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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa um problema critico de saude publica global.
A formacéo de biofilme é um dos principais fatores de viruléncia da RAM e desempenha um
papel importante em mais de 80% das infeccGes bacterianas e 65% das infecgOes hospitalares.
Neste estudo, investigou-se a atividade antimicrobiana, o efeito combinado a antibidticos, a
interacdo com DNA e a atividade citotoxica do nitro complexo de ruténio
[RUCI(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] (designado RuNO) irradiado com luz azul e na auséncia de
irradiacdo. O efeito do complexo contra células planctonicas foi avaliado através da
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima
(CBM). O efeito combinado com antibidticos foi verificado pela técnica de checkerboard. A
atividade antibiofilme foi avaliada pela quantificacdo da biomassa total, contagem de células
viaveis, microscopia confocal e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Por fim, a
interagdo com DNA e a citotoxicidade contra eritrocitos humanos e fibroblastos murinos
(L929), foram verificados por eletroforese, atividade hemolitica e ensaio de viabilidade celular
(MTT), respectivamente. De modo geral, 0 composto apresentou atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com valores da CIM e CBM que variaram
de 4 a 256 pg/mL, tanto fotoirradiado quanto sem irradiacdo. Quando RuNO> foi combinado
com ampicilina, observou-se efeito sinérgico contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, com valores de ICIF que variaram entre 0,186 a 0,311, no entanto, quando
associado a tetraciclina, RUNO2 mostrou efeito sinérgico apenas contra Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. No ensaio sobre biofilmes, observou-se entre 65% e 99,8% de
reducdo da biomassa total e diminuicéo entre 1 a 4 ordens na escala logaritmica no nimero de
células viaveis. As analises de MEV e Confocal revelaram alteracbes na morfologia celular,
danos a parede e a membrana plasmatica de S. aureus e E. coli. Nos ensaios de clivagem de
DNA, o composto ndo apresentou efeito na auséncia de fotoirradiacdo, mas promoveu a
clivagem eficiente do DNA quando irradiado por luz azul. Sobre eritrécitos humanos, RUNO>
apresentou percentual de hemdlise entre 2 e 4% apenas nas maiores concentragdes testadas e,
sobre células murinas L929, ndo houve toxicidade, visto que nos dois tempos avaliados (24 e
48 h), as células tratadas ndo apresentaram viabilidade menor que 50 %. Em conjunto, esses

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

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana; biofilmes; atividade antimicrobiana; complexo de
ruténio; luz azul.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is a critical global public health problem. The biofilm
formation is one of the main virulence factors of AMR and plays an important role in more than
80% of bacterial infections and 65% of hospital infections. In this study, we investigated the
antimicrobial activity, the combined effect with antibiotics, the interaction with DNA and the
cytotoxic activity of the ruthenium nitro complex [RuCI(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] (designated
RuNO) irradiated with blue light and in the absence of irradiation.. The effect of the complex
against planktonic cells was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC). The combined effect with
antibiotics was verified by the checkerboard technique. Antibiofilm activity was evaluated by
total biomass quantification, viable cell counting, confocal microscopy and scanning electron
microscopy (SEM). Finally, the interaction with DNA and cytotoxicity against human
erythrocytes and murine fibroblasts (L929) were verified by electrophoresis, hemolytic activity
and cell viability assay (MTT), respectively. In general, the compound showed antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, with MIC and MBC values ranging
from 4 to 256 pg/ml, both photoirradiated and without irradiation. The synergistic effect against
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis was observed when the complex was
combined with ampicillin, presenting FICI values between 0.186 and 0.311, however, when
associated with tetracycline, RUNO2 showed a synergistic effect only against Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli. In the biofilm assay, a reduction of between 65% and 99.8%
in total biomass and a decrease of between 1 and 4 orders on the logarithmic scale in the number
of viable cells were observed. SEM and Confocal analyzes revealed changes in cell
morphology, damage to the wall and plasma membrane of S. aureus and E. coli. In DNA
cleavage assays, the compound showed no evidence of effect in the absence of photoirradiation
but promoted efficient DNA cleavage when irradiated by blue light. On human erythrocytes
RuUNO_, it presented a percentage of hemolysis between 2 and 4% only at the highest
concentrations tested and, on murine L929 cells, there was no toxicity since at both times
evaluated, the treated cells did not show viability less than 50%. Taken together, these results

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

Keywords: antimicrobial resistance; biofilms; antimicrobial activity; ruthenium complex; blue
light.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é responsavel por uma crise de saude publica
global crescente e representa um dos mais sérios desafios de satde para o século XXI (BLAIR,
2023). Estimativas recentes apontaram que em 2019, 4,95 milhGes de pessoas morreram de
doengas nas quais a RAM desempenhou um papel significativo (MURRAY et al., 2022).
Ademias, as previsdes para um pior cenario sugerem que esse numero aumentara para 10
milhdes até 2050 se continuarmos no caminho atual, um fato que pode direcionar a humanidade
para uma morte a cada trés segundos se medidas urgentes ndo forem tomadas imediatamente
(O’ NILL, 2016).

Entre os principais patdgenos relacionados a RAM, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa foram os patégenos mais presentes, sendo responsaveis
por mais de 80% das 1,27 milhdo de mortes atribuidas diretamente a resisténcia em 2019, algo
superior ao numero de mortes por HIV/AIDS (864.000 mortes) e malaria (643.000 mortes)
(MURRAY et al. 2022).

Dentre as formas para resistir e tolerar a exposicao a antimicrobianos, a formacéo
de biofilmes é um dos principais fatores de viruléncia associados a RAM, e desempenha um
papel importante na sobrevivéncia, colonizacdo de ambientes e estabelecimento de infeccGes
microbianas (FLEMMING et al., 2023). Estima-se que os biofilmes bacterianos desempenhem
um papel importante em mais de 80% das infeccBes bacterianas, e que 65% das infeccdes
hospitalares, podem ser atribuidas a formacdo de biofilmes em dispositivos medicos
implantaveis (JAMAL et al., 2018), sendo que os biofilmes também tém sido implicados em
muitas doencas crbnicas e refratarias como endocardite, fibrose cistica, pneumonia,
periodontite, rinossinusite crénica, otite média entre outras (KOLPEN et al., 2022; STAAT et
al. 2021; OLIVA et al., 2028; SHRESTHA; BARAL; KHANAL, 2018; KARIGOUDAR et al,,
2019).

Neste contexto, novas substancias antimicrobianas, algumas das quais apresentam
boa penetracdo em biofilmes, tém sido propostas como alternativas aos antibidticos tradicionais
(YING et al., 2023). Dentre estas estratégias de combate a RAM, os peptideos antimicrobianos,
0s inibidores de quorum sensing, os anticorpos monoclonais, além de compostos de origem
natural como o0s 6leos essenciais e 0s metabdlicos secundarios, e de origem sintética como 0s
metalocompostos, tem se destacado como 0s mais promissores candidatos a novos

medicamentos com efeito antimicrobiano (URUEN et al., 2021).
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Dentre as alternativas mencionadas acima, os metalocompostos e em especial 0s
complexos de ruténio, tém sido investigados como agentes antimicrobianos promissores ou
como alternativas adjuvantes aos antibidticos mais tradicionais (SOUSA et al., 2018;
ANDRADE et al., 2020: SOUSA et al., 2020a; SOUSA et al., 2020b). De modo geral, o
mecanismo destes complexos esta baseada em: (i) seu papel funcional e estrutural, onde o
centro do metal Ru pode se ligar ao alvo bioldgico; (ii) o centro metélico pode atuar como
transportador de ligantes ativos para aumentar suas atividades farmacéuticas; (iii) um complexo
metalico que se comporta como um catalisador para a oxidacdo da glutationa e induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e (iv) pode atuar como um fotossensibilizador
para gerar oxigénio singleto (LI, COLLINS; KEENE, 2015; SOUTHAM et al., 2017).

Por outro lado, entre essas novas estratégias, a terapia fotodinamica (TFD), que é
menos suscetivel aos mecanismos de resisténcia antimicrobiana de bactérias devido as suas
propriedades de geragdo de radicais livres (HAMBLIN, 2016), ¢ de particular interesse, ¢ tem
si mostrado promissora, auxiliando no controle do crescimento microbiano quando combinada
a compostos que exibem propriedades bioldgicas de interesse quando irradiados por luz como
os complexos de ruténio (GHOSH et al., 2021). Deste modo, o0 objetivo deste estudo foi
investigar a atividade antimicrobiana, o efeito combinado com antibioticos, a interacdo com
DNA e a atividade citotdxica do nitro complexo [RuCI(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)] na presenca

e na auséncia de irradiagdo com luz azul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia Antimicrobiana (RAM)

Declarada pela OMS como uma das 10 principais ameacas globais & salde que a
humanidade enfrenta, a RAM é um fendmeno que ocorre quando microrganismos (bacteérias,
fungos e virus) desenvolvem a capacidade de resistir a acdo de medicamentos que seriam letais
ou impediriam seu crescimento (WHO, 2021; MURRAY et al., 2022). O surgimento da RAM
€ um processo evolutivo normal das bactérias, no entanto, este processo é amplificado através
da pressdo seletiva exercida pelo uso generalizado e indevido de agentes antibacterianos na
salde humana e animal (WHO, 2022).

Estima-se que 1,27 milhdo de mortes foram resultado direto de infeccGes
bacterianas resistentes a antibidticos em 2019, e esta é a primeira vez que os dados sobre a carga
global estdo disponiveis (Figura 1), apresentando um quadro completo da disseminacdo da

resisténcia aos antibidticos e seu impacto geral na saide (MURRAY et al., 2022).

Figura 1 — Mortes em milhdes atribuidas &8 RAM comparada com outras causas de mortes em
2019

Dﬂent;a esquémica _
cardiaca
Acidente ‘Tascﬂlar _
Cerebral
Resisténcia
Antimicrobiana
| |
HIV/AIDS \_  Atrbuidas a \_ Associadasa
“—— resisténcia —_ 1esisténcia
antimicrobiana antimicrobiana
Malaria .

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

Dentre as milhGes de mortes apresentadas na figura 1, Murray et al., (2022)
estimaram pelo menos 12 doengas infecciosas associadas ou atribuiveis a RAM que foram

responsaveis por estas, as quais incluem: infeccdes respiratorias inferiores e todas as infec¢des


https://www.reactgroup.org/news-and-views/news-and-opinions/year-2022/antibiotic-resistance
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relacionadas no torax; infecgBes da corrente sanguinea; infecgdes peritoneais e intra-
abdominais; meningite e outras infeccdes bacterianas do SNC; febre tiféide, paratifoide
e Salmonella spp nédo tifoide invasiva; infeccdes do trato urinario e pielonefrite; diarreia;
tuberculose [ndo incluindo tuberculose associada ao HIV]; infec¢bes bacterianas da pele e
sistemas subcutaneos; endocardite e outras infec¢des cardiacas; infeccdes de 0ssos, articulacbes
e orgaos relacionados; gonorréia e clamidia.

Neste contexto, a situacdo da RAM se mostra cada mais critica, ainda mais quando
consideramos os alertas emitidos através de um relatério encomendado pelo governo britanico
liderado pelo economista Jim O'Neill hd quase 10 anos. Neste relatorio, O’ Neill sugere um
plano que requer bilhGes de délares de investimento para impedir que a medicina seja levada
de volta a idade das trevas, e 0 mundo ndo enfrente a crise da era pos-antibidtica, o que
proporcionaria um aumento gradual de mortes causadas por infecgdes resistentes que chegaria,
em 2050, ao patamar de 10 milhdes de pessoas mortas por ano, conforme demostrado na figura
2. Além disso os custos que a resisténcia aos antibidticos chegariam a US$ 100 trilhdes na

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

Figura 2 — Mortalidade prevista para RAM em 2050 comparada com causas comuns de mortes
atuais
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Fonte: Adaptado de O’Neill (2016) e Murray et al. (2022).
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Como observa-se, a RAM além de ter um aumento expressivo no himero de mortes
anuais, ao causar morbidade traz complicacOes para o tratamento de doencas infecciosas,
resultando em internacgdes e tratamentos mais prolongados, 0 que vem aumentando 0s custos
com os cuidados da saude, incapacidades e morte (NAYLOR et al., 2018) gerando um impacto
econdmico global de US$ 3,4 bilhdes de ddlares no Produto Interno Bruto (PI1B) (MOREL et
al., 2020).

Embora os riscos da RAM para a saide humana, animal e vegetal e para 0 meio
ambiente sejam compartilhados por todos, os paises de baixa renda (PBR) e os paises de renda
média-baixa (PRMB), apresentam uma quantidade significativa de doencas infecciosas e serdo
afetados de forma mais grave pela RAM. Conforme mostrado na figura 3, tanto os paises da
Africa subsaariana quanto os que estdo localizados no sul da Asia, enfrentardo e exibirdo os
maiores indices de morbidade e mortalidade relacionados a RAM, um fato que pode estar
relacionado ao acesso inadequado a antibidticos e altos niveis de infec¢cdo, como tambem
devido a alta resisténcia, mesmo com bom acesso a antibidticos de primeira linha, incluindo
fluoroquinolonas e B-lactamicos (O'NEILL, 2014; MURRAY et al. 2022; LAXMINARAYAN,
2022).

Figura 3 — Predicdo global de mortes por RAM em 2050 projetada por continentes
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Fonte: Adaptado de O’Neill (2014).
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2.2. A RAM e sua relagdo com ambiente

Os microrganismos (particularmente as bactérias) na dgua, no solo e no ar, podem
adquirir resisténcia apdés o contato com outros microrganismos resistentes presentes no
ambiente, que podem ter-se originado ao longo do tempo evolutivo, ou terem sido introduzidos
através do fluxo de residuos humanos e/ou animais (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN
2012; PERRY; WAGLECHNER; WRIGHT, 2016). Nesses casos, a resisténcia pode
desenvolver-se devido a pressdes seletivas de antibioticos, fungicidas, compostos antivirais,
parasiticidas, certos produtos quimicos desinfectantes (compostos de amoénio quaterndrio,
triclosan e cloro) e outros compostos co-selecionados (biocidas e metais como zinco e cobre),
que sao liberados no meio ambiente pela atividade humana, saneamento deficiente ou pelo solo
e agua contaminados (GRAHAM et al., 2019; LARSSON; FLACH, 2022).

Quando os antimicrobianos sdo liberados no meio ambiente, eles podem selecionar
ou induzir o desenvolvimento de microrganismos resistentes. Isso pode acontecer por mutagao
espontanea, aquisicdo e transmissdo por elementos genéticos moéveis (EGM), ou por
transferéncia horizontal de genes (THG) entre bactérias ambientais e as associadas a plantas,
animais ou humanos (KUMAR; PAL, 2018; LARSSON; FLACH, 2022). A transmissdo da
resisténcia pode ocorrer quando a concentracdo do antimicrobiano (ou de outros agentes
quimicos) ¢ 10 a 1.000 vezes menor que as concentragdes utilizadas na medicina humana e
animal durante um tratamento clinico (BENGTSSON-PALME; LARSSON, 2016). A
infraestrutura do tratamento de d4guas residuais pode reduzir significativamente os
antimicrobianos e outros produtos quimicos co-selecionados nos efluentes (MURRAY et al.,
2020) e ¢ fundamental para a gestdo da poluicdo ambiental.

Fontes identificadas de microrganismos resistentes, genes e antimicrobianos,
iniciam a sua propagagdo a partir de pontos especificos ou relativamente locais. Como
esquematizado na figura 4, o caminho real da propagag¢dao da RAM, inclui locais no ambiente
que abrigam temporariamente microrganismos resistentes, que pode entdo ser transmitidos a
seres humanos ou animais. Esses locais sdo fontes transitdrias ou condicionais de RAM e sdo
frequentemente influenciados por eventos hidrolégicos e antropogénicos no ambiente. A
exposicao humana a RAM também pode ocorrer apos o consumo de alimentos que tenham sido
contaminados com microrganismos resistentes no ambiente de producao, nos microbiomas dos
animais destinados a alimentag¢do ou dos ambientes de processamento, ou na ingestdo de dgua
contaminada com material fecal (HOLZEL; TETENS; SCHWAIGER, 2018; LEONARD et al.,
2018; FAO; OMS, 2019; KOUTSOUMANIS et al., 2021).
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Figura 4 — Formas de espalhamento da RAM na interface humano-animal-alimentar e ambiental
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Fonte: Adaptado de Australia, Department of Health and Aged Care (2017).

Os desafios da RAM néo podem ser compreendidos ou abordados separadamente
da tripla crise planetaria que inclui alteragdes climéticas, perda da biodiversidade e poluigéo e
dos residuos, todos impulsionados por padrdes insustentaveis de consumo e producdo
(CAVICCHIOLI et al., 2019; UN, 2022). Impulsionados pelo crescimento populacional, pela
urbanizacdo e pela crescente procura de alimentos e cuidados de satde, podemos esperar um
aumento na utilizacdo de antimicrobianos e nas liberacdes de poluentes no ambiente.

Os padrdes de consumo e producdo insustentaveis sdo particularmente
preocupantes para os sistemas agroalimentares, mas também para outros setores, como 0
quimico, incluindo os antimicrobianos, que agora estdo em risco de perder a sua eficacia
(UNEP, 2023).
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2.2.1 Mudancas climéticas, perda da biodiversidade e polui¢ao

A crise climatica tem numerosos impactos nos ecossistemas, na saide humana, na
saude animal e na producao de alimentos, que também afetam a RAM (GLG, 2021).
Temperaturas mais altas podem estar associadas ao aumento da frequéncia de transferéncia
horizontal de genes, especialmente aqueles associados a conjuga¢cdo (LERMAN; TOLMACH
1957; KIM; KIM; KATHARIOU, 2008; VEGGE ef al., 2012), bem como a um aumento de
infeccdes resistentes a antimicrobianos (MACFADDEN et al., 2018; MCGOUGH et al., 2020;
PEPI; FOCARDI, 2021). A crise climatica também contribui para o surgimento ¢ propagagao
da RAM no ambiente devido a perturbagdo continua do ambiente ocasionado por padrdes
climaticos extremos (BURNHAM, 2021).

Além disso, a frequéncia, composicao e quantidade de polui¢do contendo agentes
bidticos e abidticos podem estar aumentando devido a crise climatica. A temperatura, as
concentragdes de oxigénio e didoxido de carbono no ambiente, também podem influenciar a
sobrevivéncia e proliferagdo de bactérias e a taxa com que adquirem resisténcia (LIAO; CHEN;
HUANG, 2019; GUPTA, LASKAR; KADOURI 2016; JONG et al., 2020). Os impactos
antimicrobianos na biodiversidade microbiana podem, por sua vez, afetar os ciclos
biogeoquimicos, como os ciclos do carbono e do metano, que estdo diretamente envolvidos na
regulacdo do clima da Terra (BOLLINGER et al., 2021).

A atividade humana e as alteragcdes climaticas alteraram a diversidade microbiana
do solo nas Gltimas décadas, o que também pode promover a circulacdo de genes de resisténcia
a antibioticos no ambiente (ZHU; PENUELAS, 2020). As comunidades microbianas naturais
fornecem importantes funcbes ecossistémicas, e os efeitos ecotoxicoldgicos dos
antimicrobianos nos microbiomas ambientais, também podem impactar servicos
ecossistémicos mais amplos, como aqueles relacionados aos ciclos biogeoquimicos e a saude
das plantas (BRANDT et al., 2015).

A biodiversidade e os ecossistemas totalmente funcionais sdo essenciais para a
salde planetéria, e os antimicrobianos ameacam potencialmente a salde dos ecossistemas
(GRENNI; ANCONA; BARRA CARACCIOLO, 2018; BANERIJI et al., 2019). A elevada
diversidade microbiana pode atuar como uma barreira bioldgica para resistir a propagacéo da
RAM (CHEN, Q. et al., 2019); por outro lado, 0 uso de antimicrobianos pode ameacar diminuir
a diversidade microbiana e a preservacdo da biodiversidade microbiologica é essencial para
manter um reservatdrio molecular diversificado para futuras descobertas farmacéuticas (CHEN,
J.etal., 2019).
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Os microrganismos que habitam ambientes naturais tém sido, e continuaréo a ser,
fontes de descoberta farmacéutica para o bem-estar, prevencdo de doencas e utilizacdo em
cuidados de saude (NEERGHEEN-BHUJUN et al., 2017). Visto que a biota do solo é um
componente essencial da saude planetaria (ZHU et al., 2019; ZHU; PENUELAS, 2020), manter
a diversidade microbiana do solo e identificar as forcas que moldam a diversidade microbiana
deste, é crucial para preservar este legado transmitido pelo solo (NEERGHEEN-BHUJUN et
al., 2017; ZHU; PENUELAS, 2020). Mudangas na diversidade microbiana em habitats naturais
sdo um bioindicador de mudancgas nas funcGes dos ecossistemas (GRENNI; ANCONA,;
BARRA CARACCIOLO, 2018; JIRGENSEN et al., 2018; BANERJI et al., 2019).

As atividades humanas como a geracdo de aguas residuais, elevam os genes de
resisténcia antimicrobiana (GRAM) nos ambientes afetados, mas poucos estudos examinaram
coOmo 0S microrganismos que transportam esses GRAM persistem e interagem com outras
espécies microbianas nos seus arredores (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015; BENGTSSON-
PALME, KRISTIANSSON; LARSSON, 2018; SMALLA et al., 2018; BANERJI et al., 2019).
Embora os impactos nos ecossistemas, a perda de biodiversidade devido a utilizacdo de
antimicrobianos e a poluicdo estdo sendo mais bem elucidados, continuam a existir provas
muito limitadas de uma ligag&o causal entre a RAM e os impactos na perda de biodiversidade.
Por outro lado, a polui¢do por produtos quimicos com atividade antimicrobiana (por exemplo,
produtos farmacéuticos, certos metais, biocidas e outros compostos) pode aumentar a
mobilizacdo de GRAM em certos microrganismos e aumentar a RAM em microrganismos no
ambiente (MURRAY et al., 2021).

A 4gua, o solo e o ar servem entdo como veiculos para a propagacao de microbios
resistentes aos antimicrobianos entre pessoas, animais e outros reservatorios ambientais (por
exemplo, ambientes de producéo de alimentos, incluindo a aquicultura) (EFSA, 2021). De todo
modo, 0s GRAM sdo cada vez mais reconhecidos como contaminantes emergentes, com a
magnitude de sua ocorréncia correlacionada com insumos antropogénicos, 0 que gera
ambientes contaminados que tornarm-se fontes de RAM (PRUDEN et al., 2006; SANDERSON
etal., 2016; UNEP, 2017).
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2.3 Mecanismos moleculares de RAM

De modo geral, a RAM ¢ determinada pela expressdo de genes de resisténcia, que
individualmente ou em conjunto, determinam o funcionamento de toda maquinaria celular,
através da expressdao de mecanismos de resisténcia e de alteragdes em vias bioquimicas e
estruturais (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Como ja bem descrito na literatura, alguns
microrganismos podem expressar resisténcia intrinseca ou inerente, que consistem em
mecanismos de resisténcia naturais de um género ou espécie bacteriana, ou podem expressar
resisténcia adquirida, que € originada a partir de mutagdes nos préprios genes ou pela aquisi¢do
dos genes de resisténcia de outras bactérias pelos processos de conjugacdo bacteriana e
obtencdo de plasmideo e transposon, via bacteriofago (transducdo) ou via ambiente
(transformacdo) (GRAHAM et al., 2019; LARSSON; FLACH 2022; SMITH et al., 2023;
DARBY et al., 2023; UNEP, 2023).

Na figura 5 estdo mostrados os principais mecanismos de resisténcia conhecidos
atualmente que didaticamente sdo divididos de acordo com o mecanismo de inativacdo do
antibiotico em: 1) reducdo da permeabilidade (controle da expressdo de porinas); I1) bomba de
efluxo (transporte ativo de antibiéticos); I11) producdo de enzimas que inativam ou modificam
antibidticos: 1V) alteracdo de sitio alvo (ligacdo) do antibidtico e V) blogueio ou prote¢do do
sitio alvo do antibiético.

Para atingir o alvo e agir no meio intracelular, os antibiéticos devem ultrapassar a
membrana externa ou toda a parede celular. Antibiéticos hidrofilicos (geralmente moléculas
pequenas) devem atravessar a membrana externa por difusdo passiva atraves de proteinas de
membrana externa denominadas porinas ou Omp (Outer membrane proteins) (MISHRA et al.,
2012). A reducdo da permeabilidade da membrana externa pode ocorrer por alteracdes na
estrutura das porinas ou mesmo pela perda da porina (Figura 5), resultando em permeabilidade
mais seletiva ou ate mesmo impermeabilidade as drogas, um mecanismo que pode afetar a

entrada de antibioticos beta-lactamicos e fluoroquinolonas (WHITTLE et al., 2021).
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Figura 5 — Viséo geral dos mecanismos moleculares de resisténcia aos agentes antimicrobianos
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Fonte: Adaptado de Darby et al., (2023).

Além de impedir que os medicamentos entrem na célula, as bactérias podem
exporta-los ativamente em um processo conhecido como efluxo (DARBY et al.,
2023). Conforme mostrado na figura 5, as bombas de efluxo séo proteinas transmembranares
que podem transportar uma ampla variedade de compostos toxicos, incluindo antibidticos,
através das membranas bacterianas de maneira dependente de energia, constituindo um
mecanismo particularmente importantes da RAM em bactérias Gram-negativas (NAZARQV,
2022).

De modo geral, nas bactérias Gram-negativas que apresentam membrana externa,
o sistema de efluxo é geralmente composto por uma proteina transmembrana interna, uma
proteina transmembrana externa (uma porina) e uma proteina que faz a ligacdo dessas duas
proteinas transmembrana, compondo assim o sistema de efluxo chamado sistema tripartido ou
multicomponente (DU et al., 2018; EBBENSGAARD; L@BNER-OLESEN; FRIMODT-
M@LLER, 2020). Por sua vez, em bactérias Gram-positivas, que ndo tém a membrana externa,
o sistema de efluxo é a prépria bomba de efluxo, formando assim um sistema de componente
simples (SALEHI et al., 2021).

Um mecanismo generalizado de resisténcia em muitas bactérias patogénicas € a

modificagdo ou inativacdo do agente antimicrobiano (FORSBERG et al., 2015), que
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comumente é dividida em dois mecanismos: (I) inativacdo do antibidtico por degradacéo ou (I1)
modificacdo pela transferéncia de um grupo quimico, no entanto, ambos os mecanismos séo
comuns entre as bactérias devido a mobilidade dos genes codificadores (DARBY et al., 2023).

Exemplos da inativa¢dao de antibidticos incluem a hidrdlise de antibidticos f-
lactamicos por B-lactamases e a ligagao de hidroxilases de tetraciclina para inativar tetraciclinas
(TOOKE et al., 2019). As B-lactamases evoluiram na natureza em resposta a producdo de
antibidticos B-lactdmicos por microrganismos e tém sido estudadas desde a década de 1940
(NAAS et al., 2017). Como mostrado no quadro 1, existem quatro classes de B-lactamases (A—
D); as classes A, C e D séo serino-p-lactamases e os membros da classe B sdo metalo-f3-
lactamases dependentes de zinco de acordo com a classificacdo de Ambler (TOOKE et al.,
2019).

Quadro 1 - Classifica¢do das enzimas -lactamases

Classificacdo Sitio ativo Tipo de enzima Microrganismo Substrato
de Ambler hospedeiro
A Serina B-lactamases de Enterobacteriaceae e Ampicilina,
amplo espectro (TEM, né&o fermentadores cefalotina
SHV), ESBL (TEM, Penicilinas,
SHV, CTX-M) cefalosporinas
de 32 geracao
Carbapenemases Todos os P-
(KPC, GES, SME) lactamicos
B Grupo tiol Carbapenemases Enterobacteriaceae e Todos os f-
de ligacdo (VIM, IMP, NDM-1) ndo fermentadores lactamicos
ao zinco
C Serina Cefamicinases AmpC Enterobacter, Cefamicinas,
(AmpC) Citrobacter cefalosporinas

de 32 geracao

Cefamicinases AmpC Enterobacteriaceae ~ Cefamicinas,

(CMY, DHA, MOX cefalosporinas
FOX, ACC) de 32 geracao
D Serina  B-lactamases de Enterobacteriaceae e Oxacilina,
amplo espectro nao fermentadores ampicilina,
(OXA) ESBL (OXA) cefalotina
Carbapenemases Penicilinas,
(OXA) cefalosporinas
de 32 geracéo
Todos os PB-
lactdmicos

Fonte: Adaptado de Saini e Bansal (2012).
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Em relagdo ao mecanismo de alteracdo de sitio, muitos antibiéticos se ligam a um
alvo primario com alta afinidade, o que geralmente inibe uma funcéo celular essencial e leva a
inibicdo do crescimento ou a morte microbiana (BAQUERO, LEVIN, 2021). Se a estrutura do
alvo primario for alterada ou protegida por grupos funcionas quimicos, a ligacdo do antibidtico
pode se tornar ineficiente, conferindo resisténcia ao antibidtico. Um dos principais exemplos
sdo as mutacBes cromossdmicas em regifes determinantes de resisténcia as quinolonas.
Mutacgdes nos genes gyrA e/ou parC (mais comuns) alteram as enzimas topoisomerase 1V e/ou
DNA gyrase que atuam na duplicacdo do DNA bacteriano e séo os alvos das quinolonas. Com
estas alteracdes as bactérias escapam da acdo das quinolonas, ja que a duplicacdo do DNA
ocorre normalmente (BUSH et al., 2020). Outro exemplo é a alteragdo nas proteinas ligadoras
de penicilina (PBPs, do inglés Penicillin-Binding Proteins), enzimas bacterianas que atuam no
processo de biossintese da parede celular bacteriana. Essas alteracfes podem ter origem em
mutacdes em genes cromossomicos em S. aureus, S. pneumoniae, S. mitis e N. gonorrhoeae e
conferem resisténcia variada aos antibidticos beta-lactamicos (PERIASAMY et al., 2020).

Por fim, um outro mecanismo de RAM bastante difundido globalmente € a protecédo
ou bloqueio que impede a ligacdo do antibiotico ao sitio alvo. Um exemplo de protecdo é a
producdo de enzimas denominadas Qnr, mediada por genes adquiridos pmqgr (Plasmid-
Mediated Quinolone Resistance) que se ligam e protegem a DNA topoisomerase tipo Il contra
a acdo das quinolonas, o que diminui a sensibilidade destas bactérias aos antibioticos dessa
classe (RUIZ, 2019). Um exemplo de bloqueio as drogas é o espessamento da parede celular
em S. aureus, mediado pela expressao de um conjunto de genes cromossdmicos, que funciona
como uma barreira e bloqueia o acesso de antibidticos como vacomicina e teicoplanina ao sitio
alvo, conferindo resisténcia intermediaria para os fendtipos VISA ou GISA, ou mesmo
resisténcia total nos fenotipos designados de VRSA ou GRSA (DARBY et al., 2023).

2.4 Bactérias de interesse clinico

Dentre a grande diversidade de microrganismos de interesse clinico para salde
humana, em 2017 a OMS publicou sua primeira lista de “agentes patogénicos prioritarios”
resistentes aos antibioticos, e trata-se de um catdlogo de 12 espécies de bactérias que
representam a maior ameaca para a saude humana. A lista, conforme mostrada no quadro 2, foi
elaborada numa tentativa de orientar e promover a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos
antibioticos, como parte dos esforcos da OMS para enfrentar a crescente resisténcia global aos

medicamentos antimicrobianos (WHO, 2017).
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Essa lista é dividida em trés categorias de acordo com a urgéncia em que se
necessitam novos antibioticos: prioridade critica, alta ou média. O grupo mais critico de todos
inclui bactérias multirresistentes, que sdo particularmente perigosas em hospitais, casas de
repouso e entre os pacientes cujos cuidados exigem dispositivos como ventiladores e cateteres
intravenosos (ASOKAN et al., 2019).

Quadro 2 — Lista de agentes patogénicos prioritarios da OMS para a P&D de novos antibioticos

Prioridade Microrganismos Caracteristica
Acinetobacter baumannii Resistente aos carbapenémicos
1 Pseudomonas aeruginosa Resistente aos carbapenémicos
CRITICA Enterobacteriaceae Resistente aos carbapenémicos
produtoras de ESBL
Enterococcus faecium Resistente & vancomicina
Staphylococcus aureus Resistente a meticilina
2 Helicobacter pylori Resistente a claritromicina
ALTA Campylobacter spp Resistente as fluoroquinolonas
Salmonellae Resistentes as fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Resistente a cefalosporina,
resistente as fluoroguinolonas
3 Streptococcus pneumoniae Resistente a penicilina
MEDIA Haemophilus influenza Resistente a ampicilina
Shigella spp. Resistente as fluoroquinolonas

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

Ressalta-se que os critérios para a selecdo dos agentes patogénicos mencionados na
lista foram os seguintes: o nivel de letalidade das infec¢des que provocam; se 0 seu tratamento
requer longas internacbes hospitalares; com que frequéncia apresentam resisténcia aos
antibidticos existentes quando infectam as pessoas em comunidades; a facilidade para se
espalhar entre animais, dos animais aos seres humanos e, entre os humanos; se as infec¢ées que
provocam podem ser prevenidas (por exemplo, por meio de uma boa higiene e vacinacao);
quantas opcdes de tratamento permanecem; e se novos antibidticos para tratar as infec¢Ges que

causam ja estdo sendo pesquisados e desenvolvidos (WHO, 2017).

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

O género Staphylococcus compreende patdgenos do homem e outros animais. Sao


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-needed/en/
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cocos gram-positivos, ndo esporulados, com didmetro aproximado de 0,5a 1,5 um e se dividem
em diferentes planos, formando massas irregulares, resistentes ao dessecamento e tolerantes a
altas concentracdes de sal (até 10% NaCl) quando crescem em meios de cultura (MADIGAN
et al., 2016). Este grupo de bactérias € facilmente disseminada pelas particulas de poeira
presentes no ar e nas superficies e, pelo menos duas espécies apresentam importancia para o
homem: S. aureus, uma espécie que exibe pigmentacdo amarela e S. epidermidis, uma espécie
ndo pigmentada, sendo as duas geralmente encontradas na microbiota do trato respiratorio
superior e da pele, o que torna muitas pessoas potenciais carreadores (MURRAY,
ROSENTHAL, PFALLER, 2018). Ambas as espécies sdo potencialmente patogénicas, porém
S. aureus é mais frequentemente associado as doengas humanas. Os estafilococos provocam
uma variedade de doencas, incluindo acne, furdnculos, pustulas, impetigo, pneumonia,
osteomielite, endocardites, meningite e artrite (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).

Algumas linhagens de S. aureus também produzem outras proteinas associadas a
viruléncia (Figura 6), incluindo hialuronidase, fibrinolisina, lipase, ribonuclease (RNAse) e
desoxirribonuclease (DNAse) (AHMAD-MANSOUR et al., 2021). Certas linhagens foram
implicadas como os agentes responsaveis pela sindrome do choque téxico (TSS, toxic shock
syndrome), um grave quadro decorrente de uma infecgdo estafilocdccica, caracterizado por
febre alta, erupcdes, vomitos, diarreia e, ocasionalmente, morte (TAYEB-FLIGELMAN et al.,
2017).

Figura 6 — Staphylococcus aureus e fatores de viruléncia associados
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De acordo com o perfil de sensibilidade a antibidticos, S. aureus pode ser dividido
em S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Shore
et al. (2011), verificaram que a resisténcia a meticilina ocorre pela alteracdo da proteina de
ligacdo a penicilina PBP2 em PBP2a (conforme Figura 7), codificada pelo gene mecA, presente
em um elemento genético movel chamado staphylococcal cassette chromosome (SCCmec). A
resisténcia a meticilina indica a resisténcia a todos os antimicrobianos da classe dos -
lactdmicos, com excecdo de cefalosporinas de quinta geragéo, assim a perda da eficacia a essa
classe ¢ relevante, uma vez que os B-lactamicos possuem um excelente perfil de seguranca
(SRISUKNIMIT et al., 2017).

Figura 7 — Resisténcia antimicrobiana pelo mecanismo de alteracdo de alvo (PBP2a)
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Fonte: Srisuknimit et al., (2017).

S. epidermidis é um represente dos estafilococos coagulase-negativos (CoNS) e um
colonizador ubiquo da pele humana (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018), considerado como
um dos principais causadores de infeccdes associadas a implantes, endocardite de valvula
protética e infeccbes de marca-passo cardiaco (OLIVEIRA et al., 2018; SCHILCHER;
HORSWILL, 2020). As infec¢Oes de implantes sdo graves para 0 paciente, onerosas para o
sistema de saude e muitas vezes resolvidas apenas com a remogéo do dispositivo (OLIVEIRA
etal., 2018). S. epidermidis além de frequente, é o principal responsavel por cerca de 30 a 40%
das Infecces Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) de corrente sanguinea, que
geralmente séo o resultado de uma infeccdo prévia de cateter associada a biofilme que se
disseminou na corrente sanguinea (SCHILCHER; HORSWILL, 2020). As infec¢bes da



35

corrente sanguinea sdo dificeis de tratar e podem levar a complicagdes graves, incluindo sepse,
choque séptico e endocardite infecciosa (OLIVEIRA et al., 2018). Este tipo de infeccgéo
também é uma causa predominante de sepse de inicio tardio na populacdo neonatal pré-termo,
com complicac@es a longo prazo, incluindo comprometimento do desenvolvimento neuroldgico
e paralisia cerebral (JOUBERT et al., 2022). Coletivamente, S. epidermidis continua sendo um
patégeno oportunista grave, particularmente para pacientes imunocomprometidos.

O arsenal de fatores de viruléncia canbnicos do S. epidermidis é pequeno em
compara¢do com o S. aureus e composto por fatores que podem ter um duplo papel no
comensalismo e na infecgéo, incluindo proteases, lipases entre outros (OTTO, 2009). As cepas
de S. epidermidis geralmente ndo codificam muitas toxinas ou exoenzimas, embora genes
enterotoxigénicos tenham sido identificados em nove cepas de S. epidermidis em 2019
(BANASZKIEWICZ et al., 2019), e o sequenciamento de todo o genoma desta bactéria
comensal revelou um repertorio de genes de viruléncia maior (ou seja, genes para formacéo de
biofilme, adesinas, hemolisinas e exoenzimas) do que anteriormente estimado, 0 que € mais
provavel devido a flexibilidade genética deste organismo (ARGEMI et al., 2019).

Em relacdo a resisténcia de S. epidermidis a meticilina (designado de MRSE),
alguns estudos ja tem encontrado cepas resistentes a essa classe de antibidticos e, tem
demonstrado que a pele normal de adultos e neonatos, tem sido relacionada como reservatérios
naturais de MRSE (MERIC et al., 2015; LEE et al., 2018; SALGUEIRO et al., 2019), além
disso, a identificacdo de resisténcia a meticilina, estar correlacionada com a resisténcia a outras
classes de antibidticos, o que tem contribuido para o compartilhamento de altos niveis de
resisténcia a antibioticos entre MRSA e MRSE (MANSSON et al., 2021; DATTA et al., 2021).

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

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo conhecido por fazer parte da
microbiota intestinal, mas também pode ser a causa de doengas intestinais e extraintestinais em
humanos com ocorréncia de centenas de cepas de E. coli identificadas, resultando em um
espectro de doencas, desde gastroenterite leve e autolimitada até insuficiéncia renal e choque
séptico (MUELLE; TAINTER, 2023). Esta bactéria € uma das principais causas de IRAS,
incluindo infecgdes do trato urinario (ITU) associadas a cateteres e pneumonia associada a
ventiladores (PAV), bacteremia e peritonite, entre outras (SLIGL; TAYLOR; BRINDLEY,
2006).
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E. coli também pode ser encontrada no solo, em vegetais e na &gua, bem como em
carnes mal cozidas (MADIGAN et al., 2018). Cepas patogénicas causam doencas intestinais
em humanos quando ingeridas, sendo que, geralmente, este tipo de doenga, é causado por um
dos cinco subtipos patogénicos de E. coli que sdo identificados de acordo com seus antigenos
O, que é determinado por uma cadeia polissacaridica repetitiva presente na membrana externa
do lipopolissacarideo (LPS) e H que é determinado flagelo bacteriano (PROCOP et al.,
2018). Estes subtipos ou patotipos patogénicos de E. coli incluem: Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), também conhecida
como Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) e muitas vezes referida como
EHEC/STEC, Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC) e Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) (LEEKITCHAROENPHON et al., 2021).

Em relacdo a RAM, esta espécie bacteriana representa um importante reservatério
de GRAM devido a sua alta capacidade de acumula-los, principalmente por meio de
transferéncia horizontal de genes (POIREL et al., 2018). Além disso, descobriu-se que E.
coli desempenha papeis importantes na disseminacdo de GRAM e mediam a resisténcia a
antibidticos de altimo recurso (carbapenémicos, colistina e tigeciclina) em bactérias Gram-
negativas, o que pode levar a indisponibilidade de antimicrobianos tanto na medicina humana
quanto na veterinaria (HE et al., 2019; LIU et al., 2016; KUMARASAMY et al., 2010). De
acordo com relatérios da OMS (WHO, 2014) e do CDC (CDC, 2019), E. coli produtora de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL) também é um grande problema de satude global, por
isso essa bactéria tem sido comumente utilizada como biomarcador para monitorar a RAM em
ambientes hospitalares e até mesmo em fazendas de gado, para controle na saude animal e
ambiental.

De acordo com a figura 8, E. coli multirresistente tem sido observado em varios
paises nas Ultimas décadas. O mecanismo predominante de resisténcia aos antibidticos [3-
lactdmicos em E. coli é a producdo de ESBL transmitidas por plasmideos (WU et al.,
2021). Desde o primeiro relato no inicio dos anos 1980, os organismos produtores de ESBL se
espalharam por todo o mundo (FRANICZEK et al., 2012). Os genes ESBL séo frequentemente
codificados em plasmideos transferiveis que codificam genes de resisténcia, e a aquisicao
desses genes resistentes por isolados comensais ou fecais leva, por sua vez, a patdgenos
multidrogas resistentes (MDR) (SHERCHAN et al., 2015).
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Figura 8 — Resisténcia de E. coli as principais classes de antibioticos em alguns paises pelo
mundo
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Dados epidemiologicos mostram que a rapida disseminacdo de patdgenos de
prioridade critica no Brasil como € o caso de E. coli, é notavelmente preocupante, considerando
sua dimensdo continental, a diversidade do comércio internacional, a producdo pecuaria, e
viagens humanas. Estudo recente realizado por Fuga et al. (2022), mostraram que de 167 cepas
analisadas de E. coli, 54 apresentaram resisténcia a fluoroguinolonas, aminopenicilinas,
colistina, cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenémicos clinicamente relevantes, além
disso, 42 amostras foram classificadas como cepas multirresistentes. Como mostrado na figura
9, a disseminacdo dos clones internacionais ST10, ST38, ST117, ST131, ST224, ST354,
ST410, ST457, ST648 e ST744 que estdo relacionadas a multirresisténcia, foram confirmados
em todas as regides do Brasil, em pelo menos 16 estados sendo que a circulagdo estava presente

tanto em humanos quanto em animais, no ambiente e em alimentos.
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Figura 9 — A) Distribuicdo geografica de cepas de E. coli (n = 167) circulantes na interface
homem-animal-ambiente-alimento em todas as regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sul e Sudeste); (B) Representacdo dos principais clones internacionais circulando nas
regibes brasileiras
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Fonte: Adaptado de Fuga et al., (2022).

P. aeruginosa também € uma bactéria Gram-negativa aerébia em forma de bastdo
que pode ser isolada da maioria dos ambientes, incluindo solo, plantas e tecidos de mamiferos
(TUON et al., 2022). Esta bactéria pode sobreviver na agua, diferentes superficies e dispositivos
médicos usando seus fatores de ligacdo como flagelos, pili e a formacéo de biofilmes, sendo,
portanto, abundante em ambientes naturais e artificiais, incluindo hospitais, lagos e ralos de
pias domésticas (SHARIATI et al.,2018).

P. aeruginosa é um patdgeno oportunista MDR que causa infeccdo aguda ou
crénica que incluem a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), fibrose cistica, sepse e
pneumonia associada a ventilacdo mecénica (PAV) (ROSSI et al., 2021; JURADO-MARTIN;
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SAINZ-MEJIAS; MCCLEAN, 2021; CENDRA, TORRENTS, 2021). Além disso, também &
um dos principais patogenos que causam infeccbes hospitalares, que sdo amplamente
encontrados em dispositivos médicos (ventilagdo) porque tendem a colonizar este tipo de
superficie (JANGRA; SHARMA,; CHHILLAR, 2022). Recentemente, P. aeruginosa foi listada
como um dos patdgenos de nivel critico para descoberta de novos antibidticos, além de integrar
0 grupo denominado de ESKAPE, que inclui E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter (DAIKOS et al., 2021).

P. aeruginosa € capaz de se adaptar ao ambiente adverso dos hospedeiros por meio
da secrecdo de uma variedade de fatores de viruléncia, que contribuem para o sucesso da
infeccdo e para o surgimento da doenca (VIDAILLAC; CHOTIRMALL, 2021). Em primeiro
lugar, o lipopolissacarideo (LPS) é um componente estrutural de superficie importante para
proteger a membrana externa sendo que a endotoxicidade do lipideo A, um componente do
LPS, permite danos nos tecidos, fixacdo e reconhecimento pelos receptores do hospedeiro
(PARK et al., 2022), sendo que este mesmo LPS pode também estar relacionado & tolerancia a
antibidticos e a formacao de biofilme (CHAMBERS; CHERNY; SAUER, 2017). Em segundo
lugar, as proteinas de membrana externa (OMP) contribuem para a troca de nutrientes, adesdo
e resisténcia a antibidticos (SABNIS et al., 2021). Além disso, a resisténcia a medicamentos
causada pela formacdo de biofilmes estd associada ao flagelo, pili e outras adesinas (OZER et
al., 2021).

Em terceiro lugar, existem seis tipos de sistemas de secrecdo, incluindo flagelos
(associados a T6SS), pili (T4SS) e sistema de secre¢do tipo 3 de componentes multitoxinas
(T3SS), que funcionam na colonizacdo do hospedeiro, adeséo e sinalizacdo quimiotatica de
resposta. Finalmente, exopolissacarideos, como alginato, Psl e Pel, podem ajudar a facilitar a
formacédo de biofilmes, ao mesmo tempo em que interferem na resposta imune (OZER, et al.,
2021).

A capacidade de resisténcia de P. aeruginosa ao efeito dos antibidticos comumente
usados tem aumentado exponencialmente ao longo dos anos (KUNZ-COYNE et al., 2022). O
desenvolvimento de resisténcia pode ocorrer através de mutacBes genéticas especificas ou pela
aquisicdo de genes resistentes a antibidticos. Mecanismos de competéncia, como a THG por
meio de elementos mdveis, auxiliam no processo de multirresisténcia (MDR) em bactérias, que
pode evoluir ainda mais para resisténcia extrema a medicamentos (XDR) (TENOVER et al.,
2022). A prevaléncia de P. aeruginosa MDR estad aumentando globalmente, com uma variacao

de 15% a 30% em todo o mundo, com destaque para as cepas circulantes resistentes aos
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carbapenémicos que chega a ultrapassar os 75% na Ucrania (Figura 10) (DOU et al., 2017
HORCAJADA et al., 2019; AL HAMDAN et al., 2022; MOHAMED et al., 2022).

Figura 10 — Resisténcia de P. aerugonosa aos carbapenémicos em algumas partes do mundo
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Fonte: https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php

Apesar de ndo aparecer no mapa da resisténcia da figura 10, a reducdo da
suscetibilidade a antimicrobianos em P. aeruginosa tem sido observada no Brasil e em outros
paises ha anos (MATOS et al.,, 2016; SORLI et al., 2017), destacando a diminuicdo da
sensibilidade aos antibidticos de escolha, como carbapenémicos e cefalosporinas anti-
Pseudomonas (FIGUEIREDO et al., 2007; KHODARE et al., 2020). Seguindo uma tendéncia
mundial, isolados de P. aeruginosa produtoras de Metalo-B-lactamases comecaram a ser
descritos no Brasil no inicio dos anos 2000 e sdo responsaveis pelo aumento dos niveis de
resisténcia aos carbapenémicos. Eles sdo semelhantes aos observados em outros locais, e cepas
de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos sdo frequentemente detectadas abrigando
variantes pialMP, niaVIM e hiaNDM em amostras de varias fontes, em contraste, o gene variante
blaSPM-1, que destaca-se pelo seu carater endémico (NEVES et al., 2019; GARCIAS-
BETANCUR et al., 2021; de OLIVEIRA SANTOS et al., 2022).


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

Na natureza, as bactérias existem em dois estilos de vida distintos: bactérias
planctdnicas unicelulares ou agregados microbianos (biofilmes) (FLEMMING et al., 2023). De
modo geral, os biofilmes sdo compreendidos como comunidades microbianas sésseis que
podem se fixar na superficie de objetos ou serem incorporadas em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (SPE) autoproduzidas na forma de agregados (WANG; BIAN;
WANG, 2022). Estudos demonstraram que a substancia polimérica extracelular (SPE) do
biofilme & composta principalmente por uma mistura complexa de biomoléculas como
polissacarideos, DNA extracelular (eDNA), proteinas e lipidios (SHARMA et al., 2019;
ARNAOUTELI et al., 2021).

Os biofilmes séo onipresentes e desempenham papéis criticos em ambientes
naturais e antropogénicos. As comunidades de biofilmes s&o importantes para o funcionamento
do ecossistema, impulsionando processos biogeoquimicos, ciclagem de nutrientes e
biorremediacdo (YADAYV, 2017; FLEMMING; WUERTZ, 2019). Microrganismos benéficos
formam biofilmes associados a hospedeiros humanos, animais e vegetais como parte essencial
do holobionte (de VOS, 2015; CARTHEY et al., 2020). Por outro lado, os biofilmes também
sdo responsaveis por cerca de 80% das infec¢des bacterianas (JAMAL et al., 2018), que sdo
muitas vezes extremamente dificeis de tratar devido aos mecanismos de protecdo especificos
fornecidos pelo biofilme (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). Da mesma forma, a
formacdo de biofilme tem consequéncias negativas em muitos ambientes industriais
(SCHULTZ et al., 2011; GALIE et al., 2018; CHAN et al., 2019).

Como as bactérias que vivem em biofilmes apresentam um comportamento
marcadamente diferente de seus exemplares plancténicos que sdo normalmente usadas nos
testes de agentes antimicrobianos tradicionais, muitos antimicrobianos apresentam eficacia
reduzida contra biofilmes em dosagens convencionais (CHOI et al., 2023). Especificamente, a
terapia antimicrobiana tradicional é muitas vezes ineficaz contra infeccbes cronicas e
localizadas, com infecc@es relacionadas a biofilmes conferindo até 1.000 vezes mais resisténcia
do que infecgbes causadas por organismos planctonicos (MAH; O’TOOLE, 2001). O
tratamento de infeccgdes crénicas tem se concentrado em quimioterapia antimicrobiana precoce
e agressiva de altas doses e/ou de longo prazo, apesar das evidéncias clinicas limitadas para a
erradicagdo do biofilme (H@IBY et al., 2015). Portanto, hd& uma necessidade urgente de
estratégias inovadoras de terapia antibiofilme para enfrentar este desafio critico e melhorar os

resultados clinicos.
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2.5.1 Processo de formagéo do biofilme

Nos ultimos 40 anos, 0s microbiologistas categorizaram as bactérias como
apresentando duas formas de vida na natureza. Em um deles, as bactérias aparecem como
células Unicas, independentes e flutuantes (planctonicas); no outro, as bactérias estdo
organizadas em biofilmes. Além disso, o termo “biofilme” referia-se originalmente a
biomaterial numa superficie; no entanto, mais recentemente, bactérias agregadas néo ligadas a
superficie também foram reconhecidas como biofilmes (COSTERTON; GEESEY; CHENG,
1987; MCCOQY et al., 1981; FLEMMING et al., 2021). Da mesma forma, agregados néo
associados a superficie sdo agora reconhecidos em ambientes clinicos, e as infec¢des crénicas
por biofilme sdo ainda divididas em infec¢bes associadas a superficie ou ndo associadas a
superficie. InfeccBes associadas a superficie sdo comumente observadas em pacientes com
implantes ou dispositivos médicos. As infecgdes ndo associadas a superficie incluem infecgdes
do trato respiratério com depuracdo mucociliar do hospedeiro prejudicada (no muco viscoso
das vias aéreas em individuos com fibrose cistica) ou infec¢des persistentes dos tecidos moles
que estdo associadas a comorbidades como diabetes e vascularizacdo prejudicada dos membros
inferiores predispondo a ndo-superficie (LEBEAUX et al., 2013).

O modelo original de formacéo de biofilme é baseado em publica¢des importantes
que investigam biofilmes formados por P. aeruginosa. Com mostrado na figura 11, o modelo
tradicional propde que a formacdo de biofilmes é um processo ciclico que ocorre de maneira
progressiva e especifica em cinco estagios. O processo é iniciado ap06s o contato superficial por
células planctonicas individuais. Varios passos de desenvolvimento séo discerniveis, incluindo
fixacdo reversivel, fixacdo irreversivel, maturacdo do biofilme (maturacdo | e maturacéo I1) e,
finalmente, dispersdo (SAUER et al., 2002; PETROVA; SAUER, 2009). Durante a fixagédo
reversivel, as bactérias fixam-se ao substrato atraves do polo celular ou do flagelo, seguida de
fixacdo longitudinal. A transicdo para a fixacdo irreversivel coincide com uma redugdo nas
taxas de reversao dos flagelos, uma reducdo na expressdo do gene dos flagelos e na producgéo
de componentes da matriz do biofilme, uma fase que é caracterizada por células aderidas que

demonstram tolerancia aos medicamentos (GUPTA et al., 2013).
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Figura 11 — Modelo tradicional de formagé&o de biofilmes bacterianos
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Fonte: Adaptado de Sauer et al., (2022).

Maturacao I Dispersao

Os estagios de maturacdo do biofilme sdo caracterizados pelo aparecimento de
aglomerados de células incorporadas na matriz do biofilme (estdgio de maturacdo 1), que
subsequentemente amadurecem completamente em microcolénias (estdgio de maturacao
I) (SAUER et al., 2002; PETROVA; SAUER, 2009). Foi relatado que a dispersdo coincide
com a diminuicdo e degradacdo dos componentes da matriz, com células sendo dispersas e
demonstrando maior suscetibilidade aos medicamentos em relacdo as células do biofilme
(Figura 11). Uma deficiéncia deste modelo tradicional de formacéo de biofilme é o fato de néo
levar em conta a formacdo de agregados nao ligados a superficie que sdo frequentemente
observados na clinica (em pacientes colonizados) e no meio ambientais (SAUER et al., 2022).

A visualizacdo de biofilmes e agregados bacterianos em outros sistemas
experimentais in vitro, no ambiente e em infecgdes, revela grandes disparidades com o modelo
tradicional. A medida que a avaliacio de biofilmes de diversos ambientes se tornou mais
sofisticada, foram observadas grandes diferencas no microambiente do biofilme monoespécie
ou multiespécies em relagdo a substratos, oxigénio e exposicdo a produtos secretados
(STEWART; FRANKLIN, 2008; DAL; VLIET; ACKERMANN, 2019; KOWALSKI et al.,
2020; DAR et al., 2021). De modo geral, as observagdes encontraram variacdes que dependiam
se as bactérias estavam diretamente adjacentes a0 meio de crescimento ou aprisionadas em
algum tipo de material bioldgico (por exemplo, muco, tecido ou sitio de infec¢do) ou material
ndo bioldgico (por exemplo, dentro de corrosdo ou dispositivos médicos). Dessa forma, Sauer

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

agregacao, crescimento e desagregacéao.

Figura 12 — Modelo conceitual expandido de formacdo de biofilmes
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Fonte: Adaptado de Sauer et al., (2022).

De acordo com as ideias propostas por Sauer et al., (2022), 0 esquema apresenta a
proposta de modelo atualizado para formacéao de biofilmes, que inclui trés eventos principais
independente ou ndo de uma superficie de fixacdo. Em contraste com o modelo de cinco etapas,
0 presente modelo considera diferentes habitats, condigdes e microambientes, bem como o
possivel influxo de novas células. Além disso, o novo modelo também abrange biofilmes
fixados a superficie e ndo fixados a superficie, com possivel troca entre os dois. As bactérias
podem entrar no modelo em qualquer ponto, eliminando assim, o esquema restritivo de
desenvolvimento que 0 modelo de cinco passos representa.

As trés etapas porpostas por Sauer et al. (2022), podem ser assim resumidas: (I)
agregacéo e fixacdo: durante este evento, as bactérias agregam-se umas as outras ou fixam-se a
superficies bioticas e abidticas; (I1) crescimento e acumulacao: durante este evento, as colonias
bacterianas agregadas e aderidas expandem-se pelo crescimento e recrutamento das celulas
circundantes e (l11) desagregacdo e desprendimento: durante esta etapa, as bactérias podem

deixar o biofilme como agregados e como ceélulas Unicas, dependendo do mecanismo. Esses
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trés eventos caracterizam e representam a maioria, sendo todos, os cendrios de biofilme,
independentemente do tempo e da maturidade e, permitem uma visdo mais dindmica que pode
ser usada para explicar a maioria dos cenarios da formacéo de biofilmes em ambientes clinicos,

habitats ambientais e industriais.

2.5.2 Comunicacéo celular (Quorum sensing) em biofilmes

Quorum sensing (QS) € um processo de comunicacdo quimica bacteriana entre
células que depende da producdo, deteccdo e resposta a moléculas de sinalizacdo extracelular
denominadas de autoindutores (Al) (MUKHERJEE; BASSLER, 2019). A detecgdo de QS
permite que grupos de bactérias alterem o comportamento de forma sincrona em resposta a
mudancas na densidade populacional e na composicdo de espécies da comunidade vicinal,
sendo que, este tipo de comunicacdo mediado por deteccdo de quorum, constitui um padréo de
comunicagdo do mundo microbiano (BAUER et al., 2017).

Existem diferentes classes de autoindutores. A primeira classe identificada
consistiu nas acil-homosserinas lactonas (AHL) (Figura 13a), moléculas distintas, com
grupamentos acil de diversos tamanhos, que sdo encontradas em diferentes espécies de bactérias
Gram-negativas. Além disso, muitas bactérias Gram-negativas sintetizam o Al-2 (autoindutor
2; um derivado ciclico de furano) e, ao que parece, ele € utilizado como um autoindutor comum
a muitas espécies bacterianas (MADIGAN et al., 2018).

As moléculas de sinalizacdo mais extensivamente estudadas nos ultimos anos
incluem AHL produzida por bactérias Gram-negativas, boratos de furanose produzidos por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Al-2), peptideo autoindutor (AIP) produzida por
bactérias Gram-positivas e outras moléculas de sinalizacdo. envolvido na detec¢édo de densidade
bacteriana, como indol e fator de sinal difusivel (DSF) (WATERS; BASSLER
2005; BANDARA et al., 2012; ZARKAN et al., 2020). Quando as moléculas sinalizadoras
extracelulares atingem um determinado limiar, elas s@o reconhecidas por proteinas receptoras
bacterianas (figura 13b) para regular a expressao de genes especificos e, uma vez no interior da
célula, o autoindutor se liga a uma cinase sensorial, desencadeando o processo de transcricao
(ABISADO et al., 2018).
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Figura 13 — Quorum sensing. a) estrutura de uma acil-homosserina
lactona e b) uma célula que um expressa a acil-homosserina lactona
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Fonte: Adaptado de Madigan et al., (2018).

Uma variedade de genes é controlada por sistemas de QS incluindo genes de
algumas bactérias patogénicas, como por exemplo, a produgéo da toxina Shiga por E. coli, bem
como o agente patogénico de origem alimentar, E. coli O157:H7 que produz uma AHL,
denominada Al-3, que induz genes de viruléncia, assim, a medida que a populacéo de E. coli
aumenta no intestino, as bactérias produzem Al-3 enquanto as células intestinais do hospedeiro
produzem os hormdnios do estresse: adrenalina e noradrenalina (DENAMUR et al., 2021).

Como mostrado na figura 14, todas as trés moléculas sinalizadoras se ligam a duas
cinases sensoriais diferentes na membrana citoplasmatica da E. coli, resultando na fosforilagédo
e na ativagdo de duas proteinas ativadoras da transcri¢do. Essas proteinas ativam a transcrigdo
de genes que codificam fungdes motoras e secrecdo de enterotoxinas, bem como genes que
codificam proteinas formadoras de lesdes na mucosa intestinal do hospedeiro. Esse é um raro
exemplo de um sistema que consegue perceber tanto 0s sinais quimicos bacterianos quanto 0s

eucarioticos para regular a expressdo génica (MADIGAN et al., 2018).
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Figura 14 — Produgéo de fator viruléncia em E. coli produtoras de
toxina Shiga
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Fonte: Adaptado de Madigan et al., (2018).

E bem conhecido que a formagc&o de biofilme envolve comportamento de grupo e
depende de regulacdo complexa de deteccdo de QS e um sistema intracelular de segundo
mensageiro. Uma série de compostos de moléculas pequenas, como indol, Al-2, AHL, AIP e
DSF, estdo amplamente disponiveis intra ou interespecificos com funcdes reguladoras em uma
ampla gama de atividades fisiologicas de bactérias, incluindo a formacéo de biofilme (WANG,;
BIAN; WANG, 2022).

Diversos sinais, incluindo a comunicacdo célula a célula, levam as bactérias a
deixarem de viver livremente em suspenséo no meio liquido (crescimento planctdnico) para se
multiplicarem em uma matriz semissolida em biofilmes, dessa forma a sinalizagéo intracelular
também desempenha um papel importante na formacao do biofilme bacterianos (RINALDO et
al., 2018).

Dentre as moléculas que integram a sinalizagdo intracelular, um segundo
mensageiro importante na arquitetura do biofilme € o nucleotideo regulador di-guanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP), assim, enquanto os nucleotideos reguladores desempenham
papeis importantes em todos os dominios da vida, o c-di-GMP ¢ produzido somente pelos

procariotos (MADIGAN et al., 2018), e a sintese ou degradacdo dessa molécula depende dos
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estimulos ambientais e celulares, sendo que sua sintese causa numerosas mudangas fisioldgicas
e a expressao de genes de viruléncia (WANG et al., 2017).

A figura 15 mostra um esquema da formacdo do biofilme de P. aeruginosa, uma
notdria bactéria produtora de biofilme, que é assistida pela sintese de um exopolissacarideo,
chamado de Pel, produzido pela proteina receptora de c-di-GMP, PelD, e funciona tanto como
suporte primario para a comunidade microbiana quanto como um mecanismo de resisténcia a
antibidticos (VALENTINI; FILLOUX, 2016). Da mesma forma, a expressdao dos genes da
biossintese do flagelo em P. aeruginosa esta sob o controle positivo da proteina que se liga ao
c-di-GMP, FleQ (MADIGAN et al., 2018).

Com algumas excecdes, altos niveis de c-di-GMP estdo associados a formacao de
biofilme, enquanto a diminuicdo da concentracdo intracelular de c-di-GMP desencadeia a
dispersdo do biofilme (Figura 15) (ROMLING; GALPERIN; GOMELSKY, 2013). Uma vez
que as moléculas e vias biossintéticas envolvidas na sinalizacdo de c-di-GMP e QS séo
encontradas apenas em bactérias, elas representam alvos atraentes para o desenvolvimento de

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

Figura 15 — Representacdo esquematica dos efeitos mais comuns dos niveis de c-di-GMP na
dindmica do biofilme. MEC: matriz extracelular
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Fonte: Adaptado de Rinaldo et al., (2018).

2.5.3 Doengas associadas a biofilmes

Biofilmes microbianos monoespeécies e multiespecies, localizados em tecidos ou

em corpos estranhos, podem causar infeccfes persistentes em praticamente todos os 6rgéos do
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corpo (Figura 16) (LEBEAUX et al., 2014). Estas infeccBes sdo dificeis de tratar com
antimicrobianos, apesar da susceptibilidade bacteriana, e contribuem para a propagagéo da
infeccdo. Uma das infec¢des mais comuns causadas por biofilmes microbianos sdo as infecgdes
intravasculares por cateteres, que muitas vezes levam a infec¢des da corrente sanguinea, uma
causa substancial de mortalidade e de custos associados aos cuidados de salde (RUPP;
KARNATAK, 2018). Outro exemplo sdo as infeccOes articulares protéticas e, embora apenas
uma baixa percentagem de implantes (especialmente implantes de joelho e quadril) sejam
infectados (0,5-1%), as infeccOes articulares protéticas representam um grande problema de
salde publica devido ao grande e crescente nimero de cirurgias de implantes (KURTZ et al.,
2007). Feridas cronicas, incluindo Ulceras de pé diabético, Ulceras de pressao e Ulceras venosas
de perna, também representam um grave problema mundial e os biofilmes sdo a principal causa
do comprometimento da cicatrizacdo (MOSER et al., 2017).

Outros exemplos séo as infecgdes relacionadas a corpos estranhos em dispositivos
de oxigenacao por membrana extracorporea (ECMO) e dispositivos de assisténcia ventricular
esquerda (LVAD), o que podem ter consequéncias graves quando o LVAD representa terapia
em estagio final e ndo é elegivel para substituicdo (TATTEVIN et al., 2019). De modo geral, e
como mostrado na figura 16, quando o corpo estranho conecta partes estéreis do corpo com a
microbiota comensal, biofilmes multiespécies podem se formar sobre ou dentro do corpo

estranho, de onde podem causar infecgdes em partes estéreis do corpo (HZIBY et al., 2015).
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Figura 16 — Locais de infecc¢des clinicas comuns associadas ao biofilme e os patégenos mais

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

Para infeccOes de biofilme localizadas em tecidos e em secrecdes, os fatores

predisponentes incluem, por exemplo, uma mutagdo no gene que codifica a proteina reguladora

transmembrana da fibrose cistica em pacientes com fibrose cistica que leva a secre¢des viscosas

nos pulmdes e & remogdo mucociliar prejudicada de bactérias aspiradas, defeitos endoteliais de

valvulas cardiacas que predispdem o paciente a endocardite infecciosa, condicfes de pele que

permitem o estabelecimento de biofilmes e desenvolvimento de feridas que n&o cicatrizam, ou
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formacdo de sequestro 6sseo apds trauma 6sseo, gerando um nicho para infec¢do bacteriana
(H@IBY et al., 2015). Tais infecgdes levam a inflamacdo continua e a destruicdo do tecido
infectado (por exemplo, tecido pulmonar na fibrose cistica, valvula cardiaca na endocardite e

infeccdes de feridas que ndo cicatrizam e se espalham para os 0ssos do pé) (CHOI et al., 2023).

2.5.4 Mecanismos de tolerancia em biofilmes

Os biofilmes sdo inerentemente tolerantes a acdo dos antibidticos e alguns
apresentam resisténcia devido a maltiplos fatores (CIOFU et al., 2022). Durante o estilo de vida
planctonico, as bactérias sdo inibidas pelo tratamento com antibitticos (Figura 17, parte ai). No
entanto, as células dentro de um biofilme exibem um grande grau de heterogeneidade de estados
metabolicos e expressdo génica, o que resulta em células individuais sendo resistentes dentro
de um biofilme devido a permeabilidade reduzida (parte aii), baixa atividade metabdlica
resultando em expressdo do alvo reduzido (parte aiii) e producdo de um grande nimero de
células persistentes (parte aiv) (CIOFU et al., 2022). Os biofilmes também podem sofrer altas
taxas de troca genética, permitindo a movimentacdo de genes de RAM (Figura 17, parte b)
(STEWART et al., 2019).

Um exemplo notavel de como uma mudanca no estilo de vida pode resultar em
resisténcia é observado nas bactérias em “forma de L”, que sdo células que perdem a sua parede
celular apds exposicao ao stress (CLAESSEN; ERRINGTON, 2019). As bactérias na forma L
sdo, consequentemente, resistentes aos agentes de direcionamento da parede celular (por
exemplo, B-lactamicos) e a exposicdo a esses medicamentos seleciona rapidamente bactérias
deficientes na parede celular (Figura 17, parte c) (MONAHAN et al., 2014).
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Figura 17 — Tolerancia e resisténcia no estilo de vida planctonico e em biofilme
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Uma outra mudanca que pode ser observada no estilo de vida bacteriano que pode
ser induzida pelas condi¢gdes ambientais, € a formacao de células persistentes, que sdo células
dormentes, que muitas vezes tém o seu crescimento interrompido, mas a viabilidade €
mantida. As células persistentes sdo altamente resistentes a acdo letal dos antibidticos
bactericidas, mas recuperam a sensibilidade normalmente quando a replicacdo é
retomada (BALABAN et al., 2019). Véarios mecanismos para a formacéo de células persistentes
foram sugeridos incluindo sistemas de toxina-antitoxina e producéo de guanosina-pentafosfato
((p)ppGpp), embora ainda haja muito debate sobre a importancia de cada um (PACIOS et al.,
2020). Dados recentes demonstraram que as células com baixos niveis de ATP tém maior
probabilidade de se tornarem persistentes (MANUSE et al., 2021; SHAN et al., 2017).

A toleréncia aos antimicrobianos descreve a capacidade de uma populacdo
bacteriana de sobreviver transitoriamente a concentrages letais de antibidticos, o que pode ser
devido ao fato das bactérias retardarem processos metabdlicos essenciais (BRAUNER et al.,
2016) conforme esta mostrado na figura 17. Ao adotar um estilo de vida de biofilme, uma
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grande parte da populacéo bacteriana cresce lentamente ou néo cresce, o que foi proposto para
promover a tolerancia. Como resultado, o tratamento de biofilmes requer concentragdes mais
elevadas de antibidticos administrados durante um periodo mais longo do que a dose e a duragéo
necessarias para o tratamento de células cultivadas plancténicamente (H@IBY et al., 2015).

Em geral, a atividade antibacteriana dos antibidticos depende de sua capacidade de
atingir os seus alvos nas células bacterianas em concentraces suficientes. A dosagem de
concentragdes suficientes de antibidticos contra as bactérias alvo é dificultada nos biofilmes
pela presenca da matriz, que pode atrasar a penetracdo das moléculas de antibiotico nas células
bacterianas, e pela fraca disponibilidade de alvos bacterianos devido ao crescimento lento das
células bacterianas do biofilme. Em geral, quanto mais antigo for o biofilme, mais tolerante ele
sera aos antimicrobianos (ANWAR et al., 1989; HENGZHUANG et al., 2011; HZIBY et al.,
2019).

A suscetibilidade de um biofilme aos antibidticos pode ser expressa pela
determinacdo in vitro da concentracdo de antibidtico necessaria para inibir o crescimento do
biofilme, ou seja, a concentracdo inibitéria minima do biofilme (CIMB), ou para prevenir o
novo crescimento apds a exposicao ao antibidtico, representando a concentracdo de erradicacao
minima do biofilme (CEMB) (CIOFU et al., 2022). Os parametros correspondentes para
populacbes planctdnicas sdo a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM). As concentracGes de antibidticos que representam CIMB e CEMB
sdo mais altas do que aquelas que representam CIM e CBM, com intervalos de 4 a 1.000,
dependendo dos patogenos especificos, do antibiotico testado e das condicdes de teste (meio de
crescimento e sistema de teste de suscetibilidade de biofilme in vitro) (CRUZ; SHAH,;
TAMMELA, 2018; MOTTOLA et al., 2016; MACIA; ROJO-MOLINERO; OLIVER,
2014). A consequéncia da dosagem do tratamento do biofilme com a CIM planctdnico € que,
apesar da reducdo no tamanho da populacéo incorporada no biofilme, a infeccéo persiste e as
bactérias retomam o crescimento apds a interrupcéo do tratamento (FERNANDEZ-BARAT et
al., 2017).

De todo modo, o0s principais mecanismos de tolerancia de biofilmes bacterianos ao
tratamento com antimicrobianos que estdo descritos na figura 18, também incluem a dificuldade
de penetracdo dos antibidticos em virtude da barreira formada pela matriz de SPE do biofilme;
as mudancas no metabolismo celular responsaveis pela origem de variantes de col6nias
pequenas (SCV) e células persistentes e pelas respostas adaptativas ao estresse conhecidas

como resposta oxidativa ao estresse (SOS) e resposta vigorosa.
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Figura 18 — Mecanismos de tolerancia antimicrobiana do biofilme
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(2022). Os biofilmes sdo compostos por subpopulagdes bacterianas caracterizadas por diferentes atividades metabdlicas, com populacdes

metabolicamente ativas localizadas na superficie oxigenada em um biofilme e subpopulag¢fes ndo crescentes residindo nas zonas andxicas centrais. O esquema apresenta trés
mecanismos conhecidos de tolerancia antimicrobiana: heterogeneidade metabdlica, penetracdo prejudicada de moléculas de antibioticos e ativacdo de respostas adaptativas ao
estresse e aos antibidticos. Subpopulagoes metabolicamente ativas na superficie do biofilme exibem expresséo aumentada de bombas de efluxo ou B-lactamases. A subpopulagio
metabolicamente inativa com baixas taxas de crescimento apresenta expressdo reduzida ou insignificante do alvo antibiético e reducdo da captagcdo ativa de
antibiéticos. Componentes da matriz, como polissacarideos com carga negativa, DNA extracelular (eDNA) e fagos filamentosos, ligam-se a antibi6ticos com carga positiva,
como aminoglicosideos e polimixinas, retardando sua penetracéo no biofilme. A ativaco de respostas rigorosas e de estresse SOS em populacfes metabolicamente inativas e a
resisténcia adaptativa a antimicrobianos em populagdes metabolicamente ativas contribuem para a tolerancia dos biofilmes aos antibiéticos. Uma resisténcia transitdria ocorre
devido a regulacdo positiva de genes de resisténcia, tais como genes envolvidos na regulagio positiva da produgio de B-lactamase ou modificagdes de lipopolissacarideos, que
prejudicam a penetragdo da colistina. A ativacdo de respostas adaptativas ao estresse prejudica a eficacia dos antimicrobianos, contribuindo para a tolerancia dos biofilmes aos

antibioticos.
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2.6 Metalocompostos

Os metais tém sido usados por suas propriedades antimicrobianas ha milhares de
anos. A prevaléncia de vasos de cobre (Cu) e prata (Ag) e seu uso para desinfeccdo de agua e
preservacao de alimentos é bem conhecida desde a época do Império Persa (ALEXANDER,
2009). No contexto histérico do uso de metais para uso na salide humana, ha registros de
Paracelso, um meédico suico, usando prata internamente e nitrato de prata externamente para
tratamento de feridas na década de 1520, o que € seguido até hoje através do uso do nitrato de
prata (AgNQOz3) para prevenir a oftalmia neonatal e folhas de prata para prevenir infeccdes de
feridas cirdrgicas (SHARMA et al., 2022). Além disso, compostos como éxidos de teldrio (Te),
magnésio (Mg), arsénico (As), sais de Cu e mercudrio (Hg) foram usados para tratar doencas
como lepra, tuberculose, gonorreia e sifilis, no entanto, este uso extensivo de compostos a base
de metais continuou até a descoberta da penicilina na década de 1920 (HODGES, 1889;
KEYES, 1920; FRAZER; EDIN, 1930).

Em contraste com ions metalicos livremente solvatados ou nanoparticulas
metalicas, um metalocomposto ou complexo metélico é um arranjo bem definido de ligantes
(organicos e/ou inorganicos) em torno de um ou mais centros metalicos, que permitem que suas
propriedades possam ser manipuladas de forma semelhante as utilizadas no desenvolvimento
de medicamentos convencionais (FREI et al., 2020a). Existe uma grande diversidade de
propriedades entre os metais e possibilidades quase infinitas de combinacdes de ligantes, sendo
gue o namero de ligantes (isto €, 0 nimero de coordenacdo) pode variar de 1 a 28 (LI et al.,
2018). Esta gama de nimeros de coordenacéo leva a uma variedade rica e tridimensionalmente
diversa de estruturas de complexos metalicos (MORRISON et al., 2020).

De modo geral, além de rica diversidade estrutural em compara¢do com compostos
organicos, os complexos metalicos também exibem diferentes mecanismos de acdo que
incluem: reacBes redox; geracdo de ERO ou de outras espécies ativas; troca de ligantes ou
liberacdo desencadeada de ligantes e inibicdo competitiva ou covalente de enzimas ou proteinas
(BOROS; DYSON; GLASSER, 2020). Um outro ponto a destacar, € que 0s metais, por serem
menos eletronegativos, tendem a formar ions carregados positivamente, e essa propriedade lhes
confere maior solubilidade nos fluidos biologicos, dessa forma, os ions formados tém maior
afinidade por biomoléculas ricas em elétrons, como DNA e proteinas, e desempenham um papel
importante na estabilizacao/influéncia de suas estruturas terciérias ou quaternarias (SHARMA
etal., 2022).
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Dentre a grande diversidade de complexos metalicos conhecidos, o nitroprussiato
de sodio (SNP), foi um dos primeiros compostos a ser utilizado no tratamento de crises
hipertensivas, mesmo antes de se conhecer o seu mecanismo de agdo (estrutura mostrada na
Figura 19) (TFOUNI et al., 2010; OSTROWSKI; FORD, 2009). Descobertos em 1850, 0s
efeitos anti-hipertensivo desse metalocomposto foi observado pela primeira vez em 1929,
levando-o a ser utilizado como farmaco desde 1950, ndo sendo, porém, o Unico composto
inorganicos de nitrosila conhecido (HOTTINGER et al., 2014), no entanto, até hoje, continua
sendo o Unico a ser validado e utilizado como farmaco e, por conta de sua relevancia e
importancia terapéutica do NO, estudos para sintese de compostos doadores de NO vem sendo
desenvolvidos (SILVA FILHO et al., 2023).

Figura 19 — Molécula de nitroprussiato de sédio
que consiste em um sal de s6dio contendo Fe
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Fonte: Hottinger et al., (2014).

Atualmente, existem muitos medicamentos a base de platina, ferro, zinco e bismuto,
entre outros elementos quimicos em uso clinico como mostrado na figura 20, enquanto muitos
outros estéo alcancando resultados em ensaios clinicos (BARRY; SADLER, 2013). Nas ultimas
décadas, novas estratégias interessantes surgiram apoiando a visao de que a quimica inorganica
medicinal amadureceu (FARRELL, 2002; THOMPSON; ORVIG, 2003; BARRY; SADLER,
2013). Uma dessas estratégias explorou o uso de um complexo metalico como uma estrutura
inerte para criar estruturas 3D com mais diversidade em torno de uma molécula orgénica ativa,
que resultou em novos inibidores para quinases, acetilcolinesterase, trombina, transcriptase
reversa do HIV-1 e agentes vasodilatadores (MEGGERS, 2009; SA et al., 2015). Outros casos

incluem um composto centralizado no Fe que foi projetado para superar a resisténcia a
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isoniazida no tratamento da tuberculose usando uma estratégia mediada por processos redox,
que mostrou resultados bem-sucedidos (SOUSA et al.,, 2012; SOUSA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2017).

Figura 20 — Tabela periddica destacando os elementos classificados como metais (marcados em
laranja) que séo considerados de interesse clinico para desenvolvimento de metalocompostos

+ Actinides

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

2.6.1 Atividade antimicrobiana de metalocompostos

As propriedades antibacterianas dos complexos metalicos foram observadas no
inicio da histéria da moderna quimica medicinal inorganica. Por exemplo, as propriedades
antibacterianas de complexos simples de ruténio foram relatadas em 1952 (DWYER et al.,
1952). As propriedades antiproliferativas dos complexos de platina que levaram ao
desenvolvimento e aprovacdo do medicamento anticancer cisplatina, foram observadas pela
primeira vez no controle e inibicdo do crescimento de E. coli por Rosenberg em 1965
(ROSENBERG; van CAMP; KRIGAS, 1965). Desde essas publicagdes, tem havido um fluxo
lento, mas constante de estudos sobre as propriedades antibacterianas de complexos metalicos,
com um aumento acentuado na ultima década.

Neste cenario, varios metalocompostos tém sido utilizados no tratamento de

algumas doengas como 0s compostos a base de ouro miocrisina e auranofina, que séo usados
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para o tratamento da artrite reumatéide, e a prata e seus complexos que também demonstraram
efeitos citotoxicos contra fungos e bactérias Gram-positivas/Gram-negativas (SHARMA et al.,
2022). Outros exemplos incluem os metalocompostos de cobre e zinco cujas investigacdes
mostraram que 0 mecanismo de acdo responsavel pela atividade antimicrobiana pode estar
relacionado a producdo de ERO que danificam o DNA, desestabilizacdo da membrana
plasméatica com aumento de sua permeabilidade, ou a desativacdo de enzimas respiratérias
(BORTHAGARAY, 2016; NANDANWAR; KIM, 2019).

Uma das primeiras investigacbes detalhadas do mecanismo de acdo dos
metalocompostos foi realizada por Wenzel et al., (2013) e Patra et al., (2015). Neste estudo 0s
autores descreveram a preparacdo de um complexo trimetalico designado de Rel como
mostrado na figura 21, contendo rénio, ferro e manganés com uma estrutura de acido nucleico
peptidico. De modo geral, 0 composto mostrou atividade contra uma bactérias Gram-positivas
incluindo S. aureus (MRSA), S. aureus intermediario a vancomicina (VISA) e Bacillus subtilis,
As conclus@es do estudo apontaram que complexo pode até causar reducdes significativos nos
niveis de ATP citosolico, no entanto, seu provavel mecanismo de acdo estaria relacionado a

danos causados na membrana plasmatica bacteriana.

Figura 21 — Viséo geral dos mecanismos de acao de antibidticos e dos metalocompostos Rel e
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Em um estudo recente realizado por Mendes et al. (2022), o metalocomposto
designado de Re2 (também mostrado na Figura 21) exibiu interagdo com a membrana
plasmatica e potencialmente interferiu na sintese de peptideoglicanos, algo que foi percebido
através dos altos niveis citoplasmaticos de UDP-N-acetilmuramico-pentapeptideo, um

precursor soltvel associado a biossintese do peptideoglicano.

2.6.2 Complexos de ruténio

Devido ao sucesso da atividade anticancer do complexo de platina (Pt) descoberto
na década de 1960, tem havido um interesse consideravel no desenvolvimento de agentes
terapéuticos baseados em outros metais de transicdo e, em particular, em complexos metalicos
que tem o elemento ruténio (Ru) como atomo central (ABREU et al., 2016; SOUSA et al.,
2018). Como mostrado na figura 22 (1), um complexo de ruténio consiste em um
metalocomposto que possui um atomo de ruténio (Ru) em uma regido central designada de
centro metalico, em um dos seus estados de oxidacdo (II, IIl, IV) em coordenacdo com
diferentes ligantes que exibem alguma atividade bioldgica (LI; COLLINS; KEENE, 2015). De
modo geral, os complexos de ruténio podem apresentar de um até quatro centros metalicos
(Figura 22). Complexos que apresentam um centro séo designados de mononucleares, os que
apresentam de dois a quatro sdo designados de di (Figura 22-2), tri (Figura 22-3), e
tretranucleares (Figura 22-4) (SOUTHAM et al., 2017).
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Figura 22 — Exemplos da estrutura quimica de complexos de ruténio mono (1), di (2), tri (3) e
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Fonte: adaptado de Southam et al., (2017).

Alguns dos fatores que fazem com que os complexos de ruténio se destaqguem na
busca por novos farmacos sdo: (1) sua configuragdo tridimensional que permite a coordenacao
e funcionalizacdo de ligantes visando alvos moleculares definidos e; (2) a estabilidade quimica
de seus compostos, tornando possivel a coordenacdo de diferentes tipos de ligantes, desde o
mais simples ion cloreto as moléculas organicas complexas (SIJA et al. 2014; SWAVEY et al.,
2017; ZHANG et al., 2018). De acordo com Fischer et al., (2014), um outro fator de interesse
na producdo de complexos de ruténio é a capacidade de sintetizar estes compostos em estados
de oxidacdo acessiveis em condigdes fisioldgicas, sendo os estados de oxidac¢do Ru(lIl) e Ru(lll)
similares aos compostos de platina(ll), possibilitando um melhor efeito por mecanismos redox,
0 que pode possibilitar sua atuacdo de forma semelhante ao dos complexos de Pt.

Dentre as atividades bioldgicas demonstradas, os complexos de ruténio mostraram
notavel atividade antitumoral entre 0s numerosos compostos metalicos estudados. Varias
vantagens sobre os medicamentos de platina (Figura 23A) foram observadas para os complexos

de ruténio como: maior eficacia, baixa toxicidade, menor indice de resisténcia aos



61

medicamentos, um fato que somado a sua boa estabilidade termodindmica e cinética,
capacidade de reagir em ambientes de hipoxia, pH acido e alto nivel de glutationa, pode torna-
los uma nova geracdo de medicamentos antitumorais clinicos (ABID et al., 2016; THOTA,
2016; SOUTHAM et al., 2017).

Todos os seguintes complexos de ruténio que progrediram para estudos clinicos,
NAMI-A {ImH[trans-RuCl4(dmso) (imidazol)]} (Figura 23B), KP1019 {indazdlio trans-
[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(l11)]} (Figura 23C), e KP1339 [Na(trans-RuCl4 (Ind)2)]
(Figura 23D), sdo complexos de Ru(lIl) (WEBB et al., 2013). O complexo NAMI-A mostrou
potente eficacia inibitoria na metastase tumoral, no entanto, os estudos clinicos de fase II
revelaram que causou efeitos secundarios graves nos pacientes e, portanto, ndo foram realizadas
investigacOes adicionais (BERGAMO et al., 2003; ALESSIO et al., 2004). KP1019 também
ndo foi investigado devido a sua baixa solubilidade em agua, efeitos colaterais graves e eficacia
insatisfatoria para estudo clinico (HARTINGER et al., 2006, 2008). Para melhorar a baixa
solubilidade em &gua do KP1019, os pesquisadores desenvolveram um complexo de sal de
sodio mais soluvel designado de KP1339 (Figura 23D), que também passou para estudos
clinicos (HEFFETER et al., 2010). Usando as potentes propriedades fotofisicas e quimicas do
complexo Ru(ll), os pesquisadores sintetizaram o fotossensibilizador TLD 1443 (Figura 23E),
(ZENG et al., 2017), um composto que apresentou propriedades fotoquimicas melhoradas e
mostrou eficacia terapéutica significativa contra cancer de bexiga, e ainda em 2017 passou para
ensaios clinicos de fase Il (SMITHEN et al., 2017).
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Figura 23 — Estrutura de cinco complexos metélicos com atividade antitumoral. (A) cisplatina;
(B) NAMI-A; (C) KP1019; (D) KP1339 e (E) TLD1443
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Fonte: Adaptado de Lin et al., (2018).

2.6.3 Ligantes polipiridinicos, fosfinicos e dxido nitrico (NO)

A maioria dos complexos a base de ruténio com um notavel desempenho
terapéutico, sdo compostos de coordenacgdo, nos quais as atividades bioldgicas, dentre elas a
antimicrobiana, esté associada a sua natureza lipofilica e aos efeitos relacionados a carga, algo
diretamente relacionado a natureza de seus ligantes (GHOSH et al., 2021). Uma classe de
ligantes que tem ganhado notéavel atencdo s&o os polipiridinicos, os quais vem sendo utilizados
em coordenacdo com metais de interesse para clinica (CLARK, 2002; WAGENKNECHT;
STEMP; BARTON, 2000). Os principais ligantes polipiridinicos utilizados s&o: bipiridinas
(bpy), fenantrolinas (phen), dipiridoquinoxilina (dpq) e dipiridofenazina (dppz =dipirido[2,3-
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a:2’3’-c]fenazina) apresentados na figura 24. Como mencionado acima, 0 DNA ¢é um alvo
bioldgico importante e, moléculas que interagem e danificam o DNA, tém sido demonstradas
como agentes citotdxicos com atividades antibidticas e anticancerigenas (LI et al., 2016). Nesse
sentido, um ligante piridinico denominado de dppz tem mostrado notavel afinidade de ligacédo
ao DNA em uma série de complexos polipiridinicos de ruténio (da SILVEIRA CARVALHO
et al., 2017) e, outros ligantes como a bipiridina (bpy) ou fenantrolina (phen), mostraram
resultados biologicos promissores, pois exibiram atividades antituberculose e anticancerigenas,
qguando em coordenacédo a complexos de ruténio(ll) (PAVAN et al., 2011; dos SANTOS et al.,
2013; PEREIRA et al., 2015; CARNIZELLO et al., 2016).

Figura 24 — Exemplos de ligantes polipiridinicos

bpy phen dppz

Fonte: Adaptado de Viganor et al., (2017).

Outra classe de ligantes que vem sendo bastante estudada para a sintese de
complexos metalicos com atividade anticancerigena e antimicrobiana, sao os ligantes fosfinicos
(Figura 24) (da SILVA MIRANDA et al., 2008). Os complexos de fosfinas também possuem
uma importante atuacdo na area medicinal, ja que o estudo destes complexos aplicado a
medicina foi impulsionado pela descoberta da atividade antiartritica apresentada pelo complexo
[Au(Et3P)(SGIuAc4)] (Auranofina) que foi liberado para o uso clinico nos Estados Unidos em
1985 (da SILVEIRA CARVALHO et al., 2017). Desde entéo as atividades antitumorais deste
composto passaram a ser altamente exploradas pelos pesquisadores, e estes estudos resultaram
no surgimento de diversos complexos fosfinicos contendo diferentes centros metalicos, que
veem sendo submetidos a avaliagdo de suas atividades antitumoral em diversas linhagens de
células, além do mais, atividade anti-malarica e antiparasitaria também ja foram relatadas para
estes ligantes (SANNELLA et al., 2008; DEBNATH et al., 2012).

Em relacdo ao ligante 6xido nitrico (NO), sabe-se que esta molécula altamente

reativa, participa de diversos processos fisiolégicos nos mamiferos, incluindo vasodilatacéo,
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controle de pressdo sanguinea, controle de sono, controle de apetite, aléem de atuar como
mensageiro secundario no cérebro e sistema nervoso periférico, fungdo plaquetaria dentre
outros (HIRST; ROBSON, 2011; CARAMORI, et al., 2015; SILVA FILHO et al., 2023). A
sua vasta atuacdo biologica aliada a facilidade de coordenacdo com varios centros metalicos
com diferentes geometrias, numeros de coordenacdo e propriedades eletronicas, vem
estimulando pesquisadores a buscar novos sistemas de entrega (ANDRIANI, et al., 2014).
Formalmente, 0 NO pode assumir trés estados de oxidagdo, NO+, NO e NO—, e ainda
dependendo da natureza do metal (estados de oxidagdo) este pode se coordenar de 3 maneiras
diferentes, (RAYNOR, 1972). Estudos tém demonstrado que nitrosilo e nitrocompostos,
apresentam atividade antitumoral apreciavel, j& que a liberacao citotdxica do NO pode ocorrer
dentro de células tumorais e levar a morte celular da mesma (SERLI et al., 2003).

Como o NO possui alta afinidade para o ruténio, complexos Ru-NO vem se
destacando nas Ultimas décadas. Um exemplo é o complexo [RuCIl2(NO)(BPA)], onde BPA=
2-hydroxybenzyl(2-methylpyridyl)amine, que foi avaliado contra linhagens de células tumorais
HelLa (carcinoma cervical humano), Tm5 (melanoma murino) e CHO (ovério de hamster
chinés), apresentando resultados de ICso inferiores ao da cisplatina para as linhagens HelLa e
Tmb5, indicando o seu potencial antitumoral (HEINRCH et al., 2011; SERLLI, et al., 2003).
Outro estudo mostra um nitro complexo de ruténio com férmula cis-[Ru(NO2)2(dppb)(5,5°-
mebipy)], onde 5,5’-mebipy= 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina e dppb= 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (Figura 25) que demonstrou atividade antiparasitaria promissora em
parasitas nas formas epimastigotas e tripomastigotas, transmissores da Doenca de Chagas
(BASTOS et al., 2014). Por fim, as potenciais aplicacdes terapéuticas do éxido nitrico (NO)
como um agente antibacteriano, antinflamatorio e anticancer, resultaram em um grande nimero
pesquisas e desenvolvimento de compostos doadores de NO e nos materiais relacionados
capazes de entrega-lo nos locais desejados (YANG et al., 2018; ORLOWSKA et al., 2018;
SILVA FILHO et al., 2023).
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Figura 25 — Estrutura do complexo cis-
[Ru(NO2)2(dppb)(5,5°-mebipy)]
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Fonte: Bastos et al., (2014).

2.6.4 Atividade antimicrobiana de complexos de ruténio

O conhecimento prévio de suas propriedades quimicas e comportamento bioldgico,
resultou em um maior foco na adaptagdo de complexos de ruténio como agentes
antimicrobianos (LI; COLLINS; KEENE, 2015). Varios estudos realizados nas ultimas décadas
destacaram as propriedades antibacterianas promissoras dos complexos de ruténio colocando-
0s entre as classes mais promissoras de novos metaloantibioticos (SMITTEN et al., 2020; LI et
al., 2015).

De acordo com Li et al., (2015) a atividade antimicrobiana dos complexos de
ruténio pode ser reconhecida como uma funcdo de sua lipofilicidade e carga, onde essas
caracteristicas podem ser controladas com relativa facilidade pela modificacdo do ligante que
envolve uma esfera hexacoordenada. Além disso, a afinidade com o sitio alvo molecular, pode
ser facilmente otimizada em comparagdo com medicamentos de base puramente organica.
Assim, parece mais provavel que um mecanismo completamente novo de atividade
antimicrobiana possa ser alcangado com complexos de Ru(ll), diferente daqueles de moléculas
organicas ja em uso clinico (FREI et al., 2020b).

Dada a diversidade de complexos de ruténio e suas atividades antimicrobianas
relatados na literatura, Southam et al. (2017), propuseram uma classificacdo baseada no papel
do ion Ru que sustenta a atividade antimicrobiana do composto. Como apresentado na figura
26, 0s compostos antimicrobianos de ruténio foram divididos em quatro classes com base no

seu mecanismo de acdo, a saber: (1) Estrutural: O ion Ru tem um papel estrutural, ou seja, o
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Ru d& forma ao composto ativo atraves de uma esfera de coordenacdo de ligantes. Estes
complexos séo inertes e biologicamente estaveis, onde o Ru entra em contato com o alvo através
de interacbes ndo covalentes (Figura 26A); (I1) Transportador: O ion Ru funciona
simplesmente como transportador do farmaco ativo, mais frequentemente um composto
organico (Figura 26B); (I111) Funcional: O ion Ru tem um papel funcional, ou seja, a atividade
antimicrobiana do composto € mediada pela coordenacédo direta do ion Ru a alvos bioldgicos.
Trata-se de compostos relativamente instaveis do ponto de vista bioldgico, sdo frequentemente
pré-farmacos que contém ligantes labeis (Figura 26C), e (1) Fotoativado: O composto de Ru

é ativo apenas ap0s iluminacdo onde pode atuar como fotossensibilizador (Figura 26D).

Figura 26 — Classificacdo dos complexos de ruténio de acordo com seu mecanismo de a¢éo
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Fonte: Adaptado de Southam et al., (2017).

De acordo com a classifica¢do apresentada na figura 26, o papel do ion ruténio nos
compostos antimicrobianos de classe (I) deve atuar como uma “estrutura” central para a qual
os ligantes bioativos s&o coordenados e, portanto, a composi¢do quimica e as propriedades dos
ligantes coordenados determinam a atividade antimicrobiana (GIANFERRARA; BRATSOS;
ALESSIO, 2009; GILL; THOMAS, 2012). O proprio ion ruténio pode fornecer a molécula uma

carga catidnica, mas nao interage diretamente com alvos intracelulares, exceto por meio de



67

interacdes ndo covalentes (GIANFERRARA; BRATSOS; ALESSIO, 2009). E necessario que
estes complexos sejam inertes e estaveis em sistemas biol6gicos, uma vez que a estrutura do
composto é fundamental para a atividade bioldgica, assim, como estes complexos permanecem
inalterados in vivo, podem interagir reversivelmente com alvos intracelulares tais como DNA,
RNA, proteinas, membranas ou outros metabolitos (GILL; THOMAS, 2012; L1 et al., 2015).

Os antimicrobianos transportadores de ruténio (classe 1) sdo complexos
organometalicos nos quais o ion ruténio € coordenado a um medicamento organico estabelecido
com a finalidade de aumentar as atividades antimicrobianas do composto organico em questéo
(GIANFERRARA; BRATSOS; ALESSIO, 2009). Para que o ion ruténio funcione como um
verdadeiro ligante ‘transportador’, ele ndo deve provocar efeitos antimicrobianos significativos
por meio da coordenacdo com alvos biologicos sendo tal complexo considerado ‘funcional’
(SOUTHAM et al., 2017).

Por sua vez, a atividade antimicrobiana dos complexos de ruténio de classe Il
depende em grande parte da coordenacdo covalente do ion ruténio com os alvos nas células
bacterianas, sendo assim, pelo menos um ligante no ruténio deve ser suficientemente labil para
permitir que o ion metalico se coordene com seus alvos (GIANFERRARA; BRATSOS;
ALESSIO, 2009). Dentro desta classe destacam-se os ruténio-carbonil (CORMs, figura 26C)
que sdo convencionalmente classificados como compostos "transportadores"”, nos quais o ion
ruténio atua apenas como um meio de entrega de CO in vitro ou in vivo (MANN, 2012).
Southam et al., (2017) consideram esses compostos de uma perspectiva alternativa e propdem
gue sdo os ions ruténio dos CORMs em si, e ndo as acdes do CO 'liberado’, que medeiam as
atividades antimicrobianas desses complexos.

Para complexos de ruténio fotoativados (classe 1V, figura 26D), a atividade
antimicrobiana é amplamente dependente da geracdo de oxigénio singleto, que por sua vez
provoca efeitos bactericidas. Nos ultimos anos, a escassez de novos antibidticos e o longo
processo necessario para trazer novos agentes antimicrobianos ao mercado levou a um interesse
crescente na terapia fotoativa para tratar infecges bacterianas, sendo que os complexos de
ruténio se mostraram promissores (SOUTHAM et al., (2017).

Em resumo, os alvos celulares bacterianos dos complexos de ruténio estruturais
(Figura 27A) e funcionais (Figura 27B) foram idealizados por Southam et al., (2017) e apesar
de ainda ndo estarem totalmente elucidados, multiplos alvos como a membrana plasmatica,
proteinas intracelulares, componentes da respiracdo celular, DNA, RNA e formacgéo de ERRO,

séo apresentados como as principais vias de atuagdo destes complexos.
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Figura 27 — Alvos celulares bacterianos de complexos estruturais e funcionais de ruténio. (A) alvos celulares bacterianos de complexos
"estruturais"” de Ru; (B) alvos células bacterianos de complexos “funcionais”
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Fonte: Adaptado de Southam et al., (2017). Em (A) Alvos celulares bacterianos seguem os passos: (1) Captacédo via difusdo facilitada por um transportador de membrana e/ou

difusdo direta dependendo da lipofilicidade; (I1) Direcionamento direto ou indireto @ membrana; (111) Interrupcdo dos processos ligados & membrana, como a respiracdo
aerobica; (IV) Associacao reversivel com proteinas intracelulares; (V) O efluxo pode ocorrem através de bombas de efluxo bacteriano; (V1) AssociacOes reversiveis com DNA
via (1) intercalacdo de ligantes com bases de DNA e/ou (2) interacBes eletrostaticas entre 0 DNA carregado negativamente e os centros catidnicos de Ru; (VII) Associacdo

reversivel com RNA nos ribossomos levando a agregacdo de polissomas nos polos celulares. Em (B) os passos sdo: (I) Captacdo via difusdo facilitada através de um
transportador de membrana e/ou difuséo direta; (11) Danos diretos/indiretos ao envelope celular; (I11) Inibicdo da respiracdo aerdbica através da ligacdo direta do ion Ru(ll)
e/ou ligantes labeis a componentes da cadeia respiratoria; (IV) Geragdo de ERO direta ou indiretamente a partir do complexo “funcional”, levando a danos oxidativos em:
DNA e aglomerados de ferro-enxofre; (V) O efluxo pode ocorrer através de bombas de efluxo bacteriano; (V1) Coordenagéo do ion Ru (1) aos aglomerados de ferro-enxofre,
levando a disfuncao proteica; (V1) Ligacéo covalente do ion Ru(ll) ao N7 das bases de guanina no DNA; (V1) Interagdes covalentes com residuos de aminoacidos expostos,

levam a disfungdo enzimatica. Interacdes covalentes com residuos expostos em fatores de transcri¢do (TF) também podem levar a perturbagdes na regulacao génica.
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2.7 Fototerapia dindmica (FTD)

A terapia fotodinamica (TFD) € uma estratégia terapéutica que utiliza uma
combinacdo de compostos ou moléculas fotossensiveis denominadas de fotossensibilizador
(FS), luz e oxigénio molecular (PIKSA et al., 2023). De inicio, a TFD foi investigada contra
uma série de condi¢des médicas, incluindo aterosclerose, psoriase e canceres malignos
(JOSEFSEN; BOYLE, 2008; LE GALL et al., 2018). O principio da técnica consiste na
excitacdo do FS pela luz que leva a transferéncias intramoleculares de energia ndo radiativa e,
no final, transferéncia de energia fisica para o oxigénio no estado fundamental (30,)
(BAPTISTA et al., 2017).

Como mostrado na figura 28, ap0ds a absorc¢édo da luz, o fotossensibilizador excitado
no estado triplete, pode formar espécies reativas de oxigénio, induzindo a citotoxicidade por
meio de dois mecanismos principais denominados de reacdes do tipo | e reagdes do tipo I, nas
quais, ambos sdo dependentes de moléculas de oxigénio presente nas células (LI, 2009). De
modo geral, as reacdes do tipo | envolvem a producao de ERO resultantes do FS ativado. Como
esquematizado na figura 28, ocorre a captacdo de hidrogénio ou a transferéncia de elétrons entre
0 FS no estado triplete T1 (3FS*) e uma molécula adjacente (substrato), formando radicais
ibnicos. Estes que, por sua vez, interagem com as moléculas de oxigénio que estdo no seu estado
fundamental (30,), levando a producdo de ERO como superéxidos (O-), radicais hidroxilas
(OH-) e peroxidos de hidrogénio (H20.). Essas espécies reativas de oxigénio, induzem reagdes
de oxidacdo em biomoléculas, causando um estado de estresse oxidativo nas células, e
resultando em morte celular (LI, 2009; KWIATKOWSKI et al., 2018).
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Figura 28 — Mecanismo das reagoes tipo | e Il da terapia fotodindmica (TFD)
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Fonte: Adaptado de Yoon; Jang, (2013).

Por outro lado, as reagGes do tipo Il envolvem a geracéo de oxigénio singleto (*O2)
através da transferéncia direta de energia do FS excitado no estado tripleto para o oxigénio
também no estado tripleto (LI, 2009). Como a energia necessaria para a transicdo do oxigénio
do estado fundamental tripleto para o estado singleto ¢ de aproximadamente 22,0 kcal.mol—1,
uma energia relativamente pequena é necessaria para produzir 'O, e essas reagbes sdo
caracterizadas pela dependéncia da concentracdo de oxigénio (MACDONALD;
DOUGHERTY, 2001). Ambas as vias acima requerem oxigénio molecular e levam a oxida¢éao
de biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e bases nitrogenadas de nucleotideos, resultando
no efeito de eliminacdo de patégenos e células indesejadas (CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2004).

De acordo com o conhecimento atual, 0 mecanismo da TFD ndo parece depender
muito do tipo de célula (procaridtica/eucariotica). Em contraste com o tecido humano normal,
as celulas anormais sdo caracterizadas por maior sensibilidade ao estresse oxidativo causado
pela TFD, e considera-se que o tratamento em si ndo apresenta efeitos colaterais a longo prazo
(TRIESSCHENIN et al., 2006). A agdo fotodindmica pode ser eficaz contra uma ampla gama
de patdgenos, notadamente virus, bactérias, fungos e parasitas, iniciando um novo capitulo no
tratamento antimicrobiano, a terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) (WAINWRIGHT,
1998; HAMBLIN; HASAN, 2004; PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012; CIEPLIK et al.,
2018).
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2.7.1 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa)

No contexto da resisténcia antimicrobiana e de opcOes terapéuticas, a terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFDa) mostra-se muito promissora como alternativa as
modalidades antimicrobianas convencionais (YOUF et al., 2023). Na verdade, uma vez que a
TFDa ndo requer interacdo com um alvo molecular especifico e, pode ser mais resiliente que
0s antimicrobianos, seu uso poderia ser uma ferramenta para superar a disseminacao crescente
de microrganismos multirresistentes (MDR) (KWIATKOWSKI et al., 2018; PEREIRA ROSA,
2014; HU et al., 2018; MULANI, et al., 2019). Embora muitas investigag¢des in vitro tenham
sido feitas para verificar a relevancia potencial de tal estratégia, poucos estudos foram
conduzidos até agora em modelos in vivo (JAKUBASZEK et al., 2018; SILVA et al., 2015).

Os complexos metalicos constituem um vasto grupo potencial de novos
medicamentos ativos com grande promessa para diversas aplicaces biomédicas, em especial
para TFDa (FREI, 2020a; FREI et al., 2020b; SPESIA; DURANTINI, 2022). Estes compostos
constituem FS atraentes para TFDa, principalmente porque (i) absorvem fortemente a luz
visivel, (ii) exibem propriedades fotofisicas ajustaveis, (iii) podem produzir eficientemente
ERO apos irradiacdo de luz e (iv) geralmente ndo sdo citotoxicos no escuro (LE GALL et al.,
2018; LEMERCIER et al., 2018; KARGES et al., 2020). Alguns complexos de ruténio
fotoativos sdo mostrados na figura 29.

Figura 29 - Estruturas quimicas de complexos de ruténio desenvolvidas para Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana
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Fonte: Munteanu; Uivarosi, (2021).
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Apoiando a ideia da combinacdo entre complexos metélicos e TFDa, um estudo
publicado por Sousa et al., (2020b) investigaram a atividade antimicrobiana do complexo
nitrosil ct-[RUCI(NO)(dppb)(4,40-Mebipy)](PFs)2, juntamente com seu complexo precursor
cis-[RuClz(dppb)(4,40-Mebipy)] irradiados por luz azul. Ambos os complexos mostraram
atividade antibacteriana promissora quando associados a TFD contra S. aureus e S. epidermidis,
no entanto, o complexo nitrosil apresentou maior efeito antibiotico que seu precursor, apoiando
0 importante papel de NO neste processo que, provavelmente induziu a producdo de ERO,

danos ao DNA e membrana plasmatica destas bactérias (conforme mostrado na Figura 30).

Figura 30 — Mecanismos propostos para a atividade antimicrobiana do composto nitrosil
mostrando a liberagdo de NO e seus possiveis alvos biologicos
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Fonte: Sousa et al., (2020b).

Outro estudo envolvendo os efeitos da TFDa associada a complexos de ruténio, foi
conduzido por Youf et al., (2022) que avaliaram os complexo [Ru(I1)]1 e [Ru(11)]2. Ap6s algum
tempo de exposi¢éo a luz azul conforme demonstrado no esquema da figura 31, o tratamento
com os complexos foi eficiente para inibir o crescimento total de S. aureus, por outro lado,
nenhum efeito foi observado para P. aeruginosa. Observou-se também que as bactérias
cresceram com a mesma eficiéncia em todas as condi¢des consideradas, inclusive na presenga

de [Ru (11)], desde que a luz ndo fosse aplicada.
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Figura 31 - Configuracdo de iluminacdo para TFDa. Representacdo esquematica

(a) T

Fonte: Adaptado de Youf et al., (2022). Em (a) s&o mostrados os dois painéis de LED ((1) e (2)) colocados acima
e abaixo de uma placa intermediaria ((3)) usada para segurar materiais colocados em uma area de exposicéo central
(@). A imagem em (b) mostra a iluminagdo de uma placa de 96 pocos contendo amostras de [Ru (II)]. A
fluorescéncia é claramente visivel a olho nu.

De modo geral, a capacidade dos complexos de interagir eficientemente com
bactérias parece ser crucial para a atividade da TFDa, considerando a curta meia-vida das ERO
geradas apos irradiacdo luminosa, assim, apenas aumentar a producéo de 'O ndo é suficiente
para produzir agentes TFDa mais eficientes. Parametros que afetam as interacdes com bactérias,
como lipofilicidade e capacidade de formar agregados, também devem ser considerados no
desenvolvimento de futuros compostos otimizados para TFDa (MUNTEANU; UIVAROSI,
2021).
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3 HIPOTESES

1. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] apresenta atividade
antibacteriana contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa;

2. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO.)(dppb)(4,4-‘Mebpy)] apresenta efeito
sinérgico quando combinado a ampicilina e tetraciclina contra S. aureus, S. epidermidis,
E. coli e P. aeruginosa;

3. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] possui atividade
antibiofilme reduzindo a biomassa e o numero de células viaveis de S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e P. aeruginosa;

4. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] causa danos na
membrana plasmatica de S. aureus e E. coli;

5. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] tem a capacidade de
clivar DNA plasmidial quando irradiado por luz LED azul,

6. O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebpy)] ndo apresenta

citotoxicidade contra fibroblastos murinos e eritrocitos humanos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antimicrobiana, o efeito combinado com antibioticos, a
interacdo com DNA e a atividade citotoxica do nitro complexo [RuCI(NO2)(dppb)(4,4-

Mebipy)] na presenca e na auséncia de irradiagdo com luz azul.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima
(CBM) do complexo de ruténio sobre as bactérias Gram-positivas S. aureus e S.
epidermidis, e Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli;

e Avaliar o efeito da combinagdo do complexo de ruténio com os antibioticos ampicilina (-
lactamico) e tetraciclina (amplo espectro) sobre as bactérias supracitadas;

e Avaliar a atividade do complexo sobre a inibicdo da formacdo de biofilmes e sobre
biofilmes pré-formados das bactérias supracitadas;

e Avaliar o efeito do complexo sobre o numero de células vidveis tanto de biofilmes em
formacdo, quanto em biofilmes pré-formados de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P.
aeruginosa;

e Avaliar modificacdes morfoldgicas e estruturais de biofilmes de S. aureus e E. coli através
de microscopia confocal e microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar a interacdo do complexo com DNA plasmidial pBR322 antes e ap0s irradiacdo
com luz azul;

e Verificar a citotoxicidade do complexo de ruténio sobre eritrocitos humanos e células de

fibroblastos murinos L929
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5 METODOLOGIA

5.1 Local do estudo

Todos os ensaios foram realizados no Laboratério Integrado de Biomoléculas
(LIBS), da Universidade Federal do Cear4d — UFC, com a participacdo do Laboratorio de
Bioinorganica para a sintese e obtencdo dos compostos, do Centro Especializado em Micologia
Médica (CEMM - UFC) para obtencdo das imagens da microscopia Confocal e da Central
Analitica da UFC na obtencdo das imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura.

Os ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos pelo menos trés vezes em

momentos distintos, seguindo o organograma proposto na figura 32.

Figura 32 — Organograma e estruturagdo deste estudo

Atividade antimicrobiana do complexo
RuNO,/ Fotoclivagem de DNA/Teste de
citotoxicidade

Efeito sobre calul Efeito sobre a formacéo de
eito sobre celulas biofilmes/ biofilmes pré-
planctoénicas formados
: N . A
¢ Quantificacdo da
« CIM; biomassa (CV);
« CBM: * Numero de células
¢ Combinac¢io com viaveis (UFC).
antibiéticos; * Microscopias:
Confocal/ Eletronica
de varredura (MEV).
. J \ J
Citotoxicidade em células Fotoclivagem de DNA plasmidial
L929/Atividade hemolitica — pBR322

Fonte: Préprio autor.
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5.2 Microrganismos

Para o presente estudo foram utilizadas cepas padrdo que integram o acervo da
bacterioteca do Laboratorio Integrado de Biomoléculas (LIBS), sendo todas cepas padrao da
American Type Culture Collection (ATCC) exibidas na tabela 1. Estas cepas estdo apresentadas

com 0 nome da espécie, seguida de um cddigo de identificacdo, caracteristicas e/ou uso.

Tabela 1 — Lista de espécies bacterianas alvos deste estudo

CEPA ATCC ORIGEM CARACTERISTICA/USO
S. aureus 25923 Seattle (USA) Sensivel a meticilina/
1945 Exame de produtos lacteos,
S. aureus 700698 Néo Resistente a meticilina (MRSA) e
documentada  suscetibilidade heterogenia a vancomicina
S. epidermidis 12228 N&o Usado em testes de midia e varios ensaios
documentada e utilizado no projeto de sequenciamento
do genoma.
S. epidermidis 35984 Tennesse Produz polissacarideos de adeséo,
(USA) genoma completo
E. coli 11303 Néo Facilmente produz mutantes coloniais.
documentada Hospedeira de bacteriéfago
P. aeruginosa 27853 N&o Pesquisa prospectiva de
documentada patdgenos/Deteccao de aerossois

Fonte: www.atcc.org

5.3 Obtencédo dos complexos de ruténio e antibidticos

O nitro complexo de ruténio [RuCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebipy)] designado como
RuNO2, avaliado neste estudo, foi gentilmente cedido pela professora Dra. Alda Karine
Medeiros de Holanda, do Laboratério de Bioinorganica do Departamento de Quimica Orgéanica
e Inorgéanica da UFC. A estrutura quimica contendo a massa molar (MM) deste complexo, esta
apresentada na figura 33.

Os dois antibidticos (ampicilina e tetraciclina) usados neste estudo, foram
adquiridos junto a empresa Sigma Aldrich. A Ampicilina sodica (Sigma Aldrich, A0166-5G)
foi escolhida por se tratar de um antibiotico B-lactamico que age na parede celular de bactérias
Gram-positivas, e o Cloridrato de Tetraciclina (Sigma Aldrich, T7660-5G), por ser um
antibiético de amplo espectro, que inibe a sintese proteica, e é usado tanto no tratamento de
infeccbes de bactérias Gram-positivas quanto de Gram-negativas. Sua estrutura quimica e

massa molar também s&o mostrados na figura 33.
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Figura 33 — Estrutura do complexo RUNO; e antibi6ticos e sua respectiva massa molar (MM)

Complexo RUNO:2 Ampicilina sodica Cloridrato de tetraciclina

HsG, OH 3

Y ﬁfﬁﬂ: g@@‘ on wo

0% ONa OH O OH O O

MM= 778,5 g/mol MM = 371,39 g/mol MM = 480,90 g/mol

Fonte Complexo RuNO;: Laborat6rio de Bioinorganica — (UFC)
Fonte Antibidticos: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/87128?lang=pt&region=BR

5.4 Condic0es da cultura

Para as condicdes de crescimento das espécies bacterianas adotou-se a metodologia
proposta pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute - CLSI, (2015), com algumas
modificacfes. Armazenados em uma solucdo de meio Soja Triptica Caldo (TSB) e glicerol 20%
a -80 °C, os microrganismos foram estriados em placas de Petri contendo meio Soja Triptica
Agar (TSA) e incubados por 24 h, a 37 °C.

Apbs o crescimento nas placas, 5 coldnias isoladas foram removidas e inoculada
em 5 mL de meio Mueller-Hinton Céation Ajustado (MHBCA) e incubadas sobre as mesmas
condigdes por mais 24 h. Em seguida, a cultura foi transferida para tubos tipo falcon de 50 mL
e centrifugada a 9.000 RPM por 5 min a 4°C, sendo ressuspendida em novo meio MHB (10
mL). Posteriormente, com o auxilio do espectrofotbmetro (Amersham Biosciences), a
concentracdo final da suspensdo bacteriana foi ajustada para 5x 10° Unidades Formadoras de
Col6nias/mL (UFC/mL), através da turbidimetria (620 nm) e curvas de calibracdo previamente

determinada para cada bactéria.

5.5 Solubilizagéo e dilui¢cdo do complexo RUNO:2 e antibioticos

A solubilizagdo do complexo RUNO: e dos antibioticos também seguiram as
normas de padronizagdo propostas pelo CLSI (2015). Inicialmente, o complexo RuNO: foi
solubilizado Dimeltilsulféxido (DMSO) 100% e em seguida em meio MHBCA para 0s ensaios
sobre celulas planctonicas e TSB para biofilmes, sendo preparada uma solugéo estoque de 10
mg/mL. Logo depois, dilui¢cdes foram realizadas em tubos falcon de 15 mL e obteve-se uma
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concentracéo final de 1.024 pg/mL de RuNO- para ambos os meios de cultura e 4% para o
DMSO. Os antibidticos ampicilina e tetraciclina também foram solubilizados em meio
MHBCA, e suas concentracdes ajustadas para 1.024 e 512 pg/mL. Ressalta-se que logo apés

as diluicdes, todas as solugdes foram esterilizadas por filtro 0,22 um.

5.6 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo bactericida
minima (CBM)

A avaliagdo da atividade antibacteriana do complexo RuNO: e dos antibiéticos, foi
realizada segundo o ensaio de microdiluicdo em caldo, em placas de poliestireno de 96 pogos
de fundo “U” de acordo com as normas sugeridas pelo CLSI (2015), com modificaces
sugeridas por Andrade et al., (2020). Para a determinacgdo da CIM, os pocos da linha A (1 a 5)
da placa foram preenchidos inicialmente com 200 uL. de RuUNO- sendo a concentracéo inicial
de 512 pg/mL. Em seguida, realizou-se a diluicdo seriada na base dois para obtencdo de
diferentes concentragGes, que variaram entre 256 e 2 pg/mL. Posteriormente, 100 pL da
suspensdo bacteriana ja previamente ajustada na concentragdo de 5x10° UFC/mL, foi
adicionada em cada um dos pocos na placa, obtendo-se um volume final de 200 uL. Em seguida,
as placas foram submetidas a irradiacdo com luz azul por 1 h sendo entdo incubadas a 37 °C
por 24 h em incubadora. Placas controle foram preparadas e incubadas nas mesmas condicoes,
mas ndo foram irradiadas com luz azul.

A avaliacdo do crescimento bacteriano foi mensurada através da turbidez dos po¢os
com auxilio do leitor de microplacas (SpectraMax i3), a um comprimento de onda de 620 nm.
Considerou-se como CIM a menor concentragdo do complexo RuNO. capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano. Para a determinacdo da CBM 24 h depois da incubacéo,
foram removidos 10 pL da solucdo contida nos pocos que ndo apresentaram crescimento
microbiano, seguido de inoculagdo em placas de Petri com meio MHA. As placas de Petri foram
incubadas novamente sobre as mesmas condi¢des ja descritas e, ap6s o periodo de mais 24 h
avaliou-se a presenca de UFC e considerou-se como CBM, a menor concentragdo do complexo
RuUNO2 que inibiu o crescimento visivel das UFC (DAS et al., 2016). Os mesmos
procedimentos também foram realizados para montagem das placas dos antibidticos ampicilina
e tetraciclina, no entanto, os valores da CIM destes antibioticos foram classificados de acordo

com os niveis de suscetibilidade baseados no quadro 1, propostos pelo CLSI (2015).
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Tabela 2 — Pontos de corte de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos

Fenotipo MIC (ug/mL) Diametro da zona
Sensivel (S) <2 >20
Intermediario (1) 8-16 15-19
Resistente (R) >32 <14

Fonte: Adaptado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, MO7-A10 2015).

5.7 Avaliacéo do efeito de RUNO, combinado aos antibioticos ampicilina e tetraciclina

A avaliacdo dos efeitos resultantes da combinagdo entre RUNO> e os antibidticos,
foi realizada através da técnica de checkerboard. Para este estudo, foram avaliadas duas
combinac0es, a saber: RUNOz + Ampicilina, e RUNO; + Tetraciclina. Tanto o complexo quanto
os antibidticos foram preparados em concentracdes 4 vezes a da CIM. Os ensaios foram
realizados em microplaca de 96 de poliestireno de fundo “U”. Resumidamente, o complexo
RuNO: foi diluido nas linhas A a E, (sentido vertical da placa) e os antibidticos diluidos no

sentido horizontal, de A1/A5 até E1/E5 (conforme esquema mostrado na figura 34).

Figura 34 — Esquematizagdo da técnica de checkerboard para o ensaio de combinag@o entre 0
complexo RUNO: e antibitticos

Composto A em pg/mL

12345 67 891011

NS 98,99/999,8

O Nao crescimento
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O Controle

Q]]Iﬂ]) Sinergismo (ICIF <0.5)

Aditivo ou Indiferente
(>0,5 ICIF <4)

GOOOOOE0 S

Tu/81 we g ojsodwo)
e Mmoo
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Fonte: Proprio autor.

No total, 25 pocos foram utilizados, de forma que as concentragdes finais para cada
um dos compostos usadas foram: CIM, 2 da CIM, % da CIM, 1/8 da CIM e 1/16 da CIM. Os
compostos testados foram diluidos separadamente em placas de microdiluicdo, e logo em
seguida foram misturados em nova placa, de maneira que cada pogo dessa nova placa, foi
preenchido com 50 uL de RuNO, 50 pL do antibidtico e 100 pL do inéculo bacteriano
previamente ajustado (5x 10° UFC/mL). A linha F foi usada como controle da CIM do RuNO,
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a coluna 6 como controle da CIM dos antibi6ticos e a linha G como controle de crescimento
bacteriano. Em seguida, as placas foram submetidas a irradiagdo com luz azul por 1 h sendo
entdo incubadas a 37 °C por 24 h em incubadora. Para determinacdo da nova CIM em
combinacéo, a absorbancia foi mensurada a um comprimento de onda de 620 nm em leitor de
microplacas (SpectraMax i3).

A interpretacdo dos resultados foi realizada através da determinacdo do indice de
Concentracéo Inibitoria Fracionada (ICIF), que consiste na soma dos valores da Concentracdo

Inibitdéria Fracionada (FIC) de cada composto usado na associacao, conforme equacéo 1 abaixo:

ICIF= CIFA + CIFB, onde:
CIFA= [CIM do complexo combinado/CIM do complexo individual];
CIFB=[CIM do antibidtico combinado/CIM do antibiotico individual].

A avaliar da interagéo entre RUNO; e os antibioticos foi baseada no valor do ICIF
e foi assim considerado: efeito sinérgico (ICIF < 0,5), efeito aditivo ou indiferente (0,5 < ICIF
< 4) ou efeito antagbnico (ICIF > 4) (ODDS, 2003; CASTELO-BRANCO et al., 2016).

5.8 Ensaio de inibi¢éo da formacéo de biofilmes

Biofilmes bacterianos foram formados na presenca de diferentes concentraces do
complexo RUNO- (256 a 2 pg/mL) em placas de microtitulagdo de poliestireno de 96 pocos de
fundo plano conforme descrito por Stepanovic et al. (2000), com modificagdes de Andrade et
al. (2020). Apds o desenvolvimento dos biofilmes, os pogos foram lavados duas vezes para
remover células fracamente aderidas, e os biofilmes foram avaliados pela quantificacdo da
biomassa total, e contagem do numero de células viaveis. A preparacao das placas para os testes
foi similar ao procedimento usado nos ensaios de CIM, no entanto o0 meio de cultura usado foi
0 TSB e a suspensdo de bactérias foi ajustada para uma concentragdo final de 1x 106 UFC/mL.
As placas também foram submetidas & irradiagdo com luz azul por 1 h sendo entdo incubadas
a 37 °C por 24 h.

5.8.1 Quantificacéo da biomassa

A quantificacdo da biomassa dos biofilmes foi determinada pelo método de

coloragé@o com cristal de violeta (CV). Ap0s as 24 horas de incubacéo as placas foram lavadas
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com &gua destilada estéril por trés vezes para a retirada das células fracamente aderidas.
Posteriormente os pogos foram preenchidos com 200 puL de metanol a 95% por 5 minutos para
fixacdo dos biofilmes. Adicionou-se, entdo, 200 pL de cristal de violeta 1% por mais 5 minutos,
a 25 °C. Em seguida, o excesso de corante foi removido e as placas lavadas trés vezes com agua
destilada. O corante remanescente foi solubilizado com &cido acético a 33% e entdo a biomassa
foi quantificada através da medicdo da densidade Optica a 590 nm (D.Osg0) com o0 auxilio de

um leitor de microplacas (SpectraMax i3).

5.8.2 Contagem de células vidveis dos biofilmes

Apbs a formacdo dos biofilmes o meio de cultura foi removido e as placas foram
lavadas duas vezes com agua destilada estéril, para remocdo das células fracamente aderidas.
Posteriormente, cada pogo foi preenchido com 200 pL de dgua destilada estéril e submetido ao
banho ultrassdnico (Crist6foli/EQM-CF) por 8 minutos para o desprendimento das células
incrustadas nos biofilmes. Em seguida, uma diluicdo decimal seriada das amostras em
suspensdo foram plaqueadas em meio TSA e incubadas sobre as mesmas condi¢Ges acima
citadas, mas por um periodo de 24 horas. O numero de Unidades Formadoras de Col6nias foi

determinado e os resultados expressos em termos de Logio UFC/mL.

5.8.3 Ensaio sobre biofilmes pré-formados

Os ensaios de biofilmes pré-formados também foram realizados em placas de 96
pocos de fundo plano. As suspensdes de bactérias (200 pL ajustadas para 1x 10°® UFC/mL)
foram adicionadas a cada poco e incubadas a 37° C durante 24 horas. Apds a formacédo dos
biofilmes o meio foi retirado e cada poco foi lavado com &gua destilada estéril para remocéo
das células fracamente aderidas. Logo em seguida, 200 uL de RuNO- nas concentracdes que
variaram de 256 a 2 pg/mL foi adicionado aos pogos, sendo que no controle de bactéria ndo
tratada foi adicionado apenas 200 uL de meio de cultura. ApOs esta etapa as placas foram
submetidas a irradiagdo com luz azul por 1 h sendo entdo incubadas a 37 °C por mais 24 h. As
mesmas metodologias de cristal violeta, contagem de células viaveis utilizadas para avaliacéo
da inibicdo da formacdo de biofilmes, também foram usadas para avaliar a agdo do complexo

de ruténio sobre os biofilmes pré-formados.
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5.8.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a observacdo de alteracbes na morfologia de células plancténicas e na
densidade celular da biomassa dos biofilmes, analises por MEV foram realizadas de acordo
com Andrade et al. (2020), no entanto, por conta de limitagdes na quantidade de amostras a
serem analisadas, e no agendamento das andlises junto & Central Analitica da UFC, este ensaio
foi realizado somente com duas cepas, a saber: S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli
ATCC 11303. De modo geral, biofilmes de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli ATCC
11303 foram cultivados nas mesmas condi¢des anteriormente citadas, no entanto, foram
utilizadas placas de 24 pogos. As concentracdes de RUNO- utilizadas foram de 32 ug/mL para
S. aureus e 256 pg/mL para E. coli e as placas também foram submetidas a irradiagdo com luz
azul por 1 h. Ap6s o tempo de incubacdo, os biofilmes foram submetidos as seguintes etapas:
1) as células em suspensédo foram removidas e 0s pocos lavados com PBS ( pH 7,4) por duas
vezes; 2) os biofilmes foram desidratados com alcool (etanol a 70% durante 10 minutos, etanol
a 95% durante 10 minutos e etanol a 100% durante 20 minutos); 3) as placas foram
acondicionadas em dessecador em temperatura ambiente para, posteriormente, terem os fundos
cortados e removidos. Subsequentemente, as amostras contendo os biofilmes foram
metalizados (revestidos com ouro) e visualizados no Microscopio Eletrénico de Varredura
Quanta 450 FEG (Central Analitica da UFC, Brasil).

5.8.5 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Os efeitos do tratamento de RuNO: sobre biofilmes também foram analisados
utilizando Microscopia Confocal de Varredura a Laser conforme metodologia descrita por
Castelo Branco et al. (2016). Da mesma forma que aconteceu nas analises de MEV, por conta
de limitacbes na quantidade de amostras a serem analisadas e no calendario de agendamento
das analises junto ao Centro Especializado de Micologia Médica (CEMM) da UFC, este ensaio
foi realizado somente com duas cepas, a saber: S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli
ATCC 11303. Assim, para 0s ensaios de reducdo da biomassa, os biofilmes de S. aureus ATCC
700698 e E. coli foram crescidos diretamente na superficie de laminulas redondas de vidro
(Olen, K5-2020), utilizando uma placa de cultura de 24 pogos e tratados com RuNO: nas
concentracfes de 32 e 256 pg/mL respectivamente, sendo posteriormente submetidas a
irradiagdo com luz azul por 1 h e incubadas a 37 °C por 24 h. Os biofilmes pré-formados

também foram formados nas mesmas condic¢des, no entanto a concentracdo de tratamento
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RuUNO; para S. aureus ATCC 700698 foi de 64 ug/mL, para E. coli, a concentragcdo permaneceu
em 256 ug/mL. Apos a incubacdo, as placas foram lavadas duas vezes com PBS (pH 7,4) e,
posteriormente, os biofilmes foram corados com o kit de reagentes fluorescentes LIVE/DEAD
(Invitrogen, EUA). As laminulas foram avaliadas em Microscépio Confocal Nikon C2, a 488
nm para a deteccdo do corante SYTQ9, que identifica células viaveis (em verde), e a 561nm
para a deteccdo do iodeto de propidio, o qual identifica células mortas ou com danos na

membrana plasmatica.

5.9 Fotoclivagem de DNA

O estudo de clivagem de DNA foi realizado com o intuito de verificar a capacidade
do complexo RUNO: de interagir/clivar o DNA. Esse procedimento foi realizado utilizando
eletroforese com gel de agarose (0,8% p/v em tampédo TAE, pH 8,0). O DNA utilizada foi o
superenovelado plasmidial pBR322 (21 uM pares de bases de nucleotideos). Essa solugao de
DNA plasmidial foi combinada com o complexo RuNO> nas concentra¢des de 30, 50 e 100
uM. As amostras foram expostas a luz LED azul por 1 h, e outras, para controle mantidas no
escuro por 1 h, bem como algumas amostras foram misturadas com glutationa (10 mmol -1).
Além disso, uma escada linear de DNA (1 kbp) foi aplicada na primeira pista de todos os géis.
Controles de DNA plasmidial também foram usados sem qualquer tratamento (escuro),
irradiados com luz azul ou misturados com glutationa. O complexo [Ru(bpy)3]?* (TBP) (30
umol L) foi usado como controle para fotoclivagem do DNA, nas mesmas condigdes. Apds a
corrida das amostras em gel de agarose, estas foram coradas com GelRed (1 mg mL™, Biotium)
por 30 min, e as imagens foram coletadas com o sistema Gel Doc XR+ (Biorad). Todas as

irradiagdes de luz foram realizadas usando luz azul Basetech Conrand, 1,7 W (Amax = 463 nm).

5.10 Atividade hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado conforme descrito por Jiang et al.
(2022) com modificagdes. Resumidamente, amostras de sangue humano (O¥) recém coletadas
foram misturadas com uma solugdo anticoagulante de heparina (concentragdo de 0,2 mL). Para
obter uma suspensdo pura de hemécias, as amostras de sangue foram lavadas seis vezes
(centrifugadas a 3.500 RPM por 5 min a 25°C) com NaCl 0,15 M e uma solucdo de sangue a
3% foi preparada. Em tubos eppendorf, uma aliquota de 100 uL em triplicata foi adicionada
juntamente com 100 uL. do complexo RuNO: solubilizado em NaCl 0,15 M e DMSO a 4% nas
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concentragdes que variaram de 128 a 2 ug/mL. Os tubos foram incubados a 37 °C durante 1 h
sendo irradiadas por luz azul. Um controle positivo para hemdlise (SDS 1%) e controles
negativos de NaCl 0,15 M e DMSO 4% foram usados. Ap6s o0 periodo de incubacéo os tubos
foram centrifugados a 3.000 RPM por 5 min na temperatura ambiente. Do sobrenadante fluido,
150 pL foram transferidos para um microplaca de 96 pocos de fundo plano, e a absorbéncia foi
quantificada através da medicdo da densidade dptica a 450 nm (D.Oas0) com 0 auxilio de um
leitor de microplacas (SpectraMax i3). A porcentagem de hemdlise foi calculada pela equacéo
2:

Abs450 da amostra tratada — Abs450 do NaCl 0,15 M

Abs450 do SDS 1% — Abs450 do NaCl 0,15 M

Hemdlise (%) = ( )xlOO%

5.11 Teste de viabilidade celular

Para este ensaio foi utilizada a linhagem L929 (fibroblastos murino) obtida da
ATCC (American Type Culture Collection, EUA), através do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ). As células foram cultivas em frascos T-75 ( Kasvi®) para cultura de células
contendo meio Eagle Dulbecco Modificado- DMEM (Sigma®) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO® - Life Technologies), 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL
de estreptomicina (GIBCO® - Life Technologies) e mantidas a 37°C, em uma atmosfera de
95% de umidade e 5% de CO2. O meio foi trocado a cada trés dias e ao atingirem 80% de
confluéncia as células foram tripsinazadas (0,025% tripsina/0,1% EDTA) para subcultura e/ou
ensaios de viabilidade.

5.11.1 Ensaio de viabilidade celular

Apds a tripsinizacdo, foi realizado o ajuste do nimero de células (5 x 10%200
puL/poco) através da contagem em camara de Neubauer. As células foram adicionadas em placas
de poliestireno de 96 pocos de fundo plano, mantidas por 24 horas em condicdes de cultura
padrdo a 37°C, em uma atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. O complexo RuNO>
testado foi solubilizado em DMSO resultando em uma solugéo na concentragéo de 128 pg/mL
e 1% de DMSO que posteriormente foi submetida a dilui¢do seriada gerando sete concentracdes
testes, 128; 64; 32; 16; 8; 4 e 2 pg/mL. Apds 24 horas de adig@o das células, o meio foi retirado
da placa de 96 pocos e adicionou-se 200 pL/pogo de RuNO: nas concentracdes citadas
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anteriormente. Nos pocos controles foram adicionados apenas meio DMEM e DMSO. Foram
montadas placas para o ensaio nos tempos de 24 e 48 horas.

Para verificacdo da viabilidade celular, foi aplicado o ensaio de MTT. O MTT é um
método colorimétrico baseado na biorreducdo do composto MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). Este processo é realizado por enzimas mitocondriais e
a mudanca de coloragdo do meio reflete diretamente a atividade celular, podendo ser medida
em termos de absorbancia. Decorrido o tempo de exposicdo ao RUNO2, o meio foi retirado e
substituido por 100 uL de meio DMEM nao suplementado no qual adicionou-se 20 uL da
solucdo de MTT e as absorbancias foram mensuradas em um leitor de microplacas (SpectraMax
i3) com comprimento de onda de 570 nm de acordo com especifica¢fes do fabricante. Foram
realizados trés ensaios independentes e em triplicata nos tempos de 24 e 48 horas. A

porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela equacéo 3:

Abs RuNO2
Viabilidade celular (%) = — 570 nm( ) X 100%
AbSs70nm (controle)

5.12 Anélise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas em trés momentos distintos. A
diferenca entre as médias das triplicatas foi verificada através da aplicacdo do teste One-way
ANOVA com pds-teste Bonferroni, executados com o auxilio do programa GraphPad Prism
versdo 8.0 para Windows (San Diego, California, USA). Foram considerados estatisticamente

significativos valores de p <0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Atividade antimicrobiana sobre células planctonicas

Os resultados da atividade antimicrobiana do complexo RuNO2 sobre o crescimento
planctdnico dos microrganismos testados, tanto irradiados (Luz ON) quanto na auséncia de
irradiacdo (Luz OFF) com luz azul, foram avaliados através dos ensaios de determinacdo da
CIM, CBM e do efeito combinado aos antibioticos ampicilina e tetraciclina. Em termos gerais,
o complexo RUNO:; apresentou efeito bacteriostatico e bactericida, tanto na presenca quanto na
auséncia de luz conforme apresentado na tabela 3.

Observou-se que, na presenca de luz (Luz ON) o complexo RuNO_ apresentou
valores de CIM entre 4 e 8 ug/mL para as cepas de S. aureus e S. epidermidis, e CBM entre 4
e 16 pg/mL. Interessante destacar que este complexo também apresentou efeito bacteriostatico
contra E. coli e P. aeruginosa com valor da CIM de 256 pg/mL para ambas as bactérias. Na
auséncia de luz (Luz OFF) o complexo RuNO: apresentou o dobro dos valores da CIM e da
CBM (entre 8 e 32 pg/mL) para as bactérias Gram-positivas, no entanto, contra E. coli e P.
aeruginosa os valores da CIM permaneceram 0S mesmos.

Ainda conforme a tabela a tabela 3, pelo menos trés cepas demonstraram perfil de
resisténcia contra os antibioticos ampicilina (Amp) e tetraciclina (Tetra) de acordo com
recomendacdes e pontos de cortes (Tabela 2) do CLSI (2015). As cepas S. aureus ATCC
700698 e P. aeruginosa ATCC 27853, mostraram ser menos sensiveis a ambos os antibioticos
testados. Em adicdo, a cepa S. epidermidis ATCC 35984 apresentou resisténcia ao tratamento

com Amp, exibindo CIM no valor de 1.024 pg/mL.
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Tabela 3 — Sensibilidade antimicrobiana de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ao complexo RuUNO- e antibi6ticos

CIM (pg/mL)

Bacteri S. aureus S. aureus S. epidermidis S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
actera (ATCC 25923) (ATCC 700698) (ATCC 12228) (ATCC 35984) (ATCC 11303) (ATCC 27853)

Complexo/ CiM CBM CiM CBM CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Antibiético

RUNO: 4 4 8 16 4 4 4 8 256 ND 256 ND
(Luz ON)
RUNO2 8 16 16 32 8 8 16 32 256 ND 256 ND
(Luz OFF)
Ampicilina 0,255 0,5 64R 64 28 2 1.024R 1.024 18 2 128R  ND
Tetraciclina 0,25° 4 128R 128 0,25° 4 1S 4 1S 4 64R 128

Fonte: Proprio autor: (5): bactérias sensiveis; (?): bactérias resistentes; (ND): ndo determinado.
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6.2 Atividade combinada a antibiéticos

Como o complexo apresentou valores da CIM mais baixos quando irradiado com
luz azul, todos os demais ensaios foram realizados na presenca de luz (Luz ON), assim, de posse
valores da CIM obtidos nestas condigdes, 0 complexo RuNO: foi avaliado em combinagdo com
os antibidticos Amp e Tera, no intuito de potencializar o efeito bacteriostatico de ambos.

Conforme a tabela 4, o complexo RuUNO2 combinado a Amp apresentou efeito
sinérgico sobre todas as cepas de Staphylococcus. Os valores do ICIF variaram de 0,125 a
0,375. Foi observado efeito indiferente contra E. coli ATCC 11303 (ICIF = 1,06) e efeito
antagonico contra P. aeruginosa ATCC 27853 (ICIF >4,0).

Observando a CIM individual da Amp, percebemos sua consideravel reducdo
quando combinada com o complexo RuNO., especialmente em relagdo as cepas S. aureus
ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 (ambas resistentes a meticilina) que exibiram
perfil de resisténcia. Conforme mostrado na tabela 4, observou-se redugdo de cerca de 1/4 da
CIM da Amp contra S. aureus e 1/16 contra S. epidermidis quando este antibidtico foi
combinado com RuNO:.

Interessante destacar que RuNO, em combinacdo com tetraciclina, apresentou
efeito sinérgico somente contra E. coli e P. aeruginosa. Destaque para o resultado observado
entre as combinacdes, cujo efeito sinérgico foi responsavel pela reducéo de 1/16 nos valores de
CIM do complexo e de 1/4 nos valores de CIM do antibidtico. Por outro lado, observamos efeito

indiferente contra S. aureus e S. epidermidis.
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Tabela 4 — Efeito do complexo RuNO2 combinado aos antibioticos Amp e Tetra contra S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. coli

BACTERIAS

COMPLEXO DE RUTENIO ANTIBIOTICO EFEITO
RUNO:2 (Luz ON) Amp
CIM pg/mL  CIM pg/mL CIM pg/mL  CIM pg/mL
(individual)  (combinado) cIF (individual)  (combinado) cIF CIF
S. aureus ATCC 25923 4 0,25 0,0625 0,25 0,0625 0,25 0,312 Sinergismo
S. aureus ATCC 700698 8 1 0,125 64 16 0,25 0,375 Sinergismo
S. epidermidis ATCC 12228 4 0,25 0,0625 2 0,5 0,25 0,312 Sinergismo
S. epidermidis ATCC 35984 4 0,25 0,0625 1.024 64 0,0625 0,125 Sinergismo
E. coli ATCC 11303 256 256 1,0 1 0,0625 0,0625 1,062 Indiferente
P. aeruginosa ATCC 27853 256 >256 >2,0 128 >128 >2,0 >4,0  Antagonismo
RUNO:2 (Luz ON) Tetra
CIM pg/mL  CIM pg/mL CIM pg/mL  CIM pg/mL
(individual)  (combinado) cIF (individual)  (combinado) cIF CIF
S. aureus ATCC 25923 4 2 0,5 0,25 0,0312 0,125 0,625 Indiferente
S. aureus ATCC 700698 8 0,5 0,0625 128 64 0,5 0,562 Indiferente
S. epidermidis ATCC 12228 4 2 0,5 0,25 0,0312 0,125 0,625 Indiferente
S. epidermidis ATCC 35984 4 4 1,0 1 0,0312 0,0312 1,031 Indiferente
E. coli ATCC 11303 256 16 0,0625 1 0,25 0,25 0,312 Sinergismo
P. aeruginosa ATCC 27853 256 16 0,0625 64 16 0,25 0,312 Sinergismo

Fonte: Préprio autor. Valores da Concentracdo Inibitéria Minima individual (CIM), Concentracdo Inibitéria Minima Combinada (CIM), Concentragdo Inibitdria Fracionada

(CIF) e do Indice da Combinagio Inibitoria Fracionada (ICIF). ICIF < 0,5 efeito sinérgico, ICIF > 0,5 < 4,0 efeito indiferente, ICIF > 4,0 efeito antagonico.
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6.3 Atividade antibiofilme: inibicao da formacéo de biofilmes e contagem de célula viaveis

Nas figuras 35, 36, 37 e 38 encontram-se os resultados da atividade antibiofilme do
complexo RUuNO. (Luz ON) contra as bactérias S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P.
aeruginosa. O efeito antibiofilme foi avaliado pelo método colorimétrico cristal violeta (CV) e
pela contagem do ndmero de células vidveis no biofilme. As figuras 35 e 36 apresentam 0s
resultados dos ensaios de inibicdo da formacao de biofilmes. Ja as figuras 37 e 38, demostraram
os efeitos antibiofilme do complexo RuNO: contra biofilmes pré-formados das espécies
bacterianas.

Conforme mostrado na figura 35, o complexo RuNO> reduziu a biomassa total dos
biofilmes de todas as espécies bacterianas com percentuais que variaram de 13 a 99,9% (Figura
35A-F). As cepas S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 mesmo sendo resistes
a ampicilina e outros B-lactamicos, se mostraram sensivel a este complexo, apresentado reducao
em mais de 65% de sua biomassa na concentragdo de 4 pg/mL (concentragdo da CIM) e de
99,8% em sua maior concentracdo de (128 pg/mL) (Figura 35B e D). Para as bactérias E. coli
e P. aeruginosa observamos percentuais de reducdo da biomassa em cerca de 90% na
concentracdo da CIM (256 pg/mL) e em mais de 40% em concentrac@es subinibitdrias (cerca
de 1/16 da CIM) conforme pode se verificar na figura 35E-F.



Figura 35 — Efeito do complexo RuNO- sobre a formagéo de biofilmes de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa
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Fonte: Préprio autor. Quantificagdo da biomassa (A — F) através da coloracdo por cristal violeta (CV). Colunas brancas representam bactérias tratadas
com diferentes concentragfes de RUNO-, colunas pretas representam o controle de bactérias ndo tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p

<0,0001 representam diferenga estatistica em relagdo ao controle.
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No ensaio de contagem de células vidveis presentes nos biofilmes, todas as cepas
testadas mostraram-se suscetiveis, com reducdo no numero de UFC que variaram de 1 a 4
ordens de grandeza na escala logaritmica (Figura 36A-F). Dentre as cepas usadas neste ensaio,
mais uma vez S. aureus ATCC 700698 S. epidermidis ATCC 35984, ja relatados na literatura
como resistente a meticilina e designados de MRSA e MRSE, mostraram-se sensiveis ao
tratamento com RuNO>, pois observou-se reducdo em mais de 4 ordens na escola logaritmica
no numero de células viaveis na concentracdo de 32 pug/mL (Figura 36B-D), 0 que representa
uma reducdo de 10.000 vezes, no numero destas células presentes no biofilme. E. coli e P.
aeruginosa apresentaram reducdes de cerca de 1 ordem de grandeza em relacdo ao controle
quando tratadas com RuNO> na concentracdo de 256 pg/mL (Figura 36E-F).



Figura 36 — Efeito do complexo RuNO; sobre 0o nimero de células viaveis presentes em biofilmes de S. aureus, S

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa
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Fonte: Préprio autor. Contagem do nimero de células viaveis (A — F). Colunas brancas representam bactérias tratadas com diferentes concentracées
de RUNO, colunas pretas representam o controle de bactérias ndo tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001 representam

diferenca estatistica em relacdo ao controle.

94



95

6.4 Atividade sobre biofilmes pré-formados: quantificacdo da biomassa e enumeracéo de
celulas viaveis

Além dos ensaios de avaliacdo sobre a inibicdo da formacdo de biofilmes na
presenca do complexo RuNO;, também foi verificado a capacidade do complexo de reduzir a
biomassa e 0 nimero de células viaveis de biofilmes pré-formados (com 24 h de formac&o), no
intuito de investigar seu potencial para tratar biofilmes j& estabelecidos.

De modo geral, o complexo RuNO: (Figura 37A-F), foi capaz de induzir a reducéo
da biomassa total das cepas avaliadas neste estudo. Observou-se que os biofilmes de S.
epidermidis ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC 27853 se mostraram mais sensiveis ao
tratamento com RUNO2 com reducdo da biomassa em mais de 65% nas menores concentragdes
(2 pg/mL para S. epidermidis e 4 pg/mL para P. aeruginosa) para ambas as bactérias (Figura
37D e F). Os biofilmes das demais cepas mostraram-se mais resistentes, no entanto, S. aureus

ATCC 700698 apresentou comportamento de dose dependéncia.



Figura 37 — Efeito do complexo RUNO- sobre a biomassa de biofilmes pré-formados de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e

P. aeruginosa
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Fonte: Proprio autor. Quantificacdo da biomassa (A — F) através da coloragdo por cristal violeta (CV). Colunas brancas representam bactérias tratadas
com diferentes concentracdes de RUNO,, colunas pretas representam o controle de bactérias ndo tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p

<0,0001 representam diferenca estatistica em relagéo ao controle.
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Em relacdo ao nimero de células vidveis nos biofilmes pré-formados (Figura 38A-
F), RUNO: reduziu o nimero de UFC em pelo menos 2 ordens de grandezas na escala
logaritmica nas concentracfes mais altas (128 pg/mL para Gram-positivas e 256 pg/mL para
Gram-negativas) com excec¢do do biofilme de P. aeruginosa. Os biofilmes das cepas S. aureus
ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 12228 apresentaram 0s maiores niveis de reducdo de
UFC, ja que exibiram diminuicéo de 3 e 4 ordens de grandezas respectivamente (Figura 38B-
C) em relacdo ao controle. Observou-se que S. aureus ATCC 700698 mostrou diferenca
significativa nas menores (entre 16 e 2 ug/mL), no entanto, houve aumento no numero de UFC,
0 que implica aumento na densidade celular. De modo geral, os biofilmes de E. coli e P.
aeruginosa exibiram diferenca significativa (p<0,0001) ap6s tratamento com diferentes

concentragdes de RUNO2 em relacdo ao controle de bactérias ndo tratadas.



Figura 38 — Efeito do complexo RuUNO2 no nimero de células vidveis em biofilmes pré-formados de S. aureus, S.

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa
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Fonte: Proprio autor. Contagem do nimero de células vidveis (A — F). Colunas brancas representam bactérias tratadas com diferentes concentragdes de

RUNOg, colunas pretas representam o controle de bactérias ndo tratadas. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001 representam diferencga
estatistica em relacdo ao controle.
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6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com a finalidade de analisar alteracdes na morfologia de células plancténicas e na
densidade celular da biomassa de biofilmes em formacéo de S. aureus e E. coli dos efeitos do
complexo RuUNOg, eletromicrografias dos biofilmes tratados e néo tratados foram obtidas por
MEV. As imagens obtidas s&o mostradas nas figuras 39 e 40.

Conforme mostrado na figura 39A-D, as células bacterianas de S. aureus que
formam o controle de bactérias ndo tratadas, apresentam uma morfologia normal, em forma de
coco e, visivelmente observa-se a integridade da parede e membrana celular. As
eletromicrografias desse controle de bactérias, também mostraram alta densidade celular
embebidas na matriz polimérica do biofilme que, estava aparentemente estava crescendo na
forma tulipa ou aglomerados celulares. Por outro lado, percebe-se também a imensa alteracédo
morfoldgica nas células de S. aureus quando tratadas com RuUNO: irradiado com luz azul na
concentracéo de 32 pug/mL (Figura 39E-H), um indicativo que este complexo pode agir no eixo
parede/membrana celular e, a superficie das células também se apresentam com maior
rugosidade. E notavelmente visivel as células de S. aureus pos-tratamento apresentam-se quase
como em forma de bacilo, j& que as células mostram um algum tipo de alongamento na
morfologia celular. Observa-se também danos na membrana plasmatica, pois também é
verificado rompimentos na integridade celular como esta mostrado na figura 39F.Verificou-se
também baixa densidade celular e células dispensas sobre a superficie onde o biofilme foi
formado (Figura 39D-E).

As mesmas observacdes também séo feitas para E. coli. No controle de bactérias
ndo tratadas (Figura 40A-D), mas também irradiadas com luz azul, percebe-se uma alta
densidade celular constituindo o biofilme e células com integridade preservadas, ja que €
perceptivel a presenca de bacilos, a morfologia celular caracteristica da bactéria Gram-negativa
E. coli. No grupo tratado com RuNOz na concentragdo de 256 pg/mL (Figura 40E-H),
praticamente ndo se observou formacao de biofilme, indicando uma baixa densidade celular.
Ademais as células estdo com sua morfologia totalmente alteradas. Percebe-se também

comprometimento da parede celular e da membrana plasmatica.
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Figura 39 — Eletromicrografias mostrando o efeito do complexo RuNO> sobre células planctonicas e biofilmes de S. aureus ATCC
700698 apds 24 h de tratamento

Fonte: Prdprio autor. Eletromicrografias (A — D) mostram biofilmes ndo tratados de S. aureus nas magnificacdes de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x
respectivamente. Eletromicrografias (E — H) mostram biofilmes de S. aureus tratados com RuNO; na concentracdo de 32 pg/mL nas magnificaces de 20.000x,

40.000x, 60.000x e 65.000x respectivamente.



101

Figura 40 — Eletromicrografias mostrando o efeito do complexo RuNO> sobre células planctonicas e biofilmes de E. coli ATCC 11303 apods 24 h
de tratamento

Fonte: Proprio autor. Eletromicrografias (A — D) mostram biofilmes nao tratados de E. coli nas magnificagdes de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x respectivamente.
Eletromicrografias (E — H) mostram biofilmes de E. coli tratados com RuNO- na concentragdo de 256 pg/mL nas magnificacGes de 20.000x, 40.000x, 60.000x e 65.000x
respectivamente.
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6.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

No intuito de investigar os efeitos de RuUNO: sobre a viabilidade das células de
biofilmes em formacao e pre-formados, foram realizadas analises em microscopia confocal de
varredura a laser. Nas analises, as células vivas (coradas com SYTQ9) apareceram com
fluorescéncia verde, e as celulas mortas (coradas com iodeto de propidio) apareceram com
fluorescéncia vermelha. As figuras 41 e 42 apresentam os efeitos de RUNO: sobre a viabilidade
das células de biofilmes em formacéo de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli ATCC
11303 nas concentragdes de 32 e 256 pg/mL respectivamente.

Como observado em ambas as figuras, no grupo tratado com RuNO: nas
concentragdes mencionadas, percebeu-se baixa densidade celular, evidenciada pela fina camada
de células bacterianas, e pouca matriz polimérica compondo a estrutura dos biofilmes de S.
aureus e E. coli (Figuras 41E-H e 42E-H). Essa baixa densidade celular no biofilme de S. aureus
evidenciada na concentracao teste (32 pg/mL), confirma os resultados encontrados na contagem
de UFC (Figura 36B), ja que ap06s contagem de células viaveis observou-se uma diminuicédo de
4 ordens de grandezas no numero de células em relacdo ao controle ndo tratado, algo estimado
em uma reducdo de 10.000x. Por outro lado, os biofilmes de S. aureus no grupo controle (Figura
41A-D) mostraram células vidveis marcadas em verde e aglomerados de celulares indicando
uma alta densidade de celular compondo e estruturando o biofilme.

Para biofilmes de E. coli observamos a reducado global no numero de células viaveis
(Figura 42E-H) quando comparados com o controle de crescimento ndo tratado (Figura 42A-
D) que apresenta muitos aglomerados celulares e um biofilme crescendo tanto na forma de
tapete quanto de tulipa. O tratamento com RuNO- na concentragéo de 256 pg/mL (concentracéo
da CIM) também proporcionou efeito antibiofilme, um fato que foi observado pela baixa
densidade celular e auséncia quase completa da biomassa total do biofilme.

Em biofilmes pré-formados de S. aureus, observamos alta densidade de células
mortas coradas em vermelho (Figura 43E-H) apds tratamento com RuNO2 na concentracao de
64 pg/mL, um indicativo da internalizacdo de iodeto de propidio e sua ligacdo ao DNA
citoplasmatico, algo ocasionado por danos na integridade da membrana celular. Nos biofilmes
sem tratamento (Figura 43A-D) é visivel a alta densidade de célula vidveis com acentuada

fluorescéncia verde, assim como a manutencdo de um biofilme bem robusto.
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Figura 41 — Micrografias da avalicdo do efeito do complexo RuNO- sobre a formacdo de biofilmes de S. aureus ATCC 700698 tratados por 24
horas

Fonte: Préprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes de S. aureus ATCC 700698 (MRSA). (E — H) biofilmes de S. aureus ATCC
700698 (MRSA) tratados com RuNO; na concentracdo de 32 pg/mL. Magnitude: 600x (A - H). Lasers: 488 nm para deteccdo de SYTO9 e 561 nm para deteccdo de iodeto de
propidio.
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Figura 42 — Micrografias da avalicdo do efeito do complexo RuNO? sobre a formagéo de biofilmes de E. coli ATCC 11303 tratados por 24 horas

4 / ) ule L Vg C A s .
. e L 5 ¢ I { e

- - 4 % _ 4

L e e \ Lol . ‘£« N

s - X : 5 5 -84 " JR Y
NS p b T . h
S - ¢ P
- 3 ¢ o, Snelf » r e
- . . [ . 1
. S
v 3 . . . . . . i ‘
3 ‘ . o - L . . 3 14

Fonte: Proprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes de E. coli ATCC 11303. (E — H) biofilmes de E. coli ATCC 11303 tratados com
RuNO- na concentracéo de 256 pg/mL. Magnitude: 600x (A - H). Lasers: 488 nm para detecgdo de SYTO9 e 561 nm para deteccéo de iodeto de propidio.
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Figura 43 — Micrografias da avali¢do do efeito do complexo RuUNO2 sobre biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC 700698 tratados apds 24
horas de crescimento

G

Fonte: Préprio autor. Microscopia confocal de varredura a laser: (A - D) controle de biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC 700698 (MRSA). (E — H) biofilmes pré-
formados de S. aureus ATCC 700698 (MRSA) tratados com RuNO; na concentracdo de 64 pg/mL. Magnitude: 600x (A - H). Lasers: 488 nm para deteccdo de SYTQO9 e 561
nm para detec¢do de iodeto de propidio.
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6.7 Fotoclivagem de DNA

Com o objetivo de compreender a relacdo entre sua estrutura quimica e o efeito
antimicrobiano do complexo RuNO>, investigamos a interag&o in vitro desse complexo com
DNA plasmidial pBR322 através da técnica de eletroforese em gel de agarose, tanto sob
irradiacdo com luz azul (Air = 463 Nm) ou incubado no escuro (Figura 44). As pistas de controle
de DNA com ou sem o complexo [Ru(bpy)s]** mostraram que o plasmideo pBR322 n&o
apresentou degradacdo (forma I; Figura 44). O complexo RuNOz na auséncia de irradiacdo, ndo
apresentou qualquer evidéncia de clivagem de DNA mesmo em concentragdes de até 100 pM
(Figura 44). Por outro lado, RUNO; sob irradiagdo de luz azul, promoveu uma clara clivagem
do DNA, levando a formacdo de DNA fragmentado (forma I1), algo que pode estar relacionado

a liberacdo de NO e sua capacidade de reagir com O e degradar DNA.

Figura 44 — Ensaio de fotoclivagem de DNA plasmidial pBR322
[RuCI(NO2)(dppb)(4,4™-Mebipy)]

Blue LED Dark
Ladder 30 50 100 30 50 100 UM

Form FlI

Form FI

Fonte: Laboratério de Bioinorgénica- UFC. A pista 2 mostra apenas DNA de pBR322. O DNA plasmidico foi
incubado com RuNO; nas concentragdes de 100, 50, 30 uM tanto irradiado por luz azul por 1 h, quanto na auséncia
de irradiacdo. O complexo TBP = [Ru(bpy)3]2+ foi utilizado como controle positivo para DNA fotoclivado.



107

6.8 Atividade hemolitica

Em relacdo a atividade hemolitica, observamos que o complexo RuUNO; apresentou
baixo percentual de hemolise (entre 2 a 4%) apenas para as concentracfes de 64 e 128 pg/mL
(Figura 45). Néo foi observada hemolise nas concentraces que variaram de 2 a 32 pug/mL, algo
dentro da faixa de concentracGes da CIM e CBM; além disso, ndo foi observada hemolise
quando foram utilizados NaCl 0,15 M ou DMSO 4% (controles negativos). O controle positivo
(SDS 1%) apresentou 100% de hemodlise.

Figura 45 — Atividade hemolitica do RuUNO2 em eritrécitos
humanos

Atividade hemolitica

Hemolise (%)

*hkkk khkkk

10_ dkdek hhkk dkkk khkhk khkk khkkk ¥rkk

0- T 1 | T_T_"I"_+_¢'¢_
o2 N_O

WV S
,\@0\ N

RuNO, (pg/mL)

Fonte: Proprio autor.**p <0,01; ***p <0,001 e ****p <0,0001
representam diferenca estatistica em relagdo ao controle de hemélise
total (SDS 1%).
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6.9 Avaliacao do efeito citotoxico sobre fibroblastos murinos

Conforme mostrado na figura 46, os resultados indicam que ndo houve diferenca
estatistica entre o controle e os grupos tratados com diferentes concentracdes de RUNO> nas
primeiras 24 h (Figura 46A). Apo6s 48 h (Figura 46B), foi observado efeito citotoxico em
praticamente todas as concentragdes, no entanto, como ndo houve redugdo da viabilidade
celular em mais de 50%, o que indica que o complexo ndo apresenta toxicidade. Ademias, a
avaliacdo morfoldgica das células através de microscopia ndo mostrou alteracbes morfoldgicas

apos tratamento com RuUNO; (dados ndo mostrados).

Figura 46 — Efeito de RuUNO> sobre a viabilidade de células L929

A) B)
L929 (24h) L929 (48h)

1204 120+

— b
OO =
[ R ]
L L 1 1

h-
H~

Viabilidade celular (%)
= NWhOo~
252008899
Viabilidade celular (%)
=N WbhO
°289892¢%
I
I—

1

RuNO, (ug/mL) RUNO, (pg/mL)

Fonte: Proprio autor. As células foram tratadas com diferentes concentragfes (128 - 2 pg/mL) de RuNO,. A
viabilidade celular (%) foi medida por ensaio MTT. A) Efeito de RUNO; sobre a viabilidade celular por 24 horas.
B) Efeito de RUNO; sobre a viabilidade celular por 48 horas. (n = 6, média + SD). (*; **; *** p< 0,05 quando
comparado ao controle (DMSO 1%).
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7 DISCUSSAO

Por muitas décadas, os antimicrobianos tém sido eficazes no tratamento ou
prevencdo de uma ampla gama de doencgas infecciosas, no entanto, sua eficiéncia esta sendo
colocada em risco, devido ao surgimento progressivo de microrganismos mais resistentes aos
antibioticos tradicionais (HERNANDO-AMADO et al., 2019). Patogenos como P. aeruginosa,
E. coli, S. aureus e S. epidermidis resistentes a meticilina, estdo no topo das preocupacdes
globais, para pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, o que representa
um passo importante no combate a RAM (BURNHAM et al., 2017; GHOSH et al., 2021,
MURRAY et al., 2022).

Nas ultimas décadas, pesquisas consideraveis sobre a concepc¢éo e desenvolvimento
de novos antimicrobianos foram desenvolvidas e, apesar de um grande nimero de novas
moléculas ou compostos, tanto de origem natural quanto sintética, terem sido investigadas
visando combater microrganismos multirresistentes, poucas demonstram um efeito
antimicrobiano efetivo ou conseguem progredir para ensaios clinicos (GHOSH et al., 2018;
KAVIYARASU et al., 2017; AMARIEI et al., 2018; MAGDALANE et al., 2018).

Nesse cenéario, onde de um lado se tem a crescente ameaca da resisténcia
antimicrobiana e do outro, a preocupacao global da iminéncia de uma periodo p6s-antibiético,
onde lesdes e infecgdes comuns podem voltar a ser letais (WHO, 2021), compostos a base de
metais tem demonstrado excelentes atividades terapéuticas, com destaque para 0s complexos
de ruténio que tem exibido significativas atividades antiparasitaria (SILVA et al., 2010),
anticancerigena (SOUSA et al., 2016) e antimicrobiana (ABREU et al., 2017; da SILVEIRA
CARVALHO et al., 2017; ANDRADE et al., 2020), que somado a TFDa, representa uma
alternativa promissora para combate e controle da RAM (MULANI, et al., 2019;
PIETROWSKA et al., 2022; YOUF et al., 2022).

Neste estudo, foram avaliadas as atividades antimicrobiana, o efeito combinado a
antibioticos e a citotoxicidade do complexo RuNO: irradiado por luz azul (Luz ON) contra
bactérias de interesse clinico. Os ensaios para verificacdo do efeito do complexo sobre o
controle do crescimento microbiano mostraram que RuNO; (Luz ON) exibiu efeito
bacteriostatico e bactericida sobre as cepas bacterianas avaliadas com valores de CIM e CBM
variando de 4 a 16 pg/mL para S. aureus e S. epidermidis e apenas CIM de 256 pg/mL para E.
coli e P. aeruginosa (Tabela 4), algo que pode estar relacionado a capacidade deste complexo
de liberar NO. Observamos também que o complexo apresentou CIM e CBM na auséncia de
luz (Luz OFF), com valores de CIM e CBM dobrados (entre 8 e 32 pg/mL).
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Resultados similares aos deste estudo também foram relatados por Sousa et al.
(2020Db), que ao avaliarem o efeito antimicrobiano de um complexo nitrosil (doador de NO)
perceberam um maior efeito inibitério deste, do que seu precursor (sem NO em sua
composicao), indicando que a liberado de NO estd provavelmente relacionado a capacidade
microbicida mais eficaz de compostos quando este esta em sua estrutura.

A literatura demonstra que o NO possui atividade citotdxica, que é empregado até
mesmo pelas nossas proprias células de defesa (por exemplo, macréfagos) contra patégenos,
visando muitas biomoléculas (por exemplo, lipidios da membrana celular, proteinas e até
mesmo DNA) (SILVA et al., 2018). Outras caracteristicas de interesse indicam que 0 NO como
radical livre reativo, também inibe a fixacdo bacteriana, destruindo as proteinas de adesao e
inibindo as principais metaloproteinas responsaveis pela respiracdo celular bacteriana (YANG
etal., 2017). Além disso, ha relatos que sustentam que 0 NO pode causar alteracdo quimica do
DNA e inibi¢do de enzimas de reparo bem conhecidas desta macromolécula (FANG, 1997;
SCHAIRER et al., 2012).

Trabalho similar realizado por Abreu et al. (2017), investigaram complexos de
ruténio com ligantes polipiridina e fosfina e verificaram o efeito antimicrobiano contra bactérias
Gram-positivas quando estes eram irradiados com LED azul. Por sua vez, e da Silveira Carvalho
et al. (2017), que também avaliaram a atividade antimicrobiana do complexo cis-
[RuCI(CO)(dppb)(dppz)]* que com irradiacéo de luz LED azul, mostrou resultados de inibi¢éo
de crescimento contra S. aureus e S. epidermidis, apresentando CIM bem préximos as da
amicacina, um agente antimicrobiano de referéncia, e uma excelente atividade de inibicdo
contra Candida albicans, algo que néo foi observado contra bactérias Gram-negativas. De todo
modo, ambos os trabalhos concluiram que o mecanismo de acdo destes complexos poderia
envolver sua forte ligagdo ao DNA e a geracéo de 1O..

Segundo Macgowan e Macnaughton (2017), as espécies bacterianas Gram-
negativas apresentam uma maior resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos (o que inclui o
complexo RuNO: avaliado neste estudo), algo que pode estar relacionado a estas bactérias
possuirem resisténcia intrinseca, que envolve sua morfologia e fisiologia, ou adquirida, por
meio de THG. Em nosso estudo e outros (ABREU et al., 2017; da SILVEIRA CARVALHO et
al., 2017; SOUSA et al., 2020b; ANDRADE et al., 2020) bactérias como E. coli e P. aeruginosa
mostraram niveis elevados de resisténcia, mostrando altos valores de CIM para os complexos,
ou a auséncia de uma concentracdo inibitdria nas concentragdes avaliadas. Livermore (2012),
atribui a resisténcia a bactérias Gram-negativas, pelo fato de possuirem mecanismos

moleculares de resisténcia contra 0s antimicrobianos, sendo que, 0s mais comuns, envolvem
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alteracOes nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP), producdo de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e bombas de efluxo.

Corroborando com essa hipotese, Li et al. (2015), ao reexaminarem o complexo
[Ru (Me4phen)s]?*, observaram que este apresentava alta atividade bactericida em relacio a
bactérias Gram-positivas, e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas, levando-os a
propor que o complexo foi acumulado pelas bactérias, e que, a extensdo da acumulagdo, esta
mais ou menos correlacionada com a sua atividade bactericida (S. aureus> MRSA> E. coli> P.
aeruginosa). Como [Ru(Me4phen)3]?* mostrou-se ser mais facilmente acumulado por espécies
bacterianas Gram-positivas e, concluiram que a extensdo dos efeitos antimicrobianos seja
dependente da acumulacéo intracelular do complexo e sua consequente ligacao irreversivel a
alvos moleculares (L1 et al., 2015).

Atualmente, uma grande variedade de formulacdes de complexos de ruténio estdo
sendo estudadas como potenciais agentes antimicrobianos para combater a ameaca iminente da
RAM. No entanto, na literatura ainda sdo escassos 0s estudos de avaliacdo da combinacéo o
entre complexos de ruténio e antibioticos, dessa forma, neste estudo avaliamos a interacao entre
diferentes concentragdes do complexo RuNO, combinado com os antibioticos ampicilina e
tetraciclina. Conforme mostrado na tabela 4, a combinagdo entre 0 RuNO; e ampicilina,
resultou em um efeito sinérgico quando avaliado contra S. aureus e S. epidermidis, algo
interessante que nos leva a ampliar a compreensdo dos possiveis mecanismos de acdo do
complexo. Curiosamente, nenhuma interacdo e até mesmo efeito antagbnico foi observado
quando RuNO: combinado a ampicilina foi avaliado contra E. coli e P. aeruginosa, algo que
pode estar relacionado a presenca da membrana externa neste grupo de bactérias, ou mesmo a
outros mecanismos de resisténcia como bomba de fluxo (LIVERMORE, 2012; ABREU et al.
2017).

Os ensaios da combinagdo entre RUNO: e tetraciclina mostraram dois resultados
distintos: 1) nenhuma interacdo contra bactérias Gram-positivas; 2) efeito sinérgico contra
bactérias Gram-negativas. Estes resultados podem reforcar a ideia de que o complexo RuNO>
é absorvido e acumulado no citoplasma bacteriano e interage reversivelmente com alvos
intracelulares, como DNA, RNA, proteinas, membranas ou outros metabdlitos, causando danos
e consequentemente morte celular, conforme demonstrado por Sousa et al. (2018). No nosso
caso, suspeitamos que a combinagdo com tetraciclina permitiria uma melhor absor¢cdo do
RuNO., facilitando a liberagdo de NO intracelular e a interagdo com as biomoléculas e
estruturas ja citadas, ou ainda alteragcdo da permeabilidade da membrana externa apos interagdo

com RuNOz, o que poderia facilitar a entrada da tetraciclina.
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Em publicagéo recente, Andrade et al. (2020), avaliaram o efeito combinado aos
antibidticos ampicilina e tetraciclina de um complexo denominado de RuNN com ligantes
fosfina e quinona e verificaram efeito sinérgico, aditivo e antagbnico contra S. aureus e S.
epidermidis. Ainda segundo os autores, o complexo RuUNN exibiu efeito sinérgico em
combinagdo com a ampicilina que reduziu significativamente os valores da CIM deste
antibiotico contra S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984, cepas resistentes aos
antibidticos B-lactdmicos. Outros trabalhos que envolveram a sintese e a atividade
antimicrobiana de um quelato Ru (I11)-trimetoprima (TMP), e de um complexo Ru(ll)-areno,
combinados com o antibiotico ciprofloxacina e um derivado de ciprofloxacina (CipA), também
apresentaram efeito sinérgico ou aditivo (DEMIREZEN et al., 2012; UDE et al., 2016).

Dentro do espectro de acdo antimicrobiana do complexo RuNO> avaliados neste
estudo, encontra-se a atividade antibiofilme. Os biofilmes sdo responsaveis por até 80% de
todas as causas de infecgOes bacterianas cronicas e recorrentes em humanos (SHARMA,;
MISBA; KHAN, 2019), sendo que a presenca de biofilmes foi confirmada em mais de 90% das
superficies secas em unidades de terapia intensiva (PARVIN et al., 2019). Atualmente, a
presenca de bactérias resistentes a antibioticos e as infec¢des por elas causadas constituem uma
enorme ameagca a salde publica (FOTINOS et al., 2008), um problema que é agravado pela
presenca de bactérias em biofilmes, um mecanismo de sobrevivéncia microbiano que as torna
até 1.000 vezes mais resistentes a desidratacdo, fagocitose, toxicidade de metais, exposicao a
acidos e antibioticos do que em sua forma plancténica (OTTER et al., 2015).

Em relacéo atividade antibiofilme de RuUNO- (Figuras 35, 36, 37 e 38), observou-
se que houve reducdo significativa da biomassa total dos biofilmes em formacdo e pré-
formados. Em sua maior concentracdo (128 pg/mL para Gram-positivas e 256 pg/mL para
Gram-negativas), o complexo reduziu em pelo menos 90% a biomassa dos biofilmes das
bactérias avaliadas. As cepas S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC 35984 mesmo
sendo resistes a ampicilina e outros B-lactdmicos, se mostraram sensivel a este complexo,
apresentado reducdo em mais de 65% de sua biomassa na concentragdo de 4 pg/mL
(concentracdo da CIM) e de 99,8% em sua maior concentracéo de (128 pg/mL) (Figura 35B e
D). Mesmo em concentrag¢fes subinibitdrias, observou-se mais 40% de reducdo da biomassa
total dos biofilmes de E. coli e P. aeruginosa (Figura 35E-F). Como foi observado atividade
bacteriostatica e bactericida deste complexo, a reducédo da biomassa pode estar relacionada com
a diminuicdo de células planctonicas, resultado de danos ocasionados na parede celular e/ou
membrana plasmatica apds tratamento por RUNO.. Segundo Sharma et al. (2012), danos em

estruturas bacterianas como paredes e membranas, interferem na capacidade das bactérias de se
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ligarem a células hospedeiras, e bloqueiam sua capacidade de se ligar umas as outras para
iniciarem a formacao de biofilmes.

Com relagdo ao efeito do tratamento de RuNO: sobre as células viaveis nos
biofilmes de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa, este estudo mostrou reducdo
significativa no nimero de UFC com diferencas estatisticas (p <0,0001) em relacdo ao controle
sem tratamento. Em alguns casos, a reducdo no numero de células viaveis chegou a 4 ordens de
grandeza na escala logaritmica em relacdo ao controle (Figura 36B-D), 0 que representou uma
diminuicdo de 10.000 vezes no numero de células. Em estudo reportado na literatura, Murray
etal. (2012), fizeram a relacdo entre a contagem de células vidveis no biofilme, para determinar
se a morte celular bacteriana poderia contribuir para mudancas na producéo e estabilidade da
matriz de SPE do biofilme, em comparacdo, os resultados encontrados em neste estudo sugerem
que a diminuicdo no numero de células viaveis ocasionados pelo efeito bacteriostatico ou
bactericida de RUNO2, provavelmente interferiu na densidade celular e consequentemente na
producdo da matriz de SPE do biofilme, um fato que pode ser comprovado pela microscopia
confocal e eletronica de varredura.

Em relacdo aos biofilmes pré-formados, o complexo também exibiu atividade
antibiofilme com redugdes estatisticamente significativas (p< 0,0001) na biomassa total e no
namero de células viaveis, em relacdo ao controle de bactérias sem tratamento. Até mesmo
cepas bacterianas com perfil de resisténcia (S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis ATCC
35984) e requerem concentracdes até 1.000 vezes mais elevadas de antibioticos, se mostraram
sensiveis ao tratamento com RuNO> que induziu a redugdo da biomassa total em mais de 75%
na concentracdo de 128 pg/mL. Do mesmo modo, o nimero de células viaveis que mesmo
estando protegidas no interior da matriz contra a dessecacao, a acdo de biocidas oxidantes,
alguns antibioticos, (FLEMMING; WINGENDER, 2010), sofreram a acdo do complexo
RuNO2 com diminuigdo do numero de células viaveis entre 2 a 4 ordens na escala logaritmica,
nas maiores concentragoes (62 e 128 pg/mL).

Trabalho similar realizado por Jiang et al. (2022) ao avaliarem o efeito antibiofilme
de trés complexos polipiridina de ruténio ligados a trifenilamina designados de Ru-1, Ru-2 e
Ru-3, observaram que este Gltimo provou ser o complexo mais eficaz e de acordo com 0s
resultados, a formacgéo de biofilme na presenca de Ru-3 foi significativamente reduzido em
27% e 41% na concentragdo de 1 pg/mL e 2 ug/mL, respectivamente, um resultado que segundo
0s autores indicaram que o Ru-3 pode obviamente inibir a formacdo de biofilme na
concentragdo subinibitdria. Em seguida, os autores também realizaram um ensaio de ataque ao

biofilme bacteriano para explorar ainda mais se 0 Ru-3 poderia reduzir o numero de células
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viaveis no biofilme. De modo geral, os autores observaram que Ru-3 apresentou um efeito
significativo na morte de S. aureus no biofilme, e com o aumento da concentracdo de Ru-3, 0
numero de bactérias vivas no biofilme diminuiu drasticamente, sendo que o nimero de S.
aureus sobreviventes no biofilme diminuiu inicialmente 8,6 logio para 0 logio UFC/mL, quando
a concentracdo de Ru-3 foi de 32 ug/mL, exatamente igual ao seu valor de MBC, dados que
indicaram que Ru-3 pode inibir ndo apenas a formacéo de biofilmes, mas também os biofilmes
bacterianos ja formados, sugerindo que o0 comportamento antimicrobiano do Ru-3
provavelmente ndo € propenso a resisténcia aos medicamentos.

A fraca permeabilidade dos antibidticos tradicionais € uma das principais razoes
para a diminuicdo da sua capacidade terapéutica e o aumento de bactérias multirresistentes
(SUN et al.,, 2021; YAN; BASSLER, 2019; GAFUR et al., 2020). Portanto, a excelente
capacidade de danificar a membrana deve ser uma caracteristica importante dos agentes
antibacterianos recentemente desenvolvidos (WANG et al., 2019). Nesse sentido, para verificar
se RUNO- pode causar danos a integridade da membrana bacteriana ou de sua parede celular,
foram realizados ensaios de MEV e microscopia confocal.

As eletromicrografias obtidas por MEV (Figuras 39 e 40) e as micrografias obtidas
por microscopia confocal (Figuras 41, 42 e 43), mostraram a acdo de RuNO: na parede celular
e membrana plasmatica de S. aureus e E. coli. Como apresentado na sec¢do dos resultados, é
perceptivel a imensa alteracdo morfoldgica nas células de S. aureus quando tratadas com
RuNO:2 na concentracdo de 32 pg/mL (Figura 39H), um indicativo que este complexo causou
danos na parede celular, pois as células de S. aureus pds-tratamento apresentam-se na forma de
bacilo. Além disso, como uma das fungdes da parede celular € manter a morfologia das células
bacterianas, qualquer interferéncia ou mesmo a auséncia desta estrutura, causa alteracdes na
forma das bactérias. Verificou-se também baixa densidade celular e células dispersas sobre a
superficie onde o biofilme foi formado (Figura 39E-H), confirmando-se assim a reducdo da
matriz de SPE, um componente que corresponde a mais de 80% da matéria organica da massa
seca do biofilme (RHOADS; WOLCOTT,; PERCIVAL, 2008), e resultando na reducdo da
quantificacdo da biomassa, e no nimero de células vidveis também avaliados neste estudo.

Segundo Anderson ¢ O’Toole (2008), a matriz protege as células de agressdes
externas e age como barreira para difusdo de pequenas moléculas, nesse sentido, a reducédo da
matriz pelos complexos de ruténio pdde tornar as células mais suscetiveis, considerando que é
um dos mecanismos de resisténcia dos biofilmes. Por sua vez as eletromicrografias de biofilmes
de E. coli (Figura 40E-H) mostraram modificagbes na morfologia da parede celular bacteriana,

exibindo células com superficies irregulares, enrugadas e aparentemente rompidas. Sun et al.,
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(2015) investigando os efeitos antibacterianos do complexo de ruténio (I11) RuBP e 0 mecanismo
de acdo deste sobre bactérias Gram-positivas, concluiram que o complexo péde inibir o
crescimento de espécies bacterianas como S. aureus e M. tetragenus, sendo que, observacdes
de MEV de ambas as bactérias tratadas com RuBP, mostraram danos na parede celular e na
integridade da membrana, o que deve ter induzido a inibi¢do do crescimento e a morte celular.

A microscopia confocal de biofilmes pré-formados de S. aureus, evidenciou que
que o tratamento com RuNO; foi capaz de se difundir pelas estruturas tridimensionais
complexas do biofilme bacteriano que é constituida de componentes como agua (até 97%),
polissacarideos, proteinas e enzimas, DNA e RNA, e atingiu a alta densidade de células
bacterianas (cerca de 2-5% do biofilme), causando ruptura das membranas bacterianas, um fato
observado pela alta fluorescéncia vermelha (Figura 43E-H) através da internalizacéo do iodeto
de propidio, um fluoréforo que se liga ao DNA de bactérias que apresentam lesdes na
integridade da membrana plasméatica (CASTELO-BRANCO et al., 2016), o que também ¢é
consistente com os dados obtidos através da MEV (Figura 39G-H).

A observacdo morfologica de amostras bacterianas de S. aureus tratadas com
complexos de ruténio tambem foram avaliadas por MEV por Jiang et al. (2022). Neste estudo,
0s autores também observaram que as bactérias do grupo controle apresentavam uma superficie
celular completa e lisa, sem ruptura, no entanto, no grupo tratado com Ru-3 na concentragéo de
4 ug/mL por 2 h, a maioria das estruturas bacterianas foram deformadas, colapsadas e muitas
ondulacGes foram observadas, revelando que o tratamento com Ru-3 levaria a destruicdo fisica
de membrana celular.

Nesse mesmo estudo, Jiang et al. (2022), observaram também diferencas entre o
grupo tratado com Ru-3 e 0 grupo controle de crescimento bacteriano quando expostos aos
fluoroforos 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) e iodeto de propidio iodeto (Pl). O DAPI pode
entrar em células vivas e mortas e produzir fluorescéncia azul, enquanto o Pl s6 pode entrar em
celulas com membrana danificada e combinar-se com &cido nucleico para produzir
fluorescéncia vermelha (Sun et al., 2021), dessa forma, os autores observaram fluorescéncia
azul apenas no grupo controle, sugerindo membranas celulares intactas de S. aureus, em
contraste, foi observada fluorescéncia azul e vermelha para os grupos Ru-3, indicando que Ru-
3 pode efetivamente desintegrar a membrana de S. aureus na concentracgéo de 4 pg/mL.

Em relacdo ao bioensaio de fotoclivagem de DNA com o complexo, observamos
que RuNOz ndo apresentou qualquer evidéncia de clivagem de DNA na auséncia de irradiagdo
de luz azul, mesmo na maior concentragédo (100 uM) (Figura 44). Por outro lado, sob irradiagéo

de luz, o complexo promoveu a clivagem eficiente do DNA, levando a formacdo de DNA
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fragmentado (Figura 44 - forma Il). Em estudo recente, foi mostrado que um complexo nitrosila
designado de ct-[RuCI(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)]*>* promoveu a clivagem eficiente do DNA
mesmo sem luz, no entanto, também verificou-se que essa degradacéo € potencializada pela luz
azul (SOUSA et al., 2020b). De modo geral, isto pode ser explicado pelo fato do NO ligado a
este composto ser liberado espontaneamente em poucas horas, mas, ter seu processo de
liberacdo acelerado quando irradiado por luz azul. De todo modo, o complexo diaqua
[Ru(H20)2(dppb)(4,4-Mebipy)]?* formado apés a liberacio de NO é capaz de degradar
rapidamente o DNA e pode ser parcialmente responsavel por este resultado (SOUSA et al.,
2020Db). Além disso, o NO pode, direta ou indiretamente através de uma reacdo com O ou Oy,
danificar o DNA, inibir muitas fungdes enzimaticas e induzir a peroxidacao lipidica causando
danos a membrana, sendo responsavel pela maioria das propriedades antimicrobianas
(BOGDAN; ILINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; de LIMA et al., 2005; KOTTUR; NAIR,
2016).

Fazendo um comparativo entre o possivel mecanismo de acdo antimicrobiana do
complexo nitrosila [RuCI(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)]** e do complexo RuNO2, observamos que
esses complexos exibem efeito antimicrobiano através de diferentes mecanismos quando
mantidas na auséncia de luz. Entretanto, ap6s irradiacdo com luz azul, suspeitamos que tanto o
complexo nitrosila quanto RUNO> possuem mecanismo de acdo semelhante, e provavelmente
estdo relacionados a fotoliberagdo de NO.

Nesse estudo também avaliamos a citotoxicidade de RuUNO; através da mensuracao
da atividade hemolitica e da viabilidade em cultura de células L929. A toxicidade de qualquer
composto que tenha finalidade de aplicacGes farmacoldgicas, incluindo parametros hemoliticos,
é muito importante fornecer informacgdes sobre as interacGes entre moléculas e entidades
bioldgicas a nivel celular, sendo considerado um indicador de citotoxicidade geral para células
normais (GHOSH et al., 2018). De modo geral, a porcentagem de atividade hemolitica do
complexo RUNO: foi inferior a 5% em todas as concentracfes testadas (Figura 45). A auséncia
deste efeito colateral favorece a realizacdo de mais estudos sobre metalocompostos com
potencial administracdo endovenosa de acordo com sua concentracdo. Varios medicamentos
utilizados na terapéutica que foram relatados como promotores de hemolise em uma taxa de até
5%, foram considerados clinicamente seguros (JIN et al., 2018). Nesse caso, 0 ensaio de
hemolise realizado neste estudo mostrou seguranca para possiveis usos de RUNO, em terapias
futuras, de acordo com o interesse em suas atividades em sistemas biologicos.

Em relagdo a atividade citotoxica sobre células de fibroblastos murinos (L929)

RuNO: apresentou resultados que demonstram margem de seguranca quanto a citotoxicidade
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(Figura 46). Considerando que em nenhuma das concentracfes avaliadas o complexo foi capaz
de reduzir a viabilidade celular em mais de 50% quando tratadas no periodo de 24 a 48 h,
percebeu-se uma citotoxicidade muito baixa em linhagens de células saudaveis, o que pode
indicar que este composto pode apresentar algum tipo de seletividade, no entanto esta hipotese
precisa ser avaliada.

Estudos realizados Nunes et al. (2019), avaliaram a viabilidade de células normais
de fibroblastos murinos (L929) e adenocarcinoma humano (pulméo A549, prostata LNCAP e
mama MCF-7), quando tratadas com isoniazida (INH) e com o complexo bipiridico Ru-INH,
sendo os ensaios conduzidos com e sem irradiacdo de luz azul. Com a irradiacao de luz azul, os
autores notaram um aumento na citotoxicidade do Ru-INH para as linhagens celulares L929 e
A549, mas foi menos eficaz para células MCF-7 e LNCAP. Os resultados mostraram ainda que
a INH sozinha teve um efeito citotoxico contra ambas as células normais e tumorais. Por outro
lado, quando o INH foi conjugado ao metal ruténio (I1) complexo, seu efeito antitumoral tornou-
se mais seletivo, principalmente no adenocarcinoma da prostata (LNCAP), notando ainda que
Ru-INH néo apresentou efeitos toxicos contra células normais (L929) quando comparado as
células cancerigenas e concluiram que esses resultados sdo animadores e apoiam um bom indice
de seletividade para o uso potencial de Ru-INH também como agente antitumoral.

Outro estudo realizado por Oliveira et al. (2020), investigou o efeito citotoxico e
antitumoral dos complexos bipiridicos Ru-biot e Ru-anth fotoativados contra quatro tipos de
células de mamiferos (HaCaT, LS174T, A549 e MCF-7) pelo ensaio MTS. Os resultados
encontrados pelos autores mostraram que o complexo metalico ndo biotinilado (Ru-anth) nédo
apresentou nenhuma atividade de citotoxicidade promissora sem ou com irradiacdo luminosa.
Por outro lado, o complexo biotinilado (Ru-biot) induziu uma reducéo dramaética na viabilidade
das células cancerigenas, particularmente contra células A549 e MCF-7. Notavelmente, o Ru-
biot sem irradiacdo de luz ndo causou qualquer reducdo na viabilidade celular. No entanto, a
irradiacdo de luz azul promoveu um efeito citotoxico significativo.

Notadamente, percebe-se que além do efeito antimicrobiano dos complexos de
ruténio citados ao longo deste estudo, ha um certo grau de seletividade de citotoxicidade destes
complexos sobre células cancerigenas em relagdo as celulas normais, no entanto, 0s

mecanismos de acdo que envolvem a citotoxicidade precisa de maiores investigacoes.
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8 CONCLUSOES

O complexo de ruténio RuNO; irradiado com luz azul, apresentou atividade
antibacteriana e antibiofilme contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;

Os resultados da combinacdo com os antibidticos ampicilina e tetraciclina, exibiram
efeito sinérgico, e/ou antagbnico, sendo que cepas resistentes a estes antibidticos, se
mostraram sensiveis quando tratadas em combinados com o complexo RUNO;

O efeito antibiofilme foi observado através da inibicdo da formacédo e da redugdo do
namero de células viaveis para biofilmes em formacdo e por meio da reducdo da
biomassa e do numero de células viaveis para biofilmes pré-formados;

A MEV e confocal, evidenciaram a a¢do do complexo RuNO: sobre a parede celular e
a membrana plasmaética tanto de S. aureus quanto de E. coli, apontando assim para seu
possivel mecanismo de acdo envolver tanto o complexo em si, ou a liberacdo de NO;
O ensaio envolvendo a degradacao de DNA in vitro, mostrou a capacidade do complexo
de causar fotoclivagem, possivelmente também através da liberacdo de NO;

Os resultados da citotoxicidade sobre eritrocitos humanos e células murinas L929,
demonstraram um perfil de seguranca para aplicacdes futuras do complexo RUNO; em
sistemas biolégicos;

Estudos envolvendo a citotoxicidade in vivo em modelos de peixe zebrafish adulto ou
camundongos, verificacdo da atividade antitumoral contra as células tumorais de
pulmdo A549, préstata LNCAP e mama MCF-7 e a deteccdo da indugédo da producéo
de ERO, sdo perspectivas futuras deste estudo.
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CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Purification, biochemical characterization of a
lectin from marine sponge Ircinia strobilina and
its effect on the inhibition of bacterial biofilms

ALEXANDRA S. DE ALMEIDA, DAYARA N.M. MENDONGA, ROMULO F. CARNEIRO,
ULISSES PINHEIRO, ELIELTON FRANCISCO DO NASCIMENTO, ALEXANDRE L
ANDRADE, MAYRON A. DE VASCONCELOS, EDSON H. TEIXEIRA, CELSO 5. NAGANO
& ALEXANDRE H. SAMPAIO

Abstract: A new lectin from marine sponge ircinia strobiling, denominated 1sL, was
isolated by combination of affinity chromatography in Guar gum matrix followed by
size exclusion chromatography. 1sL was able to agglutinate native and enzymatically
treated rabbit erythrocytes, being inhibited by galactosides, such as a-methyl-D-
galactopyranoside, B-methyl-D-galactopyranoside and o-lactose. 1sL hemagglutinating
activity was stable at neutral to alkaline pH, however the lectin loses its activity at 40° C.
The molecular mass determinated by mass spectrometry was 13.655 + 5 Da. Approximately
50% of the primary structure of 15sL was determined by mass spectrometry, but no
similarity was observed with any protein. The secondary structure of IsL consists of 28%
a-helix, 26% B-sheet, and 46% random region, as determined by dichroism circular. IsL
was a calcium-dependent lectin, but no significant variations were observed by circular
dichroism when 15L was incubated in presence of calcium and EDTA. 1L was not toxic
against Artemia nauplii and did not have antimicrobial activity against bacterial cells.
However, the IsL was able to significantly inhibit the biofilm formation of Stophylococcus
aureus and staphylococcus epidermidis.,
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Abstract

The emergence of infections caused by microorganisms in the oral cavity and increasing concerns regarding the use of
antibiotics have resulted in the development of novel antimicrobial molecules, such as antimicrobial synthetic peptides. The
purpose of this study was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activities of the native peptide KR-12 and its deriva-
tive, the synthetic peptide [W7]KRI12-KAEK, against planktonic and biofilms Enterococcus faecalis strains. The methods
used to evaluate the antimicrobial activity in planktonic cultures include minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration assays. The effects of [W7]KR12-KAEK on biofilm formation and mature biofilms were evaluated
by quantifying biomass {crystal violet staining} and counting colony-forming units. Structural assessments of the biofilms
and cellular morphological changes were performed using scanning electron microscopy. Peptide [WT]KR 12-KAEK showed
potential antimicrobial activity against planktonic cells. Interestingly, the native peptide KR-12 showed no antimicrobial
activity. Moreover, it inhibited biofilm formation and disrupted the mature biofilms of E. faecalis strains. These results sug-
gest that [W7]KR12-KAEK may be a potential molecule for the development of auxiliary antimicrobial therapies against
oral infections.
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Structural characterization of a galectin from the marine sponge
Aplysina lactuca (ALL) with synergistic effects when associated with
antibiotics against bacteria

Jéssica de Assis Duarte %, José Eduardo de Oliveira Neto *, Renato Cézar Farias Torres “,
Andressa Rocha de Oliveira Sousa °, Alexandre Lopes Andrade °, Renata Pinheiro Chaves ?,
Romulo Farias Carneiro , Mayron Alves de Vasconcelos b.c.d Claudener Souza Teixeira ©,
Edson Holanda Teixeira ®, Celso Shiniti Nagano °, Alexandre Holanda Sampaio *~

# Marine Bioternology Laboratory — BloMar-Lab Departament of Fishing Engineering S/N, Bloco 871, 60440-970 Fortalero-CE, Brazd
" Integrated Biomolecules Laboratory - LIBS, Departament of Pathology and Legal Medicing Federal University of Ceard SN, Monsenhor Furtado, 60430

160, Fortaleza, CE Brazl

© State Untversity of Minas Gerais, Unidade de Divindpolis, 35501-170, Divindpolis, MG Brazd
A paculdade de Ciencias Exatos ¢ Naturais Universidade Do Estado Do Rio Grande Do Norte, 59610-2 10, Massord, RN, Brazl
© Center for Agricutural Scenses and Biodiversity, Fedeml University of Carird, Crato, (E, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Artidle history:

Reczived 12 April 2023
Received in revised form
12 June 2023

Accepted 7 July 2023
Available online xxx

Handling editor: O.A Dontsova

Keywords:
Galedin

Matural produds
Antibacterial effect

Lectins presents the ability to interact with glycans and trigger vared responses, including the inhibition
of the development of various pathogens, Structural studies of these proteins are essential to better
understand their functions. In marine sponges, so far only a few lectins have their primary structures
completely determined. Thus, the objective of this work was to structurally characterize and evaluate
antibacterial potential, in association with different antibiotics, of the lectin isolated from the marine
sponge Aplysina loctuta (ALL). ALL is a homotetramer of 60 kDa formed by four 15 kDa-subunits. The
lectin showed affinity only for the glycoproteins fetuin, asialofetuin, mucn type I, and bovine sub-
maxillary mucin type L The complete amino acd sequences of two isoforms of ALL named ALL-a and
ALL-b, were determined by a combination of Edman degradation and overlapped peptides sequenced by
tandem mass spectrometry. ALL-a and ALL-b have 144 amino acids with molecular masses of 15,736 Da
and 15,985 Da, respectively. Both structures contain conserved residues typical of the galectin family. ALL
is a protein with antibacterial potential, when in association with ampicillin and exacillin the lectin
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: New antibiotic agents are urgently needed worldwide to combat the increasing tolerance and resistance of

N_a_“m pathogenic fungi and baecteria to current antimierobiale. Here, we looked at the antibacterial and antifungal

EE effects of minor quantities of cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), ca. 93.8 mg g ', on silica nanoparticles
ctant

(MPZI-CTAB). Our resultz show that MPSI-CTAB exhibite antimicrobial activity against Methicillin-resistant
Staphylococcus qureus ctrain (5. qureus ATCC 700698) with MIC and MBC of 0.625 mz mL ! and 1.25 mgz
ml 1, respectively. Additionally, for Staphylococcus epidermudiz ATCC 35954, MPSI-CTAB reducez MIC and MBC
by 99.99% of viable cells on the biofilm. Furthermore, when combined with ampieillin or tetracyeline, MPSi-
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New lectin isolated from the tropical
sponge Haliclona (Reniera) implexiformis
(Hechtel, 1965) shows antibiofilm effect

FRANCISCO R.N. ANDRADE, PEDRO A.S. TABOSA, RENATO CF. TORRES, ROMULO
F. CARNEIRT, MAYRON A. VASCONCELOS, ALEXANDRE L. ANDRADE,I ELIELTON
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ALEXANDRE H. SAMPAIO

Abstract: A lectin from the marine sponge Haliclona (Reniera) implexiformis (HiL) was
isolated by affinity chromatography on Sepharose™ matrix. HiL showed specificity for
galactose and its derivatives. The glycoproteins porcine stomach mucin (PSM) and
bovine stomach mucin (BSM) were potent inhibitors. Hemagglutinating activity of the
lectin was maximal between pH 5.0 and 9.0. The lectin remained active until 60°C. The
presence of CaCl, and EDTA did not affect the hemagglutinating activity. In SDS-PAGE, HIL
showed a single band of 20 kDa under reduced conditions, whereas in the non-reducing
conditions, it showed a band of 20 kDa and one additional band of 36 kDa. The average
molecular mass determined by Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) was
35.874 + 2 Da in native and non-reducing conditions, whereas carboxyamidomethylated-
lectin showed 18111 Da. These data indicated that HiL consists in a dimer formed by
identical subunits linked by disulfide bonds. Partial amino acid sequence of HiL was
determined by mass spectrometry, and revealed that it is a new type of lectin, which
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In this study, the chemical composition of the essential oil (EQ) extracted from Croton blanchetianus Baill
leaves was identified, and antimicrobial and antibiofilm activities against Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, and Escherichia coli strains were determined. Moreover, the effects of EO in combination with
ampicillin and tetracycline were investigated. Thirty-four components, mainly mono-and sesquiterpenes that
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Abstract

Antimicrobial resistance is a natural phenomenon and is becoming a huge global public health problem, since some micro-
organisms not respond o the treatment of several classes of antibiotics. The objective of the present study was to evalu-
ate the antibacterial, antibiofilm, and synergistic effect of triterpene 3f,60, 16f-trihydroxyilup-20{29}-ene (CLF1) against
Staphlococcus aurens and Staphyococeus epidermidis strains. Bacterial susceptibility to CLF1 was evaluated by minimum
inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) assay. In addition, the effect combined
with antibiotics (ampicillin and tetracycline) was verified by the checkerboard method. The biofilms susceptibility was
assessed by enumeration of colony-forming units (CFUs) and quantification of total biomass by crystal violet staining. The
compound showed bacteriostatic and bactericidal activity against all Staphylococcal strains tested. The synergistic effect
with ampicillin was observed only for 5. epidermidis strains. Moreover, CLF1 significantly inhibited the biofilm formation
and disrupted preformed biofilm of the all strains. Scanning electron microscopy (SEM) images showed changes in the cell
morphology and structure of 5. aurews ATCC TOO69E biofilms {a methicillin-resistant 8. qurews strain). Molecular docking
simulations showed that CLF1 has a more favorable interaction energy than the antibiotic ampicillin on penicillin-binding
protein (PBP) 2a of MRSA, coupled in different regions of the protein. Based on the resulis obtained, CLF1 proved to be a
promising antimicrobial compound against Staphyvlocecous biofilms.
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Abstract

Health care-associated infections (HAIs) contribute to a significant rate of morbidity, mortality, and financial burden on
health systems. These infections are caused by multidrug-resistant bacteria that produce biofilm as the main virulence fac-
tor. This study aimed to evaluate the effect of the copper-based metallic compounds [Culphen){pz)NOLJCI (1), [Cu(bpy(pz)
(NO)]CL (DD, and [Culphend(INANO,]CI (III), where phen = phenanthroline, bpy =bipyridine. pz = pyrazinamide, and
INA = isonicotinic acid, against planktonic cells and biofilms formation of Staphvlococcus awrens, Staphyvlococcus epider-
miglis, and Escherichia coli. The susceptibility of the microorganisms was evaluated by minimum inhibitory concentration
(MIC), minimum bacterial concentration (MBC], and time-kill curve assay on planktonic cells. The biofilm formation was
evaluated by biomass quantification through staining with crystal violet (CV), colony-forming units (CFUs)y quantification,
and biofilm metabolic activity determination by XTT assay. The compounds showed bacteriostatic and bactericidal activity
o all microorganisms analyzed. Regarding the antibiofilm activity, all metallic compounds were able to reduce significantly
the biofilm biomass, colony-forming units, and the metabolic activity of remaining cells, varying the efficient concentration
according to the strain analyzed. Interestingly, compounds (1), (II) and (IIT) did not exhibit DMNA degradation activity even
with up to 100 pM of these metal complexes. On the other hand. complexes (I} and (III) showed a remarkable capacity to
cleave DNA upon addition of glutathione, a reducing agent {Cu'/Cu") that leads to reactive oxyeen species (ROS) formation.
The results presented in this study showed promising antimicrobial and antibiofilm effects.
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Fibrinogen-related proteins (FREFs) have been identified in several animals. They are involved in the bedy's
defense, acting as mediators of phagocytosis. Ficoline and intelectine are zome of the most studied Fibrinogen-
related Domain [FReD)-centaining lectins. In this work, we have izolated a singular FReD-centaining lectin,
which cannot be classified as ficolin or intelectin. ELL (Bchinometra lucumter lectin) was isolated from coeclomic
plazsma by affinity chromatography on xanthan gum. Primary structure was determined by tandem mass spec-
trometry. Moreover, antimicrobial activity of ELL was evaluated against planktonic cells and biofilm of
Eschenichia coli, Staphylococcus aureus and 5. epidermudis. ELL showed hemagglutinating activity In ca”! presence,
which was inhibited by glycoprotein mucin and thyroglobulin. Complete amine acid sequence consisted of 229
residues, ineluding a FReD in the N-terminal Searches for similanty found that ELL was very close to putative
proteins from Stongylocentrotus purpuratus. ELL showed moderate similanty with uncharacternized sea stars
proteins and protochordate intelectins. ELL was able to mmhibit the planktonic growth of the Gram-positive
bacteria and significantly reduce the biofilm formation of all bacteria tested. In conclusion, we identified a
new type of FReP-containing lectin with some structural and functional eonservation towards intelecting.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Nitrie oxide [NO) has emerged az a promising antibacterial agent, where NO doner compounds have been
Nitroprusside explored. Here, we investizated the role of a silica nanoparticle containing nitroprusside (MPSi-NP) az a NO
S'j"’_:a nanaparticles donor agent against methicillin-sensitive [ATCC 23,923 and ATCC 12228) and methieillin-resistant (ATCC
:i‘:'ﬂi':m 700,698 and ATCC 35984) Staphylococeus strains. Biofilm inhibition was studied along with antibiotic activity in
ibiotics combination with standard antibiotics (ampicillin and tetracyeline). MPS1-NP exhibited thermal release of 63%

of NO within 24 h, while fres nitroprusside released only 15% during a dialysiz assay, indicating an assisted
release of NO mediated by the nancparticles. This nanomaterial showed only a moderate activity in blocking
biofilm production, but exhibited a significant decreasze in the number of viable bacterial cells (over 600-fold for
Staphylococcus aureus ATCC 700,598 and Staphylococcus epidermidiz ATCC 35984 ). Remarkably, even uszing MPSi-
NP at concentrations below any antibacterial action, ite combination with ampicillin promoted a zignificant
decrease in MIC for recistant straine of 5. qureus ATCC 700,698 (2-fold) and 5. epidermudis ATCC 35,984 (4-fold).
A carbopol-based gel formulation with MPSI-NF (0.5% w./w) was prepared and chowed a zone of inhibition of
7.7 + 0.6 mm for 5. epidermidis ATCC 35084, Topical use of MPZ1-NF in combination with antibiotics might be a



163

APENDICE N - PUBLICACAO EM REVISTA QUALIS B1 (CBIII)

Current Microbiclogy (2021] 78:1926-1938
https:fdoi.org/ 10,1007 /500.284-021-02445-1

)

Check for

upianes

Evaluation of Antimicrobial and Antioxidant Potential of Essential Oil
from Croton piauhiensis Miill. Arg.

Jean Parcelli Costa do Vale'*® - Mayron Alves Vasconcelos'>* - Francisco Vassiliepe Sousa Arruda’* -
Mairley Cardoso Sa Firmino'* - Anna Luisa Pereira’ - Alexandre Lopes Andrade’ - Silvana Saker-Sampaic® -
Alexandre Holanda Sampaio’ - Emmanuel Silva Marinho'® - Alexandre Magno Rodrigues Teixeira® -
Marcia Machado Marinha'' - Tigressa Helena Soares Rodrigues? - Edson Holanda Teixeira' -

Hélcio Silva dos Santos' >0

Recaived: 24 October 2020/ Accepted: 10 March 2021 f Published online: 29 March 2021
©The Authar(s), under exdusive licence to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Mature 2021

Abstract

A large number of infections are caused by Gram-positive and Gram-negative multi-resistant bacteria worldwide, adding
up to a figure of around 700,000 deaths per year. The indiscriminate uses of antibiotics, as well as their misuse, resulted in
the selection of bacteria resistant to known antibiotics, for which it has little or no treatment. In this way, the strategies o
combat the resistance of microorganisms are extremely important and, essential oils of Croton species have been extensively
studied for this purpose. The aim of this study was to carry the evaluation of antibacterial, antibiofilm, antioxidant activities,
and spectroscopic investigation of essential oil from Croton piawhiensis (EOCp). The EOCp exhibited antimicrobial activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria with required MICs ranging from 0,153 to 5% (v/v). In addition, the MBC
of the EQCp for Staphylococous awrews ATCC 25923 and ATCC 700698, were (.15 and 1.25%, respectively. Moreover,
the EDCp significantly reduced significantly the biofilm production and the number of viable cells from the biofilm of all
bacterial strains tested. The antioxidant potential of the EOCp showed EC5;, values ranging from 171.21 to 4623 83 pg/ml.
The EOQOCp caused hemolysis (»43%) at the higher concentrations tested (1.25 to 5%), and minor hemolysis (17.6%) at a
concentration of (L07%. In addition, docking studies indicated o-limonene as a phytochemical with potential for antimicrobial
activity. This study indicated that the EOCp may be a potential agent against infections caused by bacterial biofilms, and act
as a protective agent against ROS and oxidative stress.
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Light-induced disruption of an acyl hydrazone link
as a novel strategy for drug release and activation:
isoniazid as a proof-of-concept caset
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Aldehydes and acyl hydrazines have been employed in a conjugation reaction that produces an acyl
hydrazone bridge. A drawback to this linkage is hydrolysis, which prevents its broader use in a controllable
manner. We have developed a new strategy for the cleavage of this group using a ruthenium{i) metal
complex as a photogenerator of singlet oxygen. Isoniazid, an anti-tuberculosis prodrug, was chosen as a
proof-of-concept compound; in this case it was coupled to an aldehyde-derivative trisbipyridine ruthe-
niumf{i) metal complex. Studies carried out using HPLC, MS, EPR, fluorescence and UV-vis showed that
light could efficiently disrupt the acyl hydrazone linkage with the production of an isonicotinoyl radical. In
addition, biotogical studies showed that bacterial strains and cancer cells became susceptible upon light
Irradiation. These results support a novel strategy of photoactivation based on a ruthenium metal complex
conjugated to a pro-drug through an acyl hydrazone linkage, opening a broad range of applications.



