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RESUMO 

 
O gênero Staphylococcus compõe a microbiota de humanos, animais e são um 
dos patógenos colonizadores de maior sucesso, pois estão entre as principais 
causas de infecções em ambientes de saúde e comunitários. A resistência 
alcançada por esses microrganismos emergiu e disseminou-se globalmente, 
principalmente pela espécie Staphylococcus aureus resistente à meticilina 
(MRSA), representando um enorme desafio clínico e epidemiológico. O presente 
estudo teve por objetivo a investigação dos potenciais antibacteriano e citotóxico 
de compostos derivados do núcleo base [Fe-Cyclam], a fim de descobrir novos 
ativos capazes de conter e controlar infecções causadas por S. aureus. 
Inicialmente, estudos in sílico das propriedades farmacocinéticas e alvos 
biológicos dos complexos cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl (D1), [Fe(cyclam)ox]PF6 (D2), 
trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 (D3) e [Fe(cyclam)sal]PF6 (D4) foram realizados 
utilizando-se de plataformas on-line (pkCSM® e Pass online®). Os resultados 
foram promissores, demonstrando que os complexos atendem a critérios 
aceitáveis para possíveis classificações de um novo candidato a fármaco e 
agente antibacteriano. Em seguida, foi determinada a viabilidade celular em 
macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e células J774A.1 expostos 
aos complexos (D1) a (D4). Somente o complexo (D3), na concentração de 300 
μg/mL, apresentou citotoxicidade para J774A.1. A concentração inibitória mínima 
(CIM) e a concentração bactericida mínima (CBM) contra linhagens de S. aureus 
ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-
0052, foram determinadas. Os complexos (D2) e (D4) apresentaram valores de 
CIM de 50 µg/mL para as três linhagens de S. aureus e os complexos (D1) e 
(D3) apresentaram valores de CIM de 100 µg/mL para as mesmas linhagens 
testadas. Os complexos (D2) e (D4) foram selecionados para os demais testes, 
afim de elucidar os possíveis mecanismos de ação. Por meio do estudo de 
densidade celular foi possível observar uma redução da quantidade celular 
bacteriana tanto para (D2) quanto para (D4). Estudos de mecanismo de ação 
também foram realizados para os complexos (D2) e (D4) em envoltório celular 
por meio da permeabilidade com cristal violeta, extravasamento de membrana e 
atividade metabólica e viabilidade. Os resultados mostraram que os complexos 
possuem ação em envoltório, interferindo na integridade da membrana celular, 
acarretando na sua inibição. Ademais, foram avaliadas a ação de concentração 
inibitória e sub-inibitórias dos complexos na expressão de fatores de virulência. 
Os resultados monstraram que amelhor ação foi na enzima catalase. Também 
foram avaliadas ações dos complexos (D2) e (D4) sobre biofilmes de população, 
por meio de estudos nas fases de adesão e proliferação por espectrofotometria 
e microscopia eletrônica de varredura (MEV). Além disso, foi investigado se os 
complexos (D2) e (D4) interferem na composição da matriz. As análises 
indicaram redução das fases de adesão e proliferação dos biofilmes, entretanto, 
essa mesma redução não foi acompanhada pelas análises de carboidratos e 
proteínas presentes na matriz. Os resultados apresentados proporcionaram uma 
excelente perspectiva, indicando os complexos como um potencial 
antibacteriano na terapêutica contra infecções causadas por S. aureus. 
   
Palavras-chave: Resistência bacteriana. Complexos. Staphylococcus aureus. 
Drogas antibacterianas. Mecanismo de ação. 



 

ABSTRACT 

 

The genus Staphylococcus makes up the microbiota of humans, animals and are 
one of the most successful colonizing pathogens, as they are among the leading 
causes of infections in healthcare and community settings. The resistance 
achieved by these microorganisms has emerged and spread globally, mainly by 
the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) species, posing a huge 
clinical and epidemiological challenge. The present study aimed to investigate 
the antibacterial and cytotoxic potentials of compounds derived from the base 
nucleus [Fe-Cyclam] in order to discover new actives capable of containing and 
controlling infections caused by S. aureus. Initially, in silico studies of the 
pharmacokinetic properties and biological targets of the cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl 
(D1), [Fe(cyclam)ox]PF6 (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 (D3) and 
[Fe(cyclam)salt]PF6 (D4) complexes were performed using online platforms 
(pkCSM® and Pass online®). The results were promising, demonstrating that the 
complexes meet acceptable criteria for possible classification as a new candidate 
drug and antibacterial agent. Next, cell viability was determined in peritoneal 
macrophages from BALB/c mice and J774A.1 cells exposed to the complexes 
(D1) to (D4). Only the complex (D3), at the concentration of 300 μg/mL, showed 
cytotoxicity to J774A.1. The minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC) against S. aureus strains ATCC® 
25904™, S. aureus ATCC® 33591™ and the clinical isolate of S. aureus 05-
0052, were determined. The complexes (D2) and (D4) showed MIC values of 50 
µg/mL for all three S. aureus strains and the complexes (D1) and (D3) showed 
MIC values of 100 µg/mL for the same strains tested. The complexes (D2) and 
(D4) were selected for further tests, in order to elucidate the possible mechanisms 
of action. Through the cell density study it was possible to observe a reduction in 
the bacterial cell quantity for both (D2) and (D4). Mechanism of action studies 
were also performed for the complexes (D2) and (D4) in cell envelope by means 
of permeability with crystal violet, membrane leakage and metabolic activity and 
viability. The results showed that the complexes have an envelope action, 
interfering in the integrity of the cell membrane, leading to its inhibition. 
Furthermore, the action of inhibitory and subinhibitory concentrations of the 
complexes on the expression of virulence factors were evaluated. The results 
showed that the best action was on the enzyme catalase. Actions of complexes 
(D2) and (D4) on population biofilms were also evaluated by studying the 
adhesion and proliferation phases by spectrophotometry and scanning electron 
microscopy (SEM). In addition, it was investigated whether complexes (D2) and 
(D4) interfere with matrix composition. The analyses indicated a reduction in the 
adhesion and proliferation phases of the biofilms, however, this same reduction 
was not accompanied by the analysis of carbohydrates and proteins present in 
the matrix. The results presented provided an excellent perspective, indicating 
the complexes as a potential antibacterial therapy against infections caused by 
S. aureus. 
 
Keywords: Bacterial resistance. Complexes. Staphylococcus aureus. 
Antibacterial drugs. Mechanism of action. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Nas últimas décadas, grande atenção tem se voltado para a evolução e 

disseminação de patógenos bacterianos multirresistentes, devido ao crescente 

aumento de resistência às terapias convencionais e a indisponibilidade de novos 

medicamentos, representando em sua totalidade, séria ameaça à saúde pública 

global (ASLAM et al., 2018). A influência de fatores ambientais (pressão de 

seleção) acompanhada da superpopulação humana, migração e contaminação 

de ambientes naturais com baixas quantidades de antimicrobianos, tornou esse 

problema ainda mais grave e pode ter contribuído direta ou indiretamente para a 

propagação da resistência em larga escala (MAHRT et al., 2021).  

A resistência aos antimicrobianos pode se desenvolver por dois processos 

distintos: evolução vertical, em que mutações podem alterar os alvos celulares 

do antimicrobiano e/ou diminuir sua concentração ou transferência horizontal, 

onde genes de resistência são adquiridos de outras bactérias por mecanismos 

de conjugação, transdução ou transformação e transferidos para sua progênie 

(SOMMER et al., 2017; BAKER et al., 2018; BOTELHO; SCHULENBURG, 

2021). Ainda assim, é possível que determinadas linhagens bacterianas sejam 

mais propensas a desenvolver resistência que outras a depender da localidade 

e populações que são encontradas (SOMMER et al., 2017). 

Atualmente, a resistência aos antimicrobianos tem sido considerada uma 

das maiores ameaças aos sistemas públicos de saúde, afetando não somente 

países em desenvolvimento, mas de forma heterogênea e global (WHO, 2021). 

O fato do grande arsenal de antimicrobianos clinicamente disponíveis e a 

crescente resistência a eles enunciada, retrata um futuro desconhecido, perigoso 

e incerto na área da saúde (CHOKSHI et al., 2019). Além disso, de acordo com 

a Organização Mundial da Saúde (WHO), somente infecções bacterianas 

resistentes estão associadas a quase 4,95 milhões de mortes a cada ano, com 

1,27 milhão de mortes associadas diretamente à resistência antimicrobiana 

(WHO, 2022). 

A resistência à meticilina-oxacilina em Staphylococcus aureus (MRSA) é 

o exemplo mais claro e conhecido de resistência a antimicrobianos e que tem 

sido associado a altas taxas de morbimortalidade em todo o mundo. Logo, o 

controle e tratamento de infecções por bactérias multirresistentes tornou-se um 
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problema grave sem soluções imediatas, passíveis de controle (FOUNOU et al., 

2017; DE OLIVEIRA et al., 2020).  

Em particular, está claro que a carga global desses microrganismos é uma 

realidade notável e não apresenta sinais de recuo, nem tão pouco controle, pelo 

contrário, é crescente e carece fortemente de novas abordagens para prever e 

prevenir essa ameaça crescente que assola a humanidade ao longo dos tempos 

(SINGH et al., 2017; BELL; MACLEAN, 2018).  

Neste sentido, os compostos de coordenação têm ganhado prestígio em 

diversos estudos como notáveis agentes antimicrobianos, além de possuírem 

atividades antitumorais e anticancerígenas (APOHAN et al., 2017; PILON et al., 

2019). Logo, esses compostos podem ser melhor definidos como substâncias 

que contém um átomo ou íon metálico central ao qual estão ligados 

convalentemente a íons, moléculas e radicais. Estes últimos são denominados 

de ligantes (PILON et al., 2019).  

Dentre os ligantes macrocíclicos de grande interesse, o Cyclam (1,4,8,11-

tetraazaciclotetradecano), um composto orgânico, com uma estrutura altamente 

versátil e modificável devido às suas propriedades de coordenação e forte 

ligação a uma ampla gama de íons metálicos, tem se destacado como candidato 

promissor no combate a infecções, resistência antimicrobiana e na busca de 

novos medicamentos (GRABCHEV et al., 2017). 

Diante do exposto acima e necessidade crescente de novas terapias 

antimicrobianas, o presente trabalho justifica-se na investigação dos potenciais 

antibacteriano e citotóxico de compostos derivados do núcleo base [Fe-cyclam] 

contra a espécie S. aureus. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Bactérias 

 

As bactérias são organismos unicelulares relativamente simples, 

classificados como procariontes, onde seu material genético, cromossomo 

circular e autorreplicante, é desprovido de membrana nuclear bem definida. Além 

disso, não possuem organelas membranosas em seu citoplasma como 

mitocôndrias, complexo de Golgi, retículo endoplasmático e lisossomos 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Normalmente, sua forma de reprodução se 

dá por meio de fissão binária, originando duas células-filhas geneticamente 

idênticas ou clones (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).  

As células bacterianas possuem uma ampla diversidade de formas e 

tamanhos, a grande maioria variando de 0,2 e 2 µm de diâmetro a 2 e 8 µm de 

comprimento e apresentam algumas formas básicas como esféricas (cocos) 

variando entre 0,8 a 1,0 μm, cilíndricas (bacilos) e espiraladas (espirilos e 

espiroquetas). Quanto ao seu arranjo, pode-se observar algumas bactérias 

aderidas umas às outras formando cadeias, pares ou até mesmo grupos, 

enquanto que outras espécies são individuais, podendo ser característica de um 

gênero em específico (KYSELA et al., 2016; CACCAMO et al., 2018).  

De acordo com sua estrutura, as células bacterianas também são 

compostas por um citoplasma, que é uma porção fluida contendo substâncias 

dissolvidas e partículas como ribossomos, material genético (plasmídeo circular) 

e substâncias insolúveis denominadas grânulos ou inclusões (reserva de 

nutrientes), membrana plasmática, composta principalmente por fosfolipídios e 

uma rígida e consistente parede celular (Figura 1) (TRABULSI; ALTERTHUM, 

2015; LADDOMADA et al., 2016). 
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Figura 1 - Representação estrutural de uma célula bacteriana. 

 

 

 

Fonte: TRABULSI; ALTERTHUM, 2015. 

 

A membrana plasmática ou citoplasmática é uma fina camada localizada 

abaixo da parede celular. Possui espessura de aproximadamente 7,5 nm, com 

cerca de 20 a 30% da sua estrutura constituída de fosfolipídios, originando a 

bicamada embebida de proteínas. A membrana plasmática também é um grande 

sítio de atividade enzimática, servindo como transporte de moléculas para o meio 

interno e externo da célula. Em determinadas ocasiões, pode se estender para 

o citoplasma formando o conhecido mesossomo (invaginação da membrana), 

que participa diretamente do metabolismo e respiração celular (MURRAY; 

ROSENTHAL; PFALLER, 2017). 

A parede celular por sua vez é essencial para a sobrevivência de muitos 

microrganismos, inclusive para as bactérias. Sua principal função é proporcionar 

um envelope rígido, capaz de proteger e suportar as estruturas protoplasmáticas, 

evitando a evasão de certas enzimas, assim como o influxo de substâncias que 

podem ser danosas ou prejudiciais à célula. Além disso, a parede rígida de 

peptídeoglicano (ou mureína) é responsável por manter a forma característica 

da célula bacteriana e protegê-la de altas pressões de turgescência (VOLKE et 

al., 2018). O peptídeoglicano, por sua vez, é constituído por um dissacarídeo 

repetitivo ligado por peptídeos para formar uma estrutura que circunda e protege 

a célula bacteriana. Essa porção dissacarídica consiste em monossacarídeos, 
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denominados de N-acetilglicosamina (NAG), e ácido N-acetilmurâmico (NAM), 

intimamente relacionados à glicose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). 

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas são distintas por diferirem 

na constituição da parede celular (Figura 2). Bactérias Gram-positivas 

apresentam uma espessa parede celular, constituída de múltiplas camadas de 

peptídeoglicano (cerca de 70 a 75%), ácido teicoico e lipoteicoico, enquanto que 

as Gram-negativas são mais complexas estrutural e quimicamente, exibindo 

uma fina camada de peptídeoglicano, seguida por uma membrana externa 

adicional e ausentes de ácidos teicoicos (TEESELING et al., 2017). Além disso, 

a fina camada de peptídeoglicano dessas bactérias as tornam mais susceptíveis 

a ação e rompimento mecânico. O peptídeoglicano de bactérias Gram-negativas 

encontra-se no espaço periplasmático, localizado entre a membrana 

citoplasmática e a membrana externa, local onde também são encontradas 

diversas enzimas hidrolíticas (lipases, fosfatases, nucleases), proteínas e 

aminoácidos. Em determinadas espécies patogênicas, fatores líticos de 

virulência, como proteases e β-lactamases também são encontrados no espaço 

periplasmático dessas bactérias (TYPAS et al., 2012).  

 

Figura 2 - Paredes celulares bacterianas. Representação da parede celular de uma 
bactéria Gram-positiva (a) e de uma bactéria Gram-negativa (b). 

 

 

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017. 
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A membrana externa das bactérias Gram-negativas consiste em 

lipopolissacarídeos (LPS), proteínas (porinas, proteínas de membrana externa e 

lipoproteínas) e fosfolipídios. Essa membrana adicional oferece proteção contra 

ação de diversas enzimas digestivas, sais de bile, corantes, metais pesados, 

detergentes e mesmo a antimicrobianos (MAY; GRABOWICZ, 2018). De fato, 

bactérias Gram-negativas são naturalmente mais resistentes à ação de 

compostos antimicrobianos, até mesmo pela complexidade da parede celular 

que apresentam. Assim, para que os antimicrobianos tenham acesso a célula 

bacteriana, os mesmos devem cruzar com efetividade a barreira lipídica através 

de canais proteicos de porina presentes na sua estrutura (HAO et al., 2018; 

ROJAS et al., 2018). 

O lipopolissacarídeo de membrana externa (LPS) é uma molécula 

relativamente grande e complexa, que contém lipídios e carboidratos em sua 

estrutura, constituído de lipídeo A, cerne polissacarídeo (cadeia de 

oligossacarídeo central) e polissacarídeo O (cadeia polissacarídica variável) 

(SIMPSON et al., 2019). Essa endotoxina de membrana compreende o maior 

fator de virulência dessas bactérias, que a depender do organismo pode 

potencializar reações de caráter inflamatório, com ativação de células B e 

indução de macrófagos, células dendríticas e outras células a liberarem IL-1, IL-

6, IL-7, TNF e vários outros fatores, culminando para a ativação da cascata do 

sistema complemento (RATHINAM et al., 2019). 

Certas espécies bacterianas podem ainda, apresentar cápsulas, que 

consistem em uma substância polissacarídica, produzida no citoplasma e 

secretada para a superfície celular. As cápsulas são um importante fator de 

virulência ao conferir as bactérias habilidade de causar doenças, responsáveis 

pela adesão nos mais diferentes substratos (biofilmes), protegem contra ação de 

células do sistema imune (macrófagos e neutrófilos), desidratação, choques 

mecânicos e sobrevivência no hospedeiro (DOYLE et al., 2019; SANDE; 

WHITFIELD, 2021). Certas bactérias como Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli apresentam cápsula em sua 

estrutura. 
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De acordo com seu padrão de motilidade, as bactérias podem mover-se 

através de flagelos, que são estruturas propulsoras tipo hélice, constituídos por 

uma estrutura proteica denominada flagelina, ancorados nas membranas 

bacterianas através de um gancho e estruturas do corpo basal. Os flagelos 

podem formar grandes filamentos delgados e ondulados, que partem do corpo 

da célula bacteriana estendendo externamente à parede celular, permitem 

também que a mesma se movimente na direção de nutrientes essenciais para 

sua sobrevivência e distante de certas substâncias que possa agredir sua 

integridade (NAKAMURA et al., 2019). 

As bactérias podem apresentar fímbrias e/ou pilus, que são estruturas 

semelhantes à pelos presentes em sua superfície e que se estendem da 

membrana plasmática, parede celular e cápsula, elevando-se para o meio 

externo. Essas estruturas desempenham diversas funções, como adesão, 

fixação e formação de biofilmes, que são fatores cruciais de virulência durante 

uma infecção. Além disso, os pilus são extremamente importantes para a 

formação da ponte citoplasmática ao permitir que certas bactérias compartilhem 

material genético por meio do processo de conjugação, e consequentemente 

resistência bacteriana, outro importante fator de virulência (HOSPENTHAL et al., 

2017; LAI et al., 2020). 

 

2.1.1 Staphylococcus aureus 

 
A espécie Staphylococcus aureus pertence à família Staphylococcaceae, 

e ao gênero Staphylococcus, sendo caracterizada como uma bactéria Gram-

positiva em formato de cocos, com cerca de 0,5 a 1,5 μm de diâmetro, imóvel, 

não esporulada e reações de catalase, coagulase e DNAse positivas. Crescem 

bem em ágar sangue, formando colônias de 1 a 3 mm de diâmetro, circulares, 

lisas, geralmente de coloração amarelada e/ou dourada e com um aspecto meio 

amanteigado. S. aureus podem crescer aerobicamente ou anaerobicamente 

(facultativo) entre temperaturas que variam de 18ºC à 40ºC e toleram 

concentração de até 25% de cloreto de sódio (TAYEB-FLIGELMAN et al., 2017; 

TAYLOR; UNAKAL, 2022).  

Esses microrganismos são comumente encontrados no meio ambiente e 

fazem parte da microbiota humana normal, podendo ser localizados na pele e 
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em membranas mucosas, principalmente na área superior nasal (nasofaringe) 

de 20 a 40% de indivíduos saudáveis (TAYLOR; UNAKAL, 2022). Além disso, 

também são encontradas por colonizarem sítios não nasais, como garganta, 

amígdalas, faringe, regiões do tronco, axilas, mãos (principalmente em 

ambientes nosocomiais por profissionais de saúde), região umbilical, virilha, 

períneo e vagina (BECKER et al., 2017a). 

Normalmente, S. aureus não causa infecções na pele, nem tão pouco em 

vias aéreas superiores, entretanto, se rompidas barreiras cutâneas e mucosas, 

devido a doenças de pele de caráter crônico, feridas expostas (queimaduras) ou 

até mesmo intervenções cirúrgicas, essas bactérias podem acessar a corrente 

sanguínea e causar infecções graves, com risco de sepse (LEE et al., 2018). 

Logo, S. aureus torna-se patogênico ao evadir o sistema imune do hospedeiro 

(defesa inata), levando a formação de uma cápsula antifagocítica (protetora), 

sequestro de anticorpos do próprio hospedeiro ou mascaramento de antígeno 

pela proteína A, formação de biofilme (mecanismo de resistência) e bloqueio da 

quimiotaxia de leucócitos, para assim, conferir sucesso a sua sobrevivência e 

propagação (DE JONG et al., 2019). 

Notavelmente, infecções causadas por S. aureus não estão restritas 

somente a pele e a tecidos moles (por exemplo, impetigo, foliculite, furúnculos, 

carbúnculos, celulite, síndrome da pele escaldada e abscessos), podendo, dessa 

forma, levar a doenças graves invasivas, como infecções pleuropulmonares, 

osteoarticulares, bacteremia, endocardite, osteomielite, artrite séptica, 

meningite, infecções associadas a dispositivos protéticos, síndrome do choque 

tóxico (complicação rara e potencialmente fatal, causada por toxinas 

bacterianas, com perda de homeostasia do hospedeiro), gastroenterite 

(intoxicação alimentar) e infecções do trato urinário (HASSOUN et al., 2017; 

TAYLOR; UNAKAL, 2022; TONG et al., 2015). Essas doenças estão 

amplamente associadas a fatores de riscos como hospitalizações por longos 

períodos, pacientes com dispositivos invasivos (cateteres venosos periféricos ou 

centrais), imunocomprometidos, pacientes em terapias (câncer) e até mesmo, o 

fator idade (LEE et al., 2018). 

O S. aureus resistente à meticilina (MRSA) foi identificado pela primeira 

vez na década de 1960, logo após a inserção da meticilina como opção de 

tratamento na prática clínica. Esse medicamento foi extensivamente usado ao 
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longo dos anos, porém, devido sua toxicidade foi substituído pelas penicilinas 

(oxacilina, flucloxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e naficilina) que são 

antimicrobianos β-lactâmicos semelhantes e mais estáveis (GRAYSON, 2018). 

Na década seguinte, MRSA foi responsável por inúmeros surtos hospitalares em 

diversas partes do mundo, evidenciando sua rápida disseminação e conferindo 

resistência a ampla classe de antimicrobianos β-lactâmicos clinicamente 

disponíveis (CHAMBERS; DELEO, 2009). 

O mecanismo de resistência primário de clones MRSA está diretamente 

relacionado a alteração de proteínas ligadoras de penicilinas (PBP - penicillin 

binding proteins) do tipo 2’ ou 2a (forma alternativa PBP2a), que é codificada 

pelo gene mecA, apresentando baixa afinidade para os agentes β-lactâmicos 

(Figura 3). Por sua vez, o gene mecA é carreado por um elemento genético 

móvel (ilha genômica) chamado cassete cromossômico estafilocócico mec 

(SCCmec - Staphylococcal Cassette Chromosome mec), altamente diversificado 

e classificado atualmente em 13 tipos de acordo com seu tamanho e composição 

genética (URUSHIBARA et al., 2020). Especificamente em MRSA, o SCCmec 

encontra-se inserido no cromossomo bacteriano, no sítio de ligação (attBscc), 

próximo a região de replicação do DNA de S. aureus (LAKHUNDI; ZHANG, 

2018). 

 

Figura 3 - Representação estrutural de S. aureus resistente a meticilina MRSA. 

 

 

Fonte: Adaptado de LEE et al., 2018. 
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Determinadas linhagens de S. aureus podem apresentar ainda, um tipo 

menos comum de resistência a oxacilina, não relacionada diretamente a 

presença do gene mecA, a resistência boderline (Borderline Oxacillin-Resistant 

S. aureus - BORSA), mediada por plasmídeos, configurando hiperprodução de 

enzimas β-lactamases (NOMURA et al., 2020). Não obstante, há também clones 

conhecidas como MODSA (Modified Penicillin-Binding Protein S. aureus) que 

produzem proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) modificadas 

estruturalmente, que não a comum e típica PBP2a (ARGUDÍN et al., 2018). 

Particularmente, MRSA tem sido considerado um patógeno de grande 

relevância em ambientes hospitalares e na comunidade. Todavia, clones típicos 

de MRSA associados a instituições de saúde HA-MRSA (Healthcare-Associated 

MRSA) são responsáveis pelo aumento das taxas de morbimortalidade de 

pacientes hospitalizados por longos períodos, devido a resistência a múltiplas 

classes de antimicrobianos, inclusive aos conhecidos β-lactâmicos utilizados 

rotineiramente (LINDSAY, 2013). 

Em contrapartida, clones de MRSA associados a comunidade CA-MRSA 

(Community-Acquired MRSA) diferem tanto em características genéticas, quanto 

fenotípicas de HA-MRSA, apresentando sobretudo, resistência exclusivamente 

a antimicrobianos β-lactâmicos e por estarem associados a infecções de pele e 

tecidos moles, bem como, a pneumonias necrosantes fatais (OTTO, 2013). Além 

disso, o fator de virulência Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) encontra-se 

intimamente ligado à gravidade dessas infecções comunitárias (FIGUEIREDO, 

2017).  

Cabe ressaltar, que desde meados dos anos 2000, inúmeros clones de 

MRSA associado à pecuária LA-MRSA (Livestock-Associated MRSA) emergiram 

e ganharam atenção há mais de uma década. Os clones de LA-MRSA são 

geneticamente distintos de clones hospitalares encontrados em humanos, com 

características específicas, representando grande preocupação ao causar 

infecções graves e fatais em animais economicamente importantes, interferindo 

diretamente na saúde, bem-estar e consequentemente cadeia produtiva de 

alimentos (BECKER et al., 2017b). 

Com o advento de MRSA resistente à ampla classe dos β-lactâmicos 

clinicamente disponíveis, em 1958 foi introduzido o glicopeptídeo tricíclico 

vancomicina (C66H75Cl2N9O24), uma droga de espectro estreito, cuja efetividade 
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está direcionada a bactérias Gram-positivas alvo (VAN HAL; FOWLER, 2013). 

Em 1997, foram isoladas as primeiras linhagens MRSA com sensibilidade 

reduzida à vancomicina (VISA) no Japão, atraindo grande atenção e 

preocupação da comunidade médica e científica (LEVINE, 2006).  

A vancomicina, assim como os outros antimicrobianos β-lactâmicos são 

inibidores da biossíntese da parede celular bacteriana, entretanto, ao invés de 

inibir as enzimas (PBPs), a vancomicina liga-se a um dos substratos das PBPs, 

o resíduo D-alanil-D-alanina precursor do peptídeoglicano. Como tal, as enzimas 

PBPs não efetuam a transpeptidação (ligação cruzada) do peptídeoglicano 

devido a vancomicina encontrar-se ligada ao seu substrato, o resultado é que a 

síntese do peptídeoglicano fica prejudicada, com consequente enfraquecimento 

da parede celular, tornando a célula bacteriana mais suscetível a morte celular 

(lise) (HU et al., 2016; MCGUINNESS et al., 2017). 

A resistência completa à vancomicina (VRSA - CIM >16µg/mL) foi descrita 

pela primeira vez em dois isolados clínicos de S. aureus em 2002 nos Estados 

Unidos (CDC, 2002). O mecanismo pleno de resistência à vancomicina está 

diretamente relacionado à aquisição / transferência horizontal de um plasmídeo 

contendo o gene vanA, encontrado em Enterococcus faecalis (PILLAI et al., 

2009). Desse modo, para que o glicopeptídeo vancomicina consiga atuar na 

célula bacteriana alvo, o mesmo precisa se ligar com especificidade ao terminal 

D-alanil-D-alanina da molécula de peptídeoglicano. No entanto, no lugar do 

terminal D-alanil-D-alanina, clones VRSA conseguem expressar efetivamente D-

alanil-D-lactato, consequentemente levando perda da especificidade de ligação 

da vancomicina ao seu alvo, não acarretando riscos para a síntese da parede 

celular bacteriana, culminando para sua propagação e disseminação bem-

sucedida (SCHITO, 2006; VESTERGAARD et al., 2019). 

 

2.2 Infecções bacterianas   

 

Infecções causadas por microrganismos patogênicos acometem seres 

humanos e animais por gerações. Com o advento dos antimicrobianos essas 

infecções tiveram tendência de regressão por um determinado período, 

entretanto, diversos microrganismos desenvolveram mecanismos de resistência, 
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culminando para uma era pós-antimicrobiana representando ameaça constante 

a qualidade de vida das populações (CHENG et al., 2016). 

O aumento exponencial de bactérias multirresistentes está amplamente 

associado ao uso indiscriminado e generalizado de antimicrobianos, de tal modo, 

a provocar pressão seletiva dessas populações bacterianas, contribuindo 

diretamente para que determinadas linhagens resistentes persistam, 

propaguem-se de maneira desordenada e consequentemente acúmulo de 

mecanismos de resistência (BOTTERY et al., 2021). 

A incidência de infecções graves em ambientes hospitalares está 

intimamente relacionada a colonização, transmissão e disseminação de 

microrganismos multirresistentes (MDR), principalmente em unidades críticas de 

cuidados intensivos, como UTIs (adulto, pediátrico ou neonatal), unidades 

ambulatoriais e unidades de atenção primária, como queimados (SOUSA et al., 

2021). Geralmente esse grave problema de saúde pública está ligado a um maior 

tempo de permanência hospitalar e por consequência, maiores índices de 

morbimortalidade dos pacientes acometidos, gerando desta forma, enormes 

impactos sociais e econômicos, elevando todos os anos, os custos com os 

sistemas de saúde (SCHRADER et al., 2020). Além disso, as espécies mais 

frequentemente encontradas causando infecções graves de grandes dimensões 

dentro do ambiente hospitalar são por S. aureus resistente à meticilina, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Enterococcus spp (Enterococcus 

faecium) e P. aeruginosa (SIKORA; ZAHRA, 2022; SOUSA et al., 2021). 

Neste sentido, medidas de prevenção e controle frente à disseminação de 

tais patógenos nos ambientes de assistência à saúde torna-se desafiador à 

medida que novas contaminações emergem. Portanto, medidas de precaução 

padrão estabelecidas dentro dos ambientes de saúde, devem, por si só, serem 

seguidas, independentes de microrganismo multirresistente (MDR) ou não. Além 

disso, procedimentos de biossegurança como o monitoramento de superfícies, 

uso adequado de equipamentos médicos compartilháveis e técnicas de 

assepsia, como higiene correta das mãos e uso de desinfetantes devem ser 

seguidas com rigor e atenção, evitando assim, a incidência de colonização, 

transmissão e surtos nestes locais (BALABAN et al., 2019). 
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2.3 Resistência bacteriana  

 

A resistência bacteriana tem aumentado gradativamente ao longo dos 

anos, representando grande ameaça à saúde humana, animal e ambiental. Esse 

mecanismo de “escape”, típico desses patógenos, é melhor compreendido 

através da sua ecologia, evolução e adaptação (ALI et al., 2018). O surgimento 

de resistência é um fenômeno natural e característico desses microrganismos, 

entretanto, o uso generalizado, excessivo e indiscriminado de antimicrobianos 

por parte de humanos, animais e na agricultura impõe pressões seletivas nas 

comunidades microbianas, intensificando sua propagação e disseminação nos 

mais diversos ecossistemas (SUGDEN et al., 2016; LARSSON; FLACH, 2021). 

As bactérias possuem ampla capacidade de expressar resistência 

intrínseca aos antimicrobianos, ou seja, mecanismo de resistência natural 

(característica inata) de um gênero ou espécie e, podem também expressar 

resistência adquirida, quando uma bactéria adquire mecanismos de resistência 

por mutação ou pela aquisição exógena de genes potenciadores de resistência 

(transferência horizontal) (HOLMES et al., 2016). A transferência horizontal de 

genes pode ocorrer por mecanismos de conjugação (plasmídeo, transposons e 

integrons), transdução (bacteriófagos) e transformação (ambiental, via 

recombinação genética) (JIANG et al., 2017; DURÃO et al., 2018). Além disso, 

também podem expressar resistência adaptativa, que consiste em resistência 

induzida por um sinal ou fator ambiental específico, como por exemplo, estresse, 

temperatura, disposição de nutrientes, condições de crescimento e até mesmo 

pH. Por outro lado, se comparada a resistência intrínseca e adquirida, a 

resistência adaptativa é rápida e transitória, podendo reverter seu fenótipo de 

resistente para não resistente de acordo com a disponibilidade do antimicrobiano 

presente no ambiente (MOTTA et al., 2015; LEE et al., 2019). 

De fato, o mecanismo de resistência bacteriano é tipicamente resultado 

da produção de enzimas que degradam ou modificam os antimicrobianos (β-

lactamases que atuam na clivagem dos anéis β-lactâmicos), alteração de 

permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo hiperexpressos 

(bombas de efluxo), alteração do sítio (alvo) de ligação dos antimicrobianos e 

bloqueio ou proteção desses sítios de ligação (Figura 4) (CROFTS et al., 2017; 

ANVISA, 2022). 
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Figura 4 - Mecanismos de resistência bacteriana contra antimicrobianos. 

 

 
 

Fonte: ANVISA, 2022. 

 

Adicionalmente, patógenos bacterianos podem ainda, se organizar em 

uma variedade de estados coletivos, sendo estes, denominados biofilmes. Os 

biofilmes são um dos estilos de vida bacteriano mais bem sucedidos e 

estudados, em que agregados de microrganismos formadores de comunidades 

altamente estruturadas, são embebidos por uma matriz autoproduzida de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS), constituída em sua grande maioria 

por água (97%) e polissacarídeos solúveis, embora possa ser encontrada 

juntamente com proteínas, fosfolipídios e DNA extracelular (FLEMMING et al., 

2016; KOO et al., 2017; JAMAL et al., 2018). Todavia, essa rede de proteção 

possui capacidade de evitar ações diretas contra agentes que compõem essas 

unidades, podendo levar ao aprisionamento e inativação de antimicrobianos e 

mecanismos de defesa do próprio hospedeiro (MAGANA et al., 2018).  

Surpreendentemente, essas comunidades multiestruturadas e complexas 

podem estabelecer comunicação célula-célula denominada quorum‐sensing 

(QS) por moléculas de sinalização intercelular (FLEMMING et al., 2016; 

WELLINGTON; GREENBERG, 2019). No sistema de QS, bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas compartilham de diversos mecanismos, como a 

formação de biofilmes monoespécies ou mistos, expressão de fatores de 

virulência, esporulação, regulação de bioluminescência e transferência de 

genes, podendo conferir resistência aos antimicrobianos, comprometendo 

diretamente as defesas naturais do organismo acometido (WHITELEY et al., 

2017; RUHAL; KATARIA et al., 2021). 
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Nas últimas décadas, a incidência de infecções recorrentes de caráter 

crônico em seres humanos tem sido amplamente associada a bactérias 

formadoras de biofilmes, correspondendo a 80% de todos os casos, elevando 

todos os anos as taxas de hospitalização e os índices de morbimortalidade 

(SHARMA et al., 2019). O desenvolvimento de biofilmes clinicamente relevantes 

está frequentemente associado a superfícies abióticas, incluindo dispositivos 

médicos como cateteres intravasculares e urinários, válvulas cardíacas, próteses 

articulares, implantes neurocirúrgicos e dispositivos oculares (PERCIVAL et al., 

2015; WOLFMEIER et al., 2018; DOSTERT et al., 2019). Os microrganismos 

mais associados a esses dispositivos incluem bactérias Gram-positivas como S. 

aureus e Staphylococcus epidermidis e Gram-negativas como E. coli, K. 

pneumoniae e P. aeruginosa, que, em muitos casos, representam um enorme 

desafio na sua erradicação (PERCIVAL et al., 2015). 

A formação e instalação dos biofilmes bacterianos consiste de etapas 

distintas com características próprias. Esse processo dinâmico inicia-se com o 

transporte de bactérias (fase planctônica) para a superfície de um substrato, 

posteriormente adesão bacteriana ao mesmo de forma reversível, seguida de 

transição da forma reversível para irreversível, maturação em larga escala dessa 

comunidade estrutural e dispersão, quando ocorre a deformação da matriz 

polimérica extracelular e liberação desse microrganismo para o meio, que por 

sua vez, retornam a sua fase inicial (estilo de vida planctônico) do ciclo de 

aderência e colonização (Figura 5) (CARNIELLO et al., 2018; RUMBAUGH; 

SAUER, 2020; HOU et al., 2022). 

 

Figura 5 - Etapas de formação e dispersão do biofilme bacteriano. 

 

 

Fonte: Adaptado de HOU et al., 2022. 
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Em particular, está claro que a resistência global aos antimicrobianos não 

apresenta sinais de declínio, embora possa mudar de direção. Esse problema 

multifatorial tem colocado em risco a saúde humana e carece fortemente de 

iniciativas imediatas. No entanto, investigar a resistência aos antimicrobianos 

não é uma tarefa tão simples, pois envolve processos complexos, dinâmicos e 

multifacetados que refletem a grandes mudanças nas comunidades microbianas 

induzidas pela humanidade ao longo dos tempos (ZHU et al., 2017). Assim, uma 

melhor compreensão de habitat, fatores genéticos, sociais e ambientais ainda 

precisam ser levados em consideração. Além disso, os antimicrobianos 

disponíveis atualmente não acompanham a resistência bem sucedida alcançada 

por esses microrganismos (ANDERSSON et al., 2020). Como resultado, estima-

se que infecções causadas por organismos resistentes a múltiplas classes de 

antimicrobianos cause 700.000 mil mortes por ano e prevê ainda que esse 

percentual aumente para 10,5 milhões até 2050, gerando dessa forma, enormes 

impactos sociais e econômicos para todo o mundo (O’NEILL, 2016, GHOSH et 

al., 2019).  

Desde seu surgimento em dezembro de 2019 (doravante COVID-19), a 

síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2) representou, em sua 

totalidade, um grave problema emergente de saúde pública globalmente. Além 

disso, o uso inicial e ainda desconhecido de determinados antimicrobianos em 

seu tratamento, pode, por sua vez, ter agravado ainda mais a disseminação da 

resistência antimicrobiana no ambiente hospitalar e na comunidade. O impacto 

causado ainda permanece desconhecido e carece fortemente de ações 

conjuntas a longo prazo no monitoramento e controle da grave resistência 

antimicrobiana sob a pandemia de COVID-19 (RAWSON et al., 2020).   

Segundo a OMS (2020) é preocupante a crescente escassez de incentivo 

e inovação do poder público e privado frente ao desenvolvimento de novos 

antimicrobianos para o combate de bactérias multirresistentes. Neste sentido, 

em fevereiro de 2017 foi divulgada a primeira lista dos “agentes patogênicos 

prioritários” resistente aos antimicrobianos, contendo 12 famílias de bactérias, o 

que representa grande ameaça à saúde humana. A lista foi dividida em três 

categorias de acordo com a urgência / prioridade em: crítica, alta e média, como 

mostrado na tabela 1 (WHO, 2017). 
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Tabela 1 - Lista de agentes patogênicos prioritários divulgada pela OMS. 

 

Legenda: ESBL (Beta-lactamase de espectro estendido). 

Fonte: Adaptado de WHO, 2017. 

 

Portanto, esforços no combate à resistência antimicrobiana tem se 

concentrado em ações conjuntas no melhor diagnóstico, práticas e orientação 

consciente na prescrição de antimicrobianos e na prevenção de infecções. Além 

disso, a grande escassez de recursos tem impossibilitado o desenvolvimento de 

antimicrobianos clinicamente eficazes, com a maioria não apresentando novas 

classes, ônus este que precisa ser urgentemente revertido (CHRISTAKI et al., 

2020). Neste contexto, uma estratégia que vem sendo amplamente explorada é 

a complexação de moléculas ativas a íons metálicos, para assim, potencializar 

 

Categoria de prioridade Patógenos Resistência a antibióticos 

1. Crítica Acinetobacter baumannii Resistente a carbapenêmicos 

Pseudomonas aeruginosa Resistente a carbapenêmicos 

Enterobacteriaceae Resistente a carbapenêmicos, 

produtoras de ESBL 

Klebsiella pneumoniae 

Escherichia coli 

Serratia spp 

Proteus spp 

Resistente a cefalosporinas de 

terceira geração 

2. Alta Enterococcus faecium Resistente à vancomicina 

Staphylococcus aureus Resistente à meticilina, com 

sensibilidade intermediária e 

resistência à vancomicina    

Helicobacter pylori Resistente à claritromicina 

Campylobacter Resistente à fluoroquinolona 

Salmonella spp., Resistente à fluoroquinolona 

Neisseria gonorrhoeae Resistente à cefalosporina e às 

fluoroquinolonas 

3. Média Streptococcus pneumoniae Penicilina não suscetível 

Haemophilus influenzae Resistente à ampicilina 

Shigella spp. Resistente às fluoroquinolonas 
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a atividade antimicrobiana (SANTI et al., 2016). Alternativamente, a química de 

coordenação tem visado a junção / complexação desses íons metálicos no intuito 

de conter e controlar infecções e, mesmo na modificação dessas moléculas para 

o desenvolvimento de novos ativos antimicrobianos (GRABCHEV et al., 2017). 

 

2.4 Ligante macrocíclico Cyclam 

 
 

O ligante Cyclam (1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano) é um composto 

orgânico, com estrutura altamente versátil e modificável, devido sua constituição 

de uma tetraamina macrocíclica, apresentando 14 átomos em sua estrutura e 

ampla capacidade de ligação a íons metálicos bioativos, como o ferro (Fe) 

(Figura 6). Essa molécula foi sintetizada em 1937 por Van Alphen, porém 

somente na década de 60 que abriu-se discussões sobre sua estabilidade 

termodinâmica e cinética (MEYER et al., 1998). 

 
  

Figura 6 - Representação estrutural do ligante macrocíclico Cyclam 

 

 
 
 

Fonte: Autor, 2022. 
 
 

Este ligante coordena-se a centros metálicos com quatro átomos de 

nitrogênio em sua estrutura. Dessa forma, metais com número de coordenação 

6, como por exemplo, o ferro, o cyclam, disponibiliza ainda duas posições lábeis 

na esfera de coordenação do metal, permitindo, dessa forma, a síntese de duas 

formas isoméricas, conhecidas como cis e trans (BAREFIELD, 2010). 

Devido a sua versatilidade de ligação a íons metálicos, principalmente 

metais de transição como Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganês (Mn), Níquel (Ni), 

Ouro (Au) e Prata (Ag), este ligante tem despertado grande interesse na síntese 
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de compostos com potencial atividade biológica. Todavia, complexos 

macrocíclicos tem se destacado pelo notável potencial antibacteriano, 

antifúngico, antiviral, anticarcinogênico, antimalárico, antiesquistossomose, bem 

como, para o desenvolvimento de compostos ativos antileishmania (HUBIN et 

al., 2014; KHAN et al., 2016; AMMETER et al., 2019; SAKYIAMAH et al., 2019; 

HUBIN et al., 2019; ALVES et al., 2019).  

O Cyclam possui ainda uma ampla variedade de aplicações nos mais 

diversos campos da pesquisa, que vão desde sua utilização em sondas 

luminecentes, identificação molecular de ácidos nucleicos (DNA e RNA), 

inibidores do células tumorais e fotoquímica (WEN et al., 2011; WONG et al., 

2017; PILON et al., 2019). Além disso, propriedades antimicrobianas do Cyclam 

e seus derivados contra Mycobacterium tuberculosis, E. coli, S. aureus e P. 

aeruginosa tem sido amplamente relatadas (ALVES et al., 2019; AMMETER et 

al., 2019; CLAUDEL et al., 2020; SMITH et al., 2022). 

Adicionalmente, um estudo realizado do sistema Fe-cyclam com os 

ligantes carboxilatos, cloro (Cl), oxalato (ox), acetato (acet) e salicilato (sal) a 

partir da síntese do complexo precursor cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl nomeado (D1) e 

seus derivados [Fe(cyclam)ox]PF6 (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 (D3) e 

[Fe(cyclam)sal]PF6 (D4) (OLIVEIRA, 2018), tem despertado grande interesse 

com potencial antibacteriano, uma vez que, sua utilização torna a pesquisa 

imprescindível e inédita na busca de novos ativos (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Representação dos complexos, fórmula mínima, identificação e estrutura. 

 
 
 
Complexo: cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl 
Fórmula Mínima: FeC10H24N4Cl3 

Identificação: D1 
Estrutura:  

 

 
 
 
Complexo: [Fe(cyclam)ox]PF6 

Fórmula Mínima: FeC12H24N4O4PF6 

Identificação: D2 
Estrutura:  

 

 
 
 
 
Complexo: trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 

Fórmula Mínima: FeC14H30N4O4PF6 

Identificação: D3 
Estrutura: 

 

 
 
 
Complexo: [Fe(cyclam)sal]PF6 

Fórmula Mínima: FeC17H28N4O3PF6 

Identificação: D4 
Estrutura:  

 
 

Fonte: Autor, 2022. 
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2.5 Ferro 

 

O ferro (Fe) é um dos elementos mais facilmente encontrados no universo 

e o quarto mais abundante na crosta terrestre, com aproximadamente 5% em 

massa, dando lugar apenas ao alumínio em termos de grandeza e abundância. 

Também se encontra presente no sol, diversas estrelas e provavelmente o 

principal constituinte do núcleo externo do planeta terra, enquanto que o núcleo 

interno é formado por ferro e níquel (ILBERT; BONNEFOY, 2013).  

Este metal de transição é utilizado pela grande maioria dos organismos e 

essencial em diversos processos biológicos vitais, incluindo desde o transporte 

de oxigênio, fixação de nitrogênio, respiração celular nas mitocôndrias, 

biossíntese de DNA, reparo de ácidos nucleicos, até o crescimento, morte celular 

e proteção contra espécies reativas de oxigênio (EROS) (BROWN et al., 2021; 

VOGT et al., 2021). Além disso, o ferro pode existir em dois diferentes estados 

de oxidação, Fe2+ (íon ferroso) e Fe3+ (íon férrico) envolvidos em processos de 

oxi-redução. A forma ferrosa (Fe2+) é bem mais solúvel, porém, encontrada em 

ambientes com baixo pH ou condições com depleção de oxigênio (anóxia), 

enquanto que a forma férrica (Fe3+) é altamente insolúvel em água e encontrada 

na presença de altas concentrações de oxigênio (ANDREWS et al., 2013). 

Particularmente, o ferro (Fe) é um micronutriente de extrema importância 

no metabolismo das bactérias, sendo necessários para diversas enzimas e 

proteínas que utilizam esse metal como cofator na sua constituição. Logo, esses 

patógenos também enfrentam grandes problemas em condições de pH neutro e 

alcalino, pois os sais de ferro disponíveis encontram-se insolúveis, acarretando 

no seu não aproveitamento pelas bactérias. No entanto, para lidar com a 

escassez desse importante oligoelemento, as bactérias utilizam de diferentes 

estratégias para adquiri-lo do ambiente (SHELDON; HEINRICHS, 2015). Esses 

mecanismos podem incluir a absorção de ferro por meio de moléculas orgânicas, 

como citrato ou heme e produção de sideróforos (do grego 'transportador de 

ferro'), que são metabólitos secundários específicos para íons de ferro, 

principalmente Fe3+ (ANDREWS et al., 2013; KRAMER et al., 2020).  

A grande maioria das espécies bacterianas são reconhecidas por 

produzirem e secretarem sideróforos, tornando esse mecanismo altamente 

prevalente e essencial na captação, transporte e internalização de ferro no 
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universo microbiano (MIETHKE; MARAHIEL, 2007). Os quatro tipos principais 

de sideróforos são distinguíveis por meio das suas proporções de quelação de 

ferro, em catecolato, fenolato, hidroxamato e carboxilato, podendo também ser 

encontrados diversos outros tipos (KRAMER et al., 2020). E como exemplo de 

sideróforos secretados pela espécie S. aureus temos a estafiloferrina A e B 

(MIETHKE; MARAHIEL, 2007). 

 

  



39 
 

3. OBJETIVOS   

 

3.1 OBJETIVO GERAL:  

 

Determinar o potencial antibacteriano dos complexos cis-

[Fe(cyclam)Cl2]Cl (D1), [Fe(cyclam)ox]PF6 (D2), trans-[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 

(D3) e [Fe(cyclam)sal]PF6 (D4) contra linhagens de Staphylococcus aureus, bem 

como avaliar o potencial citotóxico dessas moléculas, visando a descoberta de 

novos ativos contra infecções causadas por esse patógeno.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 

▪ Avaliar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas in 

sílico dos complexos (D1) a (D4); 

▪ Avaliar a influência da exposição com os complexos (D1) a (D4) 

na viabilidade de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e 

macrófagos murinos (J774A.1);  

▪ Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos complexos (D1) a (D4) 

diante das linhagens referência de S. aureus; 

▪ Avaliar o efeito dos complexos (D2) e (D4) sobre a densidade 

celular de linhagens referência de S. aureus; 

▪ Investigar o efeito dos complexos (D2) e (D4) no envoltório 

celular de linhagens de S. aureus; 

▪ Determinar o efeito de concentrações subinibitórias dos 

complexos (D2) e (D4) na expressão de fatores de virulência de 

linhagens de S. aureus; 

▪ Investigar a ação dos complexos (D2) e (D4) em biofilmes de 

população formados pelas linhagens de S. aureus por meio de estudos 

nas fases de adesão e proliferação de biofilmes pré-formados e na 

composição da matriz polimérica extracelular. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Compostos de estudo 

 

Os complexos cis-[Fe(cyclam)Cl2]Cl (D1), [Fe(cyclam)ox]PF6 (D2), trans-

[Fe(cyclam)(acet)2]PF6 (D3) e [Fe(cyclam)sal]PF6 (D4) foram gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. Daniel de Lima Pontes do Laboratório de Química de 

Coordenação e Polímeros (LQCPol) do Instituto de Química da Universidade 

Federal do Rio Grande do Norte - UFRN.  

 

4.2 Estudos in silico 

 
 

Os estudos in silico para avaliar as propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas (alvos biológicos) dos complexos (D1) a (D4) foram 

conduzidos utilizando-se de duas plataformas on-line (pkCSM® e Pass online®). 

 
 
4.2.1 Avaliação das propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas (alvos 

biológicos) dos complexos (D1) a (D4) 

 
Notações SMILE (Simplified Molecular Input Line Entry 

System) foram inseridas na versão livre dos softwares (pkCSM® e Pass online®) 

para os complexos (D1) a (D4). A análise (pkCSM®) seguiu-se avaliando os 

parâmetros ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade). Para o parâmetro absorção, foram utilizados os modelos de 

absorção intestinal e permeação cutânea em humanos. Quanto ao parâmetro 

distribuição dos complexos, foi avaliado a permeabilidade no sistema nervoso 

central em humanos (SNC). No que diz respeito ao metabolismo, foram 

observados se os complexos (D1) a (D4) teriam capacidade de potencializar ou 

inibir enzimas do complexo citocromo P 450 (CYP 450). O parâmetro excreção 

foi avaliado pela capacidade de inibição do transporte renal de cátions orgânicos. 

O perfil citotóxico foi avaliado pelos parâmetros de toxicidade AMES (potencial 

mutagênico), hepatotoxicidade e sensibilização cutânea. 

Em seguida, foram analisados possíveis alvos farmacodinâmicos dos 

complexos (D1) a (D4) pelo software Pass online® (FILIMONOV et al., 2014). E 
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dentre os alvos moleculares de interesse, analisou-se as enzimas microbianas, 

ação de membrana e inibição de replicação do DNA. Os valores encontrados 

foram tabelados seguindo o parâmetro “Capacidade de ser Ativo (Pa) e Inativo 

(Pi)”. O ponto de corte utilizado foi de 30% (0,30). 

 

4.3  Ensaios de citotoxicidade  

 
 

4.3.1  Linhagens celulares 
 

 

Nos ensaios de viabilidade celular foram utilizadas as linhagens J774A.1 

ATCC® TIB-67™ cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Gilson Costa Macedo 

(Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - UFJF) e 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c cedidos gentilmente pela 

Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra (Departamento de Parasitologia, 

Microbiologia e Imunologia - UFJF). 

 

4.3.2 Cultura de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

 

Macrófagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c 

previamente inoculados com meio tioglicolato (Sigma®) a 3% foram utilizados 

para a realização dos ensaios de viabilidade celular. Inicialmente os macrófagos 

foram cultivados em microplacas (96 poços) de poliestireno, na concentração de 

2 x 105 células por poço em meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado com 2 mM 

de L-glutamina (5% de SFB e 100 µg/mL de penicilina / estreptomicina) mantidos 

a 37ºC com atmosfera de 5% de dióxido de carbono (CO2) até a realização do 

ensaio. Em seguida, diferentes concentrações dos complexos (D1) a (D4) foram 

acrescidas (300; 150; 75; 37,5 e 18,75 μg/mL) em triplicata e o volume final foi 

completado para 100 µL. Posteriormente, seguiu-se uma nova incubação por 48 

horas em estufa a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2 e realização do teste do 

MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Dimetilsufóxido 

(DMSO) a 0,06% (veículo) foi utilizado como controle negativo. O protocolo para 

a utilização dos animais foi seguido pela aprovação do Comitê de Ética em 
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Pesquisa Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) - Minas Gerais 

sob (n° 007/2018-CEUA). 

 

4.3.3 Cultura de células J774A.1  
 

 
As células J774A.1 (linhagem imortalizada) foram cultivadas inicialmente 

em garrafas de cultura de 25cm² (Nunc™) usando meio RPMI-1640 (Gibco®), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico (100 

unidades/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina - Gibco®) e incubadas 

a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 2 

dias a partir do segundo dia após a semeadura, as células foram então colhidas 

na fase logarítmica de crescimento após atingir 80-90% de confluência e 

transferidas para garrafas de cultura de 75cm². Devido a linhagem utilizada ser 

aderente, para sua raspagem / remoção no interior da garrafa, utilizou-se cabos 

de poliestireno flexíveis (cell scraper - Sigma®). 

Após um período de incubação de aproximadamente 3 dias, as células 

passaram pelo mesmo processo de tratamento, porém desta vez, não foram 

transferidas para garrafas de cultura como mencionado acima, mas sim, 

ressuspendidas em meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado e a sua 

concentração foi determinada pela contagem em câmara de Neubauer, 

utilizando o corante Trypan blue. Posteriormente, as células J774A.1 foram 

semeadas em microplacas de 96 poços de fundo chato, na concentração de 

1x105 células por poço, em um volume final de 100 μL. Em seguida, foram 

incubadas por 24 horas a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2. O processo 

seguinte consistiu na retirada do meio de cultura presente nas microplacas de 

96 poços e adição de 200 μL de meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado (2% 

de SFB e 1% de penicilina / estreptomicina) contendo o tratamento com os 

complexos (D1) a (D4) nas concentrações de (300 a 18,75 μg/mL) em triplicata. 

Por fim, seguiu-se uma nova incubação por 24 horas, quando foi realizado o 

teste do MTT. DMSO a 0,06% (veículo) foi utilizado como controle negativo. 

 

 
4.3.4 Avaliação da viabilidade celular pelo teste do MTT 
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Para determinar a viabilidade celular após a exposição com os complexos 

(D1) a (D4) foi utilizado o método colorimétrico do MTT (brometo 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). O método é amplamente utilizado para 

avaliação de citotoxicidade, viabilidade e proliferação celular. Baseia-se na 

metabolização do sal MTT pelas células, que no interior das mitocôndrias é 

reduzido a um produto chamado formazan (coloração violeta). Uma vez 

solubilizado, o produto formado (formazan), pode ser quantificado e sua 

intensidade colorimétrica é diretamente proporcional ao número de células 

viáveis (MOSMANN, 1983). Após o período de incubação, foram adicionados 10 

μL do corante MTT (5 mg/mL, Sigma®) completando o volume do poço com meio 

RPMI-1640 (Gibco®) ou DMEN suplementado para 100 μL, posteriormente 

incubação por 2 horas e 30 minutos a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2 para 

a formação de cristais de formazan. Ao final da incubação, o meio foi removido 

e adicionado 100 μL de DMSO (Sigma®) a cada poço para solubilizar os cristais. 

Ao final, após a estabilização da cor, as placas foram lidas a um comprimento de 

onda de 595 nm. 

 

Para o cálculo de viabilidade a seguinte equação foi utilizada: 

 

 
 

 
Equação 1 - Cálculo de viabilidade: Onde DO 595a é o valor médio da densidade óptica 
das amostras testadas e DO 595 (CTe) valor médio da densidade óptica do controle 
estimulado e não tratado. (Fonte: ISO 10993-5:2009). 

 
 
 

4.4 Atividade antibacteriana in vitro  

 

A determinação da atividade antibacteriana dos complexos (D1) a (D4) foi 

realizada nos Laboratórios de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) e Bioensaios, 

no Departamento de Bioquímica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) 

- Minas Gerais.  
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4.4.1 Linhagens bacterianas  

 

Neste estudo foram utilizadas as seguintes linhagens bacterianas: S. 

aureus ATCC® 25904™ sensível a amoxicilina, S. aureus ATCC® 33591™ 

resistente a meticilina (MRSA) e um isolado clínico resistente de S. aureus 05-

0052. Esses microrganismos foram cedidos pelo Instituto Nacional de Controle 

de Qualidade em Saúde - Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, 

Brasil.  

 

4.4.2 Preparação do inóculo bacteriano  

 
 

Todas as linhagens bacterianas foram semeadas em placas de Petri com 

ágar Mueller Hinton (MH) em fluxo laminar, e posteriormente incubadas a 36± 

1ºC durante 24 horas para verificação do seu crescimento e utilização. Após o 

período de incubação, as colônias de bactérias foram transferidas para tubos de 

vidro contendo 5 mL de solução salina estéril a 0,85% com uma concentração 

alvo de 108 UFC/mL (Unidade Formadora de Colônia por mililitro), 

correspondente ao padrão 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, foram feitas 

diluições, transferindo 100 µL da suspensão bacteriana para um tubo de vidro 

contendo 9,9 mL de solução salina para posterior obtenção do inóculo na 

concentração de 106 UFC/mL. Por fim, o inóculo com concentração de 106 

UFC/mL foi diluído em microplacas de 96 poços (KASVI® K12-096), obtendo 

uma concentração final no poço de 105 UFC/mL. 

 

4.4.3 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM)  

 
 

O ensaio para determinação da atividade antibacteriana foi realizado 

utilizando o método de microdiluição seriada em microplacas estéreis de 96 

poços (KASVI® K12-096), seguindo os padrões do CLSI (2018). Os complexos 

(D1) a (D4) foram preparados a 500 µg/mL em DMSO 1%, em seguida, diluídos 

sucessivamente, obtendo concentrações de 200 a 1,56 µg/mL. Posteriormente, 

foram transferidos 80 µL da solução estoque a 500 µg/mL para microplacas de 

96 poços, que já continham 100 µL de caldo MH. Para completar o volume final 

de 200 µL, foram adicionados 20 µL do inóculo bacteriano a 106 UFC/mL de 
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acordo com o padrão de turbidez 0,5 da escala de McFarland a amostra contida 

em cada um dos poços. As placas foram então, incubadas em uma estufa 

bacteriológica a uma temperatura de 36±1ºC por 24 horas. Simultaneamente foi 

realizado o controle de crescimento das bactérias, utilizando caldo MH e o 

inóculo bacteriano isento do complexo e controle negativo (esterilidade/branco 

da amostra). Amoxicilina foi utilizada como controle positivo. A concentração 

inibitória mínima foi considerada a menor concentração dos complexos (D1) a 

(D4) capaz de inibir o crescimento bacteriano, mediante a inspeção a olho nu 

(ausência de turvação visível). Todas as análises foram realizadas por meio de 

duplicata de três experimentos independentes.  

 

4.4.4 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 
 

A Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi realizada por meio do 

método de Spencer e Spencer (2004) com algumas modificações. Após definido 

os valores da CIM, uma alíquota de 10 μL da amostra foi retirada da microplaca 

de 96 poços (KASVI® K12-096), onde não houve crescimento bacteriano visível 

e posteriormente cultivadas em placas de Petri com ágar MH. Em seguida, as 

placas foram incubadas a uma temperatura de 36±1ºC por 24 horas para 

avaliação. 

 

4.5 Avaliação da densidade celular bacteriana 

 

A contagem de células bacterianas foi realizada em preparações de 

citocentrifugação de acordo com Silva et al. (2014), onde, utilizou-se um 

marcador que se liga a fita dupla de DNA, emitindo uma florescência azul ciano, 

chamado DAPI (JOUX e LEBARON, 2000). Linhagens de S. aureus em solução 

salina, foram inoculadas em tubos com caldo MH contendo os complexos (D2) e 

(D4) (valor de CIM) e incubadas a 37ºC durante 24 horas. Linhagens bacterianas 

inoculadas somente em caldo MH serviram como controles de crescimento. 

Posteriormente, as amostras foram fixadas em formaldeído 4%, coradas com o 

marcador fluorescente DAPI na concentração de 5 μg/mL e preparadas em 

citocentrífuga (Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a 452g/ 10 minutos em alta 

aceleração. As linhagens bacterianas nas lâminas de vidro foram contadas em 
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microscópio de fluorescência (Olympus BX-60) em 10 campos aleatórios, com 

aumento de 1000x, utilizando-se o óleo de imersão. Para a quantificação 

bacteriana foi utilizada a seguinte fórmula: (NxA) / (VxA), onde N= corresponde 

ao número de células contadas, A= área da grande contada e V= volume da 

amostra x volume contado / volume total. 

 

4.6 Estudo em envoltório celular bacteriano 

 

As análises em envoltório celular bacteriano consistiram na avaliação da 

capacidade dos complexos (D2) e (D4) em romper o envoltório celular, por meio 

dos ensaios de permeabilidade com cristal violeta, extravasamento de 

membrana, dosagem de proteínas totais e viabilidade e atividade metabólica 

bacteriana.  

 

4.6.1 Permeabilidade com cristal violeta 

 

Os ensaios de permeabilidade com cristal violeta foram conduzidos de 

acordo com o método descrito por Devi et al. (2010) com algumas modificações. 

As linhagens bacterianas de S. aureus recém cultivadas em caldo MH foram 

inoculadas em tubos suplementados com os complexos (D2) e (D4) (valores de 

CIM) e incubadas a 35ºC por 4 horas. As suspensões de células bacterianas 

foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. Após centrifugados, os pellets 

foram ressuspensos em 10 µg/mL de uma solução de cristal violeta e incubados 

por 10 minutos a 35ºC. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados a 

1000 rpm por 15 minutos e a densidade óptica (DO) do sobrenadante foi medida 

a 570 nm em um espectrofotômetro (Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham, 

MA, Estados Unidos). A DO do sobrenadante do grupo de células não tratadas 

foi utilizado como controle de crescimento. O valor de DO da solução de cristal 

violeta foi considerado como 100%. A porcentagem de absorção do cristal violeta 

foi expressa pela seguinte fórmula: (valor de DO da amostra / valor 

de DO da solução de CV) × 100 = captação percentual de cristal violeta. 
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4.6.2 Extravasamento de membrana  

 

O ensaio de extravasamento de membrana foi realizado de acordo com o 

método de Tang et al. (2008) com algumas modificações. Linhagens bacterianas 

de S. aureus foram previamente cultivadas e posteriormente incubadas em caldo 

MH a 35ºC por 24 horas. Decorrido esse tempo, a cultura foi centrifugada a 1000 

rpm por 5 minutos, lavada e ressuspensa com solução tampão de salina com 

fosfato (PBS) 10 mM (pH 7,4), atingindo uma densidade final de 106 UFC/mL. As 

linhagens de S. aureus foram incubadas com os complexos (D2) e (D4) (valor de 

CIM) nos seguintes tempos: 0, 1, 2, 3, e 4 horas. As culturas bacterianas 

incubadas com PBS 10 mM (pH 7,4), foram utilizadas como controle de 

crescimento. Seguido o período de incubação, as suspensões celulares foram 

centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos e posteriormente realizou-se a leitura 

dos sobrenadantes a 260 nm em um espectrofotômetro (Multiskan Go, Thermo 

Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). O experimento foi realizado em 

triplicata. Após a leitura de 4 horas, o sobrenadante foi reservado para dosagem 

de proteínas totais.  

 

4.6.3 Dosagem de proteínas totais 

 

O ensaio da dosagem de proteínas totais foi realizado de acordo com o 

item 4.6.2, que após 4 horas foram coletados os sobrenadantes e realizada a 

dosagem conforme o método adaptado de Lowry (1951). Inicialmente 10 μL do 

sobrenadante foram aliquotados em tubos de ensaio contendo água e 2 mL de 

solução reativa (tartarato de sódio de potássio 2%, sulfato de cobre 1% e solução 

alcalina de NaOH e Na2CO3). Após homogeneização, seguiu-se 10 minutos de 

repouso. Após este período, foram adicionados 2 mL da solução de Follin. Os 

tubos foram novamente homogeneizados e deixados em repouso por mais 30 

minutos. Posteriormente, uma alíquota de cada tubo foi passada para uma placa 

de 96 poços e lida a 660 nm em espectrofotômetro (Multiskan Go, Thermo 

Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e as absorbâncias foram comparadas 

com uma curva de calibração de albumina feita no mesmo dia. O ensaio foi 

realizado em duplicata. 
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4.6.4 Viabilidade e atividade metabólica bacteriana  

 

A viabilidade das células bacterianas foi avaliada pela atividade 

metabólica intracelular utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular 

Probes), que consiste em dois marcadores fluorescentes: Syto 9 e Iodeto de 

propídeo (PI). Linhagens de S. aureus, previamente cultivadas conforme item 

4.4.3, foram preparadas em salina estéril (108 UFC/mL) e posteriormente 

inoculadas em tubos com caldo MH contendo os complexos (D2) e (D4) (valor 

de CIM), obtendo uma concentração final de 106 UFC/mL. Em seguida, os tubos 

foram incubados a 37ºC por 24 horas. Uma Alíquota de 1 mL das células 

bacterianas em suspensão foram coradas com os reagentes e incubadas por 30 

minutos sob abrigo de luz. As amostras foram preparadas por citocentrifugação 

(Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a 500g/10 minutos em alta aceleração 

(SILVA, et al. 2014). Em seguida, as lâminas resultantes foram analisadas em 

microscópio de fluorescência BX-60 (Olympus). Para a contagem das células 

totais, 10 campos aleatórios foram utilizados. Por fim, a densidade celular foi 

expressa pela quantidade total de células e a proporção células vivas / ativas e 

mortas / inativas foi estabelecida. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

4.7 Avaliação do efeito de concentração inibitória e subinibitórias dos 
complexos (D2) e (D4) na expressão de fatores de virulência de linhagens 
de S. aureus 
 

A avaliação da alteração na expressão de fatores de virulência causadas 

por linhagens de S. aureus pela ação de concentração inibitória e subinibitórias 

com os complexos (D2) e (D4) foram avaliadas por meio da atividade Anti-

catalase, Anti-coagulase, Anti-hemolítica, Anti-lipolítica e Anti-DNAse 

(LINHARES; XIMENES, 2011). 

 

4.7.1 Atividade Anti-catalase  

 

A atividade da enzima extracelular catalase foi determinada pela 

intensidade de degradação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e 

oxigênio. Para tanto, alíquotas da cultura microbiana (100 μL) previamente 

expostas por 24 horas a concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 
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1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram transferidas para uma microplaca (96 

poços) de poliestireno e posterior adição de peróxido de hidrogênio a 3% (100 

μL). A formação de bolhas foi avaliada atribuindo aos escores a sua intensidade 

de reação (+) fraca; (++) moderada e (+++) intensa. O experimento foi realizado 

em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011). 

 

4.7.2 Atividade Anti-coagulase  

 

A atividade de coagulase foi determinada, após 45 segundos da 

aglutinação, utilizando o kit Staphiclin Látex (Laborclin) que detecta a formação 

de coágulos pela ação instantânea da coagulase (fator clumping) e da proteína 

A. Dessa maneira, uma alíquota de 20 μL da cultura microbiana previamente 

exposta por 24 horas a concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 

1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram adicionadas a um cartão do teste kit 

juntamente com 20 μL de látex contendo as partículas sensibilizadas. O 

experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011). 

 

4.6.3 Atividade Anti-hemolítica  

 

O teste da atividade hemolítica detecta a ação de hemolisinas (exotoxinas 

bacterianas) promovendo a lise de eritrócitos in vitro. Neste sentido, as culturas 

bacterianas previamente expostas a concentração inibitória e subinibitórias 

(CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos (D2) e (D4) foram avaliadas quanto o 

perfil hemolítico de linhagens de S. aureus. Para tanto, as culturas previamente 

expostas durante 24 horas, foram centrifugadas e filtradas em uma membrana 

(0,45 μm). Posteriormente, uma alíquota de 20 μL do sobrenadante foi 

adicionada a 180 μL de uma suspensão de hemácias a 2% e incubada por 45 

minutos a 37ºC. Decorrido o tempo de incubação, a suspensão de eritrócitos foi 

centrifugada e o sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 poços 

para leitura das absorbâncias a 570 nm em um espectrofotômetro. O 

experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011). O parecer 

para a utilização de eritrócitos humanos foi seguido pela aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de 

Fora (UFJF) - Minas Gerais sob (n° 3.697.188 - CEP). 
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4.7.3 Atividade Anti-lipolítica 

 

O teste da atividade lipolítica consiste na detecção da degradação de 

lipídios contidos no meio de cultura, por meio de uma enzima extracelular, a 

lipase. Para tanto, alíquotas de (50 μL) de culturas previamente expostas durante 

24 horas a concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos 

complexos (D2) e (D4) foram adicionados a poços confeccionados na superfície 

do ágar MH, adicionado de uma emulsão lipídica a 500 μL (gema de ovo a 50%). 

Após um período de incubação de 24 horas a 37ºC, os halos de lipólise foram 

medidos com auxílio de um paquímetro. O experimento foi realizado em triplicata 

(LINHARES; XIMENES, 2011). 

 

4.7.4 Atividade Anti-DNAse 

 

O teste da atividade DNAse consiste na detecção da degradação do DNA 

contido no meio de cultura, por uma enzima extracelular, a desoxirribonuclease. 

Inicialmente, uma alíquota de 5 μL das culturas previamente expostas durante 

24 horas a concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos 

complexos (D2) e (D4) foram semeadas na superfície do ágar DNAse Teste Base 

(HIMEDIA®). Decorrido o período de incubação de 24 horas a 37ºC, a superfície 

do ágar foi recoberta por uma solução de ácido clorídrico (HCl) - 1N, para 

visualização da atividade enzimática da DNAse (precipitação do DNA não 

degradado), através de zonas opacas ao redor das culturas. Culturas produtoras 

de DNAse apresentam uma área transparente ao redor de seu crescimento, 

evidenciando a degradação do DNA no meio, não precipitando na presença do 

HCl. O experimento foi realizado em triplicata (LINHARES; XIMENES, 2011).  

 

4.8 Avaliação da atividade antibiofilme formados por linhagens de S. 

aureus 

 

4.8.1 Interferência na fase de proliferação dos biofilmes 
O ensaio de ação na fase de proliferação do biofilme pré-formado foi 

realizado de acordo com Nostro et al. (2007) com algumas modificações. 

Linhagens de S. aureus foram cultivadas como biofilmes usando caldo MH 
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suplementado com 1% de glicose em microplacas (96 poços) de poliestireno 

durante um período de 24 horas a 37ºC. Após o crescimento, células 

planctônicas foram removidas cuidadosamente, os poços foram lavados com 

salina estéril três vezes e preenchidos com 200 μL de diluições dos complexos 

(D2) e (D4) (valor de CIM). As placas de 96 poços foram então incubadas em 

uma estufa bacteriológica por 24 horas a 37ºC. Decorrido o prazo de incubação, 

as placas foram lidas a 600 nm usando um espectrofotômetro. Amoxicilina (valor 

de CIM) foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata. A porcentagem de redução da proliferação do biofilme foi 

estabelecida de acordo com a seguinte fórmula: % de redução = (DO no controle 

- DO no tratamento) × 100 / DO no controle. O experimento foi realizado em 

triplicata. 

 

4.8.2 Interferência na fase de adesão do biofilme 
 

4.8.2.1 Estudo por espectrofotometria  
 
 

O ensaio de ação na fase de Adesão dos biofilmes foi conduzido de 

acordos com Plyuta et al. (2013) com pequenas modificações. Inicialmente foram 

adicionados 100 μL das suspensões celulares de S. aureus (2 x 108 UFC/mL) 

em microplacas de 96 poços, seguida de adição das concentrações dos 

complexos (D2) e (D4) (valores de CIM) e incubadas por 24 horas a 37ºC. 

Decorrido o período de incubação, seguiu-se com a remoção das suspensões 

líquidas e os poços foram lavados com 200 μL de salina tamponada estéril (PBS) 

10 mM (pH 7,4), para remoção de bactérias livres e flutuantes (não aderentes). 

Os biofilmes formados por células aderentes foram corados com 200 μL de cristal 

violeta (0,1%) e posteriormente incubados a temperatura ambiente por 30 

minutos. O excesso de cristal violeta contido foi lavado com PBS e as placas 

foram fixadas com 200 μL de etanol (96%) e seguido de incubação por 15 

minutos. A quantificação da biomassa dos biofilmes foi realizada por medida da 

densidade óptica à 570 nm. A redução da adesão do biofilme foi calculada de 

acordo com a seguinte fórmula: % de redução = (DO no controle - DO em 

tratamento) × 100 / DO no controle. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata.  
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4.8.2.2 Estudo por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Linhagens de S. aureus foram semeadas em ágar MH, incubadas por 24 

horas a 37ºC e inoculadas em um tubo contendo 5 mL de caldo MH 

suplementado com 1% de glicose. Em seguida, foram adicionados 500 μL do 

caldo inoculado (2 x 108 UFC/mL) em placas de 24 poços de poliestireno 

contendo lamínulas de vidro redondas (13 mm, Glasscyto®). A exposição foi 

realizada adicionando 500 μL dos complexos (D2) e (D4) (valor de CIM). Para 

controles negativo e positivo foram adicionados 500 μL de salina estéril ou 

amoxicilina (valor de CIM). Os biofilmes formados em lamínulas de vidro (13 mm, 

Glasscyto®) foram incubados por 24 horas a 37ºC e posteriormente fixados em 

2,5 de gluteraldeído (C5H8O2) em tampão de cacodilato 0,1 M (pH 7,2). Após a 

fixação, os biofilmes em lamínulas de vidro foram lavados em tampão de 

cacodilato e desidratados através de uma série graduada de soluções de etanol 

(30%, 50%, 70%, 90% e 2x em 100%) durante 15 minutos em cada 

concentração. Por fim, as amostras foram metalizadas com ouro durante 15 

minutos. A ultraestrutura nos biofilmes e na morfologia bacteriana foram 

observadas por microscopia eletrônica de varredura - MEV (JEOL JSM-6390LV, 

Tóquio, Japão).  

 

4.8.3 Composição bioquímica da matriz polimérica extracelular  

 

Inicialmente a análise da composição bioquímica da matriz polimérica 

extracelular foi realizada conforme item 4.8.2.1. Os biofilmes aderentes foram 

sonicados por 5 minutos em banho-maria ultrassônico para desprendimento. As 

suspensões celulares foram então reunidas e centrifugadas (3.000 rpm por 10 

minutos). O sobrenadante foi utilizado como fonte para estudar a composição 

bioquímica da matriz polimérica extracelular utilizando a dosagem de 

carboidratos (CHO) pelo método do ácido fenol-sulfúrico (DUBOIS et al., 1956) 

e dosagem de proteínas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). 
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4.9 Análise estatística  

 

Os dados foram expressos utilizando-se de análise paramétrica de 

variância (ANOVA) seguido do pós teste de Bonferroni. O programa 

computacional GraphPAD Prism 8 (La Jolla CA, USA) foi empregado para 

realização das análises. Todos os dados foram reportados como média e desvio 

padrão, sendo considerado um nível de significância de 5% (p < 0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Estudos in silico 

 

5.1.1 Avaliação das propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas (alvos 

biológicos) dos complexos (D1) a (D4). 

 

Os valores dos estudos in silico das propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas são apresentados nas tabelas 3 e 4. 

 

Tabela 3 - Propriedades farmacocinéticas dos complexos (D1) a (D4) e Amoxicilina. 

 

 
 

Fonte: Autor, 2022. 

 

 

Absorção 
 

D1 D2 D3 D4 Amoxicilina 

Absorção intestinal 
(humano) 

 Sim Sim Sim Sim Sim 

Permeabilidade cutânea  Sim Sim Sim Sim Não 

Distribuição      

Permeabilidade no SNC  Não Não Não Não Sim 

Metabolismo       

Substrato CYP2D6  Não Não Não Não Não 

Inibidor de CYP1A2  Não Não Não Não Não 

Inibidor de CYP2C19  Não Não Não Não Não 

Inibidor de CYP2C9  Não Não Não Não Não 

Inibidor de CYP2D6   Não Não Não Não Não 

Inibidor de CYP3A4   Não Não Não Não Não 

Excreção      

Substrato para transportador 
renal de cátions orgânicos  

 Não Não Não Não Não 

Toxicidade      

Toxicidade AMES 
(Potencial Mutagênico) 

 Não Não Não Não Não 

Hepatotoxicidade  Não Não Não Não Sim 

Sensibilização cutânea   Não Não Não Não Não 
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Os resultados apresentados na tabela 3 dos estudos in silico das 

propriedades farmacocinéticas demonstraram que os complexos (D1) a (D4) 

possuem probabilidades de absorção intestinal em humanos e permeabilidade 

cutânea. Não foram encontradas probabilidades dos complexos em serem ativos 

no perfil distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (Tabela 3). 

 

Tabela 4 - Predições das atividades biológicas in silico relacionadas aos efeitos 
antibacterianos dos complexos (D1) a (D4). 

 

Classe Alvo D1 D2 D3 D4 

 Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi 

Enzimas 
microbianas 

Inibidor de 
glicosiltransferase 
de peptídeoglicano 
 

0.641 0.005 0.644 0.005 0.674 0.004 0.509 0.020 

 
 

 
Ação de 
Membrana 

Potencializador da 
permeabilidade de 

membrana 
 

0.454 0.031 0.473 0.024 0.473 0.024 0.415 0.050 

Antagonista da 
integridade de 

membrana 
 

0.461 0.054 0.473 0.051 0.515 0.041 0.370 0.081 

 
 
Inibidor de 
Replicação 
do DNA 

Antagonista do 
ácido 

paraaminobenzóico 
 

0.413 0.022 0.432 0.019 0.328 0.053 0.374 0.033 

Inibidor de DNA 
ligase (ATP) 

 

0.335 0.033 0.358 0.025 0.327 0.035 - - 

Legenda - capacidade de ser ativo (Pa); capacidade de ser inativo (Pi). 
 

Fonte: Autor, 2022. 

 

Em seguida foi avaliado a propriedade farmacodinâmica (alvos biológicos) 

dos complexos (D1) a (D4). Os alvos biológicos analisados foram: enzimas 

microbianas, ação de membrana e inibidor de replicação do DNA. Dentre os 

alvos biológicos com maior probabilidade de os complexos serem ativos, grande 

destaque se deu para o inibidor de glicosiltransferase de peptídeoglicano, 

enzima responsável pela síntese do peptídeoglicano (Tabela 4). 
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5.2 Avaliação da viabilidade celular em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c e J774A.1 expostos aos complexos (D1) a (D4). 

 

Para avaliar a influência dos complexos na viabilidade celular, macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c foram expostos e submetidos ao teste do 

MTT (Figura 7). Os resultados demonstram que nenhum dos complexos (D1) a 

(D4) reduziu significativamente a viabilidade celular das células testadas 

(p<0,05). Vale ressaltar que a linha tracejada representa a taxa de viabilidade 

celular de 70% de acordo com os parâmetros da ISO10993-5:2009. 

 

Figura 7 - Avaliação da citotoxicidade de macrófagos peritoneais de camundongos 
BALB/c com os complexos (D1) a (D4). Macrófagos peritoneais foram cultivados e 
expostos a diferentes concentrações dos complexos (18,75 a 300 µg/mL). Após 48 
horas a viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT. O 
resultado foi expresso em percentual de sobrevivência em relação às células não 
tratadas. A linha tracejada em vermelho indica o percentual de viabilidade celular de 
70% (ISO10993-5:2009). Legenda: Controle (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). 
Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média ± DP. 
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Em seguida foi investigada a viabilidade celular de células J774A.1 com o 

intuito de predizer segurança na utilização dos complexos (D1) a (D4) (Figura 8). 

Considerando a taxa de sobrevivência de 70% ou superior (ISO10993-5:2009), 

o complexo (D3) na concentração de 300 µg/mL se mostrou citotóxico (p<0,05), 

ou seja, células metabolicamente menos ativas, evidenciado pela linha tracejada 

em vermelho. Os outros complexos não apresentaram citotoxicidade nas demais 

concentrações testadas. 

 

Figura 8 - Avaliação da citotoxicidade de células J774A.1 com os complexos (D1) a 
(D4). Células J774A.1 foram incubadas com diferentes concentrações dos complexos 
(18,75 a 300 µg/mL) durante 48 horas, respectivamente. Após este tempo, seguiu-se 
com o teste de viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTT como descrito 
anteriormente. aIndica diferença estatística quando comparado ao controle (p<0,05). 
Legenda: Controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram 
realizados em triplicata e os dados representam a média ± DP. 
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5.3 Avaliação da atividade antibacteriana dos complexos (D1) a (D4). 

 

5.3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM). 

 

Os valores da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) diante de linhagens referência e um isolado clínico de 

S. aureus são apresentados na tabela 5. 

 

Tabela 5 - Concentração Inibitória Mínima (CIM), Efeito sobre o valor de CIM, 
Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos complexos (D1) a (D4) e Amoxicilina 
contra linhagens de S. aureus. 

 

 

Fonte: Autor, 2022. 

 

Amostras Microrganismos 
 

CIM 
(µg/mL) 

Efeito no Valor 
de CIM 

CBM 
(µg/mL) 

 

 
 

D1 

   

S. aureus ATCC® 25904™ 100,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus ATCC® 33591™ 100,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus 05-0052 100,00 Bacteriostático >200 
 

 
 

D2 

   

S. aureus ATCC® 25904™ 50,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus ATCC® 33591™ 50,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus 05-0052 50,00 Bacteriostático >200 
 

 
 

D3 

   

S. aureus ATCC® 25904™ 100,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus ATCC® 33591™ 100,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus 05-0052 100,00 Bacteriostático >200 
 

 
 

D4 

   

S. aureus ATCC® 25904™ 50,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus ATCC® 33591™ 50,00 Bacteriostático >200 
 

S. aureus 05-0052  50,00 Bacteriostático >200 
  

 

Amoxicilina S. aureus ATCC® 25904™ 0,14 - -  

 S. aureus ATCC® 33591™ 12,50 - -  

 S. aureus 05-0052 
 

25,00 - -  
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De acordo com os dados representados, foi observado que os complexos 

(D1) a (D4) exibiram valores de CIM que variam de 100 a 50 µg/mL para as 

linhagens ATCC de referência e isolado clínico de S. aureus. Os complexos (D1) 

e (D3) apresentaram CIM de 100 µg/mL para linhagens de S. aureus ATCC® 

25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052. 

Além disso, os complexos (D2) e (D4) apresentaram resultados promissores com 

valor de CIM de 50 µg/mL para as três linhagens de estudo. Para as linhagens 

de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de 

S. aureus 05-0052 valores de CIM de 0,14, 12,5 e 25 µg/mL também foram 

encontrados para amoxicilina. Logo, considera-se que a sensibilidade a 

amoxicilina pode ser designada por uma CIM ≤ 2 µg/mL e resistência ≥ 4 µg/mL 

(CLSI, 2018). Não foi possível determinar o CBM dos complexos (CBM >200 

µg/mL). Vale ressaltar que para os valores de CIM, todos os complexos 

apresentaram efeito bacteriostático na inibição da multiplicação das bactérias 

testadas (Tabela 5). 

 

5.4 Avaliação da densidade celular bacteriana 

 

Para investigar o efeito dos complexos mais ativos (D2) e (D4) sobre a 

densidade celular de linhagens de S. aureus, as culturas bacterianas foram 

coradas com o corante DAPI e quantificadas por microscopia de fluorescência 

(Figura 9). As análises quantitativas mostraram que o complexo (D2) reduziu em 

80, 43 e 49% a densidade celular de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus 

ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052, respectivamente, em 

relação aos controles. Já o complexo (D4) mostrou uma redução de 40, 70 e 

44% de redução da densidade celular de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus 

ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052, em relação aos 

controles (p<0,05).  
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Figura 9 - Densidade celular das linhagens de S. aureus expostas aos complexos (D2) 
e (D4). Células bacterianas cultivadas foram coradas com DAPI e contadas sob 
microscopia de fluorescência para análise da densidade celular. abcIndicam diferenças 
estatisticamente significantes em relação ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, 
p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a 
média ± DP. 

 

 

Controle D2 D4 Controle D2 D4 Controle D2 D4
0

5

10

15

20

25

C
é
lu

la
s
.1

0
7
/m

L

a

a

b

b

c c

S. aureus ATCC® 25904™ S. aureus ATCC® 33591™ S. aureus 05-0052

 

 

5.4.1 Estudo em envoltório celular bacteriano  

 

5.4.1.1 Permeabilidade com cristal violeta 

  

Os resultados apresentados na (Figura 10) evidenciam que nas células 

bacterianas expostas ao complexo (D2), houve um aumento de 5,2 vezes da 

porcentagem da captação de cristal violeta para S. aureus ATCC® 25904™; 6,6 

vezes para S. aureus ATCC® 33591™ e 4,8 vezes para o isolado clínico de S. 

aureus 05-0052. Para o complexo (D4) houve um aumento de 2,8 vezes da 

captação de cristal violeta para S. aureus ATCC® 25904™; 6,6 vezes para S. 

 

Controle D2 D4 



61 
 

aureus ATCC® 33591™ e 5,0 vezes para o isolado clínico de S. aureus 05-0052, 

respectivamente, quando comparadas aos controles (p<0,05). 

 

Figura 10 - Permeabilidade celular de S. aureus por % de captação do cristal violeta. 
Linhagens bacterianas expostas aos complexos (D2) e (D4) foram avaliadas por meio 
da permeabilidade com cristal violeta. abcIndicam diferença estatística quando 
comparado aos respectivos controles. Legenda: Controle. (ANOVA seguido de 
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados 
representam a média ± DP. 
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5.4.1.2 Avaliação do Extravasamento de membrana e Teor de proteínas  

 

Os ensaios de extravasamento de membrana e teor de proteínas 

buscaram determinar o efeito da exposição com os complexos (D2) e (D4) na 

permeabilidade celular das células bacterianas. Os resultados estão 

apresentados na Figura 11.  
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Figura 11 - Liberação de conteúdo intracelular (nucleotídeos) e proteínas de S. aureus 
ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 
após exposição aos complexos (D2) e (D4). (A, C e E) representa as curvas de 
extravasamento de material intracelular (nucleotídeos) para o meio, medido por 
densidade óptica a 260 nm por um período de 4 horas em intervalos de 1 hora e (B, D 
e F) Teor de proteínas após 4 horas de exposição com os complexos (D2) e (D4). aIndica 
diferença estatística quando comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, 
p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a 
média ± DP. 
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A Figura 11A demonstra que a exposição com os complexos (D2) e (D4) 

alterou a permeabilidade celular de S. aureus ATCC® 25904™ após 4 horas, 

gerando dessa maneira, um maior extravasamento de conteúdo intracelular 

(nucleotídeos) para o meio em comparação ao controle, evidenciado a partir de 

3 horas após a exposição. O teor de proteínas após a exposição com o complexo 

(D2) teve um aumento de 5,1 vezes, enquanto que para o complexo (D4) esse 

aumento foi de 1,9 vezes quando comparado ao controle (p<0,05) (Figura 11B). 

Os resultados apresentados na Figura 11C também mostram que a 

exposição com os complexos (D2) e (D4) alteraram a permeabilidade celular de 

S. aureus ATCC® 33591™ após 4 horas, evidenciado pelo maior extravasamento 

de conteúdo intracelular (nucleotídeos) para o meio em comparação com o 

controle, principalmente a partir de 3 horas de exposição. Com relação ao teor 

de proteínas liberadas intracelularmente, o complexo (D2) teve um aumento de 

13,7 vezes, enquanto que o complexo (D4) esse aumento foi de 4,71 vezes se 

comparado ao controle (p<0,05) (Figura 11D). 

Os complexos (D2) e (D4) como demonstrado acima, também foram 

capazes de interferir na permeabilidade celular do isolado clínico de S. aureus 

05-0052, após 4 horas de exposição (Figura 11E), indicando um maior 

extravasamento de conteúdo intracelular (nucleotídeos) para o meio a partir de 

3 horas se comparado ao controle. Em relação ao teor de proteínas, nota-se um 

aumento de 5,4 vezes para o complexo (D2) e 3,6 vezes para o complexo (D4), 

em relação ao controle (p<0,05) (Figura 11F). 

 

5.4.1.3 Viabilidade e atividade metabólica bacteriana  

 

A viabilidade celular das linhagens de S. aureus expostas aos complexos 

(D2) e (D4) foram analisadas por meio do kit LIVE/DEAD® BacLight (Figura 12). 

A Figura 12A representa imagens do ensaio destacando as células bacterianas, 

coradas com Syto 9, um dos corantes presentes no kit, que cora todas as células 

íntegras e também aquelas que apresentam dano em sua membrana de verde. 

Já o Iodeto de propídeo (PI) penetra somente em células com danos em sua 

membrana, por consequência, redução na fluorescência do Syto 9, corando 

assim, as células em vermelho. A Figura 12B representa a porcentagem de 

células viáveis e não viáveis após tratamento com os complexos (D2) e (D4). 
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Figura 12 - Viabilidade e atividade metabólica bacteriana de linhagens de S. aureus 
expostas aos complexos (D2) e (D4). Células bacterianas foram coradas com o kit 
LIVE/DEAD® BacLight, analisadas e contadas sob microscopia de fluorescência. (A) 
representa as imagens ilustrativas das células de S. aureus expostas aos complexos e 
coradas com Syto 9 e Iodeto de propídeo. (B) representa a porcentagem de células 
viáveis e não viáveis após tratamento com os complexos (D2) e (D4). abcIndicam 
diferenças estatisticamente significantes em relação ao controle. (ANOVA seguido de 
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados 
representam a média ± DP. 
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Os resultados evidenciaram que a linhagem de S. aureus ATCC® 25904™ 

exposta aos complexos (D2) e (D4) tiveram porcentagens de células viáveis de 

82,9 e 80,9%, respectivamente, enquanto que o controle foi de 94,4%. Logo, 

houve diferença estatística entre as células bacterianas expostas aos complexos 

(D2) e (D4) quando comparadas ao controle (Figura 12B) (p<0,05).   

A linhagem de S. aureus ATCC® 33591™ exposta aos complexos (D2) e 

(D4) apresentaram 80,3 e 78,3% de células viáveis, ao passo que o controle 

apresentou 98,4%. Também foi observado diferença estatística entre as células 

bacterianas expostas aos complexos (D2) e (D4) quando comparadas ao 

controle (Figura 12B) (p<0,05).   

A) 

B) 
 

Controle 

D2 

Controle D2 D4 
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O isolado clínico de S. aureus 05-0052 exposto aos complexos (D2) e (D4) 

apresentaram 63,7 e 60,6% de células viáveis, respectivamente, enquanto que 

o controle foi de 85,7%. Assim, como mencionado acima, foi observado diferença 

estatística entre as células bacterianas expostas aos complexos quando 

comparadas ao controle (Figura 12B) (p<0,05).   

 

5.5 Avaliação do efeito de concentração inibitória e subinibitórias dos 
complexos (D2) e (D4) na expressão de fatores de virulência de linhagens 
de S. aureus 

 

5.5.1 Atividade Anti-catalase 

 

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram o efeito da 

exposição a concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4) 

sobre a atividade da enzima catalase por linhagens de S. aureus, sendo os 

valores expressos em escores de intensidade de reação. Pode-se constatar uma 

redução na atividade da catalase pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, 

de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052, 

principalmente no valor de CIM (50 µg/ml). Vale ressaltar que S. aureus 05-0052 

foi a mais sensível para esse ensaio tendo alteração da produção de catalase 

em todas as concentrações testadas (Tabela 6).  

 
Tabela 6 - Atividade anti-catalase das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. 
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 após exposição de 
concentração inibitória e subinibitórias com os complexos (D2) e (D4). 

 

Intensidade da atividade Catalase 
  

                       D2 µg/ml   D4 µg/ml   

           CC 50 25 12,5 50 25 12,5   
S. aureus ATCC® 25904™ (+++) (+) (++) (+++) (+) (++) (++)   
S. aureus ATCC® 33591™ (+++) (+) (++) (+++) (++) (++) (+++)   
S. aureus 05-0052 (+++) (+) (+) (+) (+) (+) (+)   

  CIM 1/2 CIM 1/4 CIM CIM 1/2 CIM 1/4 CIM   

          
Intensidade de reação: (+) fraca; (++) moderada; (+++) intensa; CC (Controle de crescimento) 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.5.2 Atividade Anti-coagulase 

 

A Tabela 7 expressa o efeito da exposição a concentração inibitória e 

subinibitórias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade da enzima coagulase 

para as linhagens de S. aureus. Os resultados demonstraram que a expressão 

da atividade da enzima coagulase pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, 

de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 não foram 

alteradas pela exposição de concentração inibitória e subinibitórias dos 

complexos (D2) e (D4). 

 

Tabela 7 - Atividade anti-coagulase das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. 
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 após exposição de 
concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4). 

 
 

 
 

Fonte: Autor, 2022. 
 
 
 
 

5.5.3 Atividade Anti-hemolítica  

 

A Figura 13 evidencia o efeito da exposição a concentração inibitória e 

subinibitórias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade de hemolisinas pelas 

linhagens de S. aureus.  

 

 

 

 

Atividade Coagulase 

            D2 µg/ml D4 µg/ml 

 CC 50 25 12,5 50 25 12,5 
S. aureus ATCC® 25904™ (+) (+) (+)  (+) (+) (+) (+) 
S. aureus ATCC® 33591™ (+) (+) (+)  (+) (+) (+) (+) 
S. aureus 05-0052 (+) (+) (+)  (+) (+) (+) (+) 

  CIM 1/2 CIM 1/4 CIM CIM 1/2 CIM 1/4 CIM 

        
Reação da Coagulase: (+) positiva; (-) negativa 
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Figura 13 - Atividade anti-hemolítica das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. 
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 após a exposição de 
concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4). (A, B e C) representa 
o efeito de concentração inibitória e subinibitórias do complexo (D2) sobre a expressão 
de hemolisinas pelas linhagens de S. aureus e (D, E e F) representa o efeito de 
concentração inibitória e subinibitórias do complexo (D4). Os valores são expressos por 
densidade óptica a 540 nm. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos 
foram realizados em triplicata e os dados representam a média ± DP. 
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O tratamento com os complexos em suas diferentes concentrações foi 

capaz de reduzir significativamente a atividade hemolítica de todas as linhagens 

de S. aureus. Entretanto, no valor de 1/4 CIM não houve uma redução 

significativa para as linhagens de S. aureus ATCC® 25904™ e S. aureus ATCC® 

33591™ quando expostas aos complexos (D2) e (D4) (Figura 13).  

 

5.5.4 Atividade Anti-lipolítica  

 

Os resultados exibidos na Tabela 8 demonstram o efeito da exposição a 

concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4) sobre a 

atividade de enzimas lipolíticas pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, 

de S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052, com 
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valores expressos em milímetros. A análise não foi capaz de determinar qualquer 

inibição da atividade lipolítica (formação de halos de lipólise).  

 

Tabela 8 - Atividade anti-lipolítica das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. 
aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 após exposição de 
concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4). 

 

Diâmetro do halo de Lipólise (mm) 

           D2 µg/ml D4 µg/ml 

 CC   50      25 12,5 50 25  12,5 

S. aureus ATCC® 25904™ 1,3  1,2      1,2 1,2 1,2 1,2  1,2 

S. aureus ATCC® 33591™ 1,3 1,3      1,3 1,3 1,3 1,3  1,3 

S. aureus 05-0052 0,9 0,8      0,8 0,8 0,8 0,8  0,8 

   CIM  1/2 CIM 1/4 CIM CIM 1/2 CIM 1/4 CIM 
 

Fonte: Autor, 2022. 

 

5.5.5 Atividade Anti-DNAse 

 

A Tabela 9 apresenta o efeito da exposição de concentração inibitória e 

subinibitórias dos complexos (D2) e (D4) sobre a atividade da enzima DNAse 

pelas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, de S. aureus ATCC® 33591™ e 

o isolado clínico de S. aureus 05-0052. Os resultados demonstraram que 

nenhuma das concentrações testadas foram capazes de inibir a ação da enzima 

DNAse.  

 
Tabela 9 - Atividade anti-DNAse de linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus 
ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 após exposições de 
concentração inibitória e subinibitórias dos complexos (D2) e (D4). 

 

 
Fonte: Autor, 2022. 

 

Atividade DNAse 
 

             D2 µg/ml    D4 µg/ml  
 CC 50  25 12,5 50    25 12,5  
S. aureus ATCC® 25904™ (+) (+)  (+)  (+) (+)    (+)  (+)  
S. aureus ATCC® 33591™ (+) (+)  (+)  (+) (+)    (+)  (+)  
S. aureus 05-0052 (+) (+)  (+)  (+) (+)    (+)  (+)  
  CIM 1/2 CIM 1/4 CIM CIM 1/2 CIM 1/4 CIM  
         

(+) Indica presença de atividade DNAse (-) Indica ausência de atividade  
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5.6 Avaliação da atividade antibiofilme formados por linhagens de S. aureus  

 

As análises realizadas buscaram avaliar a ação dos complexos (D2), (D4) 

e amoxicilina em impedir que os microrganismos se multipliquem em um biofilme 

de população e também que os impeça de serem aderidos a determinadas 

superfícies.   

O complexo (D2) apresentou uma porcentagem de redução na fase de 

proliferação do biofilme em 60% para S. aureus ATCC® 25904™ e 99% para 

amoxicilina, 58% para S. aureus ATCC® 33591™ e 54% para amoxicilina, 37% 

para o isolado clínico de S. aureus 05-0052 e 82% para amoxicilina, ao passo 

que o complexo (D4) apresentou uma redução de 65% para ATCC® 25904™, 

68% para ATCC® 33591™ e 32% para o isolado clínico 05-0052 (Figura 14A).  

O efeito dos complexos (D2) e (D4) na fase de adesão dos biofilmes 

também foram observados. O complexo (D2) apresentou uma redução de 62% 

para a linhagem de S. aureus ATCC® 25904™ e 33% para amoxicilina, 56% para 

S. aureus ATCC® 33591™ e 65% para amoxicilina, 65% para o isolado clínico 

de S. aureus 05-0052 e 60% para amoxicilina. O complexo (D4) seguiu 

apresentando redução de 50% para S. aureus ATCC® 25904™, 47% para S. 

aureus ATCC® 33591™ e 68% para o isolado clínico de S. aureus 05-0052 

(Figura 14B). 
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Figura 14 - Efeito dos complexos (D2), (D4) e amoxicilina (Amoxi) sobre as etapas de 
proliferação e adesão de biofilmes formados pelas linhagens de S. aureus ATCC® 
25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052. Biofilmes 
expostos aos complexos (D2), (D4) e amoxicilina foram avaliados de acordo com a 
porcentagem de inibição. (A) Porcentagem de redução na fase de proliferação do 
biofilme e (B) porcentagem de redução na fase de adesão do biofilme. abcIndicam 
diferença estatística quando comparado aos respectivos controles. (ANOVA seguido de 
Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados 
representam a média ± DP. 
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5.6.1 Avaliação dos complexos (D2) e (D4) sobre a fase de adesão dos 
biofilmes de S. aureus por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A ultraestrutura e morfologia dos biofilmes formados por linhagens de S. 

aureus pôde ser analisada por MEV. As imagens partiram de um aumento de 

5.000x e 20.000x, onde foi possível analisar a densidade celular e características 

notáveis na ultraestrutura da célula bacteriana.   

Os biofilmes de população formados pelas linhagens de S. aureus ATCC® 

25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052 

sem quaisquer exposições, apresentam elevada densidade celular, com campos 

totalmente preenchidos e conglomerados de células sobrepostas umas às 

outras. Quando os biofilmes são cultivados e expostos a amoxicilina e aos 

complexos (D2) e (D4), observa-se uma diminuição da densidade celular dessas 

populações. Além disso, pode-se observar que a exposição com o controle 

positivo e os complexos (D2) e (D4) levam ao comprometimento da integridade 

da célula bacteriana, causando danos em seu envoltório, liberação de conteúdo 

intracelular para o meio e morte celular. Esses achados corroboram com os 

resultados encontrados no estudo em células planctônicas. 
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Figura 15 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4) 
diante da linhagem S. aureus ATCC® 25904™ por meio de microscopia eletrônica de 
varredura. Biofilmes de células bacterianas cultivadas em lamínulas redondas. As 
imagens obtidas permitiram a análise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo 
controle, (C e D) exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o 
complexo (D2) e (G e H) exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Setas brancas 
indicam alterações na morfologia da célula bacteriana. Ampliação de 5.000x e 20.000x. 
Barras de escala de 2 µm e 5 µm.  

 

 
Fonte: Autor, 2022.  
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Figura 16 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4) 
diante da linhagem S. aureus ATCC® 33591™ por meio de microscopia eletrônica de 
varredura. Biofilmes de células bacterianas cultivadas em lamínulas redondas. As 
imagens obtidas permitiram a análise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo 
controle, (C e D) exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o 
complexo (D2) e (G e H) exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Ampliação de 
5.000x e 20.000x. Setas brancas indicam alterações na morfologia da célula bacteriana. 
Barras de escala de 2 µm, 5 µm e 10 µm. 

 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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Figura 17 - Imagens ilustrativas da atividade antibiofime dos complexos (D2) e (D4) 
diante da linhagem S. aureus 05-0052 por meio de microscopia eletrônica de varredura. 
Biofilmes de células bacterianas cultivadas em lamínulas redondas. As imagens obtidas 
permitiram a análise da estrutura das bactérias em (A e B) grupo controle, (C e D) 
exposto com amoxicilina - valor de CIM, (E e F) exposto com o complexo (D2) e (G e H) 
exposto com o complexo (D4) - valor de CIM. Setas brancas indicam alterações na 
morfologia da célula bacteriana. Ampliação de 5.000x e 20.000x. Barras de escala de 2 
µm e 5 µm. 

 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.6.2 Avaliação dos complexos (D2) e (D4) sobre a composição da matriz 
polimérica extracelular 

 

O teor de proteínas e carboidratos foi mensurado através da análise de 

matriz polimérica extracelular, sendo possível demonstrar a composição 

bioquímica em biofilmes formados por diferentes linhagens de S. aureus. De 

acordo com a tabela 10, foi possível constatar que os complexos (D2) e (D4) não 

foram capazes de interferir diretamente na síntese de carboidratos e proteínas 

dentro dessas matrizes complexas e autoproduzidas, embora, possam estar 

atuando em outras vias que ainda necessitam de análises mais robustas.   

 

Tabela 10 - Composição bioquímica de biofilmes expostos aos complexos (D2) e (D4) 
e amoxicilina. aIndica diferença estatística quando comparado aos respectivos controles. 
Legenda: Carboidratos (CHO) e proteínas. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os 
experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média ± DP. 

 

 

Fonte: Autor, 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle D2 D4 Amoxicilina 

Microrganismos Proteínas 
(µg/mL) 

 

 Proteínas 
(µg/mL) 

 

 Proteínas 
(µg/mL) 

 

 Proteínas 
(µg/mL) 

 

 

ATCC® S. aureus 25904™ 1,38±0,07  1,35±0,08  1,36±0,005  1,51±0,01  
ATCC® S. aureus 33591™ 1,40±0,07  1,35±0,05  1,29±0,08  1,43±0,04  

S. aureus 05-0052 1,39±0,10  0,71±0,62a  0,63±0,65a  1,24±0,24  

 Controle         D2       D4 Amoxicilina 

Microrganismos CHO 
(µg/mL) 

 

 CHO 
(µg/mL) 

 

 CHO 
(µg/mL) 

 

 CHO 
(µg/mL) 

 

 

ATCC® S. aureus 25904™ 26,34±1,50  25,19±1,83  26,88±3,29  31,21±4,66a  
ATCC® S. aureus 33591™ 26,63±3,12  27,90±4,96  25,16±2,62  32,06±4,16a  

S. aureus 05-0052 25,72±4,44  26,74±2,74  25,41±3,37  46,07±6,54a  
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6. DISCUSSÃO 

 

O uso indiscriminado de antimicrobianos por parte de humanos, animais 

e mesmo na agricultura, elevou as taxas de resistência bacteriana ao longo dos 

anos e trouxe consigo, um grave problema de saúde pública de âmbito global 

(VESTERGAARD et al., 2019). Não obstante, infecções de grandes dimensões 

e a resistência alcançada por S. aureus (MRSA) ainda é uma realidade notável 

que necessita fortemente da atenção de órgãos públicos e federais. Portanto, 

torna-se imprescindível o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos 

para combater efetivamente tais infecções e a resistência a eles enunciada. 

Como alternativa, a química de coordenação, tem visado a junção e/ou 

complexação de íons metálicos a moléculas ativas, como forma de potencializar 

sua ação antimicrobiana (SANTI et al., 2016). Logo, complexos metálicos podem 

ser utilizados na busca de novos ativos antimicrobianos. Diante disso, o estudo 

com complexos derivados do núcleo base [Fe-cyclam] contra linhagens sensível 

e resistentes de S. aureus se faz necessário com possibilidade de um potencial 

antibacteriano.  

Inicialmente foram correlacionadas ações dos complexos (D1) a (D4), a 

um possível tratamento contra infecções bacterianas, por meio de análises 

preditivas in silico das propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas (alvos 

biológicos). Os princípios da farmacocinética consiste em avaliar o perfil ADMET 

(absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) de um fármaco, 

composto ou entidade química após sua administração no organismo, enquanto 

que a farmacodinâmica (alvos biológicos) explora a relação entre a concentração 

de um composto em seu local de ação e, por isso, avalia os mecanismos a níveis 

moleculares, os quais regulam o reconhecimento do medicamento pelo receptor, 

transportadores e até enzimas (FAN J; DE LANNOY, 2014; BIAN et al., 2022). 

Os resultados encontrados para as análises farmacocinéticas indicaram 

que os complexos (D1) a (D4) e amoxicilina possuem probabilidades 

consideráveis de absorção intestinal em seres humanos. Essa absorção é 

melhor compreendida pela via transcelular passiva, ou seja, principal mecanismo 

de absorção de um fármaco pelo trato gastrointestinal quando administrado por 

via oral (HOMAYUN et al., 2019). A permeabilidade cutânea também foi 

observada para os complexos (D1) a (D4). Esse resultado é promissor para a 
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administração tópica de um medicamento transdérmico, que para um lado torna-

se mais vantajosa, ao passo que, reduz os riscos de efeitos colaterais de forma 

local e até mesmo sistêmica (MACIEL et al., 2021). Logo, para o antimicrobiano 

amoxicilina, a permeabilidade cutânea não foi encontrada. 

Quanto à distribuição dos complexos (D1) a (D4) no organismo, os 

resultados revelaram que os mesmos possuem incapacidade de permear a 

barreira hemato encefálica (BHE), portanto, sem contato direto com o sistema 

nervoso central (SNC). Importante ressaltar que a BHE é uma importante 

barreira física que limita a entrada de diversos componentes que podem ser 

danosos ao cérebro, como substâncias tóxicas e patógenos (ZHAO et al., 2015). 

Para amoxicilina, uma probabilidade de ser ativo foi encontrado.  

Diversas substâncias são metabolizadas pelo fígado por meio de enzimas 

do citocromo P450 (GILANI; CASSAGNOL, 2021). Os resultados encontrados 

para essas análises preditivas in silico demonstraram que os complexos (D1) a 

(D4) e amoxicilina não são substratos para a enzima CYP 2D6 (relacionada ao 

metabolismo de xenobióticos) e não apresentam inibição das enzimas CYP 1A2, 

CYP 2C19, CYP 2C9, CYP 2D6 e CYP 3A4. Logo, a inibição ou indução de 

algumas dessas enzimas poderia levar a interações medicamentosas. Portanto, 

devido a sua não interação com as enzimas CYP, tais complexos possivelmente 

não possuem efeitos adversos em humanos. 

Os rins possuem um papel fundamental no processo de eliminação de 

diversas substâncias do organismo. Neles são encontrados os transportadores 

renais de cátions orgânicos (TCO) e proteínas de extrusão de múltiplas drogas 

e toxinas (MOTOHASHI; INUI, 2013). Os resultados encontrados, sugerem que 

os complexos (D1) a (D4) e amoxicilina não apresentam excreção renal, 

tornando estes resultados promissores, principalmente no que diz respeito a 

pacientes que possuem lesões ou doenças renais. 

O parâmetro toxicidade também foi analisado para os complexos (D1) a 

(D4) e amoxicilina. As previsões encontradas sugerem que os complexos não 

apresentam toxicidade pelo teste AMES, que, por sua vez, avalia o potencial 

mutagênico de certas substâncias (VIJAY et al., 2018). Além disso, também foi 

constatado que os complexos são compostos sem toxicidade hepática e 

cutânea. Tais previsões são promissoras, pois, para a descoberta e 

desenvolvimento de novos ativos e/ou medicamentos, a segurança é sempre 
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uma das questões mais importantes (HE et al., 2019). Amoxicilina apresentou 

probabilidades de hepatotoxicidade para essa análise. 

Quanto aos aspectos farmacodinâmicos para os complexos (D1) a (D4), 

as análises preditivas in silico buscaram avaliar os principais alvos moleculares 

envolvidos com as possíveis atividades dos complexos, principalmente no que 

diz respeito ao seu potencial antibacteriano alvo. Dentre os alvos moleculares 

com maior capacidade de ser ativo, pode-se constatar que a enzima 

glicosiltransferase de peptídeoglicano (responsável pela síntese do 

peptídeoglicano) (GARDE et al., 2021), foi o melhor alvo encontrado para todos 

os complexos. Portanto, este resultado revela que a inibição enzimática 

corrobora com a ação em parede celular desses complexos por possuírem maior 

capacidade de serem ativos, além de poderem também levar a um 

comprometimento da membrana celular bacteriana.  

Neste sentido, também foi observado que os complexos (D1) a (D4) foram 

capazes de reduzir o crescimento bacteriano, devido a inibição da replicação de 

DNA, evidenciado pelo antagonismo com o ácido paraaminobenzóico. Este, é 

uma importante molécula para a produção de DNA bacteriano (LADE; KIM, 

2021). Além disso, a enzima DNA ligase também foi uma candidata a alvo 

molecular para os complexos. Importante ressaltar que a enzima DNA ligase tem 

como principal função a união/junção das cadeias de DNA, ao passo que 

catalisam a formação de uma ligação fosfodiéster, o que implica na síntese do 

DNA bacteriano, impedindo sua replicação (VIJAYALAKSHMI; DAISY, 2015). 

Não foram encontrados alvos biológicos para o antimicrobiano amoxicilina.  

Para que novas terapias medicamentosas sejam desenvolvidas e 

incorporadas, essas devem apresentar efetividade com baixa ou nenhuma 

citotoxicidade para células humanas (GUO et al., 2020). Logo, foram realizados 

testes de citotoxicidade em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e 

J774A.1. Considerando a taxa de sobrevivência de 70% ou superior (ISO10993-

5:2009), foi possível constatar que, para os macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c os complexos (D1) a (D4) não apresentaram potenciais 

citotóxicos, reiterando sua utilização nas demais investigações. Os resultados 

obtidos para as células J774A.1 demonstraram que somente o complexo (D3), 

na maior concentração (300 µg/mL) apresentou uma redução da atividade 

metabólica celular, indicativo de uma potencial citotoxicidade em relação às 



79 
 

demais concentrações e aos demais complexos, caracterizando dessa maneira, 

uma triagem dos complexos para análises e experimentos futuros. Em geral, 

esses resultados indicaram que os complexos (D1) a (D4) apresentaram baixa 

citotoxicidade para macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e células 

J774A.1, tornando esses complexos alvos para novas investigações e, mesmo 

o desenvolvimento de protótipos de novos medicamentos.   

Subsequentemente a atividade antibacteriana foi realizada por meio da 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), que corresponde a 

menor concentração efetiva do composto, capaz de inibir o crescimento do 

microrganismo após o período de incubação, ao passo que a Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) corresponde a menor concentração do composto 

capaz de impedir o crescimento bacteriano em subculturas isentas de 

substâncias antimicrobianas, predizendo assim, possíveis ações dos compostos 

(BELANGER; HANCOCK, 2021). 

A atividade antibacteriana dos complexos (D1) a (D4) apresentaram 

valores de CIM diante das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus 

ATCC® 33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052, que variam de 50 a 

100 µg/mL. Esses resultados podem estar associados aos ligantes carboxilatos 

presentes (cloro, oxalato, acetato e salicilato), além do sistema Fe-cyclam, 

indicando algum efeito sobre essas bactérias Gram-positivas alvo. Segundo 

Liang e colaboradores (2021), íons metálicos potencializam a ação de 

antimicrobianos em comparação com o ligante livre, essa compreensão tem 

despertado grande interesse na atualidade.  

Na busca por novos candidatos a medicamentos, diversos estudos têm 

relatado grandes avanços na utilização de íons metálicos, principalmente como 

agentes antimicrobianos. Todavia, metais de transição como prata (Ag), ouro 

(Au), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e níquel (Ni) tem passado por 

inúmeras análises e testes, com resultados prospectivos e promissores no 

combate a infecções e a crescente resistência antimicrobiana (WANG et al., 

2021; EVANS; KAVANAGH, 2021). Logo, a utilização da molécula Cyclam 

complexada com o metal de transição ferro (Fe) condiz com a literatura 

encontrada e pelo mecanismo facilitado de internalização do metal por bactérias. 

Com o intuito de investigar o potencial dos complexos contra células 

bacterianas, uma possível triagem para a escolha dos complexos mais ativos foi 
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realizada. E, de acordo com os resultados obtidos pelo teste da CIM e perfil de 

citotoxicidade, os complexos mais ativos (D2) e (D4) foram escolhidos para 

avaliar a densidade celular, análises em envoltório e biofilmes de população.  

A estrutura química dos complexos (D2) e (D4) é composta pela molécula 

Cyclam ligada ao íon ferro formando assim um centro metálico capaz de se ligar 

às moléculas oxalato (coordenação bidentada) e salicilato (coordenação 

monodentada), respectivamente. Esta estrutura forma moléculas carregadas 

positivamente (cátions) que são balanceadas pelo contra íon hexafluorofosfato 

(PF6) e se encontram no formato de sais. A análise da estrutura destes 

compostos nos permite sugerir suas possíveis interações com a célula 

bacteriana.  As membranas bacterianas são carregadas negativamente, logo, 

substâncias catiônicas podem interagir com esta estrutura através de interações 

eletrostáticas (KOTYNIA et al., 2021). Os íons metálicos também perdem 

facilmente elétrons e formam íons com carga positiva que são mais solúveis em 

fluidos biológicos e que podem interagir facilmente com biomoléculas ricas em 

elétrons como DNA e proteínas (CLAUDEL et al., 2020). Sendo assim, a 

presença de ferro (Fe) nos complexos (D2) e (D4) pode ser determinantes para 

a atividade biológica, uma vez que, poderia conduzir ao aumento da solubilidade 

dos complexos e favorecer suas interações com o DNA ou proteínas. 

A complexação à base de metal ainda pode fornecer modos de ação 

únicos, como a troca ou liberação dos ligantes do centro metálico, formação de 

espécies reativas de oxigênio (EROS) e depleção de substratos essenciais, 

sendo assim, capazes de reduzir as atividades enzimáticas e perturbar o 

funcionamento da membrana plasmática (CLAUDEL et al., 2020).  Além disso, o 

oxalato presente no complexo (D2) apresenta duas carbonilas livres, enquanto 

que o salicilato presente em (D4) apresenta apenas uma. A presença destas 

carbonilas pode justificar as atividades biológicas dos complexos, uma vez que, 

elas podem ligar-se às proteínas bacterianas por meio de ligações de hidrogênio 

com grupos nitrogênio hidrogênio e conduzir a uma inibição enzimática 

(BISSANTZ et al., 2010).  

Na avaliação da ação dos complexos (D2) e (D4) sobre a densidade 

celular das três linhagens de S. aureus, foi utilizado o corante fluorescente DAPI 

(4’,6-diamidino-2-fenilindol) que se liga seletivamente ao DNA das células, sendo 

excitado com luz ultravioleta e que pode ser detectado por um filtro na cor azul 
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ciano (JOUX e LEBARON, 2000). Os resultados demonstraram uma redução 

significativa da densidade celular para as linhagens de S. aureus expostas a 

estes complexos quando comparados aos respectivos controles, corroborando 

dessa maneira, com os ensaios encontrados para a concentração inibitória 

mínima (CIM). 

Para elucidar os efeitos dos complexos (D2) e (D4) em envoltório celular, 

foram realizados ensaios de captação do cristal violeta, que consiste em detectar 

alterações na permeabilidade da membrana bacteriana, ao passo que sua 

captação pelas células se torna facilmente aumentada quando o envoltório 

celular encontra-se danificado. Logo, essa captação é menor quando o 

envoltório celular está intacto (PINTO et al., 2017). Os resultados demonstraram 

que há uma maior captação de cristal violeta pelas células bacterianas expostas 

com os complexos (D2) e (D4) para a linhagem de S. aureus ATCC® 33591™, 

seguida do isolado clínico de S. aureus 05-0052 e S. aureus ATCC® 25904™ 

quando comparados ao controle (p<0,05).  

Em seguida, foram avaliados os ensaios de extravasamento de 

membrana e teor de proteínas totais presentes na membrana extracelular. O 

efeito dos complexos (D2) e (D4) sobre a permeabilidade celular bacteriana é 

melhor compreendido quando há uma maior liberação de conteúdo intracelular 

para o meio, ou seja, aumento de nucleotídeos e teor de proteínas, indicando 

significativa ruptura da membrana bacteriana (HAO et al., 2009). A análise 

indicou que os complexos (D2) e (D4), sobre todas as linhagens de S. aureus, 

foram capazes de agir na membrana celular bacteriana, de modo a liberar tanto 

nucleotídeos, que são moléculas de baixo peso molecular e que absorvem no 

comprimento de onda 260 nm, quanto proteínas (macromoléculas) para o meio. 

Cabe ressaltar ainda, que a liberação do conteúdo intracelular quando exposto 

aos complexos (D2) e (D4) torna-se gradativa ao longo do tempo, ou seja, sua 

forma de atuação é um pouco mais longa, porém mais efetiva a partir de 3 e 4 

horas. Esses resultados corroboram com a dosagem de proteínas no meio 

extracelular para as três linhagens de S. aureus. Neste ensaio foi observado uma 

maior liberação de proteínas totais com o complexo (D2) sobre as células 

bacterianas quando comparado ao complexo (D4) e ao controle.  

Para concluir os ensaios em envoltório celular, foi realizado o ensaio de 

viabilidade e atividade metabólica bacteriana após a exposição com os 
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complexos (D2) e (D4), utilizando o kit LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular 

Probes), que consiste em dois marcadores fluorescentes, o Syto 9 e o Iodeto de 

propídeo (PI). De acordo com os resultados encontrados, S. aureus ATCC® 

25904™ exposta aos complexos apresentaram porcentagens de células viáveis 

de 82,9 e 80,9%. Com relação a S. aureus ATCC® 33591™ essa porcentagem 

foi de 80,3 e 78,3%. Já o isolado clínico de S. aureus 05-0052 mostrou uma 

porcentagem de 63,7 e 60,6% com diferença estatística se comparados aos 

respectivos controles. 

Os antimicrobianos clinicamente disponíveis são reconhecidos não 

somente pela sua ampla atividade bactericida / bacteriostática, propriedade 

farmacocinética e alvos biológicos direcionados, mas também por sua 

interferência na expressão de outros fatores de virulência em diversos 

patógenos, principalmente quando são expostos a concentrações abaixo da 

concentração inibitória mínima (CIM), mas que podem ser consideradas 

terapêuticas (AOKI, 2008; BELANGER; HANCOCK, 2021).   

O alto potencial infeccioso de S. aureus está relacionado a genes que 

codificam múltiplos fatores de virulência, incluindo toxinas, proteases, adesinas 

e até mesmo fatores imunomoduladores. Parte desses fatores são encontrados 

no meio extracelular, enquanto que outros são encontrados no envoltório celular 

da célula bacteriana (THAMMAVONGSA et al., 2015). Além disso, S. aureus 

torna-se competente em sintetizar algumas enzimas como coagulase, 

desoxirribunuclease e lipases, para assim, aumentar sua patogenicidade e 

consequente disseminação no hospedeiro (TAM; TORRES, 2019).  

Na detecção do efeito de concentração inibitória e subinibitórias dos 

complexos (D2) e (D4) na expressão de fatores de virulência de S. aureus, foi 

constatado que os complexos são capazes de reduzir a atividade da enzima 

catalase. Valores de CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM dos complexos (D2) e (D4) não 

foram capazes de bloquear por completo a ação da enzima catalase, porém uma 

redução na sua intensidade foi observada.  

Dentre as enzimas extracelulares produzidas por S. aureus a coagulase 

é de perto uma das mais conhecidas. Logo, a atividade da enzima coagulase 

nas linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o 

isolado clínico de S. aureus 05-0052 não foram inibidas pela concentração 
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inibitória e subinibitórias testadas (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) com os complexos 

(D2) e (D4), respectivamente.  

As toxinas estafilocócicas formadoras de poros também são conhecidas 

como fatores de virulência bacteriana e encontradas em uma ampla gama de 

doenças em seres humanos. S. aureus é um importante patógeno que codifica 

α, β, γ e δ hemolisinas, sendo a α-hemolisina a mais bem estudada e conhecida, 

codificada pelo gene Hla (DIVYAKOLU et al., 2019). Em nossas análises, a 

concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos 

(D2) e (D4) determinaram uma redução na atividade de hemolisinas para todas 

as linhagens de S. aureus testadas. Logo, não foi observado redução 

significativa no valor de 1/4 CIM para a linhagem de ATCC® 25904™ e S. aureus 

ATCC® 33591™ quando expostas aos complexos (D2) e (D4). 

A redução na atividade da enzima lipase de S. aureus mostra-se 

extremamente importante dentro do processo infeccioso, uma vez que, quando 

encontradas em tecidos mais profundos a tendência de produção dessas 

enzimas é mais pronunciada se comparado a tecidos superficiais, facilitando 

dessa maneira, o sucesso de sua propagação no hospedeiro (FLORES-DÍAZ et 

al., 2016; TAM; TORRES, 2019). Os dados demonstraram que, a exposição de 

concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) dos complexos 

(D2) e (D4) não foram capazes de inibir a atividade da enzima lipase pelas 

linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado 

clínico de S. aureus 05-0052, evidenciado pelo diâmetro do halo de lipólise.  

A detecção da atividade nuclease estafilocócica, conhecida como DNAse, 

que catalisa a hidrólise de ligações fosfodiéster na estrutura do DNA também foi 

analisada. Os resultados demonstraram que em relação a detecção do efeito de 

concentração inibitória e subinibitórias (CIM, 1/2 CIM e 1/4 CIM) para os 

complexos (D2) e (D4) na atividade da enzima DNAse, os mesmos não foram 

capazes inibir sua expressão nas concentrações testadas com as linhagens 

referência de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado 

clínico de S. aureus 05-0052.  

O estilo de vida mais bem sucedido entre as bactérias é sua capacidade 

de formação de biofilmes, em que agregados multicelulares de bactérias estão 

ligados uns aos outros ou, em superfícies bióticas ou abióticas por uma matriz 

autoproduzida de substâncias poliméricas extracelulares, secretadas pelas 
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mesmas, construída principalmente de polissacarídeos, proteínas e DNA 

extracelular (FLEMMING et al., 2016; MUHAMMAD et al., 2020; WORLITZER et 

al., 2022). Considerando o processo de formação e dispersão desses biofilmes, 

essa etapa do projeto buscou avaliar o efeito da exposição com os complexos 

(D2) e (D4) em perturbar biofilmes de população pré-formados e dessa maneira, 

diminuir sua adesão. Os resultados encontrados para as três linhagens de S. 

aureus expostas aos complexos são promissoras, considerando uma taxa de 

inibição na fase de proliferação dos biofilmes de população entre 30% e 60%, 

seguida da taxa de inibição da fase de adesão de 40% á 60%. Importante 

ressaltar que para a linhagem de S. aureus ATCC® 33591™ os complexos (D2) 

e (D4) foram mais efetivos para a redução na fase de proliferação que 

amoxicilina. Para as linhagens S. aureus ATCC® 25904™ e o isolado clínico de 

S. aureus 05-0052 a melhor redução foi na fase de adesão. 

 As análises feitas por microscopia eletrônica de transmissão (MEV) de 

diferentes campos, sugerem que houve uma redução no quantitativo das células 

e esses dados corroboram com os ensaios de redução da proliferação e adesão 

de biofilmes de população feitas por espectrofotômetria. A ultraestutura aparente 

dos biofilmes quando exposta ao antimicrobiano amoxicilina e aos complexos 

(D2) e (D4) foi nitidamente alterada, apresentando grandes canais e aberturas, 

indicando ação do antimicrobiano e dos complexos sobre essas estruturas. As 

linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado 

clínico de S. aureus 05-0052 também apresentaram formas alongadas, 

deformações irregulares no envoltório, achatamento, rugosidade e liberação de 

conteúdo intracelular para o meio. 

A matriz exopolissacarídea (EPS) compreende a maior parte da biomassa 

de um biofilme, sendo este, um ambiente essencial na manutenção da população 

bacteriana. Possui uma composição heterogênea, sendo a água o seu principal 

componente, seguida pelo predomínio de polissacarídeos (formadores de géis), 

próprias células, proteínas, ácidos nucleicos, glicoproteínas e fosfolipídios 

(FLEMMING et al., 2016). Logo, a interferência em um ou mais componentes 

dessa estrutura, pode ocasionar o enfraquecimento do biofilme. Além dos 

benefícios estruturais e funcionais proporcionados aos biofilmes, a matriz tem 

sido sugerida como um ambiente propício para resistência antimicrobiana 

(RUMBAUGH; SAUER, 2020). Os ensaios realizados permitiram investigar uma 
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possível ação dos complexos (D2) e (D4) na composição da matriz polimérica 

extracelular das linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 

33591™ e o isolado clínico de S. aureus 05-0052. Dessa maneira foi constatado 

que os complexos não foram capazes de agir na síntese de proteínas e 

carboidratos (CHO) presentes na matriz se comparada a amoxicilina, entretanto, 

sua ação pode estar ligada em outras vias e em outros componentes. 

Em particular, está claro que os complexos (D2) e (D4) possuem ação 

sobre a densidade celular, de modo a reduzir a população bacteriana, aumento 

da permeabilidade celular, levando a danos em seu envoltório e atuação sobre 

biofilmes de população, entretanto, novos estudos devem ser conduzidos para 

uma melhor compreensão desses complexos em biofilmes de população 

formados por linhagens de S. aureus.   
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7. CONCLUSÃO  

 

Com este estudo foi possível inferir que os complexos provenientes do 

sistema Fe-cyclam (D1) a (D4) apresentaram probabilidades de serem ativos em 

um dos perfis avaliados (farmacocinética) e também em alvos biológicos 

(enzimas microbianas, ação em membrana e inibidor de replicação do DNA). 

Este método de análise é importante dentro da triagem de novas moléculas com 

propriedades farmacológicas, levando em consideração a sua forma de atuação 

no organismo e o direcionamento de seus alvos. Os complexos (D1) a (D4) 

apresentaram baixa citotoxicidade para linhagens primárias de macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c e para J774A.1 reiterando a descoberta de 

novas terapias medicamentosas com baixa ou nenhuma toxicidade.  

Os complexos (D1) a (D4) apresentam atividade antibacteriana frente às 

linhagens de S. aureus ATCC® 25904™, S. aureus ATCC® 33591™ e o isolado 

clínico de S. aureus 05-0052. A atividade antibacteriana dos complexos tem 

efeito bacteriostático no valor da CIM, sendo comum para as três linhagens. Os 

complexos mais ativos (D2) e (D4) demonstraram uma redução na densidade 

celular bacteriana e foram capazes de agir em seu envoltório, aumentando sua 

permeabilidade, alterando dessa forma, a membrana celular das linhagens de S. 

aureus. Redução da atividade anti-catalase também foi observada sobre 

concentração inibitória mínima. Além disso, os complexos (D2) e (D4) foram 

capazes de reduzir o biofilme de população pré-formado e interferir na sua 

adesão.  

Este é o primeiro relato de estudo citotóxico em macrófagos e 

antibacteriano para linhagens sensível e resistente a antimicrobianos e de 

isolado clínico de S. aureus de complexos sintetizados a patir do sistema Fe-

cyclam, tornando essa pesquisa inédita e promissora. Logo, esse estudo poderá 

contribuir na descoberta de novos medicamentos reforçando o combate a 

infecções e a enunciada resistência antibacteriana.   

Perspectivas futuras voltadas para a formação de biofilmes mistos de 

comunidade entre as linhagens estudadas, análise direcionada em matriz 

polimérica extracelular e o desenvolvimento de uma nova formulação com os 

complexos mais ativos (D2) e (D4) do sistema Fe-cyclam também serão 

conduzidos. 
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