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RESUMO

A resisténcia multipla a farmacos antimicrobianos é uma das principais ameacas
a saude global, reconhecida como uma prioridade mundial. Nesse contexto,
complexos metalicos conjugados a ligantes bioativos surgem como uma
estratégia promissora para aplicacdo na Medicina, com o objetivo de ampliar o
arsenal terapéutico contra infec¢des bacterianas e fungicas. Este estudo propés
a sintese, caracterizacdo dos complexos metalicos Ag-BIO, Zn1-BIO, Cul-BIO
por técnicas de espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e analise elementar (AE), além da avaliacao in vitro da atividade
inibitéria de crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, por
difusdo em discos e determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM).
Também foram avaliadas a estabilidade a luz/ar e a citotoxicidade utilizando
Zophobas morio dos complexos sintetizados com o ligante bioativo biotina (BIO)
e os metais Ag(l), Cu (Il) e Zn (ll). Os complexos metélicos Ag-BIO, Cul-BIO e
Zn1-BIO foram sintetizados e caracterizados por espectroscopia FTIR, analise
elementar (AE), analise termogravimétrica (TGA) e testados quanto a
capacidade de inibicdo de crescimento antimicrobiano por difusdo em disco e
determinacdo da CIM. A atividade antimicrobiana do Ag-BIO e Cul-BIO foi
confirmada no teste de difusdo em disco utilizando as espécies bacterianas
Gram-poaitivas Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579 e Gram-negativas Escherichia coli
EC 958, Klebsiella pneumoniae ATCC 13833, e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27253 e a levedura Candida albicans 10231. Os resultados obtidos destacam a
potencial aplicacdo do complexo metalico Ag-BIO em medicina, visando ampliar

o0 arsenal terapéutico para o tratamento de infec¢des bacterianas e fangicas.

Palavras-Chave: Biotina, complexos metdalicos; atividade antimicrobiana;

atividade citotéxica; Zophobas morio.



ABSTRACT

Multiple antimicrobial drug resistance is a major threat to global health and
IS recognized as a global priority. In this context, metal complexes conjugated to
bioactive ligands emerge as a promising strategy for application in Medicine, with
the aim of expanding the therapeutic arsenal against bacterial and fungal
infections. This study proposed the synthesis and characterization of the metal
complexes Ag-BIO, Znl1-BIO, and Cul-BIO by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and elemental analysis (EA) techniques, in addition to the
in vitro evaluation of the inhibitory activity on the growth of Gram-positive and
Gram-negative bacteria by disk diffusion and determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC). The light/air stability and cytotoxicity of the
synthesized complexes with the bioactive ligand biotin (BIO) and the metals Ag(l),
Cu (I) and Zn (ll) were also evaluated using Zophobas morio. The metal
complexes Ag-BIO, Cul-BIO and Zn1-BIO were synthesized and characterized
by FTIR spectroscopy, elemental analysis, thermogravimetric analysis (TGA) and
tested for antimicrobial growth inhibition capacity by disk diffusion and MIC
determination. The antimicrobial activity of Ag-BIO and Cul-BIO was confirmed
in the disk diffusion test using Gram-positive bacterial species Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 14579, and Gram-negative Escherichia coli EC 958, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13833, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27253, and the
yeast Candida albicans ATCC 10231). The results obtained highlight the
potential application of the Ag-BIO metal complex in medicine, aiming to expand

the therapeutic arsenal for the treatment of bacterial and fungal infections.

Keywords: Biotin; metal complexes; antimicrobial activity; cytotoxic activity;

Zophobas morio
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Aspectos Gerais

Embora a descoberta dos antibioticos, em 1940, tenham constituido uma
revolugdo no tratamento de infec¢cdes bacterianas no século XX, o
desenvolvimento de diferentes tipos de mecanismos de resisténcia tornou mais
dificil o seu controle (Majdi et al., 2023) constituindo, atualmente, um problema
de saude global (Chelkeba; Melaku, 2022; Duval; Grare; Demoré, 2019; Jeon et
al., 2023; Lustri et al., 2023; Majdi et al., 2023).

Nesse sentido, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) nenhum antibittico disponivel no momento seria suficiente para o
tratamento de infec¢des causadas por bactérias multirresistentes, que poderdo
levar a 6bito milhGes de pessoas até 2050 (Majdi et al., 2023), o que torna
importante a busca de novos farmacos antibacterianos que diminuam o
desenvolvimento de mecanismos de multirresisténcia bacteriana e reducao de
efeitos adversos (Alenazy, 2022; Lustri et al., 2023).

Sendo assim, dentre os diversos mecanismos de multirresisténcia
bacteriana destacam-se a producéo de 3-lactamases, e a producéao de biofilmes
bacterianos (Lustri et al., 2023; Zhang, Huan et al., 2021).

As bactérias produtoras de B-lactamases, que constituem a principal
causa de resisténcia aos antibidticos da classe dos [-lactamicos como
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (Lustri et al., 2023; Zhang, Huan
et al., 2021), representam uma ameaca global, de acordo com o relatério do
ECDC 2022(Survey, 2022) .

Foram identificados mais de 4.400 tipos de B-lactamases que, de acordo

com a sequéncia de aminoacidos e caracteristicas moleculares, podem ser
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agrupadas em quatro diferentes classes (A, B, C e D) (Fatima et al., 2021; Naas

et al., 2017). As pertencentes as classes A, C e D sédo designadas como serino-
B-lactamases (SBL) hidrolisam o anel B-lactamico, entretanto, para essas
classes de p-lactamases existem agentes inibidores, como o clavulanato,
sulbactam e tazobactam. Ja, para a classe B, classificada como metalo-3-
lactamase (MBLSs), assim designadas por utilizarem ions Zn (Il) para hidrolisar o
anel B-lactamico, para as quais, atualmente, ndo ha inibidores clinicamente
disponiveis. Existem outras classes de [B-lactamases classificadas como [-
lactamase de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (KPC) para as
quais, também, ndo ha inibidores clinicamente disponiveis (Bush; Bradford,
2019).

Ja, o biofilme bacteriano é composto por uma matriz polimérica
autoproduzida de polissacarideos, proteinas e DNA que promovem resisténcia
a antibidticos, desinfetantes e a resposta imunoldgica. Estudos indicam que as
bactérias formadoras de biofilmes apresentam uma tolerancia de 10 a 1000
vezes maior a tratamentos antimicrobianos em comparacdo as bactérias
planctdnicas. A estrutura tridimensional do biofilme atua como uma barreira
protetora, aumentando a resisténcia a penetracao de antibiéticos (Shree et al.,
2023).

Uma estratégia para tratamento de infecgbes causadas por bactérias
multirresistentes, produtoras de B-lactamases e biofilmes é a combinagéo de
ions metalicos com ligantes que ja possuam atividades biolégicas, como
exemplo da sulfadiazina de prata (Aquaroni et al., 2020; Lustri et al., 2023;
Pereira et al., 2023).

Portanto, a procura por novos complexos metalicos com atividade
antibacteriana, inibidores de B-lactamases e inibidores de biofilmes, para a

utilizagdo em estudos in vitro e in vivo, visando a determinag&o e compreensao
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dos mecanismos farmacocinéticos, farmacodinamicos e moleculares de acao

constitui uma abordagem de grande interesse na area da quimica medicinal.

1.2Complexos metélicos antibacterianos

A evolucdo e a propagacao da resisténcia bacteriana aos antibitticos
ndo sao fendmenos recentes e representam um problema de salude publica de
extrema gravidade em escala global. Uma abordagem para combater cepas
bacterianas multirresistentes e a disseminacéo de determinantes de resisténcia
€ a utilizacdo de ions metalicos em combinac¢do com ligantes que ja possuem
atividades bioldgicas (Lustri et al., 2023).

Outra vantagem é que os complexos metélicos podem ser racionalmente
projetados para reduzir sua toxicidade e exibir multiplos modos de agao devido
as suas propriedades de troca de ligantes, cataliticas, redox e fotofisicas
(Waters et al., 2023).

Dentre os metais mais utilizados como agentes antimicrobianos, a prata,
0 cobre e 0 zinco se destacam, um exemplo é a sulfadiazina de prata,
comumente utilizada como agente antimicrobiano para tratar e prevenir o
desenvolvimento de infec¢des bacterianas em queimaduras de pele (Pereira et
al., 2023). Adicionalmente, estudos realizados em colabora¢cdo com nosso grupo
de pesquisas, envolvendo metalofarmacos de prata com os ligantes 5-
fluorocitosina (Pereira et al., 2023) e com nimesulida (Candido et al., 2022),
demonstraram significativa atividade antibacteriana sobre espécies Gram-
negativas e Gram- positivas.

Os resultados recentemente publicados por nosso grupo de pesquisa,
utilizando o metalofarmaco de prata(l) associado ao acido 4-aminobenzdico

(Aquaroni et al., 2020) e a probenecida (Ag-PROB) (Lustri et al.,, 2023)
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evidenciaram um consideravel potencial inibitdrio no crescimento bacteriano

sobre espécies Gram-positivas e Gram-negativas.

O cobre é um metal de relevancia clinica, cuja utilizacdo na medicina
remonta a antiguidade, sendo reconhecido por suas propriedades como agente
antibacteriano de grande eficacia. Um exemplo notavel dessa aplicacéo € o
complexo de Cu(ll) com ciprofloxacina, o qual também demonstra consideravel
atividade antibacteriana (Matshwele et al., 2023).

A literatura relata diversos resultados promissores de compostos de
cobre(ll) associados a ligantes bioativos com atividade antibacteriana sobre S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27583 , tais
como sulfonamida (Nakahata et al., 2020), rodamina (Ajala et al., 2022),
morfolina ditiocarbamato de potassio (Balakrishnan et al., 2019), polietileno
tereftalato (Xie et al., 2023), de N-(4-metoxibenzil) N-(feniletil) ditiocarbamato
(Singh et al., 2023), de pirazolona (Zhang, Huan et al., 2021) e nanoparticulas
de cobre com curcumina (Rajkumari et al., 2023), piridina e tiocianato sobre E.
coli ATCC 35218 (Abalintsina et al., 2022).

Complexos de cobre com ligantes mistos, demonstraram grande eficacia
na atividade antibacteriana sobre bactérias Gram-negativas, e, além disso,
interagiram significativamente com o receptor do SARS-Cov-2 (Arthietal., 2023).
A literatura também relata complexos de zinco(ll) com atividade
antibacteriana sobre E. coli ATCC 8899 e S. aureus ATCC 25923, como o
complexo de zinco-glicose-citrato (Zhang, Yun et al., 2021), de N-(4-
metoxibenzil) N-(feniletil) ditiocarbamato (Singh et al., 2023) e de pirazolona
(Zhang, Liang et al., 2021), de curcumina sobre B. subtilis e E. coli (Al-Thubaiti,
2023) e com ortofenilenodiamina (OPDA) com efeito inibitério sobre cepas de

E. coli, B. subtilis, K. pneumoniae e B. cereus (kavitha; Alivelu;

Savithajyostna, 2024).
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1.3 Ligantes bioativos utilizados

Neste trabalho, foram utilizados dois ligantes bioativos, a biotina (Bio) e a
L-carnosina (Lcar) para a sintese de complexos metalicos de Ag(l), Cu(ll) e Zn(Il)

e avaliacao das atividades antibacterianas.

1.4 Biotina (BIO)

A biotina(Figura 1) € vitamina hidrossoluvel, conhecida como vitamina B7,
vitamina H e coenzima R, (Zhou et al., 2023) considerada um suplemento
natural, que atua como coenzima para as enzimas carboxilases envolvidas no
metabolismo de carboidratos e lipidios (Muthuraman et al., 2023) que
desempenha um papel importante na sinalizacdo celular e na regulacdo de
genes epigenéticos (Kallus et al., 2019). Na mesma direcéo, a biotina atua como
uma coenzima em diversos processos enzimaticos, catalisando a fixacdo e
transferéncia de dioxido de carbono. Existem varias carboxilases dependentes
de biotina, todas as quais necessitam de ions metalicos, como Mg?*, Mn2*, Co?*,
Zn?* ou Cu?*, para a carboxilagdo da biotina com trifosfato de adenosina
(Goncharova; Sykora; Urbanova, 2010).

A literatura aponta para o uso potencial da biotina como um ligante de
endocitose, mediando a interacdo com o transportador multivitaminico
dependente de soédio (também denominado receptor de biotina), o qual se
encontra expresso em células epiteliais, endoteliais e neoplasicas. Por esta
razdo, odirecionamento da biotina tem sido investigado em estratégias de

conjugacao de pro-farmacos, com o objetivo de otimizar a entrega celular de
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compostos ativos incorporados (Li et al., 2023) e, por ser essencial para as

funcdes celulares normais, o crescimento e o desenvolvimento (Wang et al.,
2020).

A estrutura quimica da biotina possibilita sua utilizacdo como um ligante
bioativo para a sintese de complexos com metais prata(l), cobre (IlI) e zinco (ll)
proposto nesse trabalho.Pois atua como uma coenzima em muitos processos
enzimaticos que catalisam a fixacdo e transferéncia de didéxido de carbono

(Goncharova; Sykora; Urbanovéa, 2010).

Figura 1. Férmula estrutural da biotina.

Fonte: Pubchem.

15 L-carnosina (Lcar)

A L-carnosina (Figura 2) é um dipeptideo constituido pelos aminoacidos
beta-alanina e L-histidina, altamente soluvel em agua, e possui trés grupos
ionizaveis, incluindo um grupo carboxilico e um anel imidazolico, apresenta
atividade antioxidante mediada por diferentes mecanismos envolvendo metais

de quelacdo de ions e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e

radicais peroxila. Estudos em animais e humanos sugerem gue a carnosina
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pode acelerar cicatrizacdo de feridas e lesdo pulmonar induzida por

quimiorradioterapia (Efthymakis; Neri, 2022) estrutura quimica da L-carnosina
possibilita a sua utilizacdo como ligante bioativo para a sintese de complexo com

metal prata(l).
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Figura 2. Férmula estrutural da L-carnosina.

Fonte: Pubchem.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Este trabalho teve como objetivos a sintese, caracterizagdo, analise da

atividade antibacteriana dos novos complexos metalicos Ag (1), Cu (Il) e Zn (II) com

os ligantes BIO e Lcar.

2.20bjetivos especificos
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- Sintese e caracterizacdo dos novos complexos de Ag(l), Cu (ll) e Zn (II) com os

ligantes bioativos BIO e Lcar;

- Otimizacéo das técnicas de sintese em relacdo aos valores de pH ideais,
concentracdes, temperatura, tempo de reacéo, e proporcao metal-ligante;

- Caracterizacao por técnicas instrumentais de espectroscopia vibracional de
absorcao na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), andlise
elementar (AE), e analise térmica (TGA);

- Avaliacdo da acdo inibitoria, in vitro, por testes de difusdo em discos, dos
metalofarmacos obtidos, dos ligantes livres, sais de partida, sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

- Avaliacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos complexos metélicos que
apresentaram atividade antibacteriana por difusdo em discos.

- Avaliacéo da estabilidade sob condicdes de ar e luz, bem como a avaliacdo da sua
atividade citotéxica em modelo in vivo utilizando Zophobas morio como um modelo
alternativo, para os complexos que demonstraram atividade antibacteriana por difusao

em discos.

3. MATERIAS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes para a sintese dos complexos

Os ligantes biotina, L-carnosina, AgNOs (99%), CuCl2, CuSOa4, ZnClz,
ZnS0O4, usados no presente trabalho foram obtidos dos laboratérios,
respectivamente, Sigma Aldrich®, SM Empreendimentos Farmacéuticos

LTDA, Labsynth®, Dinamica®. O KOH) (85%) obtido da Labsynth®.
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3.1.2 Reagentes utilizados na composicdo dos meios de

cultivo de ensaios antibacterianos

Os meios de cultivo utilizados nos ensaios antibacterianos foram o Brain
Heart Infusion Broth (BHI) (Kasv®), o Mueller Hinton Agar (MH) (Kasv®), a

Resazurina e o Sabouraud Dextrose Liquido (SD) (Kasv®).

3.1.3 Cepas bacterianas

As cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 14579), Klebisiella pneumoneai (ATCC 13833) Escherichia coli
(EC 958), Pseudomonas aeruginosa (ATTCC 27253), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e um fungo Candida albicans (10231), usadas nos ensaios foram

obtidas da Colecédo de Culturas da Fundacgéao André Toselho.

3.1 METODOS

3.1.2 Sinteses de complexos metalicos

O complexo Ag-BIO foi sintetizado pela reacdo de 20 mL de solucéo
aguosa contendo 1 mmol (0,24431 g) de biotina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH
(pH ideal 12), com 20 mL da solucdo aquosa contendo 1 mmol (0,169 g) de
AgNO:s. A sintese foi realizada a temperatura ambiente, com agitacdo constante
e ao abrigo da luz. Apés 30 minutos de reacédo, foi observado um precipitado

branco que foi coletado por filtracdo, usando um papel de filtro membrana de
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nitrocelulose 47 mm 0.45 um. ApoOs esse procedimento, o precipitado obtido foi

submetido a secagem completa em uma estufa a uma temperatura entre 35°C e
37°C em estufa bacterioldgica, ao abrigo da luz, por 7 dias. O complexo Ag-BIO,
foi acondicionado em um tubo de micro centrifuga estéril, envolto em papel
aluminio e armazenado ao abrigo da luz até o momento de sua utilizacéo.

O complexo Ag-Lcar foi sintetizado pela reacdo de 20 mL de solucéo
aguosa contendo 1 mmol (0,453 g) de L-carnosina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH
(pH ideal 12), com 20 mL da solu¢cdo aquosa contendo 1 mmol (0,348 g) de
AgNO:s. A sintese foi realizada sob agitagdo constante e temperatura ambiente.
Apods 30 minutos de reacao, foi observado um precipitado branco coletado por
filtracdo, usando um papel de filtro membrana de nitrocelulose 47 mm 0.45
um. Apos esse procedimento, o precipitado foi submetido a secagem em estufa
bacteriologica de 35°C a 37°C, ao abrigo da luz, por 9 dias.

O complexo Zn1-BIO foi sintetizado pela da rea¢do de 20 mL de solucao
aguosa contendo 1 mmol (0,24431 g) de biotina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH
(pH ideal 12), com 20 mL da solu¢cdo aquosa contendo 1 mmol (0,136 g) de
ZnCl2. A sintese foi realizada sob agitagdo constante em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Ap6s 30 minutos de reacao, foi observado um precipitado
branco que foi coletado por filtragdo, usando um papel de filtro membrana de
nitrocelulose 47 mm 0.45 um. Apoés esse procedimento, 0 precipitado obtido foi
submetido a secagem completa em uma estufa bacteriologica, ao abrigo da luz,
por 5 dias. O complexo Zn1-BIO, foi adicionado em um tubo de micro centrifuga
estéril, envolto em papel aluminio e armazenado ao abrigo da luz até 0 momento
de sua utilizagéo.

O complexo Zn2-BIO foi sintetizado pela reacdo de 20 mL de solucéo
aguosa contendo 1 mmol (0,24431 g) de biotina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH
(pH ideal 12), com 20 mL da solugcdo aquosa contendo 1 mmol (0,0287 g) de

ZnSO0a. A sintese foi realizada sob agitacdo constante em agitador magnético e
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temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos 30 minutos de reacao, foi

observado um precipitado branco que foi coletado por filtracdo, usando um papel
de filtro membrana de nitrocelulose 47 mm 0.45 um. Apos esse procedimento, 0
precipitado obtido foi submetido a secagem completa em uma estufa a uma
temperatura entre 35°C e 37°C em estufa bacteriolégica, ao abrigo da luz, por 2
dias. O complexo Zn2-BIO foi acondicionado em tubo de micro centrifuga estéril,
envolto em papel aluminio e armazenado ao abrigo da luz até o momento de sua
utilizacao.

O complexo Cul-BIO foi sintetizado pela reacdo de 20 mL de solucdo
aquosa contendo 1 mmol (0,24431 g) de biotina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH (pH
ideal 12), com 20 mL da solucdo aquosa que continha 1 mmol (0,170 g) de CuCla.
A sintese foi realizada sob agitacdo constante em agitador magnético e
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés 30 minutos de reacdo, foi
observado um precipitado azul que foi coletado por filtracdo, usando papel um
filtro membrana de nitrocelulose 47 mm 0.45 um. ApoOs esse procedimento, 0
precipitado obtido foi submetido a secagem completa em estufa a uma
temperatura entre 35°C e 37°C em estufa bacterioldgica, ao abrigo da luz, por 6
dias. O complexo Cul-BIO foi acondicionado em um tubo de micro centrifuga
estéril, envolto em papel aluminio e guardado longe da luz até o0 momento de
sua utilizacao.

O complexo Cu2-BIO foi sintetizado pela reagédo de 20 mL de solucéo
aquosa contendo 1 mmol (0,24431 g) de biotina e 1 mmol (0,05611 g) de KOH
(pH ideal 8), com 20 mL da solugcdo aquosa contendo 1 mmol (0,252 g) de
CuSOa. A sintese foi realizada sob agitagdo constante em agitador magnético e
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés 30 minutos de reacao, foi
observado um precipitado azul que foi coletado por filtragdo, usando um papel
de filtro membrana de nitrocelulose 0.42 um. Apds esse procedimento, o

precipitado obtido foi submetido a secagem completa em uma estufa a uma
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temperatura entre 35°C e 37°C em estufa bacteriologica, ao abrigo da luz, por 6

dias. O complexo Cu2-BIO foi acondicionado em um tubo de micro centrifuga
estéril, envolto em papel aluminio e armazenado ao abrigo da luz até 0 momento

de sua utilizacao.

3.1.3 Caracterizacao fisico-quimicas  dos complexos

metalicos sintetizados

3.1.3.1 Anédlise elementar

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas
em um equipamento Perkin-Elmer modelo 2400 CHNS/O. Estes estudos foram
realizados em colaborag@o com o Prof. Dr. Pedro Corbi, do Instituto de Quimica da

Universidade de Campinas — UNICAMP.

3.1.3.2 Andélise termogravimétrica

Os estudos de analise termogravimétrica (TGA) foram conduzidos
usando um termoanalizador TGA SDT Q600 da TA Instruments, com um cadinho
de alumina e um fluxo de ar de 50 cm3-mint em uma atmosfera de oxigénio. A
taxa de aquecimento foi de 10°C-min-t, variando de 25°C a 900°C. As curvas
resultantes foram analisadas com o software Origin 7. Esses estudos foram
realizados em parceria com o Prof. Dr. Hernane da Silva Barud, do laboratorio
de Biopolimeros e Biomateriais-BioPolMat da Universidade de Araraquara —

UNIARA.
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3.2.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de

fourier (FTIR)

Para a obtencdo de espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho
dos complexos sintetizados as amostras foram analisadas em um espectrémetro
FTIR Cary 630 Agilent, no laboratério de Celulose Bacteriana e Quimica
Medicinal - CBQUIM da Universidade de Araraquara - UNIARA usando o
acessorio EasiDiff (Pike Technology) de reflectancia difusa em uma faixa de

4000- 650 cm™ com resolucéo de 4 cm™.

3.2.3.4 Anélises das atividades inibitéria de crescimento bacteriano

pelos complexos

3.2.3.5 Método por difusdo em disco

O teste de sensibilidade das bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa ATCC
27253 e E. coli EC 958), Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923 e E. faecalis ATCC
29212) e da levedura (C. albicans 10231), aos complexos metalicos sintetizados, foi
realizado utilizando técnica de difusdo em discos seguindo o método (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2018).

Os microrganismos foram inoculados em tubos contendo caldo BHI estéril por
18h a 35°C-37°C. ApoOs esse periodo, os microrganismos foram diluidos em BHI até
atingir a escala nefelometrica 0,5 de McFarland (~ 1,5x108 mg-mL1). As suspensdes
bacterianas obtidas foram semeadas, com auxilio de swab estéril em placas de agar
Mueller-Hinton (MH) e a levedura C. albicans, em meio Agar Sabouraud-Dextrose
(SD). Discos e papel de filtro estéreis de 10,0 mm de diametro (Whatman 3) foram

impregnados assepticamente, utilizando solu¢gdo aquosa de DMSO 10% com
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0,057mmol de complexo Ag-BIO, 0,065 mmol de Zn1-BIO, 0,066 mmol de Cul-BIO,

0,163 mmol de Cu2-BIO, 0,162 mmol de Zn2-BIO e 0,060 mmol de Ag-Lcar. Apos
impregnacdao, os discos foram mantidos em estufa bacterioldgica a 35°C-37°C, até
completa secagem do solvente. A seguir, os discos impregnados foram depositados
na superficie das placas de MH e SD inoculadas com as suspensdes dos cultivos
bacterianos e da levedura, respectivamente. As placas foram incubadas durante 24h
a 35°C-37°C. Apos esse periodo, foram avaliadas a formacéo de halos de inibicao
de crescimento microbiano ao redor dos discos e avaliadas quanto ao
desenvolvimento de halos de inibicdo ao redor dos discos. Os halos foram
mensurados em mm. Os testes foram realizados em triplicata.

Esses experimentos foram realizados no laboratorio de Celulose Bacteriana e

Quimica Medicinal — CBQUIM da Universidade de Araraquara — UNIARA.

3.1.3.6 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos

complexos obtidos

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos compostos foi determinada
pelo ensaio de diluicho em microplaca, segundo o guia CLSI, 2018 (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2018). Os testes foram realizados usando as
cepas bacterianas Gram-negativas K. pneumoniae, E. coli (EC958) e cepas
positivas S. aureus (ATCC 25923) e B. cereus (ATCC 14579).

Para os experimentos realizados, as cepas bacterianas foram cultivadas
em meio BHI liquido a 37°C por 18 horas. A partir desse cultivo, as bactérias foram

diluidas no mesmo meio, até atingirem a escala nefelométrica 1,0 de McFarland
(~~3X108 mg-mL-1). A partir de suspensdes estoque em DMSO 10% Ag-Bio (20,0

mg-mL'l) e Cu-Bio (50,0 mg-mL?), os complexos foram submetidos a diluicGes
seriadas (1:2) em uma microplaca de 96 poc¢os com volume final de 100 pL. Em

seguida, foram adicionados 100 pL da suspensao bacteriana na escala 1,0 de
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McFarland, para atingir o volume final 200 pL/poco, levando a diluicdo das

suspensdes bacterianas para a escala de 0,5 de McFarland (~1,5X1O8 mg-mL-
1). Como controle positivo, foram utilizados os sais de partida nas mesmas
diluicdes seriadas dos complexos metalicos. As microplacas foram incubadas a
37°C por 18 horas para posterior analise da CIM. Apés o periodo de incubacéo,
foram adicionados em cada poco das microplacas 20 pL de resazurina a 0,02%
em solucdo aquosa estéril. Apdés 4 horas de incubacdo, a leitura foi
realizada.Esse experimento foi realizado no laboratério de Celulose
Bacteriana e Quimica Medicinal — CBQUIM da Universidade de Araraquara —

UNIARA.

3.1.3.7 Teste de estabilidade ar/luz do complexo Ag-BIO

A estabilidade do complexo Ag-BIO sob as condicbes de ar e luz foi
analisada por exposicao direta a luz fluorescente (12 W) em atmosfera de ar, a
temperatura ambiente. Discos estéreis de papel de filtro (Whatman 3—-10,0 mm
de diametro) foram impregnados com Ag-BIO (1 mg/disco) e expostos ao ar e a
luz conforme descrito por Lustri e colaboradores (Lustri et al., 2023).A
estabilidade foi monitorada visualmente durante um periodo de 120 horas. A cada
24 horas de exposicao ao ar/luz (do intervalo de 24 a 120 horas), os discos
impregnados foram colocados sobre a superficie de agar MH previamente
inoculado com E. coli EC 958. As placas foram incubadas por 18 horas a uma
temperatura de 35°C a 37°C e, em seguida, analisadas para avaliar a relacao
entre a estabilidade e a manutengé&o da atividade antimicrobiana do complexo Ag-
BIO.

3.1.3.8 Avaliacdo da atividade citotéxica do complexo ag-bio, in

vivo, empregando o modelo alternativo de Z. morio
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O experimento foi realizado conforme as diretrizes descritas por Sousa

et. al (Sousa et al., 2023), com algumas modificacdes. Foram utilizadas larvas
de Z. morio, com massa aproximada de 700 mg cada, distribuidas de forma
aleatéria em triplicata para a execucao dos testes. Um volume de 20 pL (20
mg-mL-* do complexo Ag-BIO em uma concentracdo de 10 mg-ml?.

Foi injetado na regido da hemocele, situada no terceiro esternito visivel
acima das pernas, na porcao ventral, utilizando uma seringa de insulina com
agulha fixa (6 mm x 0,25 mm), marca Needs.

As larvas foram incubadas, em triplicata, em placas de Petri com aberturas
para ventilacdo, sob condi¢des de temperatura de 28°C + 2°C, umidade relativa
de 70-80% e fotoperiodo claro-escuro, com 14 horas de luz e 10 horas de
escuriddo, em uma estufa B.O.D. A viabilidade dos grupos foi observada apo6s
12, 24 e 48 horas, por meio da andlise da auséncia de movimento, da presenca
de melanizacdo e das mortes. Como controle, o0s mesmos procedimentos

foram realizados utilizando o ligante livre (BIO).

4. RESULTADOS

4.1Espectroscopia por ftir do complexo AG-BIO

O espectro FTIR do ligante BIO (padréo A) foi comparado ao espectro do
complexo Ag-BIO (padréo B) para identificar possiveis interacdes do metal com
0os grupos funcionais do ligante. A banda em 3291.445 cm™, atribuida ao
estiramento dos grupos O-H e N-H no BIO, sofre um deslocamento para
3224.707 cm™ no complexo Ag-BIO. Esse deslocamento para menor energia
sugere uma possivel coordenagédo do metal com os grupos doadores do ligante,
evidenciando interacdo entre a prata e 0s possiveis sitios de coordenacdo da

BIO.
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Figura 3. Analise por FTIR do complexo metalico Ag-BIO, onde (A): ligante

BIO e (B): Complexo Ag-BIO

41.1

Analise elementar do complexo AG-BIO

A analise elementar permitiu determinar a proporcdo metal:ligante no

complexo Ag-BIO, indicando uma razdo 1:1 entre a prata e o ligante. A

composicdo tedrica calculada para a formula Ag(Cio0H1sN203S)]-2H20 foi C =

31,02%, H = 4,95%, N = 7,24%, enquanto os valores experimentais encontrados

foram C = 30,28%, H = 4,62%, N = 7,07%. A pequena diferenca entre os valores

tedricos e experimentais sugere que a sintese do complexo foi bem-sucedida e

que a composicado quimica do material obtido estd de acordo com a estrutura

proposta, possivelmente contendo duas moléculas de agua de hidratacéo.

4.1.2 Anélise termogravimétrica do complexo AG-BIO
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A partir dos dados obtidos na analise elementar, foi confirmado a

composicado do complexo Ag-BIO, [Ag(Ci10H15N303S)]-2H20. A TGA possibilitou
avaliar a curva termogravimétrica, onde é mostrada na Figura 4, a perda do
ligante nas temperaturas de 278°C a 582°C. Dessa forma, foi possivel calcular
a perda do ligante que foi avaliada em 75,98%, sendo o residuo final

identificado como a prata metalica calculado para Ag° (%): 24,02 %.

24,02 % Residuo

Perda de Massa (%)
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Figura 4. Curva termogravimétrica do complexo Ag-BIO

4.2 Espectroscopia por FTIR do complexo AG-Lcar

O espectro FTIR do ligante Lcar (padrao A) foi relacionado ao espectro do

complexo Ag-Lcar( padréo B) para identificar possiveis interagdes do metal com

os grupos funcionais do ligante. A banda em 1563.766 cm™L, atribuida a vibracéo

ao estiramento do grupo N- H no Lcar, sofre um deslocamento para 1537.670

cm™L no complexo Ag-Lcar. Esse deslocamento para menor energia sugere um
possivel coordenacéo do metal com os grupos doadores do ligante, evidenciando

interac&o entre a prata e 0s possiveis sitos de coordenacéo da prata.
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Figura 5. Analise por FTIR do complexo metalico Ag-Lcar, onde (A): ligante

Lcar e (B): Complexo Ag-Lcar

O espectro FTIR do ligante Lcar (padréo A) foi relacionado ao espectro do
complexo Ag-Lcar( padréo B) para identificar possiveis intera¢cdes do metal com
os grupos funcionais do ligante. A banda em 1563.766 cm-1, atribuida a vibracao
ao estiramento do grupo N- H no Lcar, sofre um deslocamento para 1537.670
cm-1 no complexo Ag-Lcar. Esse deslocamento para menor energia sugere um
possivel coordenacédo do metal com os grupos doadores do ligante, evidenciando

interacdo entre a prata e 0s possiveis sitos de coordenacao da prata.

4.3 Espectroscopia por FTIR do complexo Zn1-BIO

O espectro FTIR do complexo Zn1-BIlO apresenta bandas caracteristicas

que indicam formacao do complexo metalico. A banda observada em 3287.745

cm™ no ligante livre, atribuida ao estiramento dos grupos O-H e N-H, sofre um
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deslocamento para 2974.120 cm™ no complexo, sugerindo uma possivel

interagc&o do zinco com esses grupos. Esse deslocamento significativo pode ser
resultado da coordenacdo direta do metal com os sitios doadores da biotina,
alterando a densidade eletrbnica dessas ligacdes. Além disso, o efeito pode
estar associado a mudancas estruturais no ligante ou a formacdo de novas

interacgdes intermoleculares no complexo Zn1-BIO.
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Figura 6. Analise por FTIR do complexo metélico Zn1-BlO, onde (A): ligante

biotina (BIO) e (B): complexo (Zn1-BIO).

4.3.1 Anélise Termogravimétrica do Zn1-Bl1O

A TGA proporcionou avaliar a curva termogravimétrica, onde € mostrada
na figura 7, a perda do ligante nas temperaturas de 123,25°C a 577°C. Desta
forma, foi possivel calcular a perda do ligante que foi avaliada em 57,05%, sendo
o residuo final identificado como zinco metalico calculado para ZnQ° (%): 42,95

%.
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Figura 7. Curva termogravimétrica do complexo Zn1-BIO

4.4 Espectroscopia por FTIR do complexo Cul-BIO

O espectro FTIR do ligante BIO (padréo A) foi relacionado ao espectro do
complexo Cul-BIO ( padréo B) para identificar possiveis interagcdes do metal com
os grupos funcionais do ligante. A banda em 3294.835 cm-, atribuida a vibragéo
ao estiramento do grupo O-H no BIO, sofre um deslocamento para 3220.926 cm-
1 no complexo Cul-BIO. Esse deslocamento para menor energia sugere um

possivel coordenacdo do metal com o grupo doador do ligante.
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Figura 8. Analise por FTIR do complexo metalico Cul-BIO, onde (A): ligante

biotina (BIO) e (B): complexo (Cul-BIO).

441 Andalise Elementar Cul-BIO

A andlise elementar permitiu determinar a propor¢cdo metal:ligante no
complexo Cul-BlIO, apontando uma razdo 1:1 entre cobre e o ligante. A
composicao teorica calculada para a formula [Cu(C10H15N203S)]-H20 foi C
=36,97%; H = 5,27%; N =8,62%, enquanto os valores encontrados foram C
=37,00%; H = 5,05%; N = 8,59%. A pequena diferenca entre os valores tedricos
e experimentais sugere que a sintese do complexo foi bem-sucedida e que a

composicao quimica do material obtido est4 de acordo com a estrutura proposta.
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4.4.2. Andlise Termogravimétrica Cul-BIO

A partir dos resultados obtidos na analise elementar, foi confirmado a
composicédo do complexo Cul-BIO, formulado como [Cu(C10H14N303S)]-H20. A
curva termogravimétrica possibilitou avaliar a perda do ligante nas temperaturas
de 198°C a 549°C.Dessa maneira, foi possivel calcular a perda do ligante que foi
avaliado em 82,46%, sendo o residuo final identificado como oxido de cobre

calculado para CuQ° (%): 17,54%.

CuCl,-Bio

Perda de Massa (%)

17,54 % Residuo

T T T T T T T
200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 9. Curva termogravimétrica do complexo Cul-BIO

4.5 Determinacdo da atividade inibitéria de crescimento de

microrganismos dos complexos metalicos Ag-Bio, Cul-Bio e Zn1-Bio

45.1 Atividade inibitéria de crescimento por difusdo em discos

dos complexos metdlicos obtidos

Os resultados do teste de atividade inibitéria de crescimento pela técnica
de difusdo em discos realizados para os complexos encontram-se descritos na

Tabela 1.



41

Tabela 1. Atividade inibitéria de crescimento dos complexos metalicos Ag-BIO,

Cul- BIO, Zn1-BIO e sal de partida AgNOs3 sobre os microrganismos testados.

Halos de inibicao em milimetros (*+ 0,1 mm)

Compostos AgNO: Ag-BIO Cu1-BIO Zn1-BIO
S. aureus ATCC 25923 13,2 11,3 10,3 R

B. cereus ATCC 14579 12,3 13,3 R n. a

E. coli EC 958 11,6 13,6 R R

P. aeruginosa ATCC 27253 12,6 10,6 R R

E. faecalis ATCC 29212 n.a 12,0 R R

C. albicans ATCC 10231 n.a 14,0 R R

K. pneumoneai ATCC 13833 n.a 11,6 R n.a

(R): Microrganismos Resistente, (n.a): Nao aplicado

S. aureus E. coli P, aeruginosa ‘ E. faecalis
ATCC 25923 EC 958 ATCC 27253 ATCC 29212

C. albicans S. aureus 7
10231 ATCC 25923



42

\\

Znl1-BIO X Znl-BIO -ty Znl1-BIO ‘M 7nl BIO

C. albicans E. coli 7 P, aeruginosa E. faecalis
10231 ATCC EC 958 ATCC 27253 ATCC 29212
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Figura 10. Observacao da atividade antimicrobiana de inibicado de
crescimento dos microrganismos dos complexos metélicos Ag-BIO, Cul-BIO e Zn1-

BIO. Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

Foram utilizadas cepas bacterianas Gram-negativas (E. coli EC 958, P.
aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 13883), Gram-positivas (S.
aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212) e uma levedura (C. albicans ATCC
10231) para a realizacdo do teste de atividade antimicrobiana por difusdo em
discos, bem como para a avaliacao da concentragao inibitéria minima (CIM), com
o propésito de analisar a eficacia dos complexos metélicos obtidos como agentes
antimicrobianos. Os resultados foram comparados aos obtidos com AgNOs, 0
complexo Ag-BIO e o ligante BIO.

Conforme demonstrado na Tabela 1, o complexo metéalico Ag-BIO

mostrou-se eficaz na inibicdo dos microrganismos testados.
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Esse resultado permite sugerir que a atividade antimicrobiana do

complexo de prata esta associada a liberacdo lenta do ion prata(l) ativo, que é
capaz de provocar a desnaturacdo de proteinas e o comprometimento da funcéo
da membrana, resultando na morte da bactéria (Claudel; Schwarte; Fromm,
2020).

Em relacéo aos resultados obtidos para os complexos Cul-BIO e Zn1-BIO,
nao foi observada atividade antimicrobiana sobre os microrganismos, exceto no
caso da espécie S. aureus, onde o complexo Cul-BIO demonstrou halo de
inibicdo. Nesse sentido, ndo tem elementos suficientes para afirmar o
mecanismo de transferéncia, uma vez que a inibicdo ocorreu apenas para uma
cepa bacteriana.

Também pode-se observar que o composto Ag-BIO foi o complexo que
demonstrou maior atividade de inibicdo contra os microrganismos, destacando-
se especialmente pela sua eficacia contra a levedura C. albicans ATCC 10231.

Conforme apresentado na Tabela 1 o complexo Ag-BIO foi o que
apresentou maior atividade de inibicdo sobre a cepa bacteriana E. coli EC 958.
Devido ao seu multiplo mecanismo de acéo, o ion prata(l) € capaz de inativar
proteinas, interferir nas reacdes redox, inativacdo de enzimas-chave, bloqueio da
respiracao celular e da transferéncia de elétrons. Além disso, pode também se

ligar ao DNA (Aquaroni et al., 2020).

45.2 Atividade biol6gica de inibicdo de crescimento de
microrganismos Gram- positivos, Gram-negativos por concentracao

inibitéria minima (CIM) dos complexos metalicos Ag-BIO e Cul-BIO

A atividade antibacteriana dos complexos metalicos Ag-BIO e Cul-BIO foi
avaliada, também, pelo ensaio de Concentragao Inibitéria minima (CIM). Os valores

do CIM para estes complexos, estdo apresentados na Tabela 2.
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(R): Microrganismos Resistente, (n.a): Nao aplicado.

Tabela 2. Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos

CIM (mmol L")
Compostos
S. aureus B. cereus K. pneumoneai  E. coli EC
ATCC 25923  ATCC 14579  ATCC 13833 958
AgNO:s 0,11 0,22 n.a 0,28
Ag-BIO 0,89 R 0,89 0,89
Cu1-BIO 20,4 R R R

complexos metalicos sobre cepas de microrganismos S. aureus, B. cereus, K.

pneumoniae e E. coliem mmol-L-1

Os complexos analisados demonstraram efetiva atividade inibitéria de
crescimento em relagdo a todas as cepas testadas. O composto Ag-BIO mostrou-
se ativo na inibicdo do crescimento de todas as bactérias testadas em
concentracdes superiores as observadas para o AQNO3, com uma CIM de 0,89
mmol-L* maior do que a apresentada pelo AgNO3 para 0os mesmos
microrganismos. Similarmente, o complexo Cul-BIO exibiu atividade na inibicao
do crescimento apenas para uma cepa bacteriana testada em concentragéo mais
elevada do que a do AgNO3, com uma CIM de 20,4 mmol-L- 1 superior a do

AgNO3, que foi de 0,11 mmol-L™.

45.3 Avaliacado da estabilidade do complexo metéalico Ag-BIO a

exposicao ao ar/ luz
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Os discos impregnados com o complexo metalico Ag-BIO foram expostos

ao ar e a luz fluorescente (12W) durante 120 horas. Verificou-se que os discos do
complexo Ag- BIO apresentaram pouca mudanca de cor, indicando que o tempo
de exposicao nao influencia significativamente sua coloracédo. Observou-se que
0 composto comecou a adquirir tonalidade marrom apds 24 horas, intensificando-
se gradualmente até as 120 horas. Mesmo ap0s esse periodo de exposicdo ao
ar e a luz, os resultados do teste antimicrobiano por difusdo em disco
demonstraram que a atividade antimicrobiana foi pouco comprometida. A Figura
11 apresenta os resultados do teste inibicdo de crescimento bacteriano apos
exposicdo ar/luz e a Tabela 3, as medidas dos halos de inibicdo de crescimento

bacteriano.

Figura 11. Halos de inibicao do complexo Ag-BIO durante periodo de

exposicao ao ar/luz.

Tabela 3. Estabilidade da atividade antibacteriana ap6s exposi¢ao ar/luz do

complexo Ag-BIO
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Halos de inibicdo em milimetros (mm)

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Ag-BIO 12,3 9,3 11,3 10,6 10,3 10,3

O complexo Ag-BIO demonstrou atividade inibitéria no crescimento da
cepa bacteriana testada ap6s um periodo de 120 horas de exposi¢do. Foi
observado que, mesmo apds 120 horas de exposi¢ao ar/luz, os resultados da
atividade antimicrobiana mostraram-se pouco afetados, conforme
demonstrado na Tabela 3.

Os resultados demonstram, assim, o potencial de utilizagdo do complexo
metélico Ag- BIO na medicina, visando ampliar o arsenal terapéutico para o

tratamento de infec¢des bacterianas.

4.5.4 Avaliagéo da citotoxicidade in vivo usando Z. morio

Foirealizada a avaliacao da citotoxicidade in vivo utilizando larvas de Z.
morio tratadas com o complexo metéalico Ag-BIO na concentracdo de 20 mg/mL,
durante um periodo de 48 horas. Verificou-se que, apos 12, 24 e 48 horas, ndo
houve alteracdo na melanizagcdo em comparacao com o controle. Um outro fator
importante observado foi a manutencéo da mobilidade das larvas de Z. morio ao
longo do periodo mencionado, ou seja, sua mobilidade se manteve estavel por
48 horas.

A Figura 12 apresenta as imagens da avaliagéo da citotoxicidade do

complexo Ag-BIO usando Z. morio.
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Figura 12. Avaliacdo da citotoxicidade do complexo Ag-BIO usando Z.

morio A: controle, B:0 horas, C:12 horas, D:24 horas, E: 48 horas
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos trés complexos metalicos de Ag(l), Cu (Il) e Zn (ll) com
biotina nomeados Ag-BIO, Cul-BIO e Zn1-BIO.

Os complexos metélicos Ag-BIO e Cul-BIO apresentaram estequiometria
1:1 Ag(C10H15N203S)] -:2H20 e Cul-BIO [Cu(C10H15N203S)] -H20.

O complexo metalico Ag-BIO apresentou acgao inibitoria, in vitro, sobre as
cepas bacterianas Gram-positivas (B. cereus, S. aureus ATCC 25923 e E.
faecalis ATCC 29212), Gram-negativas (K. pneumoniae ATCC, E. coli EC 958 e
P. aeruginosa ATCC 27253) e sobre uma cepa fangica (C. albicans 10231),
evidenciando o potencial para aumento do arsenal terapéutico para o tratamento
de infec¢cBes bacterianas e fangicas.

O complexo metélico Cul-BIO apresentou atividade somente sobre a S.
aureus.

O complexo Ag-BIO ndo apresentou citotoxicidade para as larvas de Z.
morio.

O complexo metélico Zn-BlIO ndo apresentou acado inibitdria, in vitro,
sobre as cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, e sobre a
levedura C. albicans ATCC 10231.Portanto, foi excluidos dos demais testes até

o final do projeto de pesquisa.
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6. PERSPECTIVAS

Caracterizagdo do complexo Ag-BIO por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 1H, 13C e 15N.

Avaliacdo das atividades mutagénica e genotoxica do complexo Ag-BIO.
Realizac&o do teste interacdo com DNA com o complexo Ag-BIO. Obtencao de
cristais do complexo metélico Ag-BIO.

Avaliagcéo da atividade antimicrobiana, in vivo, em modelo animal.
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