou valor de CBM.

Em relacdo as cepas de S. epidermidis, os valores de CIM foram bem distantes um do
outro, sendo de 7,8 pg/mL para S. epidermidis ATCC 12228 e 125 pg/mL para S. epidermidis
ATCC 35984. Para cepas de S. aureus, os valores também foram diferentes: 15,6 pg/mL para S.
aureus ATCC 25923 e 62,5 pg/mL para S. aureus ATCC 700698. Ja para a cepa de E. coli, o valor
da CIM foi 15,6 pg/mL, semelhante a S. aureus ATCC 25923. Os valores de CBM foram
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semelhantes aos valores de CIM para as cepas de S. epidermidis, enquanto que para a cepa de S.
aureus ATCC 25923 foi de 62,5 pg/mL e para a cepa de S. aureus ATCC 700698 foi de 125
pg/mL, maiores que seus respectivos valores de CIM. Dentro das Gram-positivas, S. epidermidis
ATCC 12228 apresentou menores valores de CIM e CBM, enquanto S. epidermidis ATCC 35984
apresentou os maiores valores. E. coli ndo apresentou resultados de CBM.

4.2 Atividade antibiofilme

A avaliacdo da atividade antibiofilme do complexo de ruténio foi feita através dos
ensaios de determinacdo de quantificacdo de biomassa e contagem de células viaveis, cujos
resultados foram expressos em termos de inibicdo da formacéo de biofilmes e da enumeracéo do
numero de células viaveis do biofilme, respectivamente. O complexo [Ru(phen)z(bpy-ant)]?*
demonstrou atividade antibiofilme contra todas as bactérias testadas, exibindo efeito sobre a
formacédo da biomassa do biofilme (Figura 4) e na redugdo no nimero de células viaveis (Figura
5).

4.2.1 Inibicio da formacéo de biofilmes

O complexo apresentou percentuais de inibicdo de producédo de biomassa em torno de
77 a 100% para todas bactérias Gram-positivas (Figura 4A, 4B, 4C e 4D). Ja em relacdo a bactéria
Gram-negativa E. coli (Figura 4E), esta se mostrou menos suscetivel, pois a variacdo da
porcentagem de inibicdo foi a menor, de 21 a 67%. S. aureus ATCC 700698 (Figura 4C) se
destacou mais em questdo de suscetibilidade ao apresentar maiores porcentagens de inibicdo de
producdo de biomassa que todas as cepas, exibindo 100% de inibicdo nas concentracdes de
composto de 125 pg/mL, 31,2 pg/mL e 7,8 pg/mL e quase 100% de inibicdo em todas as
concentragdes restantes (97-99%) do composto. Os valores de inibicdo das concentracdes de 1,9
pg/mL (99,55%), de 3,9 pg/mL (99,93%) e de 15,6 pg/mL (99,14%) foram inesperadamente
maiores que o valor de inibicdo para a concentragdo de 62,5 pg/mL (97,45%). Para S. aureus
ATCC 25923 (Figura 4A), as concentracdes acima de 15,6 pug/mL exibiram inibicdo de 99% para
mais, e as concentracdes de 1,9 pg/mL, 3,9 pg/mL e 7,8 pug/mL exibiram 82,99%, 88,15% e
91,16%, respectivamente.

S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram taxas de inibicéo
proximas paras as mesmas concentracdes (Figura 4A e 4B). A S. epidermidis ATCC 12228
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apresentou inibicdo de 100% da producdo de biomassa nas concentragdes de 15,6 pg/mL a 62,5
pg/mL. A maior concentracgdo, de 125 pg/mL, apresentou uma porcentagem de inibigdo um pouco
menor que as anteriores, de 99,63%. As concentracdes de 1,9 pg/mL, 3,9 pg/mL e 7,8 pg/mL
apresentaram porcentagens de 77,39%, 81,49% e 85,19%, respectivamente. Ja a S. epidermidis
ATCC 35984 (Figura 4D) apresentou uma inibi¢do proxima de 100% nas concentracdes de 7,8 a
31,2 pg/mL (97-99%) e inibigdo de 100% nas duas maiores concentracfes, enquanto nas duas
menores a reducao foi um pouco abaixo das demais, de 82,42% para 3,9 pg/mL e de 87,13% para
1,9 pg/mL.

Dentre todas as cepas estudadas, a E. coli expressou as menores porcentagens de
inibicdo: na faixa de concentracdo de 7,8 pg/mL a 62,5 pg/mL, a porcentagem variou entre 61-
67%, sendo de 61,83% para 7,8 pug/mL, de 62,09% para 15,6 pg/mL, de 66,60% para 31,2 pug/mL
e de 67,13% para 62,5 pug/mL; na maior concentracdo, a porcentagem de inibi¢do documentada
foi de 65,70%. Além disso, a faixa dos menores valores de concentracédo (1,9-7,8 pg/mL) exibiram
valores com uma diferenga de cerca de 20% entre um valor e outro, sendo 21,93% para 1,9 pg/mL,
42,83% para 3,9 pg/mL e 61,83% para 7,8 pg/mL.
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Figura 4 — Efeito do complexo [Ru(phen)2(bpy-ant)]?* sobre a formagcéo de biofilmes de S. aureus,

S. epidermidis e E. coli.

A) S. aureus ATCC 25923 B) S. epidermidis ATCC 12228 C) s aureus ATCC 700698 (MRSA)
2.0 1.5 2.0
1.5 1.5
g Eto £
g § g
210 2 Q1.0
o (o] Qo
s 0.5 9
o 0.5 e e T we P ° 05
o Mmoo 0.0 rl T e PYIN
‘\‘Q\Q TP, \1.,‘.’ n“\’.l’ é\,‘.’ \ef) 0@\0 N2 a2 4P \(.}’ '_5\:" 6""9 0‘,’ 0@\9 NP ,@Q\’ ‘5\? é\,‘? ,\ff,"
® & &
[ 1ngimL [ gL [ 1ngimL
D) S. epidermidis ATCC 35984 E) E. coli ATCC 11303
1.5 0.4
£ € 0.3
c 1.0 c
o o e
% g 0.2
“ a
G a

=)
o

0.5 e R s
wRAA -
P
T el T T 0.0 T T T T T T
k] © vl

.
SICIPC IR SR R

00(‘ %
[ 1pg/mL [ 1ngmL

Fonte: elaborado pelo autor. Quantificacdo 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(phen),(bpy-ant)]?*. ***p <0,001; ****p <0,0001.

4.2.2 Enumeracdao de células viaveis

O complexo de ruténio testado apresentou atividade de reducdo das UFCs contra as
bactérias testadas. Dentre todas as cepas, S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228
se mostraram mais suscetiveis ao complexo (Figuras 5A e 5B), com destaque para S. epidermidis

ATCC 12228, enquanto E.coli, assim como nos resultados prévios de inibi¢cdo da formacéo do

biofilme, foi a mais resistente (Figura 5E).

S. epidermidis ATCC 35984 (Figura 5D) apresentou uma reducao das celulas vidveis
em torno de 4 logs na concentracdo de 31,2 pug/mL até a concentragdo de 125 pg/mL. Ja em relacéo
a reducdo das demais concentracfes, a concentragdo de 7,8 pug/mL exibiu maior reducdo do que

15,6 pg/mL (3,95 e 3,65 logs, respectivamente); as duas menores concentracdes, no entanto,
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apresentaram pouca reducdo do numero de células (1,9 pg/mL com 0,2 logs) ou nenhuma reducéo
(3,9 pg/mL).

Para S. aureus ATCC 700698, surpreendentemente, a maior reducdo de UFCs foi de
4,67 logs para a menor concentracao de complexo (1,9 pg/mL), enquanto uma reducéo de 3,42 e
pdde ser vista na maior concentracdo, de 125 pg/mL (Figura 5C). A reducdo associada as demais
concentragdes foram de 3,5 para as concentragoes de 3,9 pg/mL e 7,8 pg/mL, de 3,63 logs para a
concentracdo de 15,6 pg/mL e de 3,38 logs para a concentracdo de 31,2 pg/mL e 62,5 pg/mL.

A reducdo total das UFCs ocorreu na faixa de concentracdo de 7,8 pug/mL a 125 pg/mL
para S. aureus 25923 (reducéo de 7,69 logs) e S. epidermidis ATCC 12228 (reducéo de 7,71 logs),
com excec¢édo da concentracdo de 7,8 ug/mL de S. aureus 25923, cuja reducdo associada foi de
4,69 logs (Figuras 5A e 5B). Nas concentracdes mais baixas, o desempenho foi diferente: para a
concentracdo de 3,9 pg/mL de composto para estas duas bactérias, a reducdo exibida foi de 0,37
logs (S. aureus 25923) e 1,84 logs (S. epidermidis ATCC 12228); ja para a concentracao de 1,9
pg/mL, a reducdo foi de 0,92 logs para S. epidermidis ATCC 12228, enquanto S. aureus 25923
ndo apresentou reducdo nesta concentracao.

Em E. coli ATCC 11303, para a maior concentracdo (125 pg/mL), a reducédo foi de
4,46 logs, sendo a maior reducdo de UFCs para esta bactéria (Figura 5E). Nas demais
concentragOes, foram obtidas reducdes entre 0,59 e 1,3 logs. A menor reducéo (0,59 logs) foi
exibida na concentracdo de 7,8 pug/mL, engquanto nas concentragdes 1,9 e 3,9 pg/mL foram
exibidas redugbes de 0,6 logs e de 0,91 logs, sendo esta ultima maior que o observado em 7,8
pug/mL e, também, do que o observado em 15,6 pg/mL (0,82 logs). As duas outras concentracfes

de composto (31,2 pg/mL e 62,5 pug/mL) expressaram reducdes de células viaveis de 1,3 logs.
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Figura 5 — Efeito do complexo [Ru(phen)z(bpy-ant)]?* sobre as células viaveis no biofilme de S.

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

No presente estudo, foi testada a acdo antimicrobiana e antibiofilme do complexo de
ruténio [Ru(phen)2(bpy-ant)]?* contra as bactérias E. coli, S. aureus e S. epidermidis. Conforme
visto anteriormente na Tabela 1 e nas figuras 4 e 5, 0 composto em questdo obteve efeito sobre
todas as cepas utilizadas. A efetividade da agdo antimicrobiana do complexo foi maior nas
bactérias Gram-positivas do que na Gram-negativa de uma forma geral, visto que a E. coli se
mostrou mais resistente ao composto testado em quase todas as metodologias, com excecao no
teste de CIM, em que ela apresentou uma concentracdo inibitéria minima menor que S. aureus
ATCC 700698 (SARM) e que S. epidermidis ATCC 35984 e igual a S. aureus ATCC 25923. No
teste de CBM o complexo ndo exibiu efeito bactericida em E. coli.

O que poderia explicar essa diferenca de suscetibilidade seria a morfologia das paredes
celulares das bactérias testadas. As bactérias Gram-negativas diferem das bactérias Gram-positivas
no que diz respeito a estrutura da parede celular: o envelope das bactérias Gram-negativas consiste
em trés camadas, sendo elas a membrana externa (contendo lipopolissacarideo/endotoxina), a
parede celular de peptidoglicano e a membrana citoplasmatica; ja o envelope das bactérias Gram-
positivas ndo possui a membrana externa (EXNER et al., 2017). Essa membrana externa funciona
como uma barreira de permeabilidade, permitindo a passagem seletiva de moléculas externas e
impedindo que compostos com potencial destrutivo, como antibiéticos, penetrem na célula
(EXNER et al., 2017). A bicamada lipidica da membrana externa contém proteinas formadoras
de canais (como as porinas) com o objetivo de permitir o influxo de nutrientes e extrusdo de
residuos; assim, uma diminuicdo na permeabilidade mediada por porina associada a diminuicéo
na quantidade desta proteina pode aumentar o nivel de resisténcia a agentes antimicrobianos, que
potencialmente atravessam a membrana externa por meio delas (NIKAIDO, 2003). Na literatura,
ja foram relatadas cepas de E. coli mutante apresentando fenotipo de resisténcia a alguns
compostos beta-lactdmicos e tetraciclinas devido a auséncia da porina ompF (DUVAL;
NICOLOFF; LEVY, 2009; HARDER; NIKAIDO; MATSUHASHI, 1981). Portanto, bactérias
Gram-negativas, por possuirem essa membrana externa que funciona como uma “barreira de
protegdo” contra elementos externos, apresentam uma maior resisténcia a moléculas,
diferentemente das bactérias Gram-positivas. Adicionalmente, é importante pontuar a preferéncia
do complexo em agir sobre cepas de bactérias Gram-positivas. As camadas de peptideoglicano de
microrganismos Gram-positivos sdo compostos por polimeros aniénicos longos (acidos teicoicos)

gue representam mais de 60% da massa da parede celular Gram-positiva (SILHAVY; KAHNE;
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WALKER, 2010) e contribuem amplamente para uma carga superficial negativa bacteriana
(MALANOVIC; LOHNER, 2016). Portanto, um fator que pode estar relacionado com uma maior
suscetibilidade de bactérias Gram-positivas em relacdo as bactérias Gram-negativas € o fato de
que uma das caracteristicas dos complexos de ruténio é geralmente serem carregados
positivamente (em razdo da presenca do ion ruténio), o que pode contribuir para um maior
direcionamento da molécula a parede celular e uma maior interacdo desta com esses componentes
carregados negativamente da parede de bactérias Gram-positivas (ANDRADE, 2018;
MUNTEANU; UIVAROSI, 2021).

Andrade (2018) teoriza que os complexos de ruténio (RUNN, RUNNF e RuNN-Br)
testados em seu estudo agem nas bactérias de acordo com as caracteristicas catibnicas que
apresentam. Andrade (2018) propde que os complexos sdo absorvidos pelas células das bactérias
Gram-positivas e acumulados no citoplasma, podendo “interagir de forma reversivel com alvos
intracelulares como DNA, RNA, proteinas, membranas ou outros metabolitos, agindo sobre o
metabolismo bacteriano, de modo a exercer uma atividade bacteriostatica ou bactericida”, a
medida que permanecem inalterados in vivo.

A partir dos resultados expostos na tabela em relacdo as concentracdes de CIM e CBM,
é possivel afirmar que o composto testado foi efetivo contra as duas cepas de S. aureus trabalhadas,
com destaque para a S. aureus ATCC 25923, apresentando valores de CIM e CBM de 15,6 pg/mL
e 62,2 pg/mL, respectivamente. Os valores sd&o menores do que os observados para a cepa
resistente S. aureus ATCC 700698, de 62,5 pg/mL (CIM) e 125 pug/mL (CBM). A diferenca de
suscetibilidade é esperada, uma vez que S. aureus, com excecao de cepas resistentes, como a cepa
S. aureus SARM, é suscetivel a uma ampla gama de antibidticos, de acordo com os resultados
obtidos por Matynia et al. (2005). S. aureus ATCC 25923 é mecA negativa (CLSI, 2015), ou seja,
¢ suscetivel a meticilina, ja que a resisténcia desse antibidtico é determinada pelo gene mecA
(UTSUI; YOKOTA, 1985). Os resultados deste estudo diferem dos resultados encontrados em Liu
et al. (2018), em que a cepa de SARM apresentou valores de CIM e CBM menores e/ou iguais aos
valores de S. aureus suscetivel no tratamento com complexos de ruténio. Neste mesmo trabalho,
as cepas de E. coli apresentaram valores de CIM e CBM maiores que os das cepas de S. aureus.

O maior potencial antimicrobiano relatado do composto foi contra a cepa S.
epidermidis ATCC 12228, com os valores de CIM e CBM sendo de 7,8 pg/mL. Em contrapartida,
a cepa de S. epidermidis ATCC 35984 apresentou os maiores valores para CIM e CBM, de 125
pg/mL. Isto pode ter se dado pelo perfil resistente desta Gltima, que é resistente a meticilina, além
de ser também uma boa formadora de biofilme (BOCE et al., 2019; CHRISTENSEN et al., 1985;
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OKAJIMA et al., 2016), o que dificulta a penetracdo do composto na matriz de polissacarideos e,
consequentemente, prejudica a sua atividade.

A cepa S. epidermidis ATCC 12228 apresentou maior suscetibilidade em comparacao
com a cepa S. aureus ATCC 25923. Isto pode ser devido a uma provavel maior viruléncia
apresentada por S. aureus em consequéncia de moléculas denominadas modulinas fenol-sollveis
(PSMs). Estas moléculas estdo presentes em ambas as bactérias (MEHLIN; HEADLEY;
KLEBANOFF, 1999; OTTO, 2017; WANG et al.,, 2007), e em S. aureus (PSMa3) sao
responsaveis por uma forte resposta pro-inflamatdria, que contribui para sua patogénese (WANG
et al., 2007); em S. epidermidis, essa molécula (PSMJ) possui uma atividade citolitica muito
parecida com a PSM de S. aureus (PSMa3), porém apresenta producao relativamente baixa desta
molécula (CHEUNG et al., 2010; OTTO, 2017; WANG et al., 2007). Os resultados deste estudo
corroboram em partes com os resultados de Sousa et al. (2018), em que a cepa de S. epidermidis
ATCC 12228 apresentou valores de CIM menores que a cepa de S. aureus ATCC 25923 para dois
dos trés complexos de ruténio testados (na auséncia de luz).

Em relacdo aos resultados da atividade antimicrobiana em testes de CIM e CBM contra
trés complexos de ruténio (RUNN, RuUNN-F e RUNN-Br) no estudo de Andrade (2018), o valor de
CIM para a bactéria S. aureus ATCC 25923, quando exposta ao complexo RuUNN, foi igual ao do
presente estudo, enquanto o valor de CBM diferiu, sendo maior (de 125 pg/mL) em comparacao
ao trabalho em questéo (62,5 pg/mL); sobre RUNN-F, os valores para CIM e CBM foram menores
(de 7,8 e 31,2 pg/mL, respectivamente) em comparacdo a este estudo, enquanto o complexo
RUNN-Br apresentou os mesmos valores do presente estudo. Sobre a cepa S. aureus ATCC
700698, contra RUNN os valores de CIM e CBM foram os mesmos encontrados neste estudo; ja
para RUNN-F (CIM de 7,8 pg/mL; CBM de 31,2 pg/mL) e para RUNN-Br (CIM de 31,2 pg/mL,;
CBM de 62,5 pg/mL) foram obtidos valores menores do que 0s obtidos no presente trabalho. Para
S. epidermidis ATCC 12228, todos os complexos de ruténio testados no estudo de Andrade (2018)
obtiveram valores maiores de CIM e CBM em comparacéo aos resultados encontrados no presente
estudo. Em relacdo a estirpe S. epidermidis ATCC 35984, os valores de CIM foram menores para
0s trés complexos testados em relagcdo ao complexo do presente trabalho; sobre CBM para a mesma
cepa, RUNN e RuNN-Br obtiveram o mesmo valor de 125 pug/mL encontrando neste estudo,
enquanto somente RUNN-F teve um valor de CBM menor, de 62,5 pg/mL. E por fim, E. coli
ATCC 11303, quando em contato com 0s trés compostos testados no estudo de Andrade (2018),
ndo obteve nenhum resultado para CIM e CBM; ja o complexo testado no presente estudo

apresentou acdo bacteriostatica (C1M) para esta bactéria.
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Em Sousa et al. (2020), foi testado um complexo bidentado de metionina ruténio (1)
contra duas bactérias Gram-negativas, uma delas sendo E. coli ATCC 11303, e duas bactérias
Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228), na auséncia e na presenca
de luz. Na auséncia de luz, S. aureus exibiu maior suscetibilidade que S. epidermidis, que por sua
vez exibiu maior suscetibilidade que E. coli ATCC 11303, com os valores de CIM de 125 pg/mL,
250 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente. Em relagéo aos valores de CBM, para S. aureus e S.
epidermidis os valores foram os mesmos dos de CIM para cada uma, enquanto E.coli ndo
apresentou resultados de CBM. Observa-se, portanto, que estes resultados divergiram dos
resultados apresentados neste estudo, j& que no presente estudo S. aureus ATCC 25923 apresentou
valor de CIM e CBM maior que os de S. epidermidis ATCC 12228, enquanto o valor de CIM de
E.coli se igualou ao valor de CIM de S. aureus ATCC 25923; contudo, em relacdo ao valor de
CBM de E. coli, 0o complexo testado por Sousa et al. ndo apresentou efeito bactericida, assim como
o complexo [Ru(phen)2(bpy-ant)]?* testado neste estudo. Em resumo, é possivel observar que os
valores apresentados de CIM e CBM foram menores no tratamento com o complexo
[Ru(phen)z(bpy-ant)]?* testado neste trabalho do que com o complexo testado por Sousa et al. na
auséncia de luz.

A acgdo antibacteriana in vitro da 1,10-fenantrolina (phen/fen) foi demonstrada em
varias espécies de bactérias, e os complexos metalicos de fenantrolina podem ser bacteriostéticos
e bactericidas para muitas bactérias Gram-positivas, sendo relativamente ineficazes contra
organismos Gram-negativos (CHANDRALEKA et al., 2014; McCANN et al., 2012). Em Abebe
e Hailemariam (2016), dois complexos de ruténio ligados a fenantrolina foram testados contra
algumas cepas bacterianas, dentre elas S. aureus (ATCC 25923), SARM (isolado clinico) e E. coli.
Em relacdo as cepas de S. aureus, os resultados corroboram com os obtidos neste estudo, uma vez
que os pesquisadores também constataram valores de CIM de S. aureus suscetivel menores gue 0s
de SARM. Ja o valor que eles obtiveram para a CIM de E. coli foi menor do que o obtido para a
cepa de S. aureus suscetivel, enquanto neste estudo a CIM de E. coli se igualou a CIM de S. aureus
ATCC 25923.

Gorle et al. (2014) testou uma série de complexos de ruténio que possuiam a
fenantrolina como ligante contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo SARM, S.
aureus suscetivel e E. coli. Seis dos catorze complexos, Rubbi2, Rubbis, Rubbio-tri, Rubbio-tetra,
Rubbio-tetra-nl e Rubbio-Cl>, apresentaram valores de CIM para SARM maiores que para S.
aureus suscetivel, o que vai de encontro aos resultados de CIM para cepas de S. aureus

apresentados neste estudo; em especial, Rubb1o-Cl> apresentou valor de CIM para E. coli igual ao
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valor de CIM para S. aureus suscetivel, tal qual o obtido neste trabalho. Em contraste com o
presente estudo, os demais complexos apresentaram valores de CIM para E. coli maiores que
ambas as cepas de S. aureus, enquanto que para SARM todos apresentaram valores de CIM iguais
a S. aureus suscetivel, exceto o complexo Rubbi2-Clz, que apresentou um valor menor, e Rubbi.-
tetra, que apresentou um valor maior, este ultimo resultado corroborando com o presente estudo.
Em relagdo a CBM, apenas alguns compostos foram utilizados para esse teste, sendo Rubbie-tri 0
unico que apresentou um valor de CBM para SARM maior que para S. aureus suscetivel, resultado
que vai de acordo com os encontrados neste estudo. CBMs de E. coli mostraram-se maiores que
0s CBMs de ambas as cepas de S. aureus, enquanto o complexo [Ru(phen)(bpy-ant)]** testado no
trabalho em quest&o néo apresentou efeito bactericida contra E. coli. Em outro estudo de Gorle et
al. (2015), foi demonstrado que todos os complexos de ruténio ligados a fenantrolina testados
contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas apresentaram a seguinte ordem de suscetibilidade
para o teste de CIM: S. aureus suscetivel > SARM > E. coli, 0 que corrobora em partes com o
presente estudo.

Em Bolhuis et al. (2011), trés complexos de Ru (Il) foram testados quanto a sua
atividade antimicrobiana, sendo dois deles ligados & fenantrolina: [Ru(phen)z(dpa)]?* e [Ru(2,9-
Mezphen)2(dppz)]?*. Nenhum dos compostos foi ativo contra a bactéria Gram-negativa E. coli,
divergindo em partes dos resultados do presente estudo, em que o complexo apresentou valor de
CIM contra E. coli, mas ndo apresentou valores de CBM. Para a cepa de S. aureus suscetivel e
cepas SARM, [Ru(2,9-Mezphen)2(dppz)]?* se mostrou o0 mais ativo e [Ru(phen)z(dpg)]?* 0 menos
ativo. Os valores de CIM e CBM de [Ru(phen)2(dpq)]?* contra a cepa de S. aureus suscetivel foram
maiores que 0s apresentadas neste estudo; 0 mesmo composto ndo foi capaz de apresentar
atividade bacteriostatica ou bactericida contra as cepas de SARM, diferentemente do presente
estudo, em que o complexo apresentou efeito bactericida e bacteriostatico contra todas as bactérias,
exceto E. coli, para o qual ndo apresentou valores de CBM, como ja mencionado. [Ru(2,9-
Mezphen)2(dppz)]?* apresentou todos os valores de CIM e CBM para as cepas testadas maiores
que o deste estudo.

Em relacdo aos testes de inibigdo de formacdo de biofilme e de redugdo no nimero de
células viaveis no biofilme, o complexo de ruténio [Ru(phen).(bpy-ant)]** apresentou efeito contra
todas as cepas testadas, tendo demonstrado maior efeito contra bactérias Gram-positivas do que
contra a bactéria Gram-negativa, seguindo o padrdo dos testes de atividade antimicrobiana contra

células plancténicas.
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Nos testes de quantificacdo de biomassa, S. aureus ATCC 700698 se destacou por
apresentar uma maior porcentagem de inibicdo de producdo biomassa, exibindo 100% de inibi¢ao
em pelo menos trés concentragdes (125 pg/mL, 31,2 ug/mL e 7,8 ug/mL). S. aureus ATCC 25923
exibiu inibicbes de 99% para mais, porém, de uma forma geral, esta se mostrou levemente mais
resistente que S. aureus ATCC 700698. S. epidermidis ATCC 12228 apresentou taxas de inibi¢ao
proximas de S. aureus ATCC 25923 para as mesmas concentracfes, além de ter apresentado
inibicdo de 100% da producédo de biomassa em trés concentracdes, semelhante a S. aureus ATCC
700698. S. epidermidis ATCC 35984 também apresentou taxas de inibicdo altas e inibicdo de
100% nas duas maiores concentragdes. Dentre todas as cepas estudadas, a E. coli expressou as
menores porcentagens de inibicdo: na maior concentragdo, a porcentagem de inibigédo
documentada foi de 65,70%, enquanto na menor foi de 21,93%.

Em relacdo aos testes de reducdo do numero de células viaveis, S. aureus ATCC 25923
e S. epidermidis ATCC 12228 se mostraram mais suscetiveis ao complexo dentre todas as cepas,
com destaque para S. epidermidis ATCC 12228, enquanto E.coli, assim como nos resultados de
inibicdo da formacdo do biofilme, foi a mais resistente. S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis
ATCC 35984 apresentaram menor suscetibilidade nos testes de reducdo do numero de células
viaveis que suas contrapartes suscetiveis. Surpreendentemente, a maior reducdo de UFCs para
S.aureus ATCC 700698 foi na menor concentragdo de complexo. S. aureus ATCC 25923 e S.
epidermidis ATCC 12228 apresentaram reducdo total das UFCs na concentragdo de 7,8 pg/mL
(15,6 png/mL para S. aureus 25923) e acima. Contudo, nas concentragdes mais baixas, observou-
se uma diferenca brusca de reducdo no namero de células viaveis, que foi muito menor quando
comparada com a reducdo atrelada as concentracdes mais altas. Em S. epidermidis ATCC 35984,
as menores concentracfes apresentaram menor reducdo, em destaque para a concentracao de 3,9
pug/mL, que ndo apresentou nenhuma reducdo, enquanto a concentracdo de 1,9 pg/mL apresentou
reducdo de 0,2 log. Isso pode ter se dado pela suscetibilidade dose-dependente (SDD) das cepas
ao complexo testado, em que a suscetibilidade bacteriana depende da dosagem administrada,
tornando doses de antimicrobianos abaixo da dose necessaria/ideal ndo tdo eficazes; logo, é
importante o uso da dosagem maxima ideal para que haja uma cobertura adequada do composto
naquele isolado (CLSI, 2015). Como o metabolismo bacteriano tende a se ajustar em frente a
efeitos negativos, como em concentragdes subinibitorias de antibidticos, as mudancas
transcricionais devem ser consideradas (Goh et al., 2002).

De uma forma geral, nos testes envolvendo biofilmes e células do biofilme, foi

possivel observar que as cepas Gram-positivas S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC
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35984, apresentaram maiores porcentagens de inibicdo da formacdo de biofilme em diversas
concentragfes quando comparadas as demais cepas e se mostraram mais resistentes no que tange
a reducdo do namero de células vidveis no biofilme (exceto quando comparadas a E. coli). O
estresse bacteriano causado por causas externas € capaz de desencadear diversas respostas
adaptativas e protetoras, além de alterar os padrdes de expressao génica e a fisiologia celular de
maneiras que podem influenciar a suscetibilidade antimicrobiana (POOLE et al., 2012). Logo,
estes resultados podem ser consequéncia do estresse bacteriano causado pelo complexo, que pode
ter originado uma mudanca de comportamento no perfil da célula, induzindo-a a dar enfoque a
manutencdo das células no biofilme ao invés da sua producéo.

Em Andrade (2018), os complexos RUNN, RuUNN-F e RuNN-Br foram testados para
atividade de inibicdo da formacao de biofilme e reducdo do nimero de células viaveis contra as
mesmas cepas testadas neste estudo. Os complexos inibiram o acimulo de biomassa em todas as
concentragdes testadas para as Gram-positivas. Assim como neste estudo, a cepa de S. aureus
ATCC 700698 foi altamente sensivel aos complexos, e apresentou uma porcentagem de reducao
de 99,8% na maior concentracao, de 500 pg/mL, para RUNN, e uma porcentagem de reducédo de
acima de 99,8% para RUNN-FF na mesma concentracdo. No estudo em questdo, as porcentagens
de inibigdo para S. aureus ATCC 700698 chegaram a 100% mesmo em uma concentragéo 4 vezes
menor (125 pg/mL). As demais concentracdes do presente estudo também se sobressairam em
questdo de efeito de inibigéo frente a RUNN para S. aureus ATCC 700698, pois a reducéo de sua
biomassa na concentracéo de 7,8 pg/mL foi de 68%, enquanto no presente estudo foi de 100%. Ja
para RUNN-FF, a concentracdo de 7,8 pg/mL mostrou uma porcentagem de 99,8%, também menor
ao valor encontrado neste estudo para a mesma cepa. Para S. aureus ATCC 25923, o complexo
RuNN-Br foi capaz de inibir a formagédo de biomassa entre 91 e 100% desde a menor (7,8 pug/mL)
até a maior concentracdo (500 pg/mL), faixa de reducdo que se aproxima as apresentadas neste
estudo para esta cepa.

As cepas de S. epidermidis mostraram uma maior resisténcia ao contato com o
complexo RUNN em relagéo a atividade antibiofilme. Isso foi diferente do que foi apresentado
neste estudo pois, de uma forma geral, as cepas S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis
ATCC 35984 foram bastante sensiveis. Para RUNN-Br e RUNN-F, a cepa S. epidermidis ATCC
12228 também se mostrou menos suscetivel. Em relacdo a RUNN-F, S. epidermidis ATCC 12228
apresentou reducao da biomassa de 45,7% para a concentracdo de 7,8 pg/mL e de 95,6% para a
concentracdo de 500 pg/mL; em relagdo a RUNN-Br S. epidermidis ATCC 12228 apresentou

reducdo da biomassa de 53% para a concentrac¢ao de 7,8 pg/mL e de 91% para a concentracdo de
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500 pg/mL; ja no presente estudo, S. epidermidis ATCC 12228 apresentou maiores porcentagens
de inibicdo para as concentragdes de 7,8 pg/mL e 125 pg/mL, sendo respectivamente 85,19% e
99,63% de inibicdo. Um fato interessante observado pelo autor sobre RuNN-F foi que
concentracdes a partir de 15 pg/mL reduziram a producdo da biomassa entre 93-100%, e algo
semelhante ocorreu neste estudo para esta cepa.

Ainda em Andrade (2018), atestou-se que RuUNN reduziu significativamente o nimero
de UFCs dos biofilmes de cepas de Staphylococcus spp., assim como ocorreu ha maioria das cepas
deste presente estudo. O biofilme de S. aureus ATCC 25923 mostrou uma reducéo nas suas células
viaveis de 0,8 logs e 3,2 logs a 7,8 e 500 pg/mL, respectivamente. Isto contrasta com os resultados
deste estudo pois, para a mesma cepa, a reducdo UFCs foi maior para a mesma concentragéo de
7,8 ug/mL (4,69 logs), enquanto a maior concentracao testada, de 125 pg/mL., apresentou reducao
total. Para as demais cepas, a reducdo no numero de células viaveis também foi da ordem de 2,0 a
3,0 logs acima da concentracdo de 62,5 pg/mL, enquanto neste estudo, para as concentragdes de
62,5 pg/mL e 125 pg/mL, as mesmas cepas apresentaram reducdo no numero de células vidveis
da ordem de 3 e 4 logs de reducdo para S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984,
respectivamente, e reducao total para S. epidermidis ATCC 12228.

No ensaio sobre a quantificacdo de células viaveis contra RUNN-F, todas as cepas
testadas mostraram-se suscetiveis. Dentre as cepas usadas neste ensaio, S. aureus ATCC 700698,
ja relatada na literatura como resistente a meticilina (SARM), chamou a atencdo do autor por ter
apresentado os melhores resultados em relacdo a reducdo do numero de células viaveis, algo
levemente semelhante ao observado neste estudo. Contra esta cepa, 0 complexo RUNN-F foi capaz
de reduzir em 3 logs o numero de células viaveis na concentracdo de 7,8 pg/mL e, para a
concentracdo de 500 pg/mL, a maior usada no ensaio, a reducdo foi de 4,9 logs. No presente
estudo, para as concentracfes de 7,8 pg/mL e 125 pg/mL (a maior concentracdo utilizada neste
trabalho), a reducéo datada foi de 3,4 logs, valor que se aproxima dos resultados apresentados pelo
autor. Os efeitos do complexo RUNN-Br também reduziram o nimero de células viaveis nos
biofilmes das cepas de Staphylococcus spp., sendo a cepa S. aureus ATCC 25923 mais sensivel,
tendo a reducdo do nimero de células vidveis na ordem de 2,0 logs na concentragédo de 7,8 pg/mL
e 3,4 logs na concentragdo de 500 pg/mL. Neste presente trabalho, S. aureus ATCC 25923, na
concentracdo de 7,8 pg/mL, apresentou um valor de log de 4,69, maior do que o datado por
Andrade (2018). Sobre as demais cepas, também houve uma consideravel redu¢do no numero de

UFCs nas concentracOes acima de 62,5 pg/mL que variaram de 2,4 a 2,8 logs, enquanto neste
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estudo, para as mesmas cepas, a reducdo acima de 62,5 pg/mL foi acima de 3 logs, tendo S.
epidermidis ATCC 12228 apresentado reducéo total.

Complexos de ruténio associados fenantrolina sdo bem datados como potenciais
agentes antimicrobianos in vitro contra cepas de E. coli e S. aureus (GORLE et al., 2016; Ll etal.,
2016; LIU et al., 2018), porém poucos estudos sobre atividade antibiofilme desses complexos séo
encontrados na literatura, principalmente para as cepas mencionadas. Contudo, complexos
metalicos ligados a fenantrolina demonstraram ter atividades antibiofilme contra outros
microrganismos, como em Viganor et al., 2015, em que complexos de cobre e prata ligados a
fendiona (1,10-fenantrolina-5,6-diona) exibiram atividade antibiofilme contra Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, a capacidade antibiofilme de complexos de cobre ligados a fenantrolina
contra SARM foram demonstrados recentemente (BEETON; ALDRICH-WRIGHT; BOLHUIS,
2014).
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6 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, foi demonstrado que o composto [Ru(phen)z(bpy-
ant)]** apresentou atividade antimicrobiana (contra células plancténicas, contra células no
biofilme e na inibicdo da formacdo do biofilme) para todas as cepas testadas. Logo, presume-se
que este complexo tem potencial para utilizacdo como agente antimicrobiano. O complexo
poderia, também, auxiliar a sintese de novos agentes antimicrobianos de interesse clinico. Faz-se
necessario, ainda, a realizacdo de novos testes envolvendo o complexo, como testes para
determinar o tempo de morte das bactérias, para avaliar a atividade do complexo sobre biofilmes
pré-formados, para avaliar modificacdes morfoldgicas e estruturais na formagdo de biofilmes
através de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e para avaliar a citotoxicidade do

complexo sobre células eucariontes saudaveis.
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