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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Universidade Federal de Santa Maria 

 

AVALIAÇÃO DE NOVOS COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS NA 

INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO 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 deposição de bactérias em uma superfície e a sucessiva formação de biofilmes são 

fenômenos que ocorrem naturalmente na natureza, servem como estratégia de proteção 

frente a fatores agressivos externos. Os micro-organismos, quando em biofilme, geram 

grande impacto à saúde pública, pois possuem maior resistência à ação de agentes 

antibacterianos e métodos de desinfecção quando comparados aos micro-organismos na 

forma planctônica. As bactérias são os agentes microbianos que mais comumente 

produzem biofilmes em condições favoráveis. Neste contexto, Escherichia coli inclui-se 

como uma das bactérias com maior participação nos processos de adesão. Pesquisas 

visando a descoberta de novos antibacterianos são escassas, uma vez que os esforços 

estão mais direcionados no aprimoramento da das drogas já existentes. Dessa forma, o 

presente trabalho se propôs avaliar a capacidade antibiofilme do sulfametoxazol 

complexado com os metais mercúrio, cobre, cádmio e prata. Esses foram testados frente 

a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922). Para avaliar o grau de inibição da formação 

do biofilme foram utilizadas microplacas de poliestireno e a leitura da turvação 

bacteriana foi realizada em densidade óptica 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 o que exibiu 

melhor atividade contra a formação do biofilme de E. coli. Em vista disso torna-se 

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

 

 

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

 

 

Os micro-organismos são estruturas simples, presentes nos mais diversos 

habitats, entretanto são capazes de desenvolver comportamentos bastante complexos. 

Apresentam-se nos ambientes aquosos, tanto na forma planctônica com na forma séssil. 

Na forma planctônica os micro-organismos encontram-se em suspensão e dispersos no 

meio aquoso, enquanto que, na forma séssil encontram-se aderidos a superfícies sólidas 

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 distribuição variável 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 infecções e frequentemente associados a altos níveis de resistência 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 válvulas cardíacas artificiais podendo originar, além de infecções 

graves, a rejeição do material de próteses (DAVEY; O'TOOLE G, 2000; KHALID, 

2014). Infecções hospitalares em pacientes com cateteres urinários ou venosos são 

geralmente precedidas pela formação de biofilmes nas paredes internas dos cateteres, 

onde os fragmentos liberados do biofilme podem penetrar na bexiga ou na corrente 

sanguínea (MORALES et al., 2004). Os antibacterianos normalmente revertem os 

sintomas causados pelas células planctônicas, mas não têm a capacidade de destruir o 

biofilme. Por esta razão infecções por micro-organismos formadores de biofilmes 

mostram tipicamente sintomas recorrentes após 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 múltiplas drogas. Os processos infecciosos causados por 

estas bactérias geralmente estão associados com alta letalidade e altos custos de 

tratamento (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). 

E. coli uropatogênica é o agente etiológico mais frequente de infecções no trato 

urinário (ITU), além de ser uma das fontes mais comuns de bacteremia em indivíduos 
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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 formação de biofilme 

quanto maior essa disponibilidade (PETERSON; PITT, 2000). 

As altas taxas de resistência microbiana, especialmente em ambientes 

hospitalares, o decréscimo constante de novos agentes antibacterianos e a necessidade 

de agentes que atuem por mecanismos de ação diferentes dos fármacos em uso 

justificam e instigam a pesquisa de novos fármacos antibacterianos. Estes fatores 

associados aos riscos causados por infecções bacterianas persistentes relacionadas à 

formação de biofilmes tornam pertinente a avaliação da efetividade antibiofilme de 

diferentes compostos promissores. Deste modo, o presente trabalho utilizou como 

alternativa a coordenação de íons de cobre, cádmio, mercúrio, e prata ao sulfametoxazol 

na tentativa de promover a inibição da formação do biofilme de E. coli (ATCC 25922), 

na intenção de prevenir a adesão bacteriana, retardar a formação dos biofilmes e 

eliminar ou pelo menos reduzir a sua acumulação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Biofilmes 

 

 

Os micro-organismos evoluíram e desenvolveram estratégias de crescimento 

através da formação de biofilmes. Tal fenômeno é impulsionado pelo princípio da 

sobrevivência, como mecanismo de adaptação ao stresse ambiental. Sua estrutura 

evoluiu ao longo do tempo e permite a construção de uma coesa e robusta comunidade 

de células com forte comunicação intercelular (APARNA; YADAV, 2008;  DONLAN; 

COSTERTON, 2002;  FUX et al., 2005). 

Os biofilmes podem ser definidos como sistemas biológicos formados por 

comunidades de células agregadas, organizadas e funcionais, incorporadas em uma 

matriz extracelular; sendo esta, composta por substâncias poliméricas que possibilitam a 

aderência a superfícies bióticas ou abióticas. Supõe-se que o biofilme foi a primeira 

forma de vida comunitária registrada no planeta e estima-se que a maioria dos micro-

organismos na Terra estejam organizados em biofilmes. Estes podem ser formados por 

populações desenvolvidas a partir de uma única, ou de múltiplas espécies (DONLAN; 

COSTERTON, 2002;  RHOADS; WOLCOTT; PERCIVAL, 2008; KHALID, 2014). 

A formação do biofilme é uma vantagem às espécies colonizadoras, pois confere 

proteção contra micro-organismos competidores e fatores do meio, através de 

mecanismos de defesa do hospedeiro e substâncias potencialmente tóxicas (agentes 

químicos e antibacterianos). Assim o sistema de defesa do hospedeiro não consegue 

neutralizar o biofilme, e as infecções tendem a persistir por longos períodos de tempo 

(BURT et al., 2014;  COSTERTON, J W et al., 1995;  MEYER, 2003). 

Estima-se que mais de 90% dos micro-organismos vivem sob a forma de 

biofilmes e praticamente não existe nenhuma superfície que não possa ser ou vir a ser 

colonizada por bactérias. Devido ao desenvolvimento de métodos científicos mais 

avançados nas duas últimas décadas foi possível 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 composição dos biofilmes 

 

 

Os biofilmes constituem um modo de crescimento protegido, que permite a sua 

sobrevivência em ambientes hostis, podendo consistir em células de várias ou de uma 

única espécie bacteriana interagindo cooperativamente (BEHLAU; GILMORE, 2008). 

Os biofilmes são constituídos por micro-organismos, material polimérico extracelular 

(polissacarídeos, proteínas, lipídeos) e resíduos do ambiente colonizado, embebidos 

numa matriz polimérica e aderidos a uma superfície sólida, formando uma estrutura 

porosa e altamente hidratada contendo exopolissacarídeos e pequenos canais abertos por 

entre as microcolônias (LAWRENCE et al., 1991; CAPELLETTI, 2006).  

Os biofilmes são considerados estruturas porosas e adsorventes constituídos por 

cerca de 80 a 95% de água. Os micro-organismos representam somente uma parte da 

massa de biofilme que, frequentemente, é menor que 20%. As substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) envolvem todas as células microbianas, partículas retidas e 

substâncias 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 construção de 

uma comunidade de células coesa e robusta, com forte comunicação intercelular O 

biofilme maduro constitui um ecossistema organizado, onde há canais de água que 

permitem a passagem de nutrientes metabólicos e resíduos, os quais podem proteger os 

micro-organismos presentes (SHI; ZHU, 2009). 

A matriz extracelular é formada pelas próprias células e por componentes do 

ambiente, sendo de composição heterogênea e complexa. Embora prevaleçam os 

polissacarídeos, a estrutura de EPS pode também ser constituída por proteínas, ácidos 

nucléicos, glicoproteínas e fosfolipídios (CAPELLETI, 2006; MORYL, 2014). 

Os exopolissacarídeos são considerados componentes essenciais da matriz. Eles 

determinam a estrutura e a integridade funcional do biofilme, sendo responsável pela 

estrutura tridimensional do biofilme assim como pela presença de canais de água, 

caracterizando-o como uma estrutura altamente hidratada. Além disso, os 

exopolissacarídeos agem como adesivo e barreira defensiva, protegendo as células e 

auxiliando a resistir a condições adversas (CAIXETA, 2008; MORYL, 2014). 
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A matriz exopolissacarídica também é responsável por manter as células 

próximas dentro da estrutura do biofilme, permitindo, interações intercelulares. Este 

modo de organização é denominado de “quorum sensing” (QS), o qual caracteriza-se 

por um sistema de comunicação intra e interespécies de micro-organismos, baseado na 

emissão de estímulos e respostas dependentes da densidade populacional 

(BHARDWAJ; VINOTHKUMAR; RAJPARA, 2013;  FLEMMING; WINGENDER, 

2010). 

O QS pode ser definido como um mecanismo de comunicação entre bactérias, 

que ocorre por meio da produção e difusão de pequenas moléculas químicas ou 

sinalizadoras, através das membranas bacterianas. Este sistema de linguagem permite a 

coordenação do comportamento bacteriano em relação ao meio ambiente, regulando a 

expressão de genes especializados, em resposta à densidade populacional (AMMOR; 

MICHAELIDIS; NYCHAS, 2008;  BAI; RAI, 2011). A compreensão deste sistema de 

comunicação é de grande importância para o desenvolvimento de substâncias que 

degradam moléculas auto-indutoras com a finalidade de regular e inibir processos 

fisiológicos dos micro-organismos (JIANG; LI, 2013). 

 

 

2.3 Fatores que influenciam o desenvolvimento de biofilmes 

 

 

A adesão e a formação de biofilmes são limitadas pela escassez e difusão de 

nutrientes no meio ambiente, bem como pelas características do micro-organismo, as 

quais incluem a expressão dos fatores de virulência e a capacidade de produção da 

matriz exopolissacarídica (DEWANTI; WONG, 1995;  HÄNSCH, 2012). Além disso, o 

desenvolvimento dos biofilmes é dependente das condições do meio, como por 

exemplo, do Potencial Hidrogênico (pH), uma vez que grande parte dos biofilmes 

formam-se em valores próximos à 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 concentração de partículas sólidas suspensa em corrente líquida é mais um 

fator que possui influência na formação do biofilme, podendo englobar partículas 
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sólidas provenientes do meio aquoso onde está imerso (WEISSBRODT, 2013; 

WIMPENNY et al., 1993).  

A temperatura também é um fator determinante no desenvolvimento microbiano, 

e como tal, pode afetar a formação e a atividade de qualquer biofilme, bem como o tipo 

de micro-organismo que o compõe (FLACH et al., 2005; MARINHO et al., 2013) 

A concentração de nutrientes tem influência na formação de biofilmes, sendo 

requeridas quantidades mínimas de nutrientes pelos micro-organismos para que ocorra o 

seu crescimento. Quanto maior for a quantidade de nutrientes disponíveis, maior será o 

crescimento e maior será a diversidade de organismos que podem ser mantidos 

(BEHLAU; GILMORE, 2008). O ferro é um dos nutrientes necessários para o 

desenvolvimento celular bacteriano, apresentando-se como um fator relevante na 

formação de biofilme por alguns micro-organismos, como por exemplo, para 

Mycobacterium tuberculosis (CHAVES 2004; OJHA et al., 2008). 

A superfície inerte em que formam-se os biofilmes desempenha um papel 

importante na forma e no desenvolvimento do biofilme, sendo o tipo de material 

influenciável nesse desenvolvimento. A rugosidade e a porosidade da superfície 

também propiciam a adesão celular (KOUIDHI et al., 2010).  

 Características de superfície da bactéria, incluindo hidrofobicidade da superfície 

celular e carga relativa da superfície, bem como a presença de estruturas celulares 

superficiais, flagelo, fímbria, exopolissacarídeos e ácidos nucleicos têm sido apontados 

por afetarem a adesão das bactérias (FLACH; KARNOPP; CORÇÃO, 2005).  Projeções 

como fímbria e pili superariam a força de repulsão eletrostática entre célula e substrato, 

podendo auxiliar tanto na adesão da célula, quanto na busca por regiões de maior 

estabilidade, onde a microcolônia possa se formar e iniciar o desenvolvimento do 

biofilme (STEINBERG, 2011). Bactérias flageladas têm melhor predisposição para se 

aderir em ambientes com acúmulo de nutrientes e possuem vantagem sobre 

competidores não móveis, chegando mais rapidamente ao local de adesão (ZARANZA, 

2013; WIDGEROW, 2008). 
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2.4 Etapas da formação do biofilme  

 

 

A formação do biofilme ocorre por uma série de processos sucessivos. Trata-se 

de uma formação espontânea e indesejável de depósitos de micro-organismos, 

envolvendo interações físico-químicas que ocorrem através do transporte de células 

livres do meio líquido para a superfície sólida. Nesse momento ocorre a adesão inicial 

de bactérias planctônicas à superfície, sua subsequente fixação, crescimento e divisão de 

células fixas à custa de nutrientes provenientes do líquido circundante. A produção e a 

excreção de substâncias poliméricas extracelulares são seguidas por proliferação e 

acúmulo de camadas de células, formando microcolônias, as quais produzem grande 

quantidade de exopolissacarídeos (EPS) (AL-AHMAD et al., 2000;  CARPENTIER; 

CERF, 1993). 

Após a adesão à superfície, dá-se início o processo de maturação do biofilme, 

onde ocorre liberação de material celular por vários tipos de mecanismos: erosão 

superficial, descolamento, abrasão e perda de agregados maiores (Figura1) (BESTER et 

al., 2013). 

 

  

 
 

Figura 1 - Esquema dos estágios de desenvolvimento do biofilme microbiano. (1) Micro-organismos 

planctônicos. (2) Adesão a superfície. (3) Divisão e formação de microcolônias. (4) Crescimento das 

colônias e secreção de hidratos de carbono, proteínas e lípidos. (5) Biofilme maduro. (6) Desestruturação 

do biofilme e dispersão das células que darão início a novos biofilmes (Adaptado de (STOODLEY et al., 

2002). 
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2.5 Resistência bacteriana 

 

 

Um dos grandes problemas da saúde pública no Brasil e no mundo é a 

resistência de bactérias a antibacterianos. Bactérias que eram reconhecidamente 

sensíveis às drogas rotineiramente utilizadas na clínica, se apresentam agora resistentes 

aos fármacos disponíveis no mercado (GUILLEMOT, 1999;  ROCHA et al., 2011). 

A resistência aos antibacterianos é um fenômeno relacionado ao surgimento de 

linhagens bacterianas não sensíveis, capazes de se multiplicar na presença de 

concentrações de antibacterianos mais elevadas do que aquelas utilizadas na clínica. As 

infecções causadas por bactérias resistentes apresentam maior preocupação devido ao 

reduzido arsenal terapêutico disponível para tratamento nestes casos (ALANIS, 2005;  

WELLINGTON et al., 2013) 

A seleção natural de linhagens resistentes promovida pelo uso descontrolado dos 

antibacterianos originou uma competição entre a tecnologia da indústria farmacêutica e 

a evolução microbiana. A cada novo antibacteriano introduzido na prática clínica ocorre 

o desenvolvimento da resistência bacteriana ao mesmo (ARAJ et al., 2012;  TAVARES, 

2002). 

Durante as décadas iniciais da era antibiótica, a taxa de desenvolvimento de 

novas drogas e os padrões de uso foi de tal ordem que, quando a resistência a 

determinado agente antibacteriano era detectada, este era prontamente substituído por 

um novo composto para tratar o patógeno resistente. Entretanto, nos últimos anos, 

ocorreu uma aceleração no surgimento de bactérias multirresistentes, que não foi 

acompanhada pela indústria farmacêutica, com um declínio na produção destes 

compostos, devido a falta de inovação no que se refere à introdução de novas classes de 

antibacterianos. Desta forma, o controle e o tratamento de diversas infecções, 

especialmente as de origem hospitalar, ficaram prejudicados (BUTLER; BUSS, 2006;  

FERNANDES, 2006;  SHEA, 2003; YUN, 2012).  Devido a essas dificuldades os 

produtos vêm 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 difusão interna de nutrientes e oxigênio, conferem proteção contra os 

mecanismos de defesa do hospedeiro e a entrada de antibacterianos, o que dificulta a 
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difusão de fármacos nos tecidos conferindo maior resistência (DONLAN; 

COSTERTON, 2002;  VAN ACKER; VAN DIJCK; COENYE, 2014). 

Após a formação de biofilme e o estabelecimento de uma infecção, terapias com 

antibacterianos tornam-se menos eficazes. A concentração de antibacterianos necessária 

para eliminar bactérias produtoras de biofilme é de 10 a 1000 vezes maior que a 

necessária para eliminar as mesmas espécies em estado planctônico (FRANK; PATEL, 

2007;  RÖMLING; BALSALOBRE, 2012). Com isso, a formação de biofilmes 

bacterianos geralmente dificulta o tratamento de infecções relacionadas a dispositivos 

médicos (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014). 

 

 

2.6 Importância clínica 

 

 

Os biofilmes desempenham papel fundamental no desenvolvimento de doenças 

infecciosas e representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza. 

São cruciais no desenvolvimento de infecções e frequentemente associados a altos 

níveis de resistência a agentes antibacterianos. Desenvolvem-se preferencialmente em 

superfícies 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 após 3 dias da inserção de um cateter 

e que predominam na superfície externa do dispositivo após 10 dias. Contudo, com o 

aumento da duração da permanência para mais de 30 dias, a formação é predominante 

no lúmen do cateter (COSTERTON, J. W. et al., 1999;  DONLAN; COSTERTON, 

2002). Desse modo, cerca de 70% de todas as infecções nosocomiais estão relacionadas 

à presença 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 colonização de superfícies de dentes, 

que originam a cárie dentária e outras doenças da boca. Podem colonizar lentes de 

contato, originando infecções graves. Cateteres e implantes plásticos como válvulas 
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cardíacas artificiais podem ser acometidos por biofilmes, podendo causar doenças 

graves e rejeições do material de próteses (HORCH, et al., 2013). Quando biofilmes se 

formam sobre ou dentro de aparatos médico-hospitalares, podem disseminar infecções 

nosocomiais, constituindo uma séria ameaça à saúde pública. Tem-se observado 

também a formação de biofilmes em micrografias eletrônicas do trato vaginal, bucal e 

intestinal o que é considerado indesejável e extremamente prejudicial à saúde 

(ARCIOLA et al., 2003).  

Pelo menos metade de todos os casos de infecções hospitalares estão associados 

com dispositivos médicos, e esses geralmente são precedidos pela formação de 

biofilmes. Em dispositivos como cateteres o biofilme pode se localizar nas paredes 

internas, sendo capaz de ocorrer liberação de fragmentos do biofilme, os quais tendem 

penetrar na bexiga ou na corrente sanguínea, causando graves infecções 

(GUGGENBICHLER et al., 2011;  MORALES et al., 2004). 

Alguns micro-organismos representam extrema preocupação para a saúde 

pública por apresentarem resistência a antibacterianos devido à formação de biofilmes. 

Dentre elas estão Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Os processos infecciosos causados 

por esses micro-organismos geralmente estão associados com alta letalidade e altos 

custos de tratamento (CHEN; YU; SUN, 2013;  DEMAIN; SANCHEZ, 2009;  ROCHA 

et al., 2011). 

 

 

2.7 Escherichia coli 

 

 

E. coli é um dos micro-organismos mais versáteis encontrados na natureza, 

pertence à família Enterobacteriaceae, e está presente no trato gastrintestinal de 

humanos e animais de sangue quente, fazendo parte da microbiota normal. São 

bastonetes Gram negativos, não esporulados, anaeróbios facultativos, crescem bem em 

meio de cultura sintético contendo nutrientes simples e são fermentadores de açúcar 

(ANANIAS; YANO, 2008;  KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

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

adaptação a novos nichos e a capacidade de causar um amplo espectro de doenças. Em 
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condições de imunossupressão pode ocorrer a disseminação e colonização deste 

micorganismo para o sistema nervoso central, o trato urinário e o sangue (JOHNSON; 

RUSSO, 2005;  WILES; KULESUS; MULVEY, 2008).  

E. coli uropatogênica é o agente etiológico que mais frequentemente ocasiona 

infecções no trato urinário (ITU). A cistite aguda é a forma mais comum de ITU, 

todavia podem ocorrer complicações como a pielonefrite aguda. A frequência de cistite 

aguda entre as mulheres jovens é de 0,5-0,7 episódios por pessoa por ano. 

Aproximadamente 25% das mulheres que tiveram um episódio de cistite aguda 

desenvolvem ITU recorrente (RAZ, 2014).  

E. coli é também uma das fontes mais comuns de bacteremia em indivíduos 

hospitalizados. O relato de E.coli produtora de Betalactamase de Espectro Estendido 

(ESBL) em ambiente hospitalar e na comunidade, com perfil de resistência a 

betalactâmicos, ciprofloxacino, e sulfametoxazol-trimetoprim sinaliza a preocupante 

dimensão do problema (BIEDENBACH et al., 2004; MAYER 2011). 

E. coli é responsável por 80% das ITUs, sendo que, 95% de todas estas infecções 

desenvolvem-se em uma rota ascendente e está frequentemente relacionada com a 

implantação de dispositivos médicos. A produção de biofilme por E. coli está associada 

à virulência da bactéria, podendo esta causar infecções intestinais ou extra-intestinais 

(JOHNSON; RUSSO, 2005;  MULVEY, 2002;  SHARMA; BEARSON, 2013).  

A formação eficiente de biofilme por E. coli ocorre devido à produção 

aumentada de curli, esse são apêndices adesivos proteicos, de natureza amilóide, que 

permitem às células aderir umas às outras e a várias superfícies. Os genes necessários 

para a produção de curli estão agrupados nos operons csgBA e csgDEFG, que 

codificam as subunidades curli e regulam a sua transcrição e transporte, esses operons 

csgBA e csgDEFG são expressos em isolados ambientais e clínicos 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 está 

relacionada com a disponibilidade de nutrientes no meio, onde: quanto maior a 

disponibilidade, mais evidente a formação do biofilme (AMATO; BRYNILDSEN, 

2014;  PETERSON; PITT, 2000). 
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 2.8 Estratégias de controle 

 

 

Várias abordagens têm sido empregadas para contornar os mecanismos de 

resistência das bactérias, uma delas é a terapia combinada, que consiste na 

administração conjunta de dois fármacos que atuam sobre alvos biológicos distintos. A 

associação de compostos antibacterianos é realizada com base na suscetibilidade 

microbiana, pois a potencialização do efeito antibacteriano é usualmente obtida quando 

o micro-organismo é suscetível a cada uma das drogas adotadas (MITSUGUI et al., 

2011;  NIGHTINGALE; MURAKAWA; AMBROSE, 2001). A maior vantagem dessa 

estratégia reside em uma esperada ampliação dos espectros de ação dos antibacterianos 

e na prevenção da emergência de organismos resistentes (DRAGO et al., 2007).  

Outra alternativa usada pelas indústrias farmacêuticas para solucionar o 

problema da resistência bacteriana têm sido a modificação da estrutura de fármacos já 

existentes, na tentativa de torná-los mais eficientes ou de recuperar a atividade 

prejudicada pelos mecanismos bacterianos de resistência  (SAKAGAMI; KAJAMURA, 

2006).  

A utilização de uma abordagem hibrida, têm sido considerada para solucionar o 

problema da resistência bacteriana, esta utiliza a combinação de dois fármacos 

diferentes a uma única molécula a qual tem a finalidade de criar um modelo com caráter 

farmacológico superior (BARREIRO; FRAGA, 2008). O composto resultante pode 

interagir e modular independentemente dois alvos biológicos distintos e, 

simultaneamente, se acumular em ambos os sítios de atuação (POKROVSKAYA et al., 

2009). Este composto híbrido, por apresentar requisitos químicos que o permitem 

interagir com o sítio ativo de diferentes biomacromoléculas, oferece a possibilidade de 

tratamento de micro-organismos resistentes aos antibacterianos mais utilizados e a 

redução do risco de desenvolvimento de novas cepas resistentes (WANG et al., 2012; 

MAIA, 2014). 

A combinação de substâncias já existentes e a modificação na estrutura química 

de antibacterianos são métodos que podem ser empregados no combate a micro-

organismos resistentes. Estudos na literatura demonstraram que a associação de metais a 

antibacterianos também pode ser eficaz na reversão da resistência microbiana, 
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originando assim uma promissora estratégia no que se refere à produção de novos 

fármacos (DRAGO et al., 2007;  WRIGHT; SUTHERLAND, 2007).  

Devido ao papel significativo na ciência os metais foram atraindo um interesse 

contínuo como agentes antibacterianos (KHALID, 2014). Dado o sucesso dos 

compostos de platina no tratamento do câncer, muitos pesquisadores direcionaram 

esforços no sentido de desenvolver novas drogas à base de metais e, como 

consequência, atualmente há vários compostos inorgânicos sendo utilizados na clínica 

médica, dentre os quais podemos citar os complexos de ouro, empregados no tratamento 

da artrite reumatoide; o nitroprussiato de sódio, um complexo de ferro (III) eficaz no 

tratamento da hipertensão; o carbonato de lítio, que tem ação antidepressiva; a 

sulfadiazina de prata, que previne e trata infecções em pacientes queimados e os 

compostos de bismuto utilizados na erradicação da bactéria Helicobacter pylori 

(COHEN, 2007;  ROCHA et al., 2011).  

A modulação simultânea de mais de um alvo molecular essencial ao 

funcionamento e manutenção da vida do micro-organismo, tem sido considerada uma 

das alternativas mais promissoras para solucionar o problema associado ao 

desenvolvimento de resistência (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 introdução das sulfonamidas em 1930 

e da penicilina na década posterior provocaram um grande avanço no tratamento de 

doenças infecciosas, causando uma diminuição drástica nas taxas de mortalidade e uma 

enorme sensação de bem-estar (BUTLER; BUSS, 2006;  HEVENER et al., 2009). As 

sulfonamidas constituem um dos grupos utilizados na prática clínca, em razão do baixo 

custo e da relativa eficácia em algumas doenças bacterianas comuns. Apresentam ação 
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bacteriostática, possuem espectro de ação contra bactérias Gram-positivas e negativas e 

alguns protozoários (PORTA, 2006).  

As sulfonamidas são análogos estruturais e antagonistas competitivos do ácido 

p-aminobenzóico (PABA) (Figura 2) impedindo a sua utilização pelas bactérias na 

síntese do ácido fólico. Os micro-organismos sensíveis são aqueles que exigem a 

presença do PABA para sintetizar seu próprio ácido fólico. O efeito bacteriostático 

(ação de uma substância ao inibir o crescimento bacteriano ou interromper a sua 

reprodução) induzido pelas sulfonamidas é anulado competitivamente pelo PABA 

(GILMAN, 2006).  

As sulfonamidas não afetam as células de mamíferos através deste mecanismo, 

visto que necessitam de ácido fólico pré-formado por serem incapazes de sintetizá-lo. 

Apesar de alguns efeitos adversos, as sulfas constituem-se em uma classe relativamente 

segura de antibacterianos e representam, ainda, as melhores opções para determinados 

patógenos. As sulfas distribuem-se por todo o organismo, incluindo o líquor e o fluido 

sinovial. Dentre os exemplos de sulfonamidas destacam-se a sulfadiazina, 

sulfadimidina, sulfametopirazina e sulfametoxazol (RANG et al., 1998;  ‘ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Representação estrutural da sulfonamida e do ácido p-aminobenzóico (PABA) 
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2.9.2 Sulfametoxazol 

 

 

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

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

benzeno sulfonamida, conhecido comercialmente como sulfametoxazol (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Representação estrutural da sulfametoxazol. 

 

 

O sulfametoxazol destaca-se pelas características de estabilidade, fácil 

solubilidade, baixo custo e o seu potencial farmacológico. É um inibidor competitivo do 

ácido p-aminobenzóico, sendo uma droga essencialmente bacteriostática, usada no 

tratamento de infecções do trato urinário e como antisséptico (SALTER, 1982). 

Comumente, encontra-se associado ao trimetoprim, esta apresentação, é composta por 

dois componentes ativos que agem sinergicamente pelo bloqueio sequencial de duas 

enzimas que catalisam estágios sucessivos da biossíntese do ácido fólico no micro-

organismo. Este mecanismo habitualmente resulta em atividade bactericida in vitro em 

concentrações nas quais as substâncias individualmente são apenas bacteriostáticas 

(ANVISA, Bulário eletrônico).   

A associação de sulfametoxasol e trimetoprim tem apresentado atividade 

sinérgica contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

demonstrando ação inclusive em Mycobacterium tuberculosis (HUANG et al., 2012). 

Essa associação tem sido utilizada no tratamento da pneumonia, infecções do trato 

urinário, 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 não fermentadoras (LIVERMORE et al., 2014), como 

Burkholderia cepacia, Alcaligenes spp, Pseudomanas pseudomallei, Stenotrophomonas 

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

 

  

2.10 Complexos metálicos 

 

 

 As atividades exercidas por íons metálicos nos meios biológicos têm 

estimulado a pesquisa e o desenvolvimento de compostos inorgânicos como agentes 

terapêuticos. Estudos recentes indicam que diferentes tipos de metais podem causar 

diferentes tipos de lesões em células bacterianas, ocorrendo devido ao estresse 

oxidativo, disfunção de proteínas ou também causando danos a membrana. Metais não 

essenciais como a prata e o mercúrio são extremamente tóxicos para a maioria das 

bactérias, apresentando atividade antibacteriana em concentrações muito baixas 

(COHEN, 2007;  LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013). 

Embora alguns complexos metálicos estão entre os antibacterianos mais 

amplamente utilizados, a avaliação de novos complexos com essa atividade se torna 

necessária e de grande importância. A coordenação de metais a fármacos representa um 

potencial considerável para aumentar o arsenal de drogas disponíveis para tratamento de 

uma série de enfermidades (COHEN, 2007;  LEMIRE et al., 2013;  SABOUNCHEI et 

al., 2014). 

Considerando a importância do estudo de medicamentos à base de metais o 

presente estudo utilizou compostos obtidos a partir da interação da sulfametoxazol com 

acetatos de cobre, cádmio, mercúrio, e cloreto de prata.  

As concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos compostos foram previamente 

determinadas por MARQUES (2007), sendo essas representadas nas tabelas 1 e 2. 
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Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima dos compostos SMTZ frente à bactéria E. 

coli. Valores determinados em µg mL
-1

. 

 

 

 

Tabela 2: Concentração Inibitória Mínima dos respectivos sais metálicos de mercúrio, 

cobre, cadmio e prata frente à bactéria E. coli. Valores determinados em µg mL
-1

. 

 

Composto E. coli 

Hg(CH3COO)2 32 

Cu(CH3COO)2.H2O 512 

Cd(CH3COO)2.2H2O 512 

AgCl 256 

 

Composto E. coli 

SMTZ 512 

[Hg(sulfametoxazolato)2].2DMSO 2 

[Cu(µ-CH3COO)4(sulfametoxazolato)2] 512 

[Cd(sulfametoxazolato)2(CH3OH)2]n.x(CH3OH) 16 

[Ag(sulfametoxazolato)]   64 



31 

 

3 OBJETIVOS 

 

 
3.1 Objetivo geral 

  

 

Avaliar a atividade antibiofilme do Sulfametoxazol complexado com metais sobre 

biofilme de Escherichia coli. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

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

3.2.2 Verificar a capacidade dos compostos testados quanto à inibição da formação de 

biofilme bacteriano; 

3.2.3 Comparar os resultados da sulfametoxazol livre com os compostos coordenados 

aos metais; 

3.2.4 Avaliar se os compostos que combinam sulfametoxazol e metais são mais efetivos 

do que estes elementos isoladamente (sais); 

3.2.5 Determinar a Concentração Mínima de Inibição de Biofilme (CMIB). 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Compostos 

 

 

Para a realização dos métodos experimentais frente à fragilidade da matriz 

polimérica dos biofilmes foram utilizados compostos químicos a base de sulfa e metais 

e seus respectivos sais, sintetizados no laboratório de materiais inorgânicos (LMI) do 

departamento de química UFSM conforme MARQUES (2007).  

 

 

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

 

 

 

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 (CRÉMET 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 inibição da formação do biofilme foi testada conforme 

LAZZAROTO, 2010, com algumas modificações. Efetuada em placas de microtitulação 

onde os orifícios da microplaca foram preenchidos com 180 µL de caldo Müller Hinton 

e 100 µL dos compostos. Realizaram-se diluições em série e foram adicionados 20 µL 

de suspenção bacteriana 0,5 na escala de Mc Farland (1,5 x 10 
8 

unidades formadoras de 

Sulfametoxazol livre ___ 

[Hg(sulfametoxazolato)2].2DMSO Hg(CH3COO)2 

[Cu(µ-CH3COO)4(sulfametoxazolato)2 Cu(CH3COO)2.H2O 

[Cd(sulfametoxazolato)2(CH3OH)2]n.x(CH3OH) Cd(CH3COO)2.2H2O 

[Ag(sulfametoxazolato)] AgCl 
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colônias (UFC)/mL). Posteriormente ao tempo de incubação (24 horas), o conteúdo dos 

poços foi aspirado e a placa foi lavada três vezes consecutivas com 200 µL de salina 

estéril, de modo a excluir quaisquer células fracamente aderidas na superfície. A fixação 

do biofilme foi realizada adicionando-se 150 µL de metanol (P.A.) por 20 minutos, e 

após foi corado com 150 µL de solução 0,5% de cristal violeta por 15 minutos. A placa 

foi então lavada com água corrente para retirar o excesso de corante e deixada a 

temperatura ambiente até estar totalmente seca. 

Decorrido esse período foram adicionados 150 µL de etanol 95% ao botão 

corado, e deixado em repouso por 30 minutos. As absorbâncias foram medidas em um 

leitor de placas (ELISA), no λ = 570 nm, de acordo com (WAKIMOTO et al., 2004). 

 

 

4.4 Análise estatística 

 

 

As leituras de densidade óptica obtidas no ensaio de formação de biofilme foram 

expressas em média ± erro padrão. Utilizou-se ANOVA de uma via seguido pelo 

Bonferroni’s Multiple Comparison Test, considerando-se diferença estatística quando p 

< 0,05. Para a realização dos gráficos, utilizou-se o software GraphPad Prism versão 

5.01. 
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5 RESULTADOS 

 

 

De acordo com a figura 4 o SMTZ livre foi capaz de inibir o crescimento do 

biofilme a partir da concentração de 256 µg/mL, não apresentando grande significância 

sobre o biofilme de E. coli. 
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Figura 4: Efeito de diferentes concentrações de sulfametoxazol (SMTZ) livre, na inibição da formação 

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 o complexo 

[Hg(sulfametoxazolato)2].2DMSO  (SMTZ+Hg) (figura 5A) e o sal de mercúrio 

Hg(CH3COO)2 (figura 5B) foram capazes de inibir a formação do biofilme de E. coli 

em todas as concentrações testadas. Pode-se observar  que a CIM da SMTZ complexada 

com mercúrio é inferior a CIM do sal de mercúrio isolado. 
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Figura 5: Efeito dos compostos de mercúrio frente à inibição da formação do biofilme da bactéria E. 

coli. 

 

Conforme a figura 6, pôde-se observar que todas as concentrações testadas de 

[Cu(µ-CH3COO)4(sulfametoxazolato)2] (SMTZ+Cu) e do sal de cobre 

Cu(CH3COO)2.H2O mostraram-se capazes de inibir a formação do biofilme. Os dois 

testes apresentaram resultados semelhantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Efeito dos compostos de cobre frente à inibição da formação do biofilme da bactéria E. coli.  
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Os resultados demostrados na figura 7B) expressam que o sal de cádmio 

Cd(CH3COO)2.2H2O foi capaz de inibir a formação do biofilme em todas as 

concentrações testadas, já o complexo [Cd(sulfametoxazolato)2(CH3OH)2]n.x(CH3OH 

(SMTZ+Cd) (figura 7A) inibiu a formação do biofilme até a concentração de 2 µg/mL. 

Pode-se observar que a CIM do complexo SMTZ+Cd é expressivamente menor que a 

CIM do sal de Cd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Efeito dos compostos de cádmio frente à inibição da formação do biofilme da bactéria E. 

coli. 

  

 O sal de prata (AgCl) não foi capaz de inibir a formação do biofilme, em 

contrapartida o composto [Ag(sulfametoxazolato)] (SMTZ+Ag) inibiu o crescimento do 

biofilme em todas as concentração testadas. Os resultados podem ser visualizados na 

figura 8. 
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Figura 8: Efeito dos compostos de prata frente à inibição da formação do biofilme da bactéria E. coli. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A sulfonamidas têm atraído cada vez mais atenção na química supramolecular, 

uma vez que combinam os recursos necessários para várias atividades biológicas e a 

coordenação de metais por meio de grupos fenilamino e sulfonil-ácido (SHAH et al., 

2013). A associação de vários componentes em biomoléculas permite que eles atuem de 

forma cooperativa ou sinérgica (TOMA, 2005). 

Células crescidas em biofilme expressam propriedades distintas das células 

planctônicas e a principal diferença é o aumento da resistência microbiana frente a 

agentes antibacterianos frequentemente utilizados na prática clínica (CHUA et al., 

2014). O SMTZ, apesar de ser um fármaco utilizado para o tratamento de infecções 

bacterianas não exibiu ação relevante contra o biofilme bacteriano, este foi capaz de 

inibir o crescimento do biofilme a partir da concentração de 256 µg/mL (figura 4), 

apenas uma diluição abaixo de sua CIM. Em concentrações abaixo da CIM não 

apresentou resultados significativos. Corroborando com nossos resultados, estudos 

revelam que SMTZ (livre), apresentou-se pouco eficiente, não apresentando efeito 

contra o biofilme bacteriano (KOSTENKO et al., 2010).  

Alguns metais desempenham funções celulares que não podem ser cumpridas 

por moléculas orgânicas, 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 metabólicas de forma seletiva eliminando bactérias 

multirresistentes (LEMIRE et al., 2013). Sais metálicos de Hg, Cu, Cd e Ag quando 

entram em contato com o meio de cultura, se dissociam ocasionando uma diminuição 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 

os metais coordenados com o SMTZ não 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 

(CH3COO)2 exibiu excelente atividade antibiofilme, inibindo o mesmo a partir da 

concentração 0.31 µg/mL, reduzindo significativamente a formação 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 lipídeos da membrana celular bacteriana e assim afetar os 

mecanismos de crescimento e desenvolvimento das bactérias. 

O composto de coordenação SMTZ+Cu apresentou atividade semelhante ao seu 

sal Cu(CH3COO)2.H2O, porém, quando comparados a SMTZ livre, os compostos de 

coordenação exibiram atividade considerável na inibição da formação do biofilme. 

Além de apresentar atividade antibacteriana o complexo de SMTZ+Cu apresenta boa 

atividade antifúngica 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 sensível quando incubada junto ao sal de Cd 

(CH3COO)2.2H2O, vindo ao encontro de nosso estudo, onde os compostos de cádmio 

também mostraram-se efetivos (RENSING; MITRA; ROSEN, 1997). Biofilmes como o 

de E. coli possuem capacidade de bissorção, com uma alta afinidade para captação de 

metais como Cd, Cr e Ni, (QUINTELAS et al., 2008). Essa propensão pode estar 

diretamente relacionada com a eficácia do complexo SMTX+Cd. Devido a maior 

capacidade de o Cd penetrar no biofilme da bactéria, o SMTX pode agir nos micro-

organismos envoltos pelo biofilme.  

Segundo KOSTENKO et al., (2010) biofilmes tratados com prata e 

sulfametoxazol demonstraram-se sensíveis, da mesma forma, em nosso estudo, onde 

complexo SMTZ+Ag mostrou-se bastante efetivo na inibição da formação do biofilme. 

A inibição da formação do biofilme pelo complexo SMTZ+Ag apresentou-se de acordo 

com o grau da sua concentração, havendo um aumento proporcional na formação do 

biofilme à medida que a concentração de SMTZ+Ag foi diminuída.  

A eficácia do complexo estaria diretamente relacionada com a liberação 

constante de cátions de Ag meio, esses agiriam causando danos à membrana celular e ao 

DNA bacteriano provocando a morte das células alvo dentro do biofilme (KOSTENKO 

et al., 2010). Como a tolerância dos biofilmes aos cátions metálicos é tempo 

dependente, acredita-se que o SMTX-Ag teve uma melhor atividade antibiofilme que 

seu sal AgCl, devido a este composto coordenado liberar mais lentamente estes íons de 

Ag (HARRISON; TURNER; CERI, 2005). 

Comparando-se os valores da CIM e as concentrações capazes de inibir o 

biofilme para os compostos coordenados de Hg, Cd, Cu e Ag, observou-se que todos 

foram capazes de inibir a formação do biofilme em concentrações menores que sua 

respectiva CIM. Deste modo, comprovou-se que houve uma inibição do biofilme e não 
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a apenas a inibição do crescimento bacteriano, já que em concentrações acima da CIM 

os micro-organismos não estariam viáveis para a formação das películas. 

Segundo ROCHA et al., (2011) um dos motivos seria o fato de o 

condicionamento superficial estar prejudicado pelos complexos, pois a adsorção de 

substâncias que incluem nutrientes, moléculas orgânicas e inorgânicas, são importantes 

para o crescimento das células, sendo que a falta desses elementos prejudica adesão das 

células. O tratamento com complexos de sulfametoxazol com metais também pode ter 

produzido um biofilme desfavorável o qual promoveria um descolamento, reduzindo 

assim a aderência à superfície.  

O aumento da atividade antibacteriana de compostos em coordenação com os 

íons metálicos pode ocorrer devido à presença de um sistema de doadores presente nos 

compostos não coordenados. Estes grupos doadores e a deslocalização de elétrons 

dentro do quelato, reduzem a polaridade do metal complexado. O processo de quelação 

aumenta, portanto, o caráter lipofílico do átomo de metal central, que por sua vez 

favorece a penetração do complexo através da camada lipóide da membrana celular do 

micro-organismo (CHOHAN et al., 2010). 

A eficácia dos compostos coordenados na inibição da formação do biofilme é 

uma ferramenta promissora para a redução da colonização microbiana em superfícies 

que posteriormente ocasionam infecções. Se uma nova substância terapêutica consegue 

suprimir o aparecimento de cepas resistentes, esta substância provavelmente apresentará 

maior eficácia e longevidade no emprego terapêutico, ganhando mais aceitação para uso 

como terapia de escolha. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Os recentes avanços na química inorgânica medicinal demonstram perspectivas 

significativas para a utilização de complexos metálicos como drogas. A coordenação de 

metais a sulfonamidas representa um potencial considerável para aumentar o arsenal de 

medicamentos disponíveis para o tratamento de doenças, pois as sulfonamidas 

constituem uma classe de antibacterianos relativamente segura e representam as 

melhores opções para combater determinados patógenos.  

Os resultados obtidos neste estudo revelam que os complexos metálicos com 

SMTZ apresentaram efeitos significativos na inibição da formação do biofilme da 

bactéria E. coli, dessa forma é possível afirmar que essa associação potencializou o 

efeito antibacteriano desses compostos, tendo em vista que houve diferença entre os 

complexos de metais com SMTZ e os seus respectivos sais e o SMTZ livre. Essa 

combinação resultou em uma ação sinérgica e mais efetiva, demonstrando que a 

coordenação de metais aos antibacterianos sulfonamidas pode levar à descoberta de 

novos agentes. Portanto, torna-se válido investir em pesquisas no sentido de melhorar as 

atividades desses complexos, investigando aspectos farmacológicos e fisiológicos que 

comprovem a eficácia e segurança dos compostos. 

Este trabalho vem, portanto, encorajar novas pesquisas nos sentido de 

demonstrar e melhorar a atividade destes complexos assim como torná-los aplicáveis e 

seguros para prática clínica. 
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ABSTRACT 

 

Background: Microorganisms in the form of biofilm represent the predominant type of 

microbial growth in nature, playing a crucial role in the development of infections and 

being frequently associated with high levels of resistance to antimicrobial agents. 

Therefore, the objective of the following research was to evaluate the inhibition 

capacity of biofilm formation by sulfamethoxazole (SMTZ) when complexed with the 

metals mercury, copper, cadmium, and silver; and tested on the bacteria Escherichia 

coli (ATCC 25922).  

Results: In this study, we were used the Microtiter plates to assess the degree of 

inhibition in biofilm formation through the reading of absorbance values. The results 

showed that SMTZ antibacterial was able to inhibit biofilm growth. However, when the 

SMTZ was combined with mercury (SMTZ-Hg), copper (SMTZ-Cu), cadmium 

(SMTZ-Cd), and silver (SMTZ-Ag) the inhibition of the biofilm formation occurred at 

lower concentration than the one with SMTZ.  

Conclusion: The results indicated that the tested compounds were significantly active 

against Escherichia coli biofilm formation, being promising also against other bacterial 

species. 

 

Keywords: Bacterial biofilm; Sulfamethoxazole; Metals, Antimicrobial 

complexes and Potential drugs.  
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INTRODUCTION 

 

Biofilms can be defined as complex functional structures, which have a variable 

distribution of cells and cell aggregates and constitute a protected mode of living for 

microorganisms (1). Microorganisms in biofilm represent the predominant type of 

microbial growth in nature and are crucial in the development of infections, being 

frequently associated with high levels of resistance to antimicrobial agents (2). 

Bacterial biofilms can colonize teeth, contact lenses, catheters and artificial heart 

valves, causing, in addition to serious infections, rejection of prosthetic material (3, 4). 

Nosocomial infections in patients with venous or urinary catheters are generally 

preceded by the formation of biofilm on the catheters inner walls, in which cases the 

fragments released from the biofilm can penetrate the bladder or the bloodstream (5). 

The uropathogenic Escherichia coli is the most common etiologic agent of 

urinary tract infections (UTI), aside from being one of the most common causes of 

bacteremia in hospitalized individuals (6). Due to its ability to form thick biofilm, E. 

coli bacteria have been broadly used in models for studies. According to Peterson et al. 

(7), its ability to form biofilm is directly related to the availability of nutrients in the 

medium; the greater the availability, the more evident becomes the biofilm. 

The combination of sulfamethoxazole (SMTZ) with metals can result in 

compounds with potential biological activity, since the interaction of the diverse metal 

ions with the antimicrobial may occur in different ways, leading to a series of new 

structures with distinct physical, chemical, and biological properties (8). 

In order to prevent bacterial adhesion, detain biofilm formation, and eliminate - 

or at least reduce - its accumulation, many strategies could be employed. This study 

used the application of compounds derived from the coordination of ions of copper 

(Cu), cadmium (Cd), mercury (Hg), and silver (Ag) with SMTZ as an attempt to 

promote the inhibition of E. coli (ATCC 25922) biofilm formation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Microorganisms 
In order to evaluate the inhibition of bacterial biofilm formation, it has been used 

the strain of Escherichia coli (ATCC 25922), inasmuch as it detains the ability to form 

biofilm (7). The fragility of the polymeric matrix of biofilms was tested by the exposure 

to complexes derived from interaction of several metal centers with SMTZ antibacterial.  

 

Compounds 
The synthesis and the minimum inhibitory concentrations (MICs) of the 

compounds were determined as previously described (9), as shown in Tables 1 and 2. 

The compounds tested were [Hg(sulfametoxazolato)2].2DMSO (SMTZ-Hg), [Cu(µ-

CH3COO)4(sulfametoxazolato)2] (SMTZ-Cu), [Ag(sulfametoxazolato)]  (SMTZ-Ag), 

[Cd(sulfametoxazolato)2(CH3OH)2]n.x(CH3OH) (SMTZ-Cd), Hg (CH3COO)2 (salt of 

Hg), Cu (CH3COO)2.H2O (salt of Cu), Cd (CH3COO)2.2H2O (salt of Cd) and AgCl (salt 

of Ag). These compounds were dissolved in DMSO and diluted in Mueller-Hinton 

broth.  

 

Inhibition of biofilm formation 

The ability of inhibiting biofilm formation was tested in microtiter plates 

according to the method described (10) with some modifications. The wells were filled 

with 180 µL of Mueller - Hinton broth and 100 mL of sulfa compounds. Serial dilutions 
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were performed and 20 µL of bacterial suspension - at 0.5 McFarland - was added. The 

plates were then incubated at room temperature for 18 hours. After the incubation 

period, the Mueller-Hinton broth with bacterial growth was aspirated and biofilm 

formed on the bottom of the well was washed three times with 200 µL of sterile saline. 

Fixation of biofilm was performed by adding 150 µL of methanol (P.A.) for 20 min. 

Methanol solution was removed and biofilm was dyed with 150 µL of 0.5% crystal 

violet solution for 15 min. After this period, the plate was washed with running water to 

remove excess dye and then dried at room temperature. 

In order to allow the reading of the plates, 150 µL of 95% ethanol was added to 

the dyed button, and after a 30 min period, the absorbance was quantified at 570 nm as 

previously described (11), using Spectra Max Plate Reader® M2 (Molecular Devices), 

Sunnyvale, California, USA. 

 

Statistical Analysis 
The optical density readings obtained in the biofilm formation assay were 

expressed in mean ± standard error. It was used one-way ANOVA followed by 

Bonferroni's Multiple Comparison Test, considering statistical difference when p < 

0.05. Graph Pad Prism software, version 5.01, was used in order to set the graphics. 

 

RESULTS  

 

SMTZ in the biofilm assay 

Fig. 1 showed that the SMTZ is able to reduce the E. coli biofilm formation only 

from the concentration 256 µg/ml.  

 

Hg and SMTZ-Hg in the biofilm assay 
The complex SMTZ-Hg (Fig. 2A) and the salt of Hg (Fig. 2B) were capable to 

inhibit the biofilm formation in all concentrations tested. However, the MIC to the 

SMTZ-Hg is lower than the one found to the salt of Hg. 

 

Cu and SMTZ-Cu in the biofilm assay 
The SMTZ-Cu (Fig. 3A) decreased the biofilm formation significantly when 

compared with the control group form the first concentration tested (16 µg/mL). In the 

same line, the salt of Cu (Fig. 3B) also inhibited the E. coli biofilm formation from the 

concentration 16 µg/mL. 

 

Cd and SMTZ-Cd in the biofilm assay 
The Fig. 4B presented that the salt of Cd was capable of inhibiting the biofilm 

formation in all concentrations tested. SMTZ-Cd (Fig. 4A) presented inhibitory effect 

on the biofilm formation from the concentration 2 µg/mL. In this way, it is possible to 

affirm that the MIC of SMTZ-Cd is lower than the one found to the salt of Cd. 

 

AgCl and SMTZ-Ag in the biofilm assay 

The salt of Ag (Fig. 5B) only presented significant results from the concentration 

256 µg/mL, while that the SMTZ-Ag (Fig. 5A) presented an inhibitory effect on the 

biofilm formation from the lowest concentration tested (2 µg/mL).  
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DISCUSSION 

 

Biofilms of different microorganisms, including E. coli, are usually tolerant to 

free metal ions, often being favored by them (12). When metal salts of Hg, Cu, Cd, and 

Ag are in contact with the culture medium, they dissociate causing a decrease in the 

antibiofilm activity, whereas when coordinated to the SMTZ, they have greater activity 

against bacterial biofilms. It probably happens, since the metals coordinated with the 

SMTZ do not dissociate, or dissociate slowly. Many studies have made it clear that cells 

grown on biofilm express different properties from planktonic cells and the main 

difference is the increase of microbial resistance against antimicrobial agents commonly 

used in clinical practice (13).  

SMTZ appeared to be less efficient in inhibiting the growth of the biofilm, it was 

able to inhibit biofilm growth at concentrations of 256 µg/mL (Fig. 1), only one dilution 

below its MIC, in concentrations below this one, it did not present significant results. 

Although SMTZ is one of the most used and effective antibiotic for treatment of 

bacterial infections, it did not show any significant action against the biofilm, Kostenko 

et al. conducted studies in which SMTZ (free) has not been effective against bacterial 

biofilms (14).  

The complex SMTZ+Hg when compared to SMTZ free and its salt Hg 

(CH3COO)2 antibiofilm presented excellent activity, inhibiting it from the concentration 

0:31 / mL (Fig. 2) significantly reduced biofilm formation. It is suggested that it may act 

by blocking the cellular metabolism inhibiting the action of specific enzymes. Already 

coordination compound SMTZ + Cu showed activity similar to salt Cu (CH3COO) 

2.H2O, however, when comparing the free SMTZ, coordination compounds presented 

significant activity in inhibiting biofilm formation. Rocha et al. describes the fact that in 

addition to presenting the complex antibacterial activity of SMTZ+Cu, it has good 

antifungal activity against various strains (15).  

Rensing et al.  conducted tests to evaluate the effect of metals on the growth of 

E. coli which showed that the bacteria showed sensitive when incubated with the salt of 

Cd (CH3COO)2.2H2O, corroborating our study where cadmium compounds also proved 

effective. When tested against the biofilm formation, they showed satisfactory results, 

being able to inhibit its formation (16). Biofilms like E. coli have the capability of 

bissortion, a high affinity in the uptake of metals such as Cd, Cr, and Ni. Lameiras et al. 

says that this propensity can be directly related to the effectiveness of the complex 

SMTX+Cd, due to the greater ability to penetrate in the biofilm of the bacterium, 

SMTX can act on microorganisms surrounded by the biofilm (17). The complex 

SMTZ+Cd had effect from the concentration of 2 µg/mL (Fig. 4). 

Kostenko et al. showed positive results regarding the sensitivity of the biofilm 

when treated with silver and sulfamethoxazole (14). Corroborating our study where the 

complex SMTZ+Ag proved to be very effective in inhibiting biofilm formation. In 

contrast, AgCl was not able to inhibit bacterial biofilm formation at concentrations 

below the MIC. Inhibition of biofilm formation by the complex SMTZ+Ag was in 

accordance with the degree of its concentration, there is a proportional increase in 

biofilm formation as the concentration of SMTZ+Ag was decreased. 

According to Kostenko et al., Ag cations constantly released in the middle 

would act causing damage to the cell membrane and causing death of bacterial DNA 

into the target cells in the biofilm (14). Since the tolerance of biofilms to metal cations 

is time dependent (12), we believe that the SMTZ-Ag had better anti-biofilm activity 

than its salt AgCl due to the fact that this coordinated compound releases more slowly 

these Ag ions. 



63 

 

Comparing the MICs and the concentrations capable of inhibiting biofilm for 

coordinated compounds of Hg, Cd, and Ag, it was observed that they were all capable 

of inhibiting biofilm formation in concentrations lower than their respective minimum 

inhibitory concentration (MIC). Thus, it was proved that there was a biofilm inhibition 

and not only growth inhibition, since in concentrations above the MIC micro-organisms 

would not be feasible for the formation of films. 

The success of the coordinated compounds Hg, Cd, and Ag, in the inhibition of 

the biofilm formation, as shown in this study, is a promising tool for reducing the 

microbial colonization of surfaces which subsequently lead to infections. Several 

reasons are suggested for such inhibition. First, the cell attachment is the initial stage to 

the formation of the biofilm, the complexes may act to create an unfavorable 

environment for this fixation and consequently the inhibition of biofilm formation. 

Another explanation could be the fact that the conditioning surface being hindered by 

the complex as adsorption of substances including nutrients, organic and inorganic 

molecules, are important for cell growth, which in turn affect these elements, and lack 

cell adhesion. Therefore, it can be postulated that the treatment with sulphamethoxazole 

complexes with metals produced an unfavorable biofilm which promotes detachment, 

thereby reducing adhesion to the surface.  

It is also suggested that the increase in antimicrobial activity of compounds 

coordinated with metal ions is probably due to the presence of a system of donor 

compounds in the non-coordinated compounds. Such donating groups and electron 

delocalization within the chelate reduce the polarity of the complexed metal, decreasing 

the polarity. The process of chelation thus increases the lipophilic character of the 

central metal atom, which in turn favors the penetration of the compound through the 

lipid layer of the microorganism cell membrane (18). 

 

 CONCLUSION 

 

The coordination of metals to the sulfonamides represents a considerable 

potential to increase the arsenal of available drugs for the treatment of diseases, since it 

enhances the action of such antimicrobials. This study encourages further research in 

order to demonstrate and improve the activity of these complexes as well as make them 

applicable and safe for clinical practice. 
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Tables  

 

Table 1: MIC of metal-SMTZ complexes in E. coli. The values were expressed at 

µg/mL.
 

 

 

Table 2: MIC of metals (Hg, Cu, Cd and Ag) in E. coli. The values were expressed at 

µg/mL. 

 

 

 

Figures and legends 

 
FIG 1: Effect of different concentrations of SMTZ in the inhibition of E.coli biofilm 

formation. The results are expressed using the means ± SE, n=4. * represent a 

significant difference when compared with the positive control group (c +). 

 

Compounds E. coli (µg/mL) 

SMTZ 512.0 

[Hg(sulfametoxazolato)2].2DMSO 2.0 

[Cu(µ-CH3COO)4(sulfametoxazolato)2] 512.0 

[Cd(sulfametoxazolato)2(CH3OH)2]n.x(CH3OH) 16.0 

[Ag(sulfametoxazolato)]   64.0 

Compounds E. coli ( µg/mL) 

Hg (CH3COO)2 32.0 

Cu (CH3COO)2.H2O 512.0 

Cd (CH3COO)2.2H2O 512.0 

AgCl 256.0 
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FIG 2: Effect of different concentrations of the SMTZ-Hg complex (A) and the salt of 

Hg (B) in the inhibition of E.coli biofilm formation. The results are expressed 

using the means ± SE, n=4. * represent a significant difference when compared 

with the positive control group (c +). 

 

 
FIG 3: Effect of different concentrations of the SMTZ-Cu complex (A) and the salt of 

Cu (B) in the inhibition of E.coli biofilm formation. The results are expressed 

using the means ± SE, n=4. * represent a significant difference when compared 

with the positive control group (c +). 
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FIG 4: Effect of different concentrations of the SMTZ-Cd complex (A) and the salt of 

Cd (B) in the inhibition of E.coli biofilm formation. The results are expressed 

using the means ± SE, n=4. * represent a significant difference when compared 

with the positive control group (c +). 

 

 

 
FIG 5: Effect of different concentrations of the SMTZ-Ag complex (A) and the salt of 

Ag (B) in the inhibition of E.coli biofilm formation. The results are expressed 

using the means ± SE, n=4. * represent a significant difference when compared 

with the positive control group (c +). 

 

 

 

 

 

 


