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RESUMO

C. jejuni € um patdogeno zoondtico com relevancia econdmica e na satude publica, apresentando
resisténcia crescente aos antimicrobianos. Apesar de considerado fragil, consegue se perpetuar
em ambientes pela formagao séssil, permanecendo envolto por uma matriz extracelular que o
protege de condicdes ambientais adversas e estressantes. Nosso objetivo foi determinar a
capacidade inibitoria de novos compostos a base de cobre, platina, paladio e niquel frente a seis
cepas de C. jejuni (cinco de carcagas de frango e uma de referéncia) resistentes a eritromicina
e ciprofloxacina nas formas livre e séssil. Os isolados foram submetidos a ensaios de
suscetibilidade frente a complexos metalicos de paladio, platina, cobre e niquel (100 a 0,78
ng/mL) por meio do teste em microdilui¢do em caldo, segundo diretrizes do EUCAST, em meio
Mueller-Hinton suplementado. Determinamos a CIM e CBM em células planctdonicas, além da
atividade contra biofilmes formados em meio enriquecido com 5% de chicken juice, simulando
condi¢des industriais. A biomassa aderida foi quantificada pelo indice de Formagdo de Biofilme
(IFB), classificada como forte, moderada, fraca ou ausente. Ensaios adicionais avaliaram a acao
dos complexos sobre biofilmes maduros, incluindo andlises por microscopia eletronica de
varredura (MEV) para observar alteragdes estruturais. Todos os experimentos foram realizados
em quadriplicata. Os complexos metalicos apresentaram atividade bactericida frente a C. jejuni
em sua forma planctonica, com CIM média variando de 6,64 a 15,40 ug/mL. O composto de
niquel destacou-se pela maior eficacia, exibindo os menores valores médios, seguido por cobre,
platina e paladio. A andlise dos isolados revelou variabilidade na formagao de biofilme, sendo
a maioria classificada como forte formadora. Na forma séssil, todos os complexos foram
capazes de eliminar biofilmes, sem diferencas significativas entre os valores (p = 0,30), mas
com resultados mais consistentes para o niquel, que apresentou menor mediana do IFB (0,24)
e reduziu a capacidade de todas as cepas para a classificacdo “ausente”. A microscopia
eletronica confirmou as analises quantitativas, evidenciando reducdo da biomassa e danos
estruturais nos biofilmes apds a exposi¢do. Esses resultados in vitro sugerem potencial

antibacteriano e antibiofilme e justificam estudos adicionais sobre seguranca e aplicabilidade.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana; higieniza¢do industrial; forma séssil.






ABSTRACT
C. jejuni is a zoonotic pathogen of economic and public health significance, with increasing
antimicrobial resistance. Although considered fragile, it can perpetuate itself in environments
through sessile formation, remaining surrounded by an extracellular matrix that protects it from
adverse and stressful environmental conditions. Our objective was to determine the inhibitory
capacity of new copper, platinum, palladium, and nickel-based compounds against six strains
of C. jejuni (five from chicken carcasses and one reference strain) resistant to erythromycin and
ciprofloxacin in both free and sessile forms. The isolates were subjected to susceptibility testing
against palladium, platinum, copper, and nickel metal complexes (100 to 0.78 pg/mL) using
the broth microdilution test, according to EUCAST guidelines, in supplemented Mueller-
Hinton medium. We determined the MIC and MBC in planktonic cells, as well as the activity
against biofilms formed in a medium enriched with 5% chicken juice, simulating industrial
conditions. The attached biomass was quantified by the Biofilm Formation Index (BFI),
classified as strong, moderate, weak, or absent. Additional assays evaluated the action of the
complexes on mature biofilms, including scanning electron microscopy (SEM) analyses to
observe structural changes. All experiments were performed in quadruplicate. The metal
complexes showed bactericidal activity against C. jejuni in its planktonic form, with MICs
ranging from 6.64 to 15.40 pg/mL. The nickel compound stood out for its greatest efficacy,
exhibiting the lowest mean values, followed by copper, platinum, and palladium. Analysis of
the isolates revealed variability in biofilm formation, with the majority classified as strong
biofilm-formers. In the sessile form, all complexes were capable of eliminating biofilms, with
no significant differences between the values (p>0.05), but with more consistent results for
nickel, which presented a lower median MIC (0.24) and reduced the ability of all strains to be
classified as "absent." Electron microscopy confirmed the quantitative analyses, demonstrating
reduced biomass and structural damage to biofilms after exposure. These in vitro results suggest

antibacterial and antibiofilm potential and warrant further studies on safety and applicability.

Keywords: antimicrobial resistance; industrial sanitation; sessile form;
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a posi¢do de segundo maior produtor mundial e maior exportador de
carne de frango, que juntamente com os Estados Unidos, ¢ responsavel por cerca de 60% do
comércio global desse produto (ABPA, 2025). Considerando o protagonismo do Brasil na
produgdo e exportagdo de carne de frangos e o crescimento continuo do setor avicola, ha
necessidade de agdes que previnam a presenca de patdégenos nessa matriz alimentar, garantindo
a seguranca dos alimentos. Dessa forma, destaca-se a importincia do controle de
Campylobacter spp em toda a cadeia produtiva para mitigar os riscos de campilobacteriose

humana.

Campylobacter spp ¢ um dos principais agentes etioldgicos bacterianos causadores de
doencas diarreicas transmitidas por alimentos, sendo o consumo de carne de frango crua ou
mal-cozida a maior fonte de infec¢io humana (WURFEL et al., 2019). A campilobacteriose
caracteriza-se por quadros de diarreia aguda, com ou sem sangue, febre, perda de peso e colicas,
autolimitada na maioria das vezes, sendo necessario o uso de antibidticos apenas em casos
graves (RAHMAN et al, 2021). Adicionalmente, Campylobacter spp figura entre os
"patogenos prioritarios" pela Organizagdo Mundial da Satde devido a sua resisténcia aos
antimicrobianos e ao elevado risco que representa para a satde publica (WHO, 2017; WURFEL

etal.,2021).

Campylobacter spp ¢ considerado fragil, mas consegue se perpetuar em ambientes pela
formagao séssil, permanecendo envolto por uma matriz extracelular que o protege de condicdes
ambientais adversas e estressantes, como tratamentos térmicos, presenca de antibidticos e
sanitizantes. Essa forma séssil sdo estruturas de dificil remogao e se tornam pontos constantes

de contaminacdo, representando assim, um desafio significativo na cadeia produtiva de

alimentos (MA et al., 2022).

O desenvolvimento de compostos capazes de desestabilizar ou impedir a formagao de
biofilmes visa aprimorar a seguranga dos alimentos, diminuir a incidéncia dessa zoonose em
humanos, além de reduzir a necessidade do uso de antimicrobianos, contribuindo também para
atenuar o problema da resisténcia bacteriana. Investigacdes que analisam a eficacia de
compostos metalicos como agentes antimicrobianos tém se consolidado como abordagens
promissoras no enfrentamento da resisténcia bacteriana, além de ampliarem as possibilidades

de aplicagao industrial desses materiais (GUERRA et al., 2016).
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Considerando o avanco da resisténcia antimicrobiana por Campylobacter jejuni, a
relevancia do Brasil no cendrio global como um dos principais produtores de carne de frango,
e os resultados encorajadores obtidos com o uso de complexos metalicos, este estudo possuiu
como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de compostos de platina, paladio, niquel e
cobre frente a cepas de C. jejuni, resistentes ao ciprofloxacino e a eritromicina nas formas livre

e séssil.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Campylobacter spp e sua importancia

Conforme dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal, a avicultura brasileira
destaca-se pela alta qualificac@o e tecnologia aplicada. Em 2023, a produg¢ao de carne de frango
alcangou 14,8 milhdes de toneladas, com um valor bruto de R$91,646 bilhdes. Desse total,
34,65% foram destinados ao mercado externo e 65,35 para o mercado interno. A exportacao ¢
realizada para mais de 150 paises, sendo a China o principal destino das exportacdes brasileiras
de carne de frango. O consumo per capita de carne de frango no Brasil ¢ consideravel,

superando o total de 45,1kg/hab em 2023 (ABPA, 2024).

A carne de frango ¢ um dos alimentos mais consumidos na dieta brasileira devido a sua
alta qualidade nutricional, facilidade de preparo, ampla disponibilidade e prego acessivel
(EMBRAPA, 2024). Por essas caracteristicas, ela contribui significativamente para uma
alimentagdo balanceada e saudavel, sendo uma fonte completa de proteinas e aminoacidos
essenciais. Além disso, ¢ rica em vitaminas do complexo B, possui baixo teor de gordura,
oferece uma variedade de minerais e apresenta uma quantidade reduzida de carboidratos

(SAENGPHOL; PIRAK, 2018; SARKER et al., 2020).

Paralelamente ao crescimento na produ¢do € no consumo, surge um grupo de
consumidores que desempenha um papel fundamental em todas as fases da cadeia produtiva e
que tem se mostrado cada vez mais consciente e exigente quanto a qualidade e a seguranga dos

alimentos (TONDO et al., 2015).

Conforme o Centro de Controle e Prevengao de Doengas (CDC, 2022), Campylobacter

¢ responsavel por cerca de 1,3 milhdo de casos de doengas em humanos nos Estados Unidos, o
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que equivale a uma taxa de 19,5 casos por 100.000 habitantes. A maior parte dos casos foi
associada ao consumo de carne de frango (37,5%) e carne de peru (28,2%). Assim, o controle
dessa bactéria em carnes de aves tem se mostrado uma das estratégias mais eficazes para reduzir

a incidéncia de infecgdes em humanos (TIWAR et al., 2019).

Campylobacter spp sdo exigentes em condi¢des laboratoriais pois precisam de meios de
cultivo seletivos e condi¢des ambientais especificas para seu crescimento. Essas bactérias sao
microaerofilicas, necessitando de um ambiente com cerca de 10% de didxido de carbono (CO2),
5% de oxigénio (O2) e 85% de nitrogénio (N2) (MORGAN, 2015). Contudo, algumas cepas
sdo resistentes ao oxigénio, sendo particularmente prevalentes na carne de frango, o que reforca
sua relevancia como principal fonte de contaminagcdo para o consumidor. As espécies
termotolerantes tém grande sensibilidade ao congelamento, ndo se multiplicando sob essas
condigdes, mas podendo permanecer viaveis por semanas caso sobrevivam a diminuicao da

temperatura (FACURI, 2018).

Os produtos de origem avicola sdo a principal fonte de infeccdo alimentar por
Campylobacter spp, pois podem contaminar as carcagas devido a praticas inadequadas de
processamento ou contaminacdo direta das matérias-primas. Essa bactéria ¢ amplamente
presente no ambiente, e sua elimina¢do da cadeia alimentar ¢ desafiadora. Um dos principais
mecanismos de sobrevivéncia dessa bactéria € seu sistema de resposta ao estresse, que permite

ao microrganismo se adaptar e sobreviver a diversas condi¢des adversas (MA et al., 2022).

Apesar da importancia de Campylobacter spp como agente causador de doencgas
transmitidas por alimentos, o patégeno ¢ frequentemente ignorado em padrdes sanitirios
nacionais, e as informagdes epidemioldgicas sobre campilobacteriose humana no Brasil sao
escassas (WURFEL et al., 2020). Isso pode ser um reflexo da ineficiéncia dos programas de
vigilancia voltados para o controle e preven¢do da doenga, o que leva a uma subnotificagdo

significativa de casos (SILVA et al., 2018).

2.2 Campylobacter spp e formacao de biofilme

Campylobacter sp. tem a capacidade de formar biofilmes em superficies bioticas e
abidticas, o que contribui para sua sobrevivéncia em condicdes ambientais adversas

(GIAOURIS, 2023).
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Os biofilmes sdo caracterizados como um processo de adesao de células bacterianas a
superficies, sejam elas vivas ou inertes. Essas células se agregam, formando comunidades
bacterianas que ficam envolvidas por uma matriz polimérica, composta por polissacarideos,
além de proteinas e acidos nucleicos. Essa matriz extracelular oferece protecao, dificultando a
acdo de agentes biocidas, concentrando nutrientes e prevenindo a desidratagdo (CARPENTIER;
CERF, 1993). A bactéria ¢ capaz de alternar entre formas livres e sesseis, fixando-se em
superficies bidticas ou abidticas, enquanto permanece envolvida por uma matriz viscosa

(MELO et al., 2017).

Campylobacter tem a capacidade de formar biofilmes em diversos ambientes, como no
trato gastrointestinal dos animais, em sistemas de abastecimento de agua, em encanamentos de
instalagdes de criagdo e em plantas de processamento de alimentos (SIRINGAN; RIBEIRO;
PAYNE, 2011). Dessa forma, esses biofilmes se tornam uma fonte continua de contaminagao,
liberando células bacterianas ao longo da cadeia produtiva de alimentos, possibilitando sua

transmissao para a cadeia alimentar humana (CAPPITELLI; POLO; VILLA, 2014).

Apesar de ser influenciado por fatores ambientais, C. jejuni pode utilizar mecanismos
de defesa, como entrar em um estado viavel, mas ndo cultivavel (bactéria estd viva, mas nao
cresce em meios de cultura. Ocorre por estresse ambiental e pode ser reversivel.), desenvolver
aerotolerancia e formar biofilmes. Essa capacidade de persistir representa um desafio
significativo para a industria alimenticia. A formac¢do de biofilmes favorece a sobrevivéncia e
a organizacdo das bactérias em comunidades densas, além de contribuir para a propagacao da

resisténcia aos antibioticos (WHO, 2020).

A formagao do biofilme pode ser favorecida pela presenga do chicken juice (exsudado
de frango), que contém particulas nutritivas capazes de formar uma fina camada sobre
superficies inertes, facilitando a adesdo das bactérias. Como resultado, isso pode levar a
formacao de biofilmes altamente aderentes, criando uma forma de persisténcia nas instalagdes

de abatedouros frigorificos (BROWN et al., 2015; MELO, 2017).

Dados os problemas associados a presenga de biofilmes, a prevencdo de seu
desenvolvimento e a sua remocdo sdo fundamentais para garantir a seguranga dos alimentos
produzidos e dos consumidores (SREY et al., 2013). Sendo assim, € essencial buscar solugdes

inovadoras para controlar o biofilme e aprimorar a eficacia dos antimicrobianos tradicionais.
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2.3 Campilobacteriose

A campilobacteriose ¢ uma infec¢do provocada por espécies termofilicas do género
Campylobacter, representando uma grande preocupacdo para a saude publica mundialmente
(GONCALVES, 2018; SIERRA-ARGUELO, 2018). Essa doenga apresenta um periodo de
incubagdo de 24 a 72 horas (IGWARAN et al., 2019) e pode ocasionar diarreia aguda, com ou
sem sangue, febre, perda de peso e colicas (RAHMAN et al., 2021). Na maioria dos casos, a
infeccdo ¢ autolimitada, sendo necessario o uso de antibidticos apenas em situagdes graves

(KAAKOUSH et al., 2015).

A gastroenterite bacteriana continua ao longo de anos sendo uma das principais doengas
diarreicas em todo o mundo, afetando tanto paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento.
As espécies termotolerantes Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo responsaveis por
80-90% e 10-20% dos casos, respectivamente, sendo a transmissao frequentemente associada
ao consumo de carne de frango contaminada. Estudos recentes apontam que globalmente
ocorrem cerca de 100 milhdes de casos anuais, com mais de 21.000 mortes, e dados regionais
mostram aumentos significativos, como no Reino Unido, onde os casos passaram de 60.055 em
2023 para 70.352 em 2024, e na Etiopia, onde a prevaléncia em criangas menores de cinco anos
chegou a 23,8%, com 92,6% dos casos causados por C. jejuni. Esses dados reforcam a
relevancia crescente do género Campylobacter como agente etiologico de gastroenterite e a
necessidade de vigilancia e medidas de controle para reduzir sua incidéncia. (KIARIE et al.,

2023; WORKU et al., 2024).

Além disso, uma revisao publicada em 2025 por BUIATTE e colaboradores discute a
epidemiologia genomica de Campylobacter jejuni ¢ Campylobacter coli no Brasil, destacando
a alta prevaléncia dessas espécies em casos de gastroenterite bacteriana, especialmente em

criangas menores de 5 anos.

A carne de frango continua sendo um dos principais veiculos de transmissdo de C. jejuni
e C. coli, responsaveis por uma significativa propor¢ao de casos de gastroenterite bacteriana
em humanos. Estudos recentes confirmam que a carne de frango crua ou mal-cozida ¢ uma
fonte comum de infec¢do, com prevaléncias variando entre 15% e 34% em diferentes regides e
tipos de amostras, incluindo carne de pescoco e filés (POPA et al., 2025). Além disso, C. jejuni
pode sobreviver por até seis dias nas fezes de frango, representando um risco adicional de

contaminacdo ambiental e alimentar (GOMES et al., 2024).
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No Brasil, embora o pais seja o maior exportador mundial de carne de frango, a
campilobacteriose ¢ raramente diagnosticada, e ha uma falta de dados suficientes para estimar
a incidéncia desse patdgeno no pais, o que dificulta a implementagdo de medidas de controle
eficazes (SADEL et al., 2023). Portanto, ¢ essencial fortalecer a vigilancia epidemiologica e
adotar praticas rigorosas de higiene e controle na cadeia produtiva de carne de frango para

reduzir o risco de infec¢ao por Campylobacter.

Embora, na maioria das vezes, a infeccdo cause sintomas leves, a campilobacteriose
pode resultar em complicagdes sérias, como bacteremia, hepatite, pancreatite e artrite reativa,
além de problemas neurologicos, como a sindrome de Guillain-Barré. Em casos mais graves,
pode ser fatal, especialmente em criangas, idosos e individuos imunocomprometidos (WHO,

2020).

2.4 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana em Campylobacter spp e em particular em C. jejuni
representa atualmente um importante problema de saude publica global, com repercussdes tanto
para terapéutica humana quanto para seguranca dos alimentos. Relatérios europeus de
vigilancia documentam niveis altos a extremamente altos de resisténcia a fluoroquinolonas,
especialmente ciprofloxacina, em isolados de C. jejuni de seres humanos e de animais de
producdo (aves e bovinos jovens), variando segundo pais, mas chegando a mais de 70-80% em

muitos casos (EFSA, 2025).

Além disso, os macrolideos (eritromicina, azitromicina) permane¢am como tratamento
de escolha para casos graves ou complicados, a resisténcia em C. jejuni a esses antibidticos
ainda ¢ relativamente baixa nos recentes relatdrios europeus, variando de muito baixa a baixa
proporgao de isolados resistentes (EFSA, 2024). Contudo, mutag¢des no gene 23S rRNA, como
A2075G e A2074C, tém sido detectadas em alguns isolados, bem como a participagcdo do
mecanismo de bomba de efluxo CmeABC, embora genes de resisténcia transferivel como

erm(B) sejam raros em C. jejuni (EFSA, 2025).

A resisténcia a tetraciclinas também ¢ um problema persistente: muitos estudos apontam
prevaléncias elevadas de genes tet(O) ou variantes, tanto em isolados de aves quanto de

humanos, frequentemente associados a outros mecanismos (mutagdo em gyrA4, f-lactamases) e
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coexistindo com resisténcia a fluoroquinolonas. Por exemplo, um levantamento gendmico
global até 2023 identificou tet(O) e tet(L) como genes comuns, especialmente em hospedeiros

aviares, além de ampla presenga de B-lactamases do tipo blaOXA (SHAH et al., 2025).

No Brasil e em outras regides tropicais, estudos recentes examinaram isolados de C.
Jjejuni de frangos, suinos, aves inteiras ou carcagas, encontrando que mutagdo C257T em gyr4
(relacionada a resisténcia a fluoroquinolonas) estd presente em percentagens significativas, e
que genes de resisténcia como blaOXA61, tetO e componentes da bomba de efluxo CmeABC
sao comuns (DIAS et al., 2022). Esses dados sugerem que os mecanismos genéticos ja
consolidados estdo se mantendo ou até aumentando em prevaléncia nessas regioes, refletindo

uso de antimicrobianos na produgdo animal e condi¢des ambientais favoraveis a disseminagao.

Além disso, ha multiplicidade de cepas com resisténcia multidrogas (MDR), definidas
como resisténcia simultdnea a trés ou mais classes de antimicrobianos de relevancia clinica.
Relatos do Oriente Médio (ex: Jordania) mostram MDR em ~36,4 % dos isolados de C. jejuni
de carne de frango, com combinacdes de [-lactamicos, tetraciclinas e fluoroquinolonas
(MAYYAS et al., 2025). No contexto europeu, embora a MDR em C. jejuni de humanos seja
ainda relativamente baixa (<1-a alguns por cento), j& sdo observaveis isolados animais com
perfis duplos ou multiplos (ciprofloxacina + eritromicina + tetraciclina) e crescente
preocupacao pela possibilidade de transferéncia de resisténcia via cadeia alimentar (EFSA,

2025).

Por fim, as implica¢des para politicas e pesquisa sdo claras: aumentar a vigilancia
gendmica integrada (humano-animal-alimentos-ambiente), regular o uso de antimicrobianos
criticos na produ¢do animal, fortalecer a infraestrutura laboratorial para identificagdo de
mutacdes-chave e incentivar praticas de producao e abate que reduzam contaminagao cruzada.
Também ¢ necessario monitoramento continuo de tendéncias locais de resisténcia para orientar
terap€utica empirica regionalizada. Além disso, torna-se urgente o investimento em alternativas
aos antibidticos convencionais, como probidticos, bacteriéfagos, peptideos antimicrobianos,
vacinas e uso de compostos metalicos, estratégias que ja vém sendo estudadas para reduzir a

pressdo seletiva e conter a disseminagdo de cepas resistentes (EFSA, 2024, Li et al., 2025).

2.5 Compostos quimicos e suas atividades antimicrobianas
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Os compostos metalicos tém emergido como agentes antimicrobianos promissores,
especialmente diante do crescente desafio da resisténcia bacteriana. Estudos recentes
demonstram que esses compostos, incluindo ions metalicos, complexos de metais de transi¢ao
e nanoparticulas metalicas, apresentam atividades antimicrobianas significativas contra uma

variedade de patdégenos (WU et al., 2025).

Esses compostos atuam por diversos mecanismos para inibir o crescimento microbiano.
Por exemplo, os complexos de cobre demonstraram atividade antimicrobiana devido a sua
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), que danificam as membranas
celulares bacterianas e interagem com biomoléculas essenciais, como DNA e proteinas. Além
disso, esses compostos podem alterar a estrutura tridimensional de proteinas, inativando

enzimas essenciais para a sobrevivéncia bacteriana (NGECE et al., 2025).

Os compostos metalicos tiveram um impacto significativo na quimica medicinal durante
o século XX. Diversos medicamentos a base de metais sdo empregados na medicina, como o0s
derivados de platina usados no tratamento de cancer (JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM,;
LIPPARD, 2016) e os compostos de ouro aprovados para o tratamento da artrite reumatoide
(CHAMPION; GRAHAM; ZIEGLER, 1990; HARBUT et al.,, 2015). Com base nesses
sucessos, as pesquisas se expandiram para o uso de outros metais, como niquel, cobre, palédio,
platina, ferro, ruténio, gélio, bismuto, entre outros. Suas aplicacdes variam entre tratamentos
anticancer, antimalaricos, doengas neurodegenerativas e acdes antimicrobianas (ZENG et al.,
2017). Essas descobertas tém estimulado novos estudos sobre complexos com potenciais efeitos

antitumorais e antibacterianos.

No caso dos compostos usados nesse estudo, o niquel, destaca-se tanto por sua acao
contra bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp. e Salmonella
Typhi, além de Staphylococcus aureus, quanto sua capacidade antibiofilme frente a P.
aeruginosa, sustentando a hipotese do potencial antimicrobiano desses elementos

(CHAUDHARY et al., 2015; EGBEWOLE et al., 2022; MARUTHUPANDY et al., 2020).

De forma complementar, o cobre também apresentou eficacia contra Enterococcus
faecalis e contribuiu para a redugdo da carga microbiana em infec¢des relacionadas a satde

(BEETON et al., 2014; HAMZE et al., 2025). J4 os compostos de paladio mostraram atividade

contra Mycobacterium tuberculosis, além de resultados promissores no controle de C. jejuni
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resistentes, e, em associagdo a platina, destacaram-se ainda pela capacidade de inibir e reduzir

biofilmes bacterianos (SILVA et al., 2023; CHLUMSKY et al., 2021).

Os compostos metalicos oferecem uma abordagem inovadora e eficaz no combate a
infecgdes microbianas, especialmente aquelas causadas por cepas resistentes a antibioticos
convencionais. No entanto, ¢ crucial considerar aspectos como a biocompatibilidade, toxicidade
e mecanismos de resisténcia ao desenvolver e aplicar esses compostos em ambientes clinicos.
Pesquisas continuas s3o necessarias para otimizar suas propriedades e expandir suas aplicagdes

terapéuticas (REES et al., 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados bacterianos e reativacao das cepas

Foram utilizadas seis cepas de C. jejuni, sendo cinco cepas de campo, isoladas de
carcacas de frango (BAC1 a BACS5) e uma cepa de referéncia (IAL 2383). As cepas de campo,
acompanhadas de informagdes epidemiologicas, foram gentilmente cedidas pelo Laboratdrio
Nacional Agropecuario do Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS) (RODRIGUES et al., 2021).
A cepa IAL 2383, utilizada como controle positivo, foi isolada de amostra clinica humana e
fornecida pelo Banco de Culturas do Instituto Adolfo Lutz (IAL).

As cepas de campo foram selecionadas de acordo com os perfis de resisténcia aos
antimicrobianos, identificadas como resistentes a Eritromicina e Ciprofloxacino em estudo
anterior (BUIATTE et al., 2023).

A reativagdo dos isolados foi realizada em caldo Bolton, suplementado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, e incubada a 37°C por 44 + 4 h sob atmosfera microaeréfila
(5-15% de Oz e 10% de CO-), utilizando o sistema Microaerobac (Probac do Brasil, Sao Paulo).
Em seguida, as culturas foram repicadas em meio seletivo Campylobacter Selective Agar
(CCDA) e incubadas novamente nas mesmas condi¢cdes. As colonias com morfologia
caracteristica foram avaliadas por microscopia apos coloragdo de Gram, seguindo os critérios
estabelecidos pela ISO 10272-1:2017. As culturas confirmadas morfologicamente como puras

foram utilizadas nos ensaios de suscetibilidade fenotipica frente aos complexos metalicos.

3.2 Acio dos Complexos Metalicos em formas planctonicas de C. jejuni

Os complexos de cobre, niquel, paladio e platina, foram sintetizados e-pelo Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia e selecionados por apresentarem atividade
antimicrobiana em pesquisas anteriores (ALMEIDA et al., 2015; SOUSA et al., 2020).

Testamos o complexo de paladio PADMSOBTA, contendo B-dicetonas ¢ massa molar
de 529,84 g/mol (ALMEIDA et al., 2014); o complexo de platina PIDMSOBTA, com massa
molar de 734,50 g/mol (ALMEIDA et al., 2014); o complexo de cobre Cu(TTA)(bipy)NOs,
com massa molar de 502,92 g/mol (ALMEIDA et al., 2015); e o complexo de niquel NiBta,
com massa molar de 516,06 g/mol (SOUSA et al., 2020).

Os ligantes tém papel fundamental nos complexos metdlicos, pois influenciam
diretamente sua estabilidade, solubilidade, geometria e atividade biologica. Ligantes como 3-
dicetonas, bipy e Bta estabilizam o metal e modulam suas propriedades eletronicas e estruturais,

afetando a capacidade de interagdo com biomoléculas, como DNA e proteinas. Além disso, eles
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podem aumentar a seletividade e reduzir a toxicidade, além de, em alguns casos, contribuir com
atividade bioldgica propria (ALMEIDA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2015; SOUSA et al.,
2020).

3.2.1 Concentraciao Inibitoria e Bactericida Minimas (CIM e CBM) em Cé¢élulas

Planctonicas

Os ensaios foram realizados utilizando a técnica de microdiluigao em caldo, seguindo
as diretrizes do EUCAST (2022). Os testes foram conduzidos em meio Mueller-Hinton
suplementado com Ca?*", Mg*" e 5% de sangue desfibrinado de carneiro, utilizando microplacas
de 96 pogos. As concentragdes dos complexos testados, que variaram de 100 a 0,78 pg/mL por
dilui¢des seriadas, foram escolhidas por serem compativeis com a faixa comumente utilizada
em estudos com complexos metalicos bioativos (ALMEIDA et al., 2014; SOUSA et al., 2020),
o que permite uma melhor comparacao dos resultados e avaliagdo da poténcia relativa dos
compostos.

Resumidamente, as suspensoes bacterianas (200 pL), ajustadas a turbidez equivalente a
0,5 na escala de McFarland, foram adicionadas as microplacas e adicionadas das diferentes
concentragdes dos inibidores, seguida da incubagdo a 37°C por 44 + 4 hs sob atmosfera
microaerdfila. Como controle positivo foram utilizados pogos contendo apenas a suspensao
bacteriana em caldo Mueller-Hinton, enquanto o controle negativo consistiu de pogos contendo
apenas o caldo Mueller-Hinton.

A CIM foi definida como a menor concentragdo do complexo capaz de inibir
completamente o crescimento visivel (auséncia de turvagdo). Para determiner a concentragao
bactericida minima (CBM), aliquotas dos pogos sem crescimento aparente foram repicadas em
agar CCDA e reincubadas nas mesmas condigdes ja descritas.

As andlises foram conduzidas em quadriplicata, em dias independentes.

3.2.2. Indice de Formacio de Biofilme (IFB)

Inicialmente, as cepas foram caracterizadas quanto a capacidade de formar biofilmes
fortes, fracos ou inexistentes por meio do Indice de Formagdo de Biofilme (IFB). Os ensaios
foram realizados em em placas de polietileno de 96 pocos, seguindo protocolos adaptados de
KUDIRKIENE et al. (2012) e NAVES et al. (2008).

As cepas reativadas foram cultivadas por 48 hs em caldo Mueller-Hinton (MH)

suplementado com 5% de suco de frango (Chicken Juice — CJ) (BROWN et al., 2014; BIRK et
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al., 2004), sob atmosfera microaeréfila a 37°C. O CJ foi utilizado para simular as condigdes
industriais, obtido do exsudado do descongelamento de peitos e coxas de frango, e depois
centrifugado a 16.000 rpm por 10 minutos e esterilizado em filtros com membrana de 0,22 um
(BROWN et al., 2014; BIRK et al., 2004).

Resumidamente, apos o cultivo em MH, as células foram centrifugadas a 5.000 rpm por
10 minutos a 4° C, processo repetido trés vezes, sendo cada vez acompanhada de lavagem com
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). Ao final, a suspensdo celular foi ajustada até atingir a
concentracao de 10* UFC/mL (DOgoo entre 0,22 e 0,28). O indculo foi preparado na proporgao
de 1:10 em MH suplementado com 5% de CJ, ou seja, | mL de MH acrescido de 10 puL da
suspensao bacteriana. Em seguida, 200 uL de cada suspensao foram distribuidos nos pocos de
microplacas de poliestireno de 96 pogos e incubados por 48 hs nas mesmas condicdes ja
descritas. Apos a incubacgao, os pocos foram lavados para remogado das células ndo aderidas, e
a biomassa residual foi corada com cristal violeta 0,1%. O corante retido foi solubilizado em
solucdo alcool-acetona (80:20) e quantificado por leitura de absorbancia a 595 nm para calculo
do IFB. O controle negativo consistiu em pogos contendo apenas caldo MH, enquanto o
controle positivo foi constituido por pogos contendo MH com o inoculo bacteriano.

O IFB foi calculado pela formula: IFB = BA — PC / BS, onde BA ¢ a absorbancia da
biomassa aderida, PC a absorbancia do controle negativo ¢ BS a densidade dptica da cultura
(DOeoo). Os valores de IFB foram classificados conforme NAVES et al. (2008) como: forte
(>1,10), moderado (0,70-1,10), fraco (0,35-0,69) ou ausente (<0,35).

Os ensaios foram conduzidas em quadriplicata, em dias distintos, visando garantir

reprodutibilidade e consisténcia dos resultados.

3.2.3 Concentrac¢io Bactericida Minima de compostos metalicos em biofilmes

A Concentragao Bactericida Minima (CBM) de cada um dos complexos foi determinada
em biofilmes previamente formados conforme protocolo ja descrito anteriormente. Apos as
48hs de incubagdo, os pogos foram lavados com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) para
remocao das células ndo aderidas, e em seguida, expostos aos complexos metalicos de paladio,
platina, cobre e niquel nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ¢ 1,56
ug/mL, por um periodo de 2 hs a 37°C.

Aliquotas de 10 pL de cada pogo foram transferidas, para placas de dgar CCDA e
incubadas sob microaerofilia. A CBM foi determinada pela auséncia de crescimento bacteriano

nos pontos de inoculagdo. O experimento foi realizado em quadriplicata, em dias distintos, com
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inclusdo de controle negativo composto apenas por caldo MH e controle positivo constituido

pelo indculo bacteriano em MH, sem adi¢ao dos complexos metalicos.

3.2.4 Determinacao do IFB apés exposicao de biofilmes a complexos metalicos

Para avaliar a agdo dos complexos metalicos no IFB de Campylobacter jejuni foram
realizados ensaios em microplacas de 96 pogos utilizando protocolo ja descrito. Apds 48 hs de
incubagdo, os pogos foram cuidadosamente lavados com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%)
para remover as cé¢lulas ndo aderidas. Em seguida, os biofilmes foram expostos aos complexos
metalicos na concentracdo de 400 pg/mL (dobro da maior CBM obtida anteriormente), por 2
hs a 37 °C, em condi¢des microaerofilicas (EUCAST, 2022). Apds o tratamento, procedeu-se
a coloragdo com cristal violeta, seguida da elui¢do do corante retido e da leitura da absorbancia
a 595 nm. O IFB foi entdo calculado conforme descrito anteriormente, permitindo comparar a
biomassa aderida entre os grupos tratados e controles.

Todos os ensaios foram conduzidos em quadriplicata, em dias independentes, com

inclusdo de controles negativo (sem bactéria) e positivo (sem os complexos metalicos).

3.3 Integridade do biofilme por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apds tratamento com os complexos metalicos, a microestrutura dos biofilmes foi
avaliada por MEV (BROWN et al., 2014), com modificacdes. Os biofilmes foram formados
em esferas de vidro de 5 mm como suporte para fixacdo e respeitando as condicdes de
crescimento previamente descritas (37°C/ 48hs) e em seguida, expostos aos complexos
metalicos (400 ng/mL) por 2 hs. Biofilmes nas esferas nao tratados com os complexos metalicos
foram incluidos como controles positivos e biofilmes cultivados em NaCl 0,9% esteril foram
os controles negativos.

Resumidamente, os biofilmes formados nas esferas foram lavados com PBS, fixadas em
solucdo de glutaraldeido e paraformaldeido (2,5% cada) em tampao PBS 0,1 M (pH 7,4) a 4°C,
overnight, e posteriormente pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% por 2 hs. A desidrata¢ao
foi realizada em série crescente de etanol (30% a 90%), seguida de trés lavagens em etanol
absoluto (100%) por 20 min cada. Apds a secagem em ponto critico (CPD 030, Baltec,
Alemanha), as amostras foram revestidas com ouro (20 nm; SCD 050, Baltec, Alemanha) e

analisadas em MEV VP Zeiss Supra 55 FEG SEM, operando a 20 kV.
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3.4 Analise dos dados

Para as analises de IFB inicial, [FB apos tratamento ¢ CBM de células planctonicas e
sésseis foram calculadas a mediana e o desvio padrao. A normalidade dos dados foi verificada
pelo teste de Shapiro—Wilk e, quando p < 0,05, utilizamos o teste ndo paramétrico de Kruskal—
Wallis, seguido do teste de Wilcoxon com corre¢cdo de Holm para comparacdes par a par. As
analises foram realizadas no R (versdo 4.4.3) (RStudio Team, 2020) utilizando o pacote
ggstatsplot (versao 0.13.0) (Patil, 2021), adotando-se p < 0,05 como nivel de significancia.

As andlises por microscopia eletronica de varredura (MEV) tiveram carater descritivo e
foram empregadas para comparar a morfologia e a integridade estrutural dos biofilmes entre
amostras tratadas e controles, complementando os dados quantitativos obtidos nos ensaios de

IFB e CBM.
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4 RESULTADOS

A CBM dos complexos metalicos frente a C. jejuni em sua forma planctonica variaram
de 6,64 a 15,40 ug/mL. O NiBTA apresentou o menor valor médio, enquanto o PADMSOBTA

exibiu o maior (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracao Bactericida Minima de complexos metélicos frente a seis cepas de C.

Jjejuni na forma livre (planctonica)

Composto Mediana CBM(ng/mL) = DP
Niquel 6.64 +4.74

Cobre 12.20 £ 17.60

Platina 12.80 £9.42

Paladio 15.40 +17.70

Concentracao bactericida minima (CBM) mediana (ug/mL) + desvio-padrao (DP) dos complexos metalicos frente
a células livres de Campylobacter jejuni. Complexo de niquel=NiBTA; Complexo de cobre= Cu(TTA)(phen)NOs;
Complexo de Platina= PtDMSOBTA; Complexo de paladio= PADMSOBTA.

Todos os compostos demonstraram atividade bactericida contra os isolados avaliados,
sem diferencas significativas entre as CBM (Kruskal-Wallis — p = 0,1509) (Figura 1). Porém,
considerando os valores das concentragdes, NiBTA mostrou a maior agdo antimicrobiana por
apresentar os menores valores médios de CBM (6,64 = 4,74 ng/mL), seguido por
Cu(TTA)(phen)NOs (12,20 = 17,60 pg/mL), PtDMSOBTA (12,80 + 9,42 pg/mL) e
PdDMSOBTA (15,40 £ 17,70 pg/mL).

A andlise individual dos isolados mostrou que os menores valores de CBM foram
observados para o isolado 144 frente ao NiBTA (0,78 pg/mL) e para o isolado 13 frente ao
Cu(TTA)(phen)NOs (1,56 pg/mL), enquanto o isolado 133 apresentou os valores mais
elevados, chegando a 50 pg/mL para o complexo de cobre (Tabela 2).

Considerando que os quatro complexos metalicos foram capazes de eliminar C. jejuni
na forma planctonica, avaliamos a capacidade de formacao de biofilme. Cinco dos seis isolados
(83,33%) foram classificados como fortes formadores de biofilme (IFB > 1,10) e apenas um
(16,67%), representado pela cepa de colecdo IAL 2383, foi classificado como moderado (IFB
=0,70-1,10). As médias do IFB variaram de 0,955 + 0,027 a 2,993 + 0,089 (Tabela 3).
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Figura 1. Concentragao bactericida minima (CBM) de células planctonicas de C. jejuni expostas

a quatro complexos metalicos
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Graficos em violino representando a distribui¢do dos valores de CBM (ng/mL) para cada composto testado:
Cu(TTA)(phen)NOs (verde), NiBTA (laranja), PADMSOBTA (roxo) ¢ PtDMSOBTA (rosa), obtidos contra
células planctonicas de Campylobacter jejuni. Cada ponto colorido representa uma amostra individual (n =24 para
cada composto), resultante de quadruplicatas realizadas para seis isolados bacterianos. Kruskal-Wallis - p =0, 15).

Pontos vermelhos indicam a mediana dos valores.

Tabela 2. Concentragdo bactericida minima (CBM, pg/mL) dos complexos metalicos frente as

diferentes cepas de Campylobacter jejuni

Cepa Niquel Cobre Platina Paladio
143 1,56 3,12 6,25 6,25
133 6,25 50 25 25

68 6,25 3,12 6,25 6,25

13 12,5 1,56 25 50

144 0,78 3,12 1,56 1,56
TAL2383 12,5 12,5 12,5 3,12

Complexo de niquel= NiBTA; Complexo de cobre= Cu(TTA)(phen)NOs; Complexo de Platina= PtDMSOBTA;
Complexo de paladio= PADMSOBTA.
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Tabela 3. Indice de Formagio de Biofilme por cepas C. jejuni suplementadas com Chicken

Juice

Isolado IFB

Classificacao

143 1.458+0.029
133 1.478+0.02

68 1.901+0.019
13 2.993+0.089
144 2.563+0.017

TAL 2383  0.955+0.027

Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Moderado

Classificagdo do Indice de formagio de biofilme (IFB): forte (>1,10), moderado (0,70—1,10), fraco (0,35-0,69) ou

ausente (<0,35), conforme Naves et al. (2008).

A analise pelo teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticas significativas entre

os indices de formacao de biofilme pelas cepas (Figura 2). O isolado 13 apresentou valores de

IFB significativamente maiores em relacao ao isolado 143 (p = 0,04) e a cepa de colegao IAL

2383 (p =0,02). Além disso, identificamos diferenga entre o isolado 144 e a IAL 2383 (p =9,5

x 107*), refor¢ando a variabilidade na capacidade de formagao de biofilme entre as cepas.

Figura 2. Comparagao da capacidade de formagdo de biofilme entre as cepas de C. jejuni
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Indice de Formagéo de Biofilme (IFB) de seis isolados de Campylobacter jejuni, incluindo cinco cepas de campo
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do poés-teste de Dunn com ajuste de Holm. Linhas horizontais indicam diferencgas estatisticamente significativas
entre os isolados (p < 0,05). Os valores numéricos representam as medianas de cada grupo. p < 0,05 (¥), p < 0,01

(**), p <0,001 (***), p<0,0001 (F***),

Além de caracterizar a capacidade de formacao de biofilme, também avaliamos a CBM
dos complexos frente a C. jejuni na forma aderida (séssil). Os valores médios de CBM, em
ordem crescente, foram: PIDMSOBTA (100 + 51,07 pg/mL), NiBTA (133,33 + 70,19 pg/mL),
e Cu(TTA)(phen)NOs; e PADMSOBTA (ambos com 166,66 + 123,94 ng/mL) (Tabela 4, Figura
3). Todos os complexos metalicos apresentaram atividade na eliminagdo de biofilme, sem

diferenca estatistica significativa entre as CBMs (p = 0,30 - Kruskal-Wallis).

Tabela 4. Concentra¢dao Bactericida Minima de complexos metalicos frente a biofilmes de C.

jejuni.

Composto Mediana CBM(ng/mL) + DP

Niquel 133.33 +70.19
Cobre 166.66 + 123.94
Platina 100 £51.07
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Composto Mediana CBM(ug/mL) = DP

Paladio  166.66 + 123.94

Concentragdo bactericida minima (CBM) mediana (ug/mL) + desvio-padrdo (DP) dos complexos metalicos frente
a células aderidas de C. jejuni. Complexo de niquel= NiBTA; Complexo de cobre= Cu(TTA)(phen)NOs;
Complexo de Platina= PtDMSOBTA; Complexo de paladio= PADMSOBTA.

Figura 3. Concentragcdo Bactericida Minima de complexos metalicos frente a biofilmes de C.

jejuni

p =030

—.r{ﬁmedm =150.00 Dinedian = 150.00 —rr[ﬁmian =150.00

Concentragio Bactericida Minima (CBM - ug/ml)

100 - Timedan = 100.00
Cu(TTA)(phen)NO3 NiBTA PADMSOBTA PIDMSOBTA
(n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
2
Xkruskal-Wallis Tratamento

Grafico em violino representando a distribuicdo dos valores de CBM (ug/mL) para cada composto testado:
Cu(TTA)(phen)NOs (verde), NiBTA (laranja), PADMSOBTA (roxo) e PtDMSOBTA (rosa), obtidos contra
células sésseis de Campylobacter jejuni. Cada ponto colorido representa uma amostra individual (n = 24 para cada
composto), resultante de quadruplicatas realizadas para seis isolados bacterianos. O teste de Kruskal-Wallis
indicou auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os compostos (p = 0,30). Pontos vermelhos

indicam a mediana dos valores.

Avaliamos, ainda, a capacidade dos complexos metalicos em reduzir o Indice de
Formacao de Biofilme (IFB). A anélise revelou diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos (p = 4,15e-17), com todos os compostos apresentando reducgdo significativa do

IFB em relagao ao controle positivo (Figura 4). Entre eles, o NiBTA destacou-se por exibir a
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menor mediana de IFB (0,24), diferindo significativamente de PADMSOBTA (p = 3,51e-05) e
Cu(TTA)(phen)NOs (p = 1,76e-05).

Figura 4. Indice de Formacio de Biofilme de C. jejuni apés tratamento (400pug/mL) com
complexos metalicos.

p=2351e-05
p = 1.76e-05

4- —

p = 1.80e-09

p=173e-04

p=2.19-17

p=3.22e-05 ' p=4.15e-17

Timedian = 1.69

Indice de Formacao de Biofilme

r

el Himedan = 0.42 -
wy EH, Firsen = 0.24
Controle Pasitivo Cu(TTA)(phen)NO3 NiBTA PADMSOBTA PIDMSOBTA
0- (n=24) (n=24) (n=24) (n=24) (n=24)
2
Xkruskal-wallis Tratamento

Indice de Formagdo de Biofilme (IFB) apés o tratamento com Cu(TTA)(phen)NOs (verde), NiBTA (laranja),
PdDMSOBTA (roxo) e PPtDMSOBTA (rosa), em comparagdo ao controle positivo. Cada ponto colorido representa
uma amostra individual (n = 24 por composto), obtida a partir de quadruplicatas de seis isolados bacterianos. As
analises indicaram diferencas significativas entre os tratamentos (Kruskal-Wallis, p = 4,15x107'7), com redugdes
no IFB para todos os compostos em relacdo ao controle. Linhas horizontais indicam comparagdes par-a-par e

respectivos valores de p (teste de Wilcoxon, ajuste Holm).

Ao observar as médias de IFB apds o tratamento, verificamos que o NiBTA foi o
composto mais eficaz, reduzindo a formagao de biofilme de todas as cepas para “ausente”
(Tabelas 5 e 6). Os demais complexos também promoveram redugdes relevantes, mas com
padrdes menos consistentes: PADMSOBTA e PtDMSOBTA reduziram para niveis ausentes ou
fracos parte dos isolados, enquanto Cu(TTA)(phen)NOs apresentou efeito mais heterogéneo,

mantendo alguns isolados nas classificacdes fraco ou moderado. Esses resultados confirmam
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que, embora todos os complexos apresentem atividade na eliminacao de biofilmes ja formados,

0 NiBTA se sobressaiu como 0 mais consistente e eficaz.

Tabela 5. Indice de Formagdo de Biofilme (IFB) por C. jejuni apds tratamento com complexos

metalicos (400pg/mL)

Complexos metalicos

Isolado Controle (+) Paladio Platina Cobre Niquel

143 1.458+0.029 0.330+0.012 0.323+0.017 0.245+0.033 0.185+0.012
133 1.478+0.02 0.423+0.017 0.170+0.004 0.347+0.022 0.122+0.003
68 1.901+0.019 0.315+0.01 0.351+0.01 0.272+0.02 0.268+0.013
13 2.993+0.089 0.648+0.011 0.684+0.011 0.468+0.006 0.266+0.007
144 2.563+0.017 0.738+0.028 0.292+0.002 0.770+£0.005 0.241+0.027
IAL 2383 0.955+0.027 0.318+0.015 0.223+0.017 0.685+0.02 0.249+0.02

Indice de Formagio de Biofilme (IFB) mediana + desvio-padrio (DP) de isolados de C. jejuni apds tratamento
com complexos metalicos. Controle (+)= controle positivo. Complexo de niquel= NiBTA; Complexo de
cobre= Cu(TTA)(phen)NOs; Complexo de Platina= PtDMSOBTA; Complexo de palddio= PADMSOBTA.

Tabela 6. Efeito de complexos metédlicos (400pug/mL) sobre a capacidade de formacdo de

biofilme por cepas de C. jejuni

Controle
Isolado Paladio Platina Cobre Niquel
Positivo
143 Forte Ausente Ausente Ausente Ausente
133 Forte Fraco Ausente Ausente Ausente
68 Forte Ausente Ausente Ausente Ausente
13 Forte Fraco Fraco Fraco Ausente
144 Forte Moderado Ausente Moderado Ausente
TAL 2383 Moderado  Ausente Ausente Fraco Ausente

Efeito dos complexos metalicos sobre a capacidade de formagdo de biofilme de isolados de C. jejuni. A atividade
foi classificada de acordo com o Indice de Formagio de Biofilme (IFB): ausente (IFB < 0,10), fraco (0,10—0,70),
moderado (0,70—1,10) e forte (> 1,10). Complexo de niquel= NiBTA; Complexo de cobre= Cu(TTA)(phen)NOs;
Complexo de Platina= PtDMSOBTA; Complexo de paladio= PADMSOBTA.
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou as redu¢des de biomassa
observadas nas analises quantitativas. No controle positivo (Figura 5A), o biofilme apresentou
estrutura densa, com células integras de C. jejuni. Ap6s o tratamento com os complexos
metalicos, observou-se reducdo visivel da biomassa e altera¢des morfoldgicas nas células
(Figura 5 B-E). O NiBTA (Figura 5B) e o PLEDMSOBTA (Figura 5D) promoveram destrui¢do
celular evidente, enquanto o Cu(TTA)(phen)NOs (Figura 5C), revelou presenga de flagelos
soltos, sugerindo desorganizagdo da estrutura bacteriana. O PADMSOBTA (Figura SE) também
resultou em células destruidas e menor densidade do biofilme em comparagdo ao controle.
Esses achados reforcam que, além da redugdo quantitativa do IFB, os complexos provocam

danos estruturais significativos aos biofilmes ja formados

Figura 5. Biofilmes de C. jejuni e efeito de complexos metalicos (400pg/mL) na morfologia e

biomassa dessas estruturas em microscopia eletronica de varredura (MEV).

1 pym EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 26 Sep 2024 ZEISS
o WD = 9.5 mm Mag = 10.00 K X 16:14.59

Imagens de MEV de biofilmes de C. jejuni (cepa 143) formados sobre esferas de vidro. (A) Controle positivo, com densa

biomassa e células integras (seta amarela).
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2m EHT = 20.00 kv Signal A= SE1 26 Sep 2024

F——" wbp=11.0mm Mag= 20.00 KX 17:35:35

Imagens de MEV de biofilmes de C. jejuni (cepa 143) (B) Tratamento com NiBTA, mostrando células destruidas (seta amarela)

e acentuada redugdo da biomassa.
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2 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 26 Sep 2024
| D =1 Qmm Mag= 12.00KX 17:01:24

Imagens de MEV de biofilmes de C. jejuni (cepa 143) formados sobre esferas de vidro. (C) Tratamento com

Cu(TTA)(phen)NO:s, evidenciando flagelos soltos (seta amarela) e menor densidade celular.



32

2 pm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 26 Sep 2024
| WD) =4 Qpmm Mag= 12.00 KX 17:02:53

Imagens de MEV de biofilmes de C. jejuni (cepa 143) formados sobre esferas de vidro. (D) Tratamento com PtDMSOBTA,

com células destruidas (seta amarela) e reducdo da biomassa.
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2 pm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 26 Sep 2024
| WD =11.0 mm Mag= 12.00KX 16:59:31

Imagens de MEV de biofilmes de C. jejuni (cepa 143) formados sobre esferas de vidro. (E) Tratamento com PADMSOBTA,

também apresentando células destruidas (seta amarela) e biomassa reduzida em relagdo ao controle positivo.
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5 DISCUSSAO

Diante do preocupante avango da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
convencionais, torna-se cada vez mais urgente investir na busca por alternativas eficazes. Essa
necessidade ¢ particularmente relevante para a saude publica e a saude animal, j& que impacta
diretamente o tratamento de infecgdes, controle de surtos e higienizagdo industrial. Nesse
cenario, os resultados deste estudo, em conjunto com evidéncias ja descritas na literatura,
apontam que os complexos metalicos representam candidatos promissores como agentes
antimicrobianos alternativos, com acao tanto antimicrobiana quanto antibiofilme sobre isolados
resistentes de C. jejuni.

Nossos resultados demonstraram que todos os complexos avaliados, niquel, cobre,
platina e palddio, foram eficazes contra C. jejuni em sua forma planctonica. O complexo de
niquel (NiBTA) foi o que apresentou os menores valores de CBM (6,64 + 4,74 pg/mlL),
mostrando que baixas concentragdes ja foram capazes de inibir o crescimento bacteriano. Esse
achado ¢ particularmente interessante porque ainda hé poucos relatos sobre a atividade de
compostos de niquel frente a micro-organismos patogénicos, e, at¢ onde se sabe, ndo ha
descricdes de agdo bactericida direta contra C. jejuni. Estudos anteriores ajudam a sustentar
esse potencial.

CHAUDHARY et al. (2015) verificaram a acdo de nanoparticulas de niquel contra
patdgenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella sp., observando maior
atividade contra Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e Klebsiella sp. De forma semelhante,
EGBEWOLE et al. (2022) demostraram a eficacia de compostos a base de niquel contra
diversas bactérias Gram-negativas, como Salmonella Typhi e K. pneumoniae, enquanto RAJU
et al. (2020) descreveram estruturas metal-organicas de niquel (Ni-MOFs) com atividade
antimicrobiana, antibiofilme ¢ até larvicida. SAHIN et al. (2013) reforgam esse cenario ao
demonstrarem que cepas de P. aeruginosa foram inibidas por concentracdes de niquel
comparaveis ou até menores do que aquelas registradas para a ampicilina. Estudos indicam que
o efeito antimicrobiano do niquel pode estar relacionado a liberagdo de ions Ni**, os quais
interagem com a superficie bacteriana, atravessam a membrana e atingem alvos intracelulares,
causando danos estruturais e funcionais (ZARENEZHAD et al., 2022). No entanto, o ligante
também exerce influéncia significativa nesse processo, pois pode modular a estabilidade,
solubilidade, permeabilidade celular e a liberagao controlada do metal. Pesquisas demonstram
que certos ligantes, além de facilitarem o transporte do metal até o interior da célula, podem

interagir diretamente com componentes celulares, potencializando o efeito antimicrobiano
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(LOPES et al., 2021; SILVA et al., 2019). Assim, o mecanismo de acdo envolve ndo apenas o
ion metalico, mas também a contribuicao ativa do ligante.

Embora o niquel tenha se destacado, os demais compostos também demonstraram
resultados relevantes. O cobre, a platina e o paladdio apresentaram valores médios de CBM
variando de 12,2 a 15,4 pg/mL, com concentragcdes minimas tao baixas quanto 1,56 pg/mL em
alguns isolados, o que reforga seu potencial antimicrobiano. A atividade do cobre j& foi bem
documentada em estudos prévios. SOULI et al. (2013) observaram efeito bactericida contra
isolados clinicos de E. coli, Enterobacter spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa e A. baumannii,
enquanto BEETON et al. (2014) relataram atividade frente a Enterococcus faecalis. HAMZE
et al. (2025) ainda destacaram o papel do cobre na redu¢do da carga microbiana e na prevencao
de infecgdes associadas a assisténcia a saude.

No caso do paladio, SILVA et al. (2023) relataram compostos com atividade contra
Mycobacterium tuberculosis e resultados promissores no controle de C. jejuni resistentes a
fluoroquinolonas e macrolideos. AMARAL et al. (2025) sintetizaram novos complexos de
paladio com forte agdo antimicrobiana, capazes de erradicar Candida albicans e Streptococcus
mutans, além de inibir biofilmes. J&4 CHLUMSKY ef al. (2021) mostraram que compostos de
paladio e platina foram capazes de romper membranas bacterianas, reduzir biomassa de
biofilmes e inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sem evidéncias de citotoxicidade
aguda in vitro.

No presente estudo, além da agdo em células planctonicas, também foi avaliada a
capacidade de formagao de biofilme pelas cepas de C. jejuni. Observamos que cinco dos seis
isolados (83,3%) foram fortes formadores e que somente a cepa de referéncia IAL 2383 foi
classificada como moderada. Esses achados se alinham a dados prévios. POKHREL et al.
(2022) observaram que todos os isolados de C. jejuni avaliados foram capazes de formar
biofilmes em condigdes microaerdbicas, enquanto SANCHEZ et al. (2019), analisando 45
isolados, reportaram capacidade variando de moderada a forte, ressaltando que o suco de frango
(chicken juice) favorece a adesdo bacteriana e prolonga a viabilidade celular.

De fato, no presente trabalho utilizamos esse suplemento para mimetizar as condigdes
industriais, e nossos resultados foram semelhantes aos descritos por MELO et al. (2017), que
relataram 100% de isolados com forte capacidade de formagao de biofilme quando cultivados
em caldo enriquecido com chicken juice. Isso confirma o papel desse substrato na criacao de
superficies condicionadas, ricas em nutrientes, que favorecem a persisténcia de C. jejuni em

ambientes industriais, especialmente em abatedouros, onde residuos proteicos e lipidicos
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contribuem para a coloniza¢do e manuten¢ao de biofilmes (BROWN et al., 2015; BRONNEC
etal.,2016).

A capacidade de formar biofilmes representa um desafio significativo para o controle
de Campylobacter nas industrias de alimentos, uma vez que estruturas sésseis sdo mais
resistentes aos métodos convencionais de higienizagdo (limpeza e desinfec¢do), aumentando o
risco de contaminacao cruzada e de prejuizos econdomicos (OLSEN et al., 2012). Por isso,
solugdes inovadoras tornam-se essenciais.

Quando os complexos metdlicos foram testados em biofilmes ja estabelecidos,
observamos que todos os complexos metalicos apresentaram atividade contra os biofilmes,
reduzindo o IFB de forte ou moderado para niveis fracos ou ausentes. Esse efeito foi confirmado
também pelas andlises em MEV, que mostraram destrui¢do celular e reducdo da biomassa.
Achados semelhantes foram relatados por MARUTHUPANDY et al. (2020), que evidenciaram
a agdo antibiofilme de nanoparticulas de 6xido de niquel contra P. aeruginosa, e por RAJU et
al. (2020), que demonstraram a eficacia de Ni-MOFs ndo apenas na agdo antimicrobiana, mas
também na inibi¢ao e desestruturagdo de biofilmes de patdgenos clinicos, incluindo S. aures
resistentes a meticilina (MRSA). Além disso, CHLUMSKY et al. (2021) reforgam o papel de
compostos de paladio e platina na inibicdo da formacao e redugdo de biofilmes em diferentes
espécies bacterianas. Esses efeitos sdo atribuidos, em parte, a geragdo de espécies reativas de
oxigénio e a interagdo direta com componentes da matriz extracelular, como DNA, proteinas e
lipidios, o que compromete a estabilidade estrutural do biofilme (QAYYUM & KHAN, 2016;
WANG, HU & SHAO, 2017).

Por fim, embora os resultados obtidos sejam promissores, ¢ fundamental considerar as
limitagdes relacionadas a toxicidade e a viabilidade pratica do uso desses complexos metalicos
em ambientes industriais. Metais como cobre, niquel, palddio e platina ja possuem aplicagdes
consolidadas na industria, atuando como catalisadores em processos quimicos, componentes de
dispositivos eletronicos e agentes antimicrobianos em superficies hospitalares e embalagens
alimenticias (GALE et al., 2021; SHAHID et al., 2020). A atividade antimicrobiana observada
in vitro reforca o potencial desses compostos para aplicagdes em revestimentos antibacterianos,
materiais poliméricos funcionais ou sistemas de purificagdo de agua, onde a liberacao
controlada dos ions metalicos pode ser explorada de forma eficiente (ZHANG et al., 2018). No
entanto, para sua implementacdo em larga escala, ainda s3o necessarios estudos adicionais que
avaliem a estabilidade, seguranca e impacto ambiental desses compostos em condicdes reais de

uso.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que complexos metalicos a base de niquel, cobre,
paladio e platina apresentam atividade antimicrobiana e antibiofilme contra isolados resistentes
de C. jejuni. Entre eles, o NiBTA se destacou pela maior eficacia em células planctonicas e na
reducdo de biofilmes, refor¢ando seu potencial como candidato a novas estratégias de controle.
Ainda que realizados em condigdes in vitro, os achados indicam que esses compostos podem
contribuir para o enfrentamento de patdgenos multirresistentes, abrindo caminho para estudos
futuros que avaliem sua seguranga, mecanismos de acdo e aplicabilidade em sistemas mais

complexos.
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