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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DE NOVOS COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS NA

INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME DE Escherichia coli
AUTORA: CAREN RIGON MIZDAL
ORIENTADORA: MARLI MATIKO ANRAKU DE CAMPOS
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 06 de Agosto de 2014.

A deposicao de bactérias em uma superficie e a sucessiva formacéo de biofilmes sdo
fendmenos que ocorrem naturalmente na natureza, servem como estratégia de protecéo
frente a fatores agressivos externos. Os micro-organismos, quando em biofilme, geram
grande impacto a salde publica, pois possuem maior resisténcia a acdo de agentes
antibacterianos e métodos de desinfeccdo quando comparados aos micro-organismos na
forma plancténica. As bactérias sdo 0s agentes microbianos que mais comumente
produzem biofilmes em condicOes favoraveis. Neste contexto, Escherichia coli inclui-se
como uma das bactérias com maior participacdo nos processos de adesdo. Pesquisas
visando a descoberta de novos antibacterianos sdo escassas, uma vez que os esforcos
estdo mais direcionados no aprimoramento da das drogas ja existentes. Dessa forma, o
presente trabalho se propOs avaliar a capacidade antibiofilme do sulfametoxazol
complexado com os metais mercurio, cobre, cadmio e prata. Esses foram testados frente
a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922). Para avaliar o grau de inibicdo da formacéo
do biofilme foram utilizadas microplacas de poliestireno e a leitura da turvagéo
bacteriana foi realizada em densidade Optica de 570nm em leitor de ELISA. Os
resultados obtidos demonstram que os compostos de sulfametoxazol apresentaram uma
excelente atividade antibiofilme, sendo que o complexo SMTZ-Ag foi 0 que exibiu
melhor atividade contra a formacgdo do biofilme de E. coli. Em vista disso torna-se

valido investir em pesquisas no sentido de ampliar as atividades desses compostos.

Palavras-chave: Biofilme. Antibacterianos. Sulfametoxazol, Escherichia coli.



ABSTRACT

Master’s Thesis
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Universidade Federal de Santa Maria

EVALUATION OF NOVEL ANTIMICROBIAL COMPOUNDS IN
THE INHIBITION OF ESCHERICHIA COLI BIOFILM

FORMATION
AUTHOR: CAREN RIGON MIZDAL
ADVISER: MARLI MATIKO ANRAKU DE CAMPOS
Date and Place of Defense: Santa Maria, August 06, 2014.

The bacterial deposition on surface and also the biofilm form occurring widely in the
nature as a protection strategy developed for the bacteria against the harmful external
factors. Microorganism, when was in biofilm form was able to generate several
problems for the public heath justly for showed a higher resistance from the action of
antibacterial agents when compared with the planktonic form. Bacteria are the
microorganism more involved with the biofilm production in the presence of beneficial
environmental conditions. In this way, Escherichia coli were the strain more involved
with the process of adhesion in the surfaces. Few studies were developed to found new
antimicrobial drugs precisely because the researches presented more interest to improve
the known drugs. Thus, the present study was evaluated the antibiofilm capability of
sulfamethoxazole (SMTZ) alone and when complexed with metals as mercury, copper,
cadmium and silver. The compounds were tested against Escherichia coli (ATCC
25922). For evaluated the inhibition of the biofilm formation we were used microplates
of polystyrene to observe the turbidity through the 570 nm in an ELISA plate reader.
The results presented that the sulfamethoxazole compounds had an excellent antibiofilm
activity and also that the complex SMTZ-Ag showed the best inhibitory activity against
E. coli biofilm formation. Therefore, we conclude that these sulfamethoxazole
complexed compounds require more researches in order to expand their antimicrobial

activity.

Keywords: Biofilm, Antibacterial, Sulfamethoxazole, Escherichia coli
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo estruturas simples, presentes nos mais diversos
habitats, entretanto séo capazes de desenvolver comportamentos bastante complexos.
Apresentam-se nos ambientes aquosos, tanto na forma plancténica com na forma séssil.
Na forma planctdnica os micro-organismos encontram-se em suspensao e dispersos no
meio aquoso, enquanto que, na forma séssil encontram-se aderidos a superficies solidas
sob a forma de biofilmes (COSTERTON, J W et al., 1995; DJERIBI, et al., 2012).

Os biofilmes podem ser definidos como estruturas funcionais complexas, que
apresentam uma distribuicdo variavel de células e agregados celulares, aos quais
constituem um modo protegido de vida dos micro-organismos. O crescimento de micro-
organismos em biofilme é predominante na natureza, sendo crucial no desenvolvimento
de infeccBes e frequentemente associados a altos niveis de resisténcia a agentes
antibacterianos (ARCIOLA et al., 2003; DAVIES et al., 1998; SUN et al., 2013).

Os biofilmes bacterianos podem ser encontrados colonizando dentes, lentes de
contato, cateteres e valvulas cardiacas artificiais podendo originar, além de infeccGes
graves, a rejeicdo do material de proteses (DAVEY; O'TOOLE G, 2000; KHALID,
2014). Infeccbes hospitalares em pacientes com cateteres urinarios ou venosos S&o
geralmente precedidas pela formacdo de biofilmes nas paredes internas dos cateteres,
onde os fragmentos liberados do biofilme podem penetrar na bexiga ou na corrente
sanguinea (MORALES et al., 2004). Os antibacterianos normalmente revertem 0s
sintomas causados pelas células plancténicas, mas ndo tém a capacidade de destruir o
biofilme. Por esta razdo infeccbes por micro-organismos formadores de biofilmes
mostram tipicamente sintomas recorrentes ap6s ciclos de terapia antibacteriana
(COSTERTON, J. W.; STEWART; GREENBERG, 1999).

Dentre as bactérias que mais provocam mortes no mundo incluem-se
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli, sendo estes, resistentes a multiplas drogas. Os processos infecciosos causados por
estas bacterias geralmente estdo associados com alta letalidade e altos custos de
tratamento (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

E. coli uropatogénica é o agente etioldgico mais frequente de infecgdes no trato

urinario (ITU), além de ser uma das fontes mais comuns de bacteremia em individuos
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hospitalizados (BIEDENBACH; MOET; JONES, 2004). Devido a sua capacidade em
formar biofilmes espessos E. coli tem sido muito utilizada como modelo experimental
em estudos. Sua habilidade em formar biofilmes estaria diretamente relacionada com a
disponibilidade de nutrientes no meio, sendo mais evidente a formacdo de biofilme
quanto maior essa disponibilidade (PETERSON; PITT, 2000).

As altas taxas de resistétncia microbiana, especialmente em ambientes
hospitalares, o decréscimo constante de novos agentes antibacterianos e a necessidade
de agentes que atuem por mecanismos de acdo diferentes dos farmacos em uso
justificam e instigam a pesquisa de novos farmacos antibacterianos. Estes fatores
associados aos riscos causados por infeccdes bacterianas persistentes relacionadas a
formacdo de biofilmes tornam pertinente a avaliacdo da efetividade antibiofilme de
diferentes compostos promissores. Deste modo, o presente trabalho utilizou como
alternativa a coordenacéo de ions de cobre, cadmio, mercurio, e prata ao sulfametoxazol
na tentativa de promover a inibi¢do da formacédo do biofilme de E. coli (ATCC 25922),
na intencdo de prevenir a adesdo bacteriana, retardar a formagdo dos biofilmes e

eliminar ou pelo menos reduzir a sua acumulacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biofilmes

Os micro-organismos evoluiram e desenvolveram estratégias de crescimento
através da formacdo de biofilmes. Tal fendmeno é impulsionado pelo principio da
sobrevivéncia, como mecanismo de adaptacdo ao stresse ambiental. Sua estrutura
evoluiu ao longo do tempo e permite a construcdo de uma coesa e robusta comunidade
de células com forte comunicacdo intercelular (APARNA; YADAYV, 2008; DONLAN;
COSTERTON, 2002; FUX et al., 2005).

Os biofilmes podem ser definidos como sistemas bioldgicos formados por
comunidades de células agregadas, organizadas e funcionais, incorporadas em uma
matriz extracelular; sendo esta, composta por substancias poliméricas que possibilitam a
aderéncia a superficies bidticas ou abioticas. Supde-se que o biofilme foi a primeira
forma de vida comunitaria registrada no planeta e estima-se que a maioria dos micro-
organismos na Terra estejam organizados em biofilmes. Estes podem ser formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma Unica, ou de multiplas espécies (DONLAN;
COSTERTON, 2002; RHOADS; WOLCOTT; PERCIVAL, 2008; KHALID, 2014).

A formacdo do biofilme é uma vantagem as espécies colonizadoras, pois confere
protecdo contra micro-organismos competidores e fatores do meio, através de
mecanismos de defesa do hospedeiro e substancias potencialmente téxicas (agentes
quimicos e antibacterianos). Assim o sistema de defesa do hospedeiro ndo consegue
neutralizar o biofilme, e as infeccdes tendem a persistir por longos periodos de tempo
(BURT et al., 2014; COSTERTON, JW etal., 1995; MEYER, 2003).

Estima-se que mais de 90% dos micro-organismos vivem sob a forma de
biofilmes e praticamente ndo existe nenhuma superficie que ndo possa ser ou vir a ser
colonizada por bactérias. Devido ao desenvolvimento de métodos cientificos mais
avancados nas duas Ultimas décadas foi possivel aumentar o conhecimento a respeito da
natureza dos biofilmes e dos micro-organismos presentes nessas comunidades
(CHARACKLIS E MARSHALL, 1990; CAPELLETTI, 2006; BASAK et al., 2013).
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2.2 Estrutura e composicao dos biofilmes

Os biofilmes constituem um modo de crescimento protegido, que permite a sua
sobrevivéncia em ambientes hostis, podendo consistir em células de varias ou de uma
Unica espécie bacteriana interagindo cooperativamente (BEHLAU; GILMORE, 2008).
Os biofilmes sdo constituidos por micro-organismos, material polimérico extracelular
(polissacarideos, proteinas, lipideos) e residuos do ambiente colonizado, embebidos
numa matriz polimérica e aderidos a uma superficie sélida, formando uma estrutura
porosa e altamente hidratada contendo exopolissacarideos e pequenos canais abertos por
entre as microcolonias (LAWRENCE et al., 1991; CAPELLETT]I, 2006).

Os biofilmes sdo considerados estruturas porosas e adsorventes constituidos por
cerca de 80 a 95% de agua. Os micro-organismos representam somente uma parte da
massa de biofilme que, frequentemente, € menor que 20%. As substancias poliméricas
extracelulares (EPS) envolvem todas as células microbianas, particulas retidas e
substancias dissolvidas a adsorvidas, representando 70 a 95% da massa total do biofilme
(RHOADS et al., 2008; COOPER, 2010).

A estrutura do biofilme evoluiu ao longo do tempo e permite a construcdo de
uma comunidade de células coesa e robusta, com forte comunicacdo intercelular O
biofilme maduro constitui um ecossistema organizado, onde ha canais de agua que
permitem a passagem de nutrientes metabdlicos e residuos, os quais podem proteger 0s
micro-organismos presentes (SHI; ZHU, 2009).

A matriz extracelular é formada pelas proprias células e por componentes do
ambiente, sendo de composicdo heterogénea e complexa. Embora prevalecam os
polissacarideos, a estrutura de EPS pode também ser constituida por proteinas, acidos
nucléicos, glicoproteinas e fosfolipidios (CAPELLET]I, 2006; MORYL, 2014).

Os exopolissacarideos sdo considerados componentes essenciais da matriz. Eles
determinam a estrutura e a integridade funcional do biofilme, sendo responsavel pela
estrutura tridimensional do biofilme assim como pela presenca de canais de agua,
caracterizando-o como uma estrutura altamente hidratada. Além disso, 0s
exopolissacarideos agem como adesivo e barreira defensiva, protegendo as células e
auxiliando a resistir a condicGes adversas (CAIXETA, 2008; MORYL, 2014).



18

A matriz exopolissacaridica também é responsavel por manter as células
proximas dentro da estrutura do biofilme, permitindo, interacfes intercelulares. Este
modo de organizagdo ¢ denominado de “quorum sensing” (QS), o qual caracteriza-se
por um sistema de comunicacgdo intra e interespécies de micro-organismos, baseado na
emissdo de estimulos e respostas dependentes da densidade populacional
(BHARDWAJ; VINOTHKUMAR; RAJPARA, 2013; FLEMMING; WINGENDER,
2010).

O QS pode ser definido como um mecanismo de comunicacdo entre bactérias,
que ocorre por meio da producdo e difusdo de pequenas moléculas quimicas ou
sinalizadoras, através das membranas bacterianas. Este sistema de linguagem permite a
coordenacdo do comportamento bacteriano em relacdo ao meio ambiente, regulando a
expressao de genes especializados, em resposta a densidade populacional (AMMOR;
MICHAELIDIS; NYCHAS, 2008; BAI; RAI, 2011). A compreensao deste sistema de
comunicacdo é de grande importancia para o desenvolvimento de substancias que
degradam moléculas auto-indutoras com a finalidade de regular e inibir processos
fisioldgicos dos micro-organismos (JIANG; LI, 2013).

2.3 Fatores que influenciam o desenvolvimento de biofilmes

A adeséo e a formagéo de biofilmes séo limitadas pela escassez e difusdo de
nutrientes no meio ambiente, bem como pelas caracteristicas do micro-organismo, as
quais incluem a expressdo dos fatores de viruléncia e a capacidade de producdo da
matriz exopolissacaridica (DEWANTI; WONG, 1995; HANSCH, 2012). Além disso, o
desenvolvimento dos biofilmes é dependente das condi¢fes do meio, como por
exemplo, do Potencial Hidrogénico (pH), uma vez que grande parte dos biofilmes
formam-se em valores proximos a neutralidade. O pH tem um efeito preponderante no
metabolismo dos micro-organismos, pois desvios de pH para valores inferiores ou
superiores a 7 influenciam no desenvolvimento e na atividade da comunidade
microbiana (PEREIRA,2001; ZHOU et al., 2013).

A concentracdo de particulas sélidas suspensa em corrente liquida é mais um

fator que possui influéncia na formagdo do biofilme, podendo englobar particulas
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solidas provenientes do meio aquoso onde estd imerso (WEISSBRODT, 2013;
WIMPENNY et al., 1993).

A temperatura também € um fator determinante no desenvolvimento microbiano,
e como tal, pode afetar a formacéo e a atividade de qualquer biofilme, bem como o tipo
de micro-organismo que o compde (FLACH et al., 2005; MARINHO et al., 2013)

A concentracdo de nutrientes tem influéncia na formacdo de biofilmes, sendo
requeridas quantidades minimas de nutrientes pelos micro-organismos para que ocorra 0
seu crescimento. Quanto maior for a quantidade de nutrientes disponiveis, maior sera o
crescimento e maior serd a diversidade de organismos que podem ser mantidos
(BEHLAU; GILMORE, 2008). O ferro é um dos nutrientes necessarios para o
desenvolvimento celular bacteriano, apresentando-se como um fator relevante na
formacdo de biofilme por alguns micro-organismos, como por exemplo, para
Mycobacterium tuberculosis (CHAVES 2004; OJHA et al., 2008).

A superficie inerte em que formam-se os biofilmes desempenha um papel
importante na forma e no desenvolvimento do biofilme, sendo o tipo de material
influencidvel nesse desenvolvimento. A rugosidade e a porosidade da superficie
também propiciam a adesdo celular (KOUIDHI et al., 2010).

Caracteristicas de superficie da bactéria, incluindo hidrofobicidade da superficie
celular e carga relativa da superficie, bem como a presenca de estruturas celulares
superficiais, flagelo, fimbria, exopolissacarideos e acidos nucleicos tém sido apontados
por afetarem a adesdo das bactérias (FLACH; KARNOPP; CORCAO, 2005). Projeces
como fimbria e pili superariam a forca de repulséo eletrostatica entre célula e substrato,
podendo auxiliar tanto na adesdo da célula, quanto na busca por regides de maior
estabilidade, onde a microcol6nia possa se formar e iniciar o desenvolvimento do
biofilme (STEINBERG, 2011). Bactérias flageladas tém melhor predisposicdo para se
aderir em ambientes com acumulo de nutrientes e possuem vantagem sobre
competidores ndo maveis, chegando mais rapidamente ao local de adesdo (ZARANZA,
2013; WIDGEROW, 2008).
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2.4 Etapas da formacéao do biofilme

A formacdo do biofilme ocorre por uma série de processos sucessivos. Trata-se
de uma formagdo espontanea e indesejavel de depositos de micro-organismos,
envolvendo interagdes fisico-quimicas que ocorrem através do transporte de células
livres do meio liquido para a superficie solida. Nesse momento ocorre a adeséo inicial
de bactérias planctdnicas a superficie, sua subsequente fixacao, crescimento e divisdo de
células fixas a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante. A producéo e a
excrecdo de substancias poliméricas extracelulares sdo seguidas por proliferacdo e
acumulo de camadas de células, formando microcoldnias, as quais produzem grande
quantidade de exopolissacarideos (EPS) (AL-AHMAD et al., 2000; CARPENTIER;
CERF, 1993).

Ap0s a adesdo a superficie, da-se inicio o processo de maturagdao do biofilme,
onde ocorre liberacdo de material celular por vérios tipos de mecanismos: erosdo
superficial, descolamento, abrasédo e perda de agregados maiores (Figural) (BESTER et
al., 2013).

Figura 1 - Esquema dos estagios de desenvolvimento do biofilme microbiano. (1) Micro-organismos
planctonicos. (2) Adesdo a superficie. (3) Divisdo e formagdo de microcol6nias. (4) Crescimento das
coldnias e secrecdo de hidratos de carbono, proteinas e lipidos. (5) Biofilme maduro. (6) Desestruturagdo
do biofilme e dispersao das células que dardo inicio a novos biofilmes (Adaptado de (STOODLEY et al.,
2002).
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2.5 Resisténcia bacteriana

Um dos grandes problemas da salde publica no Brasil e no mundo € a
resisténcia de bactérias a antibacterianos. Bactérias que eram reconhecidamente
sensiveis as drogas rotineiramente utilizadas na clinica, se apresentam agora resistentes
aos farmacos disponiveis no mercado (GUILLEMOT, 1999; ROCHA et al., 2011).

A resisténcia aos antibacterianos ¢ um fendémeno relacionado ao surgimento de
linhagens bacterianas ndo sensiveis, capazes de se multiplicar na presenca de
concentragdes de antibacterianos mais elevadas do que aquelas utilizadas na clinica. As
infeccBes causadas por bactérias resistentes apresentam maior preocupacdo devido ao
reduzido arsenal terapéutico disponivel para tratamento nestes casos (ALANIS, 2005;
WELLINGTON et al., 2013)

A selecdo natural de linhagens resistentes promovida pelo uso descontrolado dos
antibacterianos originou uma competicdo entre a tecnologia da industria farmacéutica e
a evolucdo microbiana. A cada novo antibacteriano introduzido na prética clinica ocorre
0 desenvolvimento da resisténcia bacteriana ao mesmo (ARAJ et al., 2012; TAVARES,
2002).

Durante as décadas iniciais da era antibidtica, a taxa de desenvolvimento de
novas drogas e os padrdes de uso foi de tal ordem que, quando a resisténcia a
determinado agente antibacteriano era detectada, este era prontamente substituido por
um novo composto para tratar o patdgeno resistente. Entretanto, nos Gltimos anos,
ocorreu uma aceleragdo no surgimento de bactérias multirresistentes, que nao foi
acompanhada pela industria farmacéutica, com um declinio na producdo destes
compostos, devido a falta de inovacdo no que se refere a introducéo de novas classes de
antibacterianos. Desta forma, o controle e o tratamento de diversas infecgoes,
especialmente as de origem hospitalar, ficaram prejudicados (BUTLER; BUSS, 2006;
FERNANDES, 2006; SHEA, 2003; YUN, 2012). Devido a essas dificuldades os
produtos vém se tornando cada vez mais escassos e mais caros (FERRONATTO et al.,
2007).

Os biofilmes por serem estruturas altamente hidratadas que contém canais que
permitem a difusdo interna de nutrientes e oxigénio, conferem protecdo contra 0s

mecanismos de defesa do hospedeiro e a entrada de antibacterianos, o que dificulta a
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difusdo de farmacos nos tecidos conferindo maior resisténcia (DONLAN;
COSTERTON, 2002; VAN ACKER; VAN DIJCK; COENYE, 2014).

Apos a formacdo de biofilme e o estabelecimento de uma infeccdo, terapias com
antibacterianos tornam-se menos eficazes. A concentragdo de antibacterianos necessaria
para eliminar bactérias produtoras de biofilme é de 10 a 1000 vezes maior que a
necessaria para eliminar as mesmas espécies em estado plancténico (FRANK; PATEL,
2007; ROMLING; BALSALOBRE, 2012). Com isso, a formagdo de biofilmes
bacterianos geralmente dificulta o tratamento de infeccGes relacionadas a dispositivos
médicos (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014).

2.6 Importéancia clinica

Os biofilmes desempenham papel fundamental no desenvolvimento de doencas
infecciosas e representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza.
Sdo cruciais no desenvolvimento de infeccBes e frequentemente associados a altos
niveis de resisténcia a agentes antibacterianos. Desenvolvem-se preferencialmente em
superficies inertes ou tecidos mortos, e ocorrem comumente em dispositivos médicos
(BJARNSHOLT, 2013; COSTERTON, J. W. et al., 1999; DONLAN; COSTERTON,
2002; MAH; O'TOOLE, 2001).

Relatou-se que biofilmes podem se formar ap6s 3 dias da inser¢do de um cateter
e que predominam na superficie externa do dispositivo apés 10 dias. Contudo, com o
aumento da duracdo da permanéncia para mais de 30 dias, a formacdo é predominante
no limen do cateter (COSTERTON, J. W. et al., 1999; DONLAN; COSTERTON,
2002). Desse modo, cerca de 70% de todas as infecgdes nosocomiais estéo relacionadas
a presenca de biofilmes em dispositivos médicos, o que contribui para o aumento
significativo da morbimortalidade dos pacientes (PERCIVAL et al., 2012; SIMOES,
2011).

Biofilmes constituem um mecanismo de colonizacdo de superficies de dentes,
que originam a cérie dentéria e outras doengas da boca. Podem colonizar lentes de

contato, originando infeccBes graves. Cateteres e implantes plésticos como vélvulas
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cardiacas artificiais podem ser acometidos por biofilmes, podendo causar doencas
graves e rejeicdes do material de proteses (HORCH, et al., 2013). Quando biofilmes se
formam sobre ou dentro de aparatos médico-hospitalares, podem disseminar infecgdes
nosocomiais, constituindo uma séria ameaca a saude publica. Tem-se observado
também a formacdo de biofilmes em micrografias eletrénicas do trato vaginal, bucal e
intestinal 0o que € considerado indesejavel e extremamente prejudicial & saude
(ARCIOLA et al., 2003).

Pelo menos metade de todos os casos de infec¢es hospitalares estdo associados
com dispositivos medicos, e esses geralmente sdo precedidos pela formacdo de
biofilmes. Em dispositivos como cateteres o biofilme pode se localizar nas paredes
internas, sendo capaz de ocorrer liberacdo de fragmentos do biofilme, os quais tendem
penetrar na bexiga ou na corrente sanguinea, causando graves infeccbes
(GUGGENBICHLER et al., 2011; MORALES et al., 2004).

Alguns micro-organismos representam extrema preocupagdo para a saude
publica por apresentarem resisténcia a antibacterianos devido a formacao de biofilmes.
Dentre elas estdo Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Os processos infecciosos causados
por esses micro-organismos geralmente estdo associados com alta letalidade e altos
custos de tratamento (CHEN; YU; SUN, 2013; DEMAIN; SANCHEZ, 2009; ROCHA
etal., 2011).

2.7 Escherichia coli

E. coli € um dos micro-organismos mais versateis encontrados na natureza,
pertence a familia Enterobacteriaceae, e estd presente no trato gastrintestinal de
humanos e animais de sangue quente, fazendo parte da microbiota normal. Sao
bastonetes Gram negativos, ndo esporulados, anaerdbios facultativos, crescem bem em
meio de cultura sintético contendo nutrientes simples e sdo fermentadores de agucar
(ANANIAS; YANO, 2008; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Algumas linhagens de E. coli adquiriram fatores de viruléncia que lhes conferem

adaptacdo a novos nichos e a capacidade de causar um amplo espectro de doengas. Em
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condigdes de imunossupressdo pode ocorrer a disseminacdo e colonizagdo deste
micorganismo para o sistema nervoso central, o trato urinario e o sangue (JOHNSON;
RUSSO, 2005; WILES; KULESUS; MULVEY, 2008).

E. coli uropatogénica € o agente etioldgico que mais frequentemente ocasiona
infeccBes no trato urinario (ITU). A cistite aguda é a forma mais comum de ITU,
todavia podem ocorrer complicagdes como a pielonefrite aguda. A frequéncia de cistite
aguda entre as mulheres jovens é de 0,5-0,7 episddios por pessoa por ano.
Aproximadamente 25% das mulheres que tiveram um episodio de cistite aguda
desenvolvem ITU recorrente (RAZ, 2014).

E. coli é também uma das fontes mais comuns de bacteremia em individuos
hospitalizados. O relato de E.coli produtora de Betalactamase de Espectro Estendido
(ESBL) em ambiente hospitalar e na comunidade, com perfil de resisténcia a
betalactamicos, ciprofloxacino, e sulfametoxazol-trimetoprim sinaliza a preocupante
dimenséo do problema (BIEDENBACH et al., 2004; MAYER 2011).

E. coli é responsavel por 80% das ITUs, sendo que, 95% de todas estas infec¢des
desenvolvem-se em uma rota ascendente e esta frequentemente relacionada com a
implantacdo de dispositivos médicos. A producao de biofilme por E. coli esta associada
a viruléncia da bactéria, podendo esta causar infec¢des intestinais ou extra-intestinais
(JOHNSON; RUSSO, 2005; MULVEY, 2002; SHARMA; BEARSON, 2013).

A formacdo eficiente de biofilme por E. coli ocorre devido a producédo
aumentada de curli, esse sdo apéndices adesivos proteicos, de natureza amildide, que
permitem as células aderir umas as outras e a varias superficies. Os genes necessarios
para a producdo de curli estdo agrupados nos operons csgBA e csgDEFG, que
codificam as subunidades curli e regulam a sua transcri¢do e transporte, esses operons
csgBA e csgDEFG sdo expressos em isolados ambientais e clinicos de E. coli e
Salmonella spp. (BARNHART; CHAPMAN, 2006; PERRIN et al., 2009; SHARMA;
BEARSON, 2013).

Devido a sua capacidade em formar biofilmes espessos E. coli tem sido muito
utilizada em modelos para estudos. Sua habilidade em formar biofilmes também esta
relacionada com a disponibilidade de nutrientes no meio, onde: quanto maior a
disponibilidade, mais evidente a formacdo do biofilme (AMATO; BRYNILDSEN,
2014; PETERSON; PITT, 2000).
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2.8 Estratégias de controle

Vérias abordagens tém sido empregadas para contornar 0s mecanismos de
resisténcia das bactérias, uma delas é a terapia combinada, que consiste na
administragdo conjunta de dois farmacos que atuam sobre alvos biol6gicos distintos. A
associacdo de compostos antibacterianos é realizada com base na suscetibilidade
microbiana, pois a potencializacdo do efeito antibacteriano € usualmente obtida quando
0 micro-organismo é suscetivel a cada uma das drogas adotadas (MITSUGUI et al.,
2011; NIGHTINGALE; MURAKAWA; AMBROSE, 2001). A maior vantagem dessa
estratégia reside em uma esperada ampliacdo dos espectros de acdo dos antibacterianos
e na prevencdo da emergéncia de organismos resistentes (DRAGO et al., 2007).

Outra alternativa usada pelas inddstrias farmacéuticas para solucionar o
problema da resisténcia bacteriana tém sido a modificacdo da estrutura de farmacos ja
existentes, na tentativa de torna-los mais eficientes ou de recuperar a atividade
prejudicada pelos mecanismos bacterianos de resisténcia (SAKAGAMI; KAJAMURA,
2006).

A utilizagdo de uma abordagem hibrida, tém sido considerada para solucionar o
problema da resisténcia bacteriana, esta utiliza a combinacdo de dois farmacos
diferentes a uma Unica molécula a qual tem a finalidade de criar um modelo com carater
farmacoldgico superior (BARREIRO; FRAGA, 2008). O composto resultante pode
interagir e modular independentemente dois alvos biolégicos distintos e,
simultaneamente, se acumular em ambos 0s sitios de atuacdo (POKROVSKAYA et al.,
2009). Este composto hibrido, por apresentar requisitos quimicos que 0 permitem
interagir com o sitio ativo de diferentes biomacromoléculas, oferece a possibilidade de
tratamento de micro-organismos resistentes aos antibacterianos mais utilizados e a
reducdo do risco de desenvolvimento de novas cepas resistentes (WANG et al., 2012;
MAIA, 2014).

A combinacdo de substancias ja existentes e a modificacdo na estrutura quimica
de antibacterianos sdo métodos que podem ser empregados no combate a micro-
organismos resistentes. Estudos na literatura demonstraram que a associa¢do de metais a

antibacterianos também pode ser eficaz na reversdo da resisténcia microbiana,
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originando assim uma promissora estratégia no que se refere a producdo de novos
farmacos (DRAGO et al., 2007; WRIGHT; SUTHERLAND, 2007).

Devido ao papel significativo na ciéncia os metais foram atraindo um interesse
continuo como agentes antibacterianos (KHALID, 2014). Dado o sucesso dos
compostos de platina no tratamento do céncer, muitos pesquisadores direcionaram
esforcos no sentido de desenvolver novas drogas a base de metais e, como
consequéncia, atualmente ha varios compostos inorganicos sendo utilizados na clinica
médica, dentre os quais podemos citar os complexos de ouro, empregados no tratamento
da artrite reumatoide; o nitroprussiato de sodio, um complexo de ferro (I11) eficaz no
tratamento da hipertensdo; o carbonato de litio, que tem acdo antidepressiva; a
sulfadiazina de prata, que previne e trata infeccbes em pacientes queimados e 0s
compostos de bismuto utilizados na erradicacdo da bactéria Helicobacter pylori
(COHEN, 2007; ROCHA et al., 2011).

A modulagdo simultdnea de mais de um alvo molecular essencial ao
funcionamento e manutencdo da vida do micro-organismo, tem sido considerada uma
das alternativas mais promissoras para solucionar o problema associado ao

desenvolvimento de resisténcia (MAIA, 2014).

2.9 Agentes antibacterianos

2.9.1 Sulfonamidas

A descoberta dos antibacterianos representa um dos marcos mais importantes da
medicina moderna (PASQUALE; TAN, 2005). A introducdo das sulfonamidas em 1930
e da penicilina na década posterior provocaram um grande avango no tratamento de
doencas infecciosas, causando uma diminuicdo drastica nas taxas de mortalidade e uma
enorme sensacdo de bem-estar (BUTLER; BUSS, 2006; HEVENER et al., 2009). As
sulfonamidas constituem um dos grupos utilizados na pratica clinca, em razdo do baixo

custo e da relativa eficAcia em algumas doencas bacterianas comuns. Apresentam acao
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bacteriostatica, possuem espectro de a¢do contra bactérias Gram-positivas e negativas e
alguns protozoéarios (PORTA, 2006).

As sulfonamidas sdo analogos estruturais e antagonistas competitivos do acido
p-aminobenzdico (PABA) (Figura 2) impedindo a sua utilizacdo pelas bactérias na
sintese do &cido folico. Os micro-organismos sensiveis sdo aqueles que exigem a
presenca do PABA para sintetizar seu proprio &cido folico. O efeito bacteriostatico
(acdo de uma substdncia ao inibir o crescimento bacteriano ou interromper a sua
reproducdo) induzido pelas sulfonamidas é anulado competitivamente pelo PABA
(GILMAN, 2006).

As sulfonamidas ndo afetam as células de mamiferos através deste mecanismo,
visto que necessitam de acido folico pré-formado por serem incapazes de sintetiza-lo.
Apesar de alguns efeitos adversos, as sulfas constituem-se em uma classe relativamente
segura de antibacterianos e representam, ainda, as melhores op¢des para determinados
patdgenos. As sulfas distribuem-se por todo o organismo, incluindo o liquor e o fluido
sinovial. Dentre o0os exemplos de sulfonamidas destacam-se a sulfadiazina,

sulfadimidina, sulfametopirazina e sulfametoxazol (RANG et al., 1998; °
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Figura 2 - Representagdo estrutural da sulfonamida e do &cido p-aminobenzdico (PABA)
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2.9.2 Sulfametoxazol

Dentro da classe das sulfonamidas, muitos compostos sdo bastante conhecidos e

populares. Neste trabalho dar-se-& énfase ao composto 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)

benzeno sulfonamida, conhecido comercialmente como sulfametoxazol (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo estrutural da sulfametoxazol.

O sulfametoxazol destaca-se pelas caracteristicas de estabilidade, facil
solubilidade, baixo custo e o seu potencial farmacol6gico. E um inibidor competitivo do
acido p-aminobenzdico, sendo uma droga essencialmente bacteriostatica, usada no
tratamento de infeccbes do trato urindrio e como antisséptico (SALTER, 1982).
Comumente, encontra-se associado ao trimetoprim, esta apresentacdo, € composta por
dois componentes ativos que agem sinergicamente pelo bloqueio sequencial de duas
enzimas que catalisam estagios sucessivos da biossintese do acido félico no micro-
organismo. Este mecanismo habitualmente resulta em atividade bactericida in vitro em
concentragfes nas quais as substancias individualmente sdo apenas bacteriostaticas
(ANVISA, Bulério eletronico).

A associacdo de sulfametoxasol e trimetoprim tem apresentado atividade
sinérgica contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
demonstrando agéo inclusive em Mycobacterium tuberculosis (HUANG et al., 2012).
Essa associacdo tem sido utilizada no tratamento da pneumonia, infec¢bes do trato
urinario, toxoplasmose e pneumocistose em pacientes infectados pelo HIV (SHAH;
RIVERA; ASHFAQ, 2013) sendo também o tratamento de escolha para algumas
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bactérias oportunistas ndo fermentadoras (LIVERMORE et al., 2014), como
Burkholderia cepacia, Alcaligenes spp, Pseudomanas pseudomallei, Stenotrophomonas

spp, Chryseobacterium (Flavobacterium) spp, Moraxella spp (ANVISA, 2004).

2.10 Complexos metalicos

As atividades exercidas por ions metalicos nos meios biolégicos tém
estimulado a pesquisa e 0 desenvolvimento de compostos inorganicos como agentes
terapéuticos. Estudos recentes indicam que diferentes tipos de metais podem causar
diferentes tipos de lesdes em células bacterianas, ocorrendo devido ao estresse
oxidativo, disfuncdo de proteinas ou também causando danos a membrana. Metais néo
essenciais como a prata e 0 mercdrio sdo extremamente toxicos para a maioria das
bactérias, apresentando atividade antibacteriana em concentragbes muito baixas
(COHEN, 2007; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Embora alguns complexos metélicos estdo entre os antibacterianos mais
amplamente utilizados, a avaliagdo de novos complexos com essa atividade se torna
necessaria e de grande importancia. A coordenacdo de metais a farmacos representa um
potencial consideravel para aumentar o arsenal de drogas disponiveis para tratamento de
uma série de enfermidades (COHEN, 2007; LEMIRE et al., 2013; SABOUNCHEI et
al., 2014).

Considerando a importancia do estudo de medicamentos a base de metais o
presente estudo utilizou compostos obtidos a partir da interacdo da sulfametoxazol com
acetatos de cobre, cadmio, mercurio, e cloreto de prata.

As concentracdes inibitérias minimas (CIM) dos compostos foram previamente
determinadas por MARQUES (2007), sendo essas representadas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Concentracdo Inibitoria Minima dos compostos SMTZ frente a bactéria E.
coli. Valores determinados em ug mL™.

Composto E. coli
SMTZ 512
[Hg(sulfametoxazolato),].2DMSO 2
[Cu(u-CH3COO0)4(sulfametoxazolato);] 512
[Cd(sulfametoxazolato),(CH30H).],.x(CH30OH) 16
[Ag(sulfametoxazolato)] 64

Tabela 2: Concentracdo Inibitéria Minima dos respectivos sais metalicos de mercurio,
cobre, cadmio e prata frente & bactéria E. coli. Valores determinados em pug mL™.

Composto E. coli
Hg(CH3C00)2 32
Cu(CH3C00)2.H20 512
Cd(CH3C00)2.2H20 512

AgCI 256




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibiofilme do Sulfametoxazol complexado com metais sobre
biofilme de Escherichia coli.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a capacidade de formacao do biofilme pela bactéria E. coli;

3.2.2 Verificar a capacidade dos compostos testados quanto a inibicdo da formacao de
biofilme bacteriano;

3.2.3 Comparar os resultados da sulfametoxazol livre com os compostos coordenados
aos metais;

3.2.4 Avaliar se 0s compostos que combinam sulfametoxazol e metais sdo mais efetivos
do que estes elementos isoladamente (sais);

3.2.5 Determinar a Concentracdo Minima de Inibicdo de Biofilme (CMIB).



4 METODOLOGIA

4.1 Compostos

Para a realizacdo dos métodos experimentais frente a fragilidade da matriz
polimérica dos biofilmes foram utilizados compostos quimicos a base de sulfa e metais
e seus respectivos sais, sintetizados no laboratorio de materiais inorganicos (LMI) do
departamento de quimica UFSM conforme MARQUES (2007).

Tabela 3: Complexos SMTZ e metais e seus respectivos sais metalicos

Sulfametoxazol livre

[Hg(sulfametoxazolato),].2DMSO Hg(CH3COO0),
[Cu(u-CH3CO0),(sulfametoxazolato), Cu(CH3C00),.H,0
[Cd(sulfametoxazolato),(CH30H),],.x(CH30OH) Cd(CH3C00),.2H,0
[Ag(sulfametoxazolato)] AgCl

4.2 Micro-organismo e Procedimento experimental

A cepa utilizada nos experimentos foi E. coli ATCC 25922, a qual possui
capacidade de formar biofilme como previamente relatado na literatura (CREMET et
al., 2013). Como controle negativo utilizou-se apenas o meio de cultura e como controle
positivo utilizou-se meio de cultura e bactéria.

A capacidade de inibicdo da formacdo do biofilme foi testada conforme
LAZZAROTO, 2010, com algumas modificacdes. Efetuada em placas de microtitulacéo
onde os orificios da microplaca foram preenchidos com 180 pL de caldo Miller Hinton
e 100 pL dos compostos. Realizaram-se diluigdes em série e foram adicionados 20 pL

de suspencdo bacteriana 0,5 na escala de Mc Farland (1,5 x 10 8 unidades formadoras de
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colénias (UFC)/mL). Posteriormente ao tempo de incubagdo (24 horas), o conteido dos
pocos foi aspirado e a placa foi lavada trés vezes consecutivas com 200 pL de salina
estéril, de modo a excluir quaisquer células fracamente aderidas na superficie. A fixacdo
do biofilme foi realizada adicionando-se 150 pL de metanol (P.A.) por 20 minutos, e
apos foi corado com 150 pL de solucéo 0,5% de cristal violeta por 15 minutos. A placa
foi entdo lavada com &gua corrente para retirar 0 excesso de corante e deixada a
temperatura ambiente até estar totalmente seca.

Decorrido esse periodo foram adicionados 150 pL de etanol 95% ao botdo
corado, e deixado em repouso por 30 minutos. As absorbancias foram medidas em um
leitor de placas (ELISA), no A =570 nm, de acordo com (WAKIMOTO et al., 2004).

4.4 Andlise estatistica

As leituras de densidade Optica obtidas no ensaio de formacéo de biofilme foram
expressas em média = erro padrdo. Utilizou-se ANOVA de uma via seguido pelo
Bonferroni’s Multiple Comparison Test, considerando-se diferenca estatistica quando p
< 0,05. Para a realizacdo dos graficos, utilizou-se o software GraphPad Prism versdo
5.01.



5 RESULTADOS

De acordo com a figura 4 o SMTZ livre foi capaz de inibir o crescimento do
biofilme a partir da concentracdo de 256 pg/mL, ndo apresentando grande significancia

sobre o biofilme de E. coli.
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Figura 4: Efeito de diferentes concentragdes de sulfametoxazol (SMTZ) livre, na inibigdo da formagao

do biofilme bacteriano de E.coli. Sendo * significativamente diferente quando comparado com o grupo

controle positivo (+) para p < 0.05 via Bonferroni’s Multiple Comparison Test.

Na figura 5 pode ser observado que 0 complexo
[Hg(sulfametoxazolato),].2DMSO  (SMTZ+Hg) (figura 5A) e o sal de mercdrio
Hg(CH3COO), (figura 5B) foram capazes de inibir a formacgéo do biofilme de E. coli
em todas as concentracgdes testadas. Pode-se observar que a CIM da SMTZ complexada

com mercurio é inferior a CIM do sal de mercurio isolado.
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Figura 5: Efeito dos compostos de mercdrio frente a inibicdo da formagéo do biofilme da bactéria E.

coli.

Conforme a figura 6, pdde-se observar que todas as concentracGes testadas de
[Cu(u-CH3COO),(sulfametoxazolato),] (SMTZ+Cu) e do sal de cobre
Cu(CH3C00),.H,O mostraram-se capazes de inibir a formacdo do biofilme. Os dois

testes apresentaram resultados semelhantes.
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Figura 6: Efeito dos compostos de cobre frente  inibigdo da formag#o do biofilme da bactéria E. coli.
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Os resultados demostrados na figura 7B) expressam que o sal de cadmio
Cd(CH3C00),.2H,0 foi capaz de inibir a formacdo do biofilme em todas as
concentracdes testadas, ja o complexo [Cd(sulfametoxazolato),(CH30OH),],.x(CH30OH
(SMTZ+Cd) (figura 7A) inibiu a formacao do biofilme até a concentracdo de 2 pug/mL.
Pode-se observar que a CIM do complexo SMTZ+Cd é expressivamente menor que a

CIM do sal de Cd.

A SMTZ+Cd B sal de Cd
0.6+ 0.6+
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IN
1
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coli.

O sal de prata (AgCl) ndo foi capaz de inibir a formacéo do biofilme, em
contrapartida o composto [Ag(sulfametoxazolato)] (SMTZ+Ag) inibiu o crescimento do
biofilme em todas as concentracdo testadas. Os resultados podem ser visualizados na

figura 8.
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Figura 8: Efeito dos compostos de prata frente a inibigio da formago do biofilme da bactéria E. coli.



6 DISCUSSAO

A sulfonamidas tém atraido cada vez mais aten¢do na quimica supramolecular,
uma vez que combinam 0s recursos necessarios para varias atividades biologicas e a
coordenacao de metais por meio de grupos fenilamino e sulfonil-acido (SHAH et al.,
2013). A associacao de varios componentes em biomoléculas permite que eles atuem de
forma cooperativa ou sinérgica (TOMA, 2005).

Células crescidas em biofilme expressam propriedades distintas das células
planctonicas e a principal diferenca é 0 aumento da resisténcia microbiana frente a
agentes antibacterianos frequentemente utilizados na préatica clinica (CHUA et al.,
2014). O SMTZ, apesar de ser um farmaco utilizado para o tratamento de infeccGes
bacterianas ndo exibiu acdo relevante contra o biofilme bacteriano, este foi capaz de
inibir o crescimento do biofilme a partir da concentracdo de 256 pg/mL (figura 4),
apenas uma diluicdo abaixo de sua CIM. Em concentragcdes abaixo da CIM né&o
apresentou resultados significativos. Corroborando com nossos resultados, estudos
revelam que SMTZ (livre), apresentou-se pouco eficiente, ndo apresentando efeito
contra o biofilme bacteriano (KOSTENKO et al., 2010).

Alguns metais desempenham func¢des celulares que ndo podem ser cumpridas
por moléculas orgéanicas, tem a capacidade de interromper o crescimento de biofilmes
resistentes e aliados a outros antibacterianos exercem um efeito sinérgico com atividade
bactericida, podendo inibir as vias metabdlicas de forma seletiva eliminando bactérias
multirresistentes (LEMIRE et al., 2013). Sais metalicos de Hg, Cu, Cd e Ag quando
entram em contato com o meio de cultura, se dissociam ocasionando uma diminuic¢éo na
atividade formadora de biofilme, ao passo que, quando coordenados ao SMTZ, possuem
maior atividade frente ao biofilme bacteriano. Provavelmente isso ocorra, pelo fato dos
0s metais coordenados com 0 SMTZ néo se dissociarem ou se dissociarem lentamente
(MAH; O'TOOLE, 2001).

O complexo de SMTZ+Hg se comparado ao SMTZ livre e ao seu sal Hg
(CH3COO0), exibiu excelente atividade antibiofilme, inibindo 0 mesmo a partir da
concentracédo 0.31 pg/mL, reduzindo significativamente a formacao do biofilme E. coli,
como pode ser visualizado na figura 5. Segundo SABOUNCHEI et al., (2014) a
atividade frente ao biofilme estaria relacionada com facilidade do complexo em
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atravessar a camada de lipideos da membrana celular bacteriana e assim afetar os
mecanismos de crescimento e desenvolvimento das bactérias.

O composto de coordenacdo SMTZ+Cu apresentou atividade semelhante ao seu
sal Cu(CH3C0O0),.H,0, porém, quando comparados a SMTZ livre, os compostos de
coordenagdo exibiram atividade consideravel na inibicdo da formagdo do biofilme.
Além de apresentar atividade antibacteriana o complexo de SMTZ+Cu apresenta boa
atividade antifungica contra diversas linhagens (ROCHA et al., 2011).

Estudos realizados para avaliar o efeito de metais sobre o crescimento de E.coli
demostraram que a bactéria se apresentou sensivel quando incubada junto ao sal de Cd
(CH3C0O0),.2H,0, vindo ao encontro de nosso estudo, onde os compostos de cadmio
também mostraram-se efetivos (RENSING; MITRA; ROSEN, 1997). Biofilmes como o
de E. coli possuem capacidade de bissor¢do, com uma alta afinidade para captacédo de
metais como Cd, Cr e Ni, (QUINTELAS et al., 2008). Essa propensdo pode estar
diretamente relacionada com a eficAcia do complexo SMTX+Cd. Devido a maior
capacidade de o Cd penetrar no biofilme da bactéria, 0 SMTX pode agir nos micro-
organismos envoltos pelo biofilme.

Segundo KOSTENKO et al, (2010) biofilmes tratados com prata e
sulfametoxazol demonstraram-se sensiveis, da mesma forma, em nosso estudo, onde
complexo SMTZ+Ag mostrou-se bastante efetivo na inibicdo da formagéo do biofilme.
A inibicdo da formacdo do biofilme pelo complexo SMTZ+Ag apresentou-se de acordo
com o grau da sua concentracdo, havendo um aumento proporcional na formacdo do
biofilme a medida que a concentracdo de SMTZ+Ag foi diminuida.

A eficacia do complexo estaria diretamente relacionada com a liberacdo
constante de cations de Ag meio, esses agiriam causando danos a membrana celular e ao
DNA bacteriano provocando a morte das células alvo dentro do biofilme (KOSTENKO
et al., 2010). Como a tolerdncia dos biofilmes aos cétions metélicos é tempo
dependente, acredita-se que o0 SMTX-Ag teve uma melhor atividade antibiofilme que
seu sal AgCl, devido a este composto coordenado liberar mais lentamente estes ions de
Ag (HARRISON; TURNER; CERI, 2005).

Comparando-se os valores da CIM e as concentragdes capazes de inibir o
biofilme para os compostos coordenados de Hg, Cd, Cu e Ag, observou-se que todos
foram capazes de inibir a formagéo do biofilme em concentracbes menores que sua

respectiva CIM. Deste modo, comprovou-se que houve uma inibi¢do do biofilme e ndo
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a apenas a inibigdo do crescimento bacteriano, ja que em concentrag¢des acima da CIM
0S micro-organismos néo estariam viaveis para a formacéo das peliculas.

Segundo ROCHA et al., (2011) um dos motivos seria o fato de o
condicionamento superficial estar prejudicado pelos complexos, pois a adsor¢do de
substancias que incluem nutrientes, moléculas organicas e inorganicas, sdéo importantes
para o crescimento das células, sendo que a falta desses elementos prejudica adesdo das
células. O tratamento com complexos de sulfametoxazol com metais também pode ter
produzido um biofilme desfavoravel o qual promoveria um descolamento, reduzindo
assim a aderéncia a superficie.

O aumento da atividade antibacteriana de compostos em coordenagdo com 0S
ions metalicos pode ocorrer devido a presenca de um sistema de doadores presente nos
compostos nao coordenados. Estes grupos doadores e a deslocalizacdo de elétrons
dentro do quelato, reduzem a polaridade do metal complexado. O processo de quelagéo
aumenta, portanto, o carater lipofilico do 4tomo de metal central, que por sua vez
favorece a penetracdo do complexo através da camada lipdide da membrana celular do
micro-organismo (CHOHAN et al., 2010).

A eficacia dos compostos coordenados na inibicdo da formacdo do biofilme €
uma ferramenta promissora para a reducdo da colonizagdo microbiana em superficies
que posteriormente ocasionam infec¢fes. Se uma nova substancia terapéutica consegue
suprimir o aparecimento de cepas resistentes, esta substancia provavelmente apresentara
maior eficacia e longevidade no emprego terapéutico, ganhando mais aceitacdo para uso

como terapia de escolha.



7 CONCLUSAO

Os recentes avangos na quimica inorganica medicinal demonstram perspectivas
significativas para a utilizacdo de complexos metalicos como drogas. A coordenacao de
metais a sulfonamidas representa um potencial consideravel para aumentar o arsenal de
medicamentos disponiveis para o tratamento de doengas, pois as sulfonamidas
constituem uma classe de antibacterianos relativamente segura e representam as
melhores opc¢des para combater determinados patdgenos.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que os complexos metélicos com
SMTZ apresentaram efeitos significativos na inibicdo da formagdo do biofilme da
bactéria E. coli, dessa forma é possivel afirmar que essa associacdo potencializou o
efeito antibacteriano desses compostos, tendo em vista que houve diferenca entre os
complexos de metais com SMTZ e 0s seus respectivos sais e 0 SMTZ livre. Essa
combinacdo resultou em uma acdo sinérgica e mais efetiva, demonstrando que a
coordenacdo de metais aos antibacterianos sulfonamidas pode levar a descoberta de
novos agentes. Portanto, torna-se valido investir em pesquisas no sentido de melhorar as
atividades desses complexos, investigando aspectos farmacologicos e fisiologicos que
comprovem a eficécia e seguranca dos compostos.

Este trabalho vem, portanto, encorajar novas pesquisas nos sentido de
demonstrar e melhorar a atividade destes complexos assim como torna-los aplicaveis e

seguros para pratica clinica.
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