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RESUMO

Campylobacter jejuni € o principal patogeno envolvido em gastroenterites de origem alimentar
no mundo. Seu controle torna-se mais dificil com o aumento acentuado da resisténcia
antimicrobiana ¢ a aquisi¢do da forma séssil. Sabe-se que a criagdo de novos agentes
antibacterianos nao tem acompanhado o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
bacterianos, o que demanda a intensa pesquisa por produtos com novos mecanismos de acao,
que ndo sejam reconhecidos pelas bactérias. Atualmente, estudos tém demonstrado a elevada
eficacia de complexos de cobre (Cu) no tratamento de células cancerigenas € como nova
estratégia antimicrobiana. Dessa forma, nosso estudo visou avaliar a eficdcia de dois tipos de
complexos de cobre ([Cu(BTA)(Phen)ClO4] e [Cu(BTA)(Phen)NO3]), genericamente
denominados CBP-01 ¢ CBP-02, como agente biocida das formas livre e séssil em C. jejuni,
além de determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do composto necessdria para
eliminagdo do patégeno. Foram testadas 14 cepas de C. jejuni, isoladas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2017), sob a a¢do de compostos de cobre nas formas
livre e séssil pela técnica de CIM e visualizadas em microscopia eletronica de varredura (MEV)
para analise ultraestrutural. Todas as cepas mostraram-se suceptiveis a acado dos compostos,
sendo que a CIM determinada para a forma planctonica foi inferior quando comparado a forma
séssil, com valores cepa dependentes. Para o composto CBP-01, a forma planctonica foi inibida
com uma concentragdo média de 13,02 uM, enquanto a forma séssil necessitou de uma
concentracdo média de 107,5 uM. Para o composto CBP-02, a CIM para a forma planctonica
foi de 196,9 uM, significativamente maior que o necessario para o composto CBP-01 na mesma
forma, e 259,4 uM para os biofilmes. Para CBP-01, 10/14 cepas foram controladas com valores
inferiores a 200 uM e 6/14 foram inibidas em concentracdo maior que 400 uM com CBP-02.
Na MEYV, os biofilmes tratados com o composto CBP-01 nas concentracdes 100 e 400 uM
apresentaram sinais de apoptose celular ou desintegragao, degenerag¢do da matriz, auséncia de
poros e exposicao bacteriana, mais evidentes na maior concentragdo testada. De maneira geral
CBP-01 (perclorato) apresentou maior eficdcia, mas ambos os complexos sintetizados
demonstraram boa atividade antibacteriana e alta suceptibilidade para a forma planctonica e,
portanto, sdo candidatos promissores para o uso no controle de C. jejuni nas areas médica e
veterindria.

Palavras-Chave: Avicultura. Biocida. Campilobacteriose. Compostos de cobre (Cu).
Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Campylobacter jejuni is the most important pathogen involved in foodborne gastroenteritis
worldwide. Their control becomes more difficult with the accentuated increase in antimicrobial
resistance and acquisition of sessile form. It is known that development of new antibacterial
agents has not kept up with the development of bacterial resistance mechanisms, which
demands intense research for products with new action mechanisms that are not recognized by
the bacteria. Currently, studies have demonstrated the high efficacy of copper (Cu) complexes
in the treatment of cancer cells and as a new antimicrobial strategy. Thus, our study aimed to
evaluate the efficacy of two types of copper complexes ([Cu(BTA)(Phen)ClO4] and
[Cu(BTA)(Phen)NO3]), generically called CBP-01 and CBP-02, as a biocidal agent for free
and sessile forms in C. jejuni, and to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of the compound necessary to eliminate the pathogen. Fourteen strains of C. jejuni, isolated by
the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (2017), were tested under the action of
copper compounds in free and sessile forms by the MIC technique and visualized in Scanning
Electron Microscopy (SEM) for ultrastructural analysis. All strains were susceptible to the
action of the compounds, and the MIC determined for the planktonic form was lower when
compared to the sessile form, with strain dependent values. For the complex CBP-01, the
planctonic form was inhibited with an average concentration of 13.02 uM, while the sessile
form required a higher concentration, average 107.5 uM. For compound CBP-02, the inhibitory
concentration required for the planktonic form was 196.9 puM, significantly higher than that
required for compound CBP-01 in the same form, and 259.4 uM for the sessile form. For CBP-
01, 10/14 were controlled at values lower than 200 uM and 6/14 were inhibited at concentration
equivalent to 400 uM with CBP-02. On SEM, biofilms treated with the CBP-01 compound at
concentrations 100 and 400 uM showed signs of cell apoptosis or disintegration, matrix
degeneration, absence of pores and bacterial exposure, most evident at the highest concentration
tested. Overall, CBP-01 (perchlorate) showed higher efficacy, but both synthesized complexes
showed good antibacterial activity and high susceptibility to the planktonic form and are
therefore promising candidates for use in the control of C. jejuni in the medical and veterinary
felds.

Key Words: Aviculture. Biocidal. Campylobacteriosis. Cooper (Cu) complexes. Antimicrobial
Resistance.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio ¢ fundamental para a economia brasileira, respondendo por 27% do
Produto Interno Bruto (PIB) e 48% do total de exportagdes nacionais. Tais valores colocam
o Brasil como 4° maior exportador mundial de commodities agricolas, movendo cifras
bilionarias e gerando milhares de postos de trabalho no pais (CNA, 2021). A avicultura,
dentro desse contexto, € uma atividade de destaque do setor pecuario, com o Brasil ocupando
a quarta colocagao no ranking internacional de produtores da carne de frango e a primeira
no de exportadores, além de ser a carne mais consumida pelo mercado interno (ABPA, 2020).
Durante as diferentes etapas de processamento dos alimentos, desde a produ¢do animal, o
pré-abate, o abate e beneficiamento, até a manipulagdo para o consumo doméstico, os
produtos sdo suscetiveis a contaminac¢ao cruzada, que representa o principal fator de risco
para o aumento das taxas de infec¢do alimentar (GRANT; HASHEM; PARVEEN, 2016).
Portanto, o controle sanitdrio ¢ um pardmetro essencial para garantia de qualidade e
inocuidade do produto e para a manutengao das relagdes de comércio internacional.

Bactérias causadoras de doencas transmitidas por alimentos (DTA’s) sdo
responsaveis por gerar efeitos econdmicos diretos na avicultura e no setor hospitalar (RO,
2020). Entre estas, C. jejuni destaca-se como o principal patdégeno envolvido nas
gastroenterites de origem alimentar no continente europeu ¢ nos Estados Unidos, sendo a
principal fonte de infec¢do relatada o consumo de carne de frango crua ou mal cozida (CDC,
2019; NATSOS et al., 2018). Nos humanos, a campilobacteriose pode causar doengas com
diferentes niveis de gravidade, sendo mais comuns os casos que apresentam quadro de
gastroenterite autolimitante, com sintomas associados a diarréia, dor abdominal, febre, dor
de cabega, vOomitos e ndusea, surgindo entre dois e cinco dias apds a ingestao (CDC, 2019).
No entanto, a doenga torna-se mais complexa quando observada a Sindrome de Guillain-
Barré, uma polineuropatia imunomediada que leva a desmielinizacao de nervos periféricos
associados a uma paralisia flacida e, ocasionalmente, a morte (HEIKEMA et al., 2021).

Somado a toda essa problematica, temos a questdao da aquisi¢do da forma de vida
séssil por esse micro-organismo, que garante ainda maior capacidade de sobrevivéncia a
condi¢des adversas. Essas formas de vida sdo chamadas de biofilmes e compreendem
comunidades bacterianas que se agrupam e produzem uma matriz extracelular constituida
principalmente por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos, que fornecem
estabilidade mecénica ao biofilme e medeiam sua adesdo as superficies, de maneira a manter

a nutricdo e hidratacdo dascélulas e promove prote¢do contra agentes antimicrobianos



(ELGAMOUDI; KOROLIK, 2021a; FLEMMING; WINGENDER, 2010; SEVIOUR et al.,
2019).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ mundialmente reconhecida como um dos
maiores problemas de satde publica (CDC, 2021b; EFSA, 2021). Dados divulgados pelo
Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doengas (ECDC) e pela Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) revelam que os antimicrobianos usados para tratar
doengas zoondticas, como campilobacteriose, tornam-se cada vez menos eficazes. C. jejuni
j& apresenta-se resistente a azitromicina (28%) (CDC, 2019) e ciprofloxacina (59,3%)
(EFSA, 2020), antimicrobianos de escolha no tratamento de infec¢des causadas por essa
bactéria (CDC, 2021a; EFSA, 2021).

C. jejuni apresenta elevada importancia a nivel zoondtico e na cadeia produtiva
avicola, além de possuir carater de multirresisténcia antimicrobiana e contribuir para a
disseminag¢do deste perfil no ambiente pela transferéncia horizontal de genes que conferem
resisténcia as principais classes como quinolonas, penicilinas e/ou macrolideos
(CASAGRANDE PROIETTI et al., 2018, 2020; ELHADIDY et al., 2020; GARDNER;
OLSON, 2012).

Frente a este cendrio, a busca por agentes antimicrobianos mais potentes para o
controle e tratamento deste micro-organismo ¢ urgente. Os complexos de cobre recebem
uma posicao de destaque devido aos resultados promissores como agentes quimioterapicos
(ALMEIDA et al., 2015). O cobre ¢ um oligoelemento essencial, importante para o
funcionamento de varias enzimas envolvidas no metabolismo energético, respiracdo e
sintese de DNA na célula (POLLONI et al., 2019). Todos os complexos de cobre sdo
coloridos, ndo higroscopicos, estaveis ao ar e a luz e solivel em solventes organicos. Seus
efeitos em células tumorais sdo exibidos por meio da capacidade de inibir o crescimento da
linha celular de leucemia mieloide cronica além de reduzir significativamente a viabilidade
celular de sarcoma (ALMEIDA et al., 2015; POLLONI et al., 2019). Estes compostos
também ja demonstraram atividade antagonista contra Trypanosoma cruzi (PAIXAO et al.,
2020). Ao considerar a eficacia ja apresentada no uso dos complexos de cobre, testou-se

nesse estudo a eficiéncia dos compostos [(1,10-phenanthroline)-(4,4,4-trifluoro-1-

phenylbutane-1,3- dionato)(ClO")], genericamente denominado CBP-01, e [(1,10-
phenanthroline)-(4,4,4-trifluoro-1-phenylbutane-1,3-dionato)(NO3)], denominado CBP-02,

no controle de C. jejuni nas formas livre e séssil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atuacdo de dois complexos de cobre no controle de C. jejuni nas formas
livre e séssil, como alternativa ao desafio da multirresisténcia observada no panorama global

atual.

2.2 Objetivos Especificos
L. Avaliar a capacidade de formag¢do de biofilmes de 14 linhagens de C.
Jjejuni;

1. Testar o efeito dos compostos de Cu CBP-01 ¢ CBP-02 no controle do
patdgeno na forma plactdnica;

II1. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima necessaria para o controle
dos biofilmes produzidos;

V. Caracterizar a ultraestrutura formada do biofilme antes e ap6s o tratamento
com o complexo CBP-01 por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

V. Determinar estatisticamente a melhor concentracdo de ambos os agentes

quimicos para garantir o controle do patogeno testado.

3. JUSTIFICATIVA

Devido a posi¢do de destaque do Brasil na avicultura, o pais busca atender as normas
sanitdrias nacionais e internacionais a fim de se enquadrar aos padrdes estabelecidos,
buscando a segurancga alimentar (FAGUNDES DE CASTRO et al., 2021). Para tanto, o
controle e monitoramento de micro-organismos zoono6ticos ¢ fundamental, e compde um dos
desafios sanitarios para a adequagdo do pais no status sanitario internacional. C. jejuni ¢ um
patogeno emergente e principal responsavel por casos de gastroenterite alimentar a nivel
mundial, atribuidos ao consumo ou manuseio de carne de aves crua ou mal cozida
(GARDNER; OLSON, 2018). Apesar da escassez de dados completos, pesquisas
demonstraram que ¢ alta a incidéncia de C. jejuni em carcagas de frango no Brasil (BESSA
etal., 2020; MELO et al., 2019; RODRIGUES et al., 2021). Ha como agravante, a descri¢ao
de cepas com alto potencial patogénico devido a genes de resisténcia, de viruléncia e a
capacidade de formar biofilmes e adquirir a forma viavel mas nao cultivavel (VNC) (MELO

etal., 2017). A troca de genes € o principal mecanismo de difusao da resisténcia na espécie
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(MA; KONKEL; LU, 2021), intensificado pelo uso indevido e excessivo de antimicrobianos
(ANDERSSON et al., 2020). Adicionalmente, ao adquirir a forma séssil, C. jejuni garante
sua sobrevivéncia no ambiente e no hospedeiro, por ficar menos suscetivel aos mecanismos
de defesa antimicrobianos (TACCONELLI et al., 2017). Diante deste cendrio, ¢ urgente
a melhoria dos produtos existentes e aceleracdo no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, que possam atuar ndo apenas nos patéogenos, mas também na matriz
extracelular de seus biofilmes. O potencial terapéutico e relacionado ao controle oncologico
jé& apresentado no uso de complexos de Cu em diversas aplicagdes, nos incentivou a testar a
suscetibilidade de C. jejuni na forma séssil a estes compostos, como possivel medida de

tratamento e de controle nas areas médica e veterinaria.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Campylobacter e campilobacteriose

O género Campylobacter € composto por bacilos curtos de formato curvo espiralado,
gram-negativos, medindo de 0,2-0,8 um x 0,5- Sum, fastidiosos, ndo formadores de esporos,
com um flagelo em uma ou ambas as extremidades, com exce¢do das espécies C. gracilis
(imoével) e C. showae (flagelos multiplos), e microaerofilos. As espécies C. jejuni, C. coli e
C.lari, sdo as principais causadoras de gastroenterite humana e sdo termofilas, catalase e
oxidase positivas (VIANA DA SILVA, 2017).

Dentre as espécies pertecentes ao género, C. jejuni destaca-se como principal causa
de gastroenterite alimentar, por ser o patdogeno mais reportado em paises desenvolvidos
(PARK etal., 2020). A campilobacteriose ¢ associada principalmente a ingestao de carne de
aves crua ou mal coccionada, representando cerca de 20 a 40% dos casos em paises onde
existem dados disponiveis (CDC, 2021a; VIANA DA SILVA, 2017). Seu curso ¢
geralmente autolimitado e a maioria das pessoas infectadas se recuperam sem tratamento
especifico. No entanto, a terapia antimicrobiana ¢ necessaria para pacientes considerados de
alto risco com infecgdes graves ou de longa duracdo, como pacientes imunossuprimidos e
idosos (CDC, 2019). A infeccdo por C.jejuni também ¢é considerada um dos principais
precedentes para o desenvolvimento da condigdo autoimune determinada pela Sindrome de
Guillain-Barré (SGB), uma grave neuropatia que acomete um a cada mil casos reportados
de campylobacteriose (CDC, 2019; PARK et al., 2020). A Sindrome de Guillain-Barré
(SGB) ¢ uma polineuropatia desmielinizante aguda que acomete nervos periféricos e nervos

cranianos, provocando parestesia simétrica e ascendente. E decorrente da semelhanca entre
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epitopos de micro-organismos com os nervos periféricos, capazes de desencadear o ataque
autoimune e consequente desmielinizacao (SALVI, 2021).

Como agravante, a aquisicdo da forma séssil aumenta significativamente a
capacidade de C. jejuni de sobreviver em condi¢des extremas (BROWN et al., 2014;
JOSHUA et al., 2006). Biofilmes s3ao conjuntos de células microbianas aderidas a
superficies bidticas ou abidticas envoltas por uma matriz extracelular, constituida
principalmente por polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipideos, que fornecem
estabilidade mecanica as células bacterianas sésseis € medeiam sua adesdo as superficies,
mantém a nutricdo e hidratacdo das células e promove protecdo contra agentes
antimicrobianos se comparada as células em estado planctonico (Figural) (FLEMMING;

WINGENDER, 2010; SEVIOUR et al., 2019).

Figura 1: Estagios de formagao do biofilme em Campylobacter.
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(a) Fase planctonica, (b) Fixacdo a superficie, (c) Micro-colonia, (d) Macro-colonia e (e) Dispersdo. As setas
azuis indicam o caminho percorrido pelos nutrientes, e as vermelhas pelas excretas, dentro dos canaliculos

formados no biofilme maduro. Fonte: ROSSI et al. (2017).

Os biofilmes representam provavelmente uma das principais estratégias de
sobrevivéncia de C. jejuni (MA; KONKEL; LU, 2021). Células de Campylobacter em
biofilme sobrevivem duas vezes mais em condi¢des atmosféricas e demonstraram maior
capacidade de sobrevivéncia em condi¢des aerdbicas e em ambientes que simulam a
condi¢do industrial (BRONOWSKI; JAMES; WINSTANLEY, 2014; MELO et al., 2017;
REUTER et al., 2010).

Quando em biofilmes, as terapias aplicadas sdo menos eficazes devido a baixa
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interagdo dos farmacos com as bactérias, visto que a matriz do biofilme funciona como uma
barreira, além de facilitar a troca de genes plasmidiais de resisténcia aos antibidticos
(FLORES, 2018). Isto ¢ particularmente pertinente no caso de Campylobacter spp.,
incluindo C. jejuni e C. coli, que apresentam resisténcia intrinseca a muitos agentes
antimicrobianos e realizam troca génica com facilidade, principalmente por meio da

transformacao (GOLZ; STINGL, 2021).

4.2 Resisténcia antimicrobiana e perfil apresentado por Campylobacter jejuni

De acordo com o Centro de Controle de Doengas dos EUA (CDC, 2021b), bactérias
e fungos resistentes a antibioticos causam mais de 2,8 milhdes de infecgdes e 35 mil mortes
a cada ano. O Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC) e Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) alerta sobre o perfil resistente e
multirresistente encontrado em patdgenos veiculados principalmente por alimentos, a
antimicrobianos usados para tratar infecgcdes por agentes zoonoticos, como Campylobacter
spp. resistente a estreptomicina (65.7%), acido nalidixico (80.6%), ciprofloxacina (80.6%),
tetraciclina (94.0%); Salmonella sp. resistente a ampicilina (27,8%), tetraciclina (28.1%),
sulfamethoxazol (32,4%); e E. coli resistente a ampicilina (48%), acido nalidixico (48,4%),
Ciprofloxacina (52,7%), tetraciclina (35.0%) (ECDC; EFSA, 2019; ECDC, 2020; ECDC;
WHO, 2022).

Os dados de resisténcia variam em paises, de acordo com a eficiéncia de programas
de monitoramento. Especialmente na UE e EUA, os estudos indicam aumentos nos perfis
de resisténcia. Cepas isolados em 2019 na UE, demonstraram alto precentual de resisténcia
em diversos paises: Croacia, Luxemburgo, Holanda, Portugal e Roménia mostraram maior
resisténcia a ciprofloxacina (90%), acido nalidixico (88,6%) e tetraciclina (42,9%) em
amostras provenientes carcacas de frango (n = 70). Na Austria, Bélgica, Dinamarca,
Luxemburgo, Holanda, Portugal os isolados foram resistentes a ciprofloxacina (68,6%),
acido nalidixico (67,6%) e tetraciclina (44%) em carne fresca de frango (n =398). Nos paises
da Bélgica, Luxemburgo e Holanda, amostras de C. jejuni mostraram-se resistentes a
ciprofloxacina (64,2%), acido nalidixico (64,2%) e tetraciclina (52,8%) em derivados de
carne de frango (n = 53) (ECDC, 2020).

Nos EUA aresisténcia a ciprofloxacina sofreu redugao de 29% desde 2017 e as taxas
de susceptibilidade sdo altas para as demais classes, com excecdo da tetraciclina e 4cido

nalidixico, cujos percentuais de resisténcia ainda alcancam valores de 39,4% e 24,2%,
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respectivamente (CDC, 2022). Estes resultados sdo atribuidos ao rigido controle empregado
pelo programa no uso, distribuicdo e descarte de antibioticos, implementado na medicina
humana e veterinaria (CABAN; STEPNOWSKI, 2021).

No Brasil, foi instituido em 2018, o Plano de A¢ao Nacional de Prevengao ¢ Controle
da Resisténcia aos Antimicrobianos no ambito da Agropecuaria, o PAN-BR AGRO, ¢ o
Plano Nacional de Prevencdo e Controle de Resisténcia aos Antimicrobianos, voltado para
amedicina humana, que segue a estratégia de vigéncia de cinco anos (2018-2022), e visam
o controle da disseminagdo de perfis de resisténcia no ambiente (PAN; BR; AGRO, 2021).
Apesar da implementacdo dos programas, ha escassez de dados avaliando o uso de
antibidticos na pecudria e no setor da saude. No setor avicola, o correto rastreamento do uso
de antimicrobianos ndo ¢ executado de forma efetiva, tanto para aqueles utilizados para fins
terapéuticos ou profilaticos, quanto no que diz respeito ao monitoramento do descarte dos
residuos de antibiodticos (SARAIVA, 2018). No setor hospitalar, os quadros de
gastroenterites sdo subnotificados, e o tratamento na maior parte dos casos implementado
com base na sintomatologia clinica (DIDONET, 2019). Consequentemente, o rastreamento
de agentes patogénicos ¢ deficitario, o que acentua o desconhecimento e a propagagdo de
micro-organismos resistentes em diferentes regides do pais (MARLY APARECIDA
RANTHUM, 2018).

A resisténcia antimicrobiana ocorre por meio de uma variedade de mecanismos,
como modificacdo do receptor antimicrobiano, hidrolise/degradag¢do enzimatica, bombas de
efluxo e impermeabilidade, e pode ser regulada por diversos genes de resisténcia
(FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017). Micro-organismos sao considerados
multiresistentes quando resistentes a trés ou mais classes de antibioticos (MAGIORAKOS
et al., 2012). LOPEZ- PUEYO et al. (2011) acrescentaram nesta defini¢do duas condigdes:
que o micro-organismo apresente resisténcia a mais de uma familia ou grupo de
antimicrobianos comumente usados, e essa resisténcia tenha relevancia clinica (implica na
ineficiéncia do tratamento) e epidemiologica (possibilidade de surtos epidémicos e
transmissdo do mecanismo de resisténcia, entre o outros fatores).

Além da caracterizagao fenotipica, o perfil de resisténcia envolve a presenca de genes
como blactxm € blatem, tet(O) e mcr-1, em C. jejuni, que conferem resisténcia a
cefalosporinas de espectro estendido, penicilinas (B - lactamicos) e colistina respectivamente

(EFSA, 2019; HAILU et al., 2021; NGUYEN et al., 2016).

4.2 Complexos metalicos e o controle da resisténcia
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Os antimicrobianos organicos tradicionais atuam principalmente em processos
bioquimicos especificos, como replicagdo, transcri¢do, traducdo ou alteragdes na parede
celular (CLAUDEL; SCHWARTE; FROMM, 2020). Antimicrobianos recém-aprovados
apresentam limitados beneficios clinicos sobre os tratamentos existentes e muitos que estao
em desenvolvimento clinico sd@o derivados de substincias j4 conhecidas e moléculas
disponiveis no mercado, e para as quais multiplos mecanismos de resisténcia estao
estabelecidos (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Diante deste cenario, ha
uma necessidade urgente por desenvolver novas medidas mais efetivas para o controle e
tratamento desses micro-organismos resistentes (CLAUDEL; SCHWARTE; FROMM,
2020).

Nos ultimos anos, a quimica bioinorganica passou por impressionantes avangos,
especialmente em relagdo a quimica medicinal (GASSER; METZLER-NOLTE, 2012).
Esforcos tém sido feitos visando desenvolver drogas que usam por base os metais para
tratamento de diversas doengas, como AIDS (ROGOLINO et al, 2014), cancer
(MAHENDIRAN et al., 2018), sindrome metabolica (YUTAKA et al., 2011), doengas
tropicais negligenciadas (NAVARRO et al., 2011) e doengas bacterianas como a tuberculose
e a campilobacteriose (BARBOSA et al., 2016; DUFFY et al., 2018). Neste contexto,
destacam- se os complexos de cobre devido aos resultados promissores ja apresentados no
tratamento do cancer além de testes recentes que demonstram seu potencial efeito
antimicrobiano (ALMEIDA et al.,2015).

O cobre ¢ um micronutriente essencial para o funcionamento de varias enzimas
envolvidas no metabolismo da maior parte dos micro-organismos aerdbicos, mas ¢ toxico
em altas concentragdes, promovendo estresse oxidativo em C. jejuni (GARDNER; OLSON,
2018). Como um oligoelemento essencial, os sais de cobre [Cu+2] tendem a ser soluveis em
solventes comuns, paramagnéticos e coloridos e sua geometria pode ser variada devido a sua
configuragdo eletronica, sdo faceis de manusear, ndo higroscopicos, estdveis ao ar e a luz e
muito reativos (ALMEIDA, 2019; POLLONI et al., 2019). As principais fungdes dos
compostos de cobre biologicamente ativos envolvem reac¢des redox em que o cobre reage
diretamente com o oxigénio molecular ou peroxido de hidrogénio para produzir radicais
livres (GALINDO- MURILLO et al., 2011).

O Cu ¢ igualmente essencial em organismos eucarioticos, pois possui papel vital em
varios processos bioldgicos no corpo e por isso € biocompativel, o que o torna

potencialmente menos téxico para as células de mamiferos (FESTA; THIELE, 2011;



16

MOLINARO et al., 2020). No organismo humano esta envolvido na atividade antioxidante,
sintese de colageno, transporte deferro e peroxidagao lipidica (FESTA; THIELE, 2011).
Estudos avaliando o uso de Cu em linhagens de celulas em paralelo a células cancerigenas
demonstraram baixa citotoxicidade e boa seletividade para este micronutriente (ALMEIDA,
2019; BARBOSA et al., 2016; EASMON et al., 2001; GASSER; METZLER-NOLTE,
2012; MARIANI et al., 2021a; MOLINARO et al., 2020). O metal pode ser empregado na
forma livre ou na formula¢do de complexados, com resultados positivos em ambas as
formas. O tratamento com o Cu, sozinho ou combinado com cisplatina, reduziu o
crescimento tumoral em modelos de xenoenxerto utilizando linhagens celulares humana no
tratamento de melanoma (MICs;= 77+6 uM), (MARIANI et al., 2021b). Ensaios
clonogénicos envolvendo células humanas de diferentes origens tumorais, compostos de
cobre Cu(Il) (Casiopeinas®) exibiram atividades citotoxicas notaveis com valores médios
de CIMso de 0,006, 0,0018, 0,001, e 0,0037 uM. Os compostos foram altamente eficazes
contra o carcinoma do célon humano e células de carcinoma do pulmao de células grandes
e pequenas (EASMON et al., 2001).

Os complexos de cobre (Cull) conhecidos como Casiopeinas®, estdo aceitos para
testes como drogas antitumorais e outras aplicagdes clinicas que estdo sendo desenvolvidas
para estes produtos, como seu uso no tratamento da doenga de Chagas, onde mostrou-se
eficaz e reduziu em 64% a parasitemia no pico da infecgio (PAIXAO et al., 2020).
Casiopeinas® sao complexos de cobre com a férmula geral [Cu(N-N)(N-O)]NO3 e [Cu(N-
N)(O-0O)]NO3 onde N-N denota uma bipiridina ou fenantrolina substituida, N-O indica o-
aminoacidato ou peptideo e O—O representa acetilacetonato ou salicilaldeido. Esta familia
de compostos apresenta atividade antiproliferativa, citotoxica, genotoxica, citostatica e
antitumoral (GALINDO-MURILLO et al., 2011). Os compostos [Cu(BTA)(Phen)ClO4]
(CBP-01) e [Cu(BTA)(Phen)NO3] (CBP-02) foram avaliados in vitro e in vivo junto a outros
complexos de Cu(Il) por POLLONI et al (2019). Neste estudo ¢ descrito a via de morte
celular desencadeada pelo tratamento com CBP-01, a autofagia e apoptose, induzida de
modo dependente a concentragdo nos testes conduzidos com células cancerigenas (Sarcoma
180) (POLLONI et al., 2019). ALMEIDA (2019) testou o potencial antimicobacteriano de
tais produtos e compara-os com o uso da Rifampicina, um dos farmacos de eleicdo no
tratamento da tuberculose, e concluiu que os complexos de cobre (II) apresentaram-se como

moléculas estaveis com atividade antimicrobiana promissora.
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5. METODOLOGIA
5.1 Origem do composto

Os produtos testados utilizam como base o cobre e foram previamente isolados e
produzidos pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia de acordo com
(PAIXAO et al., 2020) até a obtencdo das seguintes formulagdes: (1,10-phenanthroline) -
(4,4,4-trifluoro-1-phenylbutane 1,3-dionato)ClO-4 e (1,10-phenanthroline)-(4,4,4- trifluoro-
1- phenylbutane-1,3-dionato)NO3, genericamente denominados [Cu(BTA)(Phen)ClO4] e
[Cu(BTA)(Phen)NO3], que utilizam como agente estabilizante o perclorato e o nitrato,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2015). No presente estudo ambos os complexos foram
identificados por CBP-01 e CBP-02, respectivamente.

5.2 Origem dos patégenos

O estudo foi realizado no Laboratério de Epidemiologia Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia (LEPIMOL-UFU). Foram utilizadas 14 cepas de C. jejuni isoladas
em 2017 em estudo exploratério e gentilmente cedidas pelo Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento.

5.3 Reativacao das linhagens bacterianas

As linhagens de C. jejuni, foram reativadas em caldo de pré-enriquecimento seletivo
Bolton (Ox01d®) com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Laborclin®) em condigdes
de microaerofilia (Probac®), a 37°C por 44 horas + 4 horas. Em seguida foi realizado o
repique em agar CCDA (Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base) (Ox01d®) e as
placas incubadas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente (ISO, 2006). As cepas
foram avaliadas quanto a morfologia das colonias e caracterizagdo morfotintorial pela

técnica de coloragao de gram.

5.4 Formacao do biofilme

Para a formagao do biofilme das 14 cepas de C. jejuni, as coldnias crescidas em placas
de CCDA foram utilizadas para obten¢do de uma suspensao bacteriana em solu¢ao de NaCl

0,9% (Exodo®) que foi padronizada para D.Og00= 0,22 a 0,28. Apds sucessivas lavagens a

amostra foi diluida a fim de obter um ino6culo com contagem final de 104 UFC/MI e a
suspensao bacteriana mantida em caldo Muller Hinton (Ox01d®) suplementado com 5% de

chicken juice (CJ) para garantir a formag¢ao de biofilmes de forte intensidade. A suspensdo
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(200 pnL) foi adicionada em placas de 96 pogos e incubadas por 48 horas a 37°C em condicdes
de microaerofilia. Posteriormente, foi feita a lavagem para a retirada das bactérias em
suspensao com solucdo de NaCl estéril a 0,9% e manteve-se o biofilme formado na placa
para tratamento com os complexos de cobre por 48 horas a 37°C em condi¢des de
microaerofilia (MELO et al., 2017).

Apo0s a formagdo do biofilme, os pogos foram lavados com uma solucao NaCl 0,9%
e a biomassa foi retirada por meio de raspagem dos pocos durante 90 segundos. A suspensao
celular obtida foi submetida a dilui¢des seriadas e semeada em placas de agar CCDA para
obtengdo do numero de UFC das células sésseis. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata, em trés ocasides independentes.

5.5 Concentracao Inibitéria e Bactericida Minimas (CIM e CBM)

O teste de susceptibilidade antimicrobiana das cepas apds a obtencdo da forma séssil foi
feito por meio do método de microdiluicdo em caldo, conforme descrito no EUCAST (2022).
Resumidamente, o teste na forma planctonica baseou-se no preparo de uma suspensdo
bacteriana padronizada na concentragdo correspondente a 0,5 na escala MacFarland, e utilizou-
se oito concentragdes dos compostos de cobre, que compreenderam a 400, 200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25, e 3,125 uM. As concentragdes de CBP-01 e CBP-02 testadas foram determinadas
de acordo com os resultados obtidos em teste-piloto. Apds, a suspensdo bacteriana foi inoculada
e as microplacas contendo caldo Muller Hinton — MH (Ox0id®) suplementado com Ca*?, Mg*
e 5% de sangue equino hemolisado, em seguida incubados a 37°C por 48 horas em
microaerofilia.

Para os biofilmes, foram utilizadas as microplacas contendo a estrutura séssil
conforme descrito no item 5.4. Nelas foram acrescentados o caldo MH ajustado e
enriquecido contendo as mesmas concentragdes de CBP-01 e CBP-02 descritas para a forma
séssil seguido da incubagdo a 37°C por 48 horas em microaerofilia.

A leitura foi realizada visualmente com a determinagdo da CIM como
correspondente & menor concentracdo onde ndo foi observada turvagdo. Além disso, uma
aliquota de 10uL de cada poco foi plaqueada em CCDA para verificar o crescimento
bacteriano referente a cada concentra¢do dos produtos (CBM).

Todos os ensaios foram feitos em trés réplicas e trés repeticdes e para controle

negativo utilizou-se o meio de cultura sem adi¢do de bactérias.

5.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)
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A visualizagdo da morfologia dos biofilmes formados foi realizada no Laboratorio
Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (LMIQ-UFU).
Apreparagdo do material para analise no MEV foi realizada de acordo com BROWN et al.,
(2014), com modificagdes. Os biofilmes foram formados em pérolas de vidro de Smm de
diametro, respeitando-se as condig¢des de crescimento ja descritas anteriormente. Foram
utilizadas duas cepas de C. jejuni, o grupo controle foi composto pelo meio MH (Ox0id®)
suplementado com CJ acrescido da bactéria sem tratamento, e dois grupos testes compostos
pelas bactérias tratadas por CBP-01 nas concentracao de 100 e 400 uM. Apds a formacao da
biomassa, as amostras foram fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 2,5% de paraformaldeido
em tampao PBS 0,1 M (pH7,4) durante a noite a 4°C. O fixador foi removido e as amostras
lavadas trés vezes com tampao PBS. As esferas foram pos-fixadas com tetroxido de 6smio a
1% por duas horas e lavadas trés vezes com tampao PBS. As esferas foram desidratadas em
uma série de solugdes de etanol (30,40, 50, 60, 70, 80 e 90% e, em seguida, trés vezes a
100%) por 15 minutos para cada etapa. As amostras foram secas em CDP (Critical Drying
Point) (CDP 030, Baltec, Alemanha) e como fluido de transi¢do utilizou-se didxido de
carbono liquido, seguido de revestimento com 20nm de camada de ouro (SCD 050, Baltec,

Alemanha) e visualizadas no equipamento VPZeiss SupraS5 FEG SEM a 20 kV.

5.7 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a estatistica descritiva com o calculo percentual das
cepas que apresentaram as diferentes CIMs para ambos os complexos em ambas as formas
de vida. Nas avalia¢des quantitativas aplicou-se ANOVA. Todas as avaliagdes foram feitas

com o programa Graph Pad Prism 8.0.

6. RESULTADOS

A andlise visual da avaliagdo da capacidade formadora de biofilmes das cepas

demonstrou alta intensidade de biomassa produzida, aliada ao elevado nimero de células

sésseis (média = 1,78 x 108UFC/mL).

Apoés o tratamento com os complexos I (CBP-01) e II (CBP-02) foi observado
estagnacdo da taxa de multiplicacdo e do niimero de bactérias, determinado no teste de
concentragdo bactericida minima para ambas as formas de vida. De maneira geral a forma
livre de C. jejuni foi controlada em concentracdes inferiores ao comparamos a forma séssil,

para ambos 0s compostos.
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A suscetibilidade das cepas planctonicas de C. jejuni ao composto CBP-01 foi
identificada na concentragao média de 13,02+6,23 puM. Ja o valor médio para inibi¢ao da
forma séssil foi de 107,5+39,7 uM, sendo que 10/14 (71,42%) apresentaram valores de CIM
iguais ou inferiores a 200 uM (Tabelal).

Tabela 1: Frequéncia de CIM das formas planctonica e séssil de C. jejuni para CBP-01

Frequéncia de cepas de C. jejuni — n (%)

CIM (uM) Forma plancténica Forma séssil
6,25 3(21,43)
12,5 7 (50) -
25 2 (14,28) 1(7,14)
50 1(7,14) 3(21,43)
100 - 3(21,43)
200 1(7,14). 3(21,43)
400 - 4 (28,57)
Total 14 (100) 14 (100)
CIMso 12,5 100

Para o composto CBP-02, o valor médio de CIM para controle da forma planctonica
de C. jejuni foi de 196,9£143,0 uM, de maneira que 8/14 cepas (57,14%) foram inibidas em
concentracdes menores ou iguais a 50 uM. Na forma séssil necessitamos de uma
concentragdo média de 259,4+44,7 uM para garantir a remog¢do das bactérias, e 6/14
(41,86%) dessas cepas s6 foram controladas na concentragdo de 400 uM do composto
(Tabela 2).

A avaliagdo dos valores de CIMso mostram que a concentragdo de CBP-02 para o
controle das formas livres e sésseis de C. jejuni foram quatro e duas vezes maior que de

CBP- 01, respectivamente (Tabelas 1 e 2).

Tabela 2: Frequéncia de CIM das formas planctonica e séssil de C. jejuni para CBP-02

Frequéncia de cepas de C. jejuni — n (%)

CIM (uM)

Forma planctonica Forma séssil
25 4 (28,57) 1(7,14)
50 4 (28,57) 4 (28,57)
100 1(7,14) 1(7,14)
200 5(35,72) 2 (14,28)
400 - 6 (42,85)
Total 14 (100) 14 (100)
CIMso 50 200

Dessa forma, os resultados encontrados mostram que o composto CBP-01
(perclorato) apresenta eficiéncia significativamente maior quando comparado ao composto
CBP-02 (nitrato). Além disso, ndo identificamos diferenca significativa na concentragao

média de CBP-02 necessaria para o controle tanto das formas livre e séssil (Figura 1).
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Figura 2. Concentragdo inibitoria minima dos complexos I e Il necessaria para inibigao
del4 cepas de C. jejuni nas formas planctonica (P) e séssil (S)
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P — planctonica; S — séssil; * - p<0,05 pelo teste one way Anova; ** - p<0,005 peloteste one way Anova.

Os resultados das analises de MEV permitiram identificar as diferencas na estrutura
dabiomassa apds aplicacdo do complexo CBP-01. Nos grupos controles de C. jejuni
observou-se a formagdo de biofilmes maduros com estrutura tridimensional de matriz
evidente, poros amplos,arquitetura expandida e bactérias expostas na por¢ao superficial
(Figura 2). Para a forma séssil de C. jejuni tratados com CBP-01 em ambas as concentragdes,
foi possivel observar o biofilme em fase de morte celular ou desintegragdo, degeneragdo e

arrasamento da matriz, auséncia de poros e exposi¢do bacteriana (Figura 3 — b, c).
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Figura 3: Imagens de MEV de biofilmes suplementados com chicken juice de C. jejuni (a), tratados com
ocomplexo I (CBP-01) a 100 uM (b) e a 400 uM (¢)
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7. DISCUSSAO

Nossos resultados denotam a possibilidade de uso desses compostos no controle de
C. jejuni na forma planctonica e séssil, uma vez que as concentracdes necessarias para o
controle dessa bactéria sdao bastante inferiores aos recomendados na literatura, que indica que
a Ingestao Dietética Recomendada (IDR) para cobre ¢ de 0,9 mg para adultos (19- 50 anos),
enquanto o limite superior de ingestdo para este metal ¢ de 10 mg para a mesma populagao
(FAUNDEZ et al., 2004).

Estudos anteriores também encontraram resultados promissores no controle de
Flavobacterium psychrophilum e Vibrio harveyi BB170, em ambas as formas (livre e séssil),
pela aplicagdo de complexos a base de cobre e ligantes clorato. A CIM obtida para F.
psychrophilum foi de 16,1 + 0,9 ng/mL para o composto na formulagdo [Cu(NN1)2]Cl04 e
10,4 £ 0,7 pg/mL para [Cu(CH3CN)4]ClO4. Para Vibrio harveyi BB170 a CIM foi de
25,1940,04 de [Cu(NN1)2]C104 (ALDABALDETRECU et al., 2020; SOTO-AGUILERA
et al., 2021). Apesar disso, o valor encontrado em nosso estudo é comparativamente superior
ao encontrado em estudo conduzido com 7Trypanosoma cruzi na forma mastigota
(CIMso=6,3 pM) e amastigota (CIMso=9,7 uM) (PAIXAO et al., 2020), uma vez que
tivemos CIMso equivalentes a 12,5 e 50 uM, para CBP-01 ¢ CBP-02 respectivamente, na
forma planctonica.

Estudo realizado por WOJCIECHOWSKA et al. (2020) testou dez micro-organismos
na forma planctonica. Os autores observaram que todas as cepas foram sensiveis aos
complexos de Cu em CIM < 15 uM, de maneira que a maior atividade antibacteriana (CIM
< 5 uM) foi identificada em cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus PCM2054,
Bacillus subtilis PCM 2021, Streptococcus mutans PCM 2502, Enterococcus hirae PCM
2559). Ja as bactérias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa PCM 2058, Escherichia coli
PCM 1144, Salmonella enterica Typhimurium PCM 2565, Shigella flexneri PCM 179) foram
mais resistentes aos complexos (WOJCIECHOWSKA et al., 2020). E importante ressaltar
que bactérias Gram negativas apresentam maior resisténcia aos complexos de Cu, por meio
de diferentes mecanismos, como a expressao de genes (BONDARCZUK, 2013); redugdo do
aporte; aumento do efluxo com exportacdo de Cu-ATPases e envolvimento de
metalotioneinas para quelar os ions livres (VICENT, 2018).

Para a forma séssil identificamos a necessidade de utilizacdo de maiores
concentragdes dos agentes quimicos (CBP-01 = 107,5 uM e CBP-02 = 259,4 uM). Contudo

estas concentragoes sdo consideradas de baixa toxicidade a mamiferos (ZALEVSKAYA;
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GUR’EVA, 2021), e equivalentes a 0,71048 mg/mL para CBP-01 ¢ 1,513728 mg/mL para
CBP-02 =259,4 uM.

BRAHMA et al. (2018), em um estudo conduzido na India, constatou a eficicia do Cu
nadestrui¢do de biofilme pré-formado de 24 horas e matar as células bacterianas em
comparag¢do com a vancomicina (p <0,05), o que foi revelado por umaredugdo na percentagem
de biomassa, testado em Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Clostridium dificile, Klebsiella pneumonia,
Escherichia coli e isolados de Staphylococcus aureus provenientes de infeccdo humana
(n=20) e oriundas de ambiente hospitalar (n=20). O ensaio de viabilidade mostrou 50% de
inibi¢do de biofilmes produzidos em 24 e 72 horas de incubagdo, com concentragdes
equivalentes a 9,18 £ 0,16 pg/mL e 8,51+ 0,68 pg/mL de complexo de Cu, respectivamente
para cada periodo. Paralelamente, o tempo de ag¢ao de produtos a base de cobre demonstraram
valores reduzidos, o que facilita sua aplicag@o para fins industriais. Além destas aplicagdes,
o cobre pode integrar em superficies para o controle da formagdo e adesao de biofilmes de
Acinetobacter calcoaceticus e Stenotrophomonas maltophilia (VINCENT; HARTEMANN;
ENGELS-DEUTSCH, 2016).

A concentracdo necessaria para atingir a atividade antimicrobiana de outro complexo
de Cu contra E. coli (CIM = 10 mg/mL) foi maior do que a atividade do antibiotico
estreptomicina (CIM = 14 mg/mL) testado na forma planctonica, sob as mesmas condigdes
de crescimento. Concentracao identificada para a atividade antifingica deste composto contra
C. albicans mostrou-se mais eficiente (CIM = 10 mg/mL), que ¢ comparavel a atividade da
nistatina como padrdo (CIM = 12 mg/mL). Além disso, esse complexo apresentou maior
atividade contra B. subtilis e E. coli em comparagdo com outros a base de niquel, cobalto,
manganés e zinco (ZALEVSKAYA; GUR’EVA, 2021). Comparativamente este valor ¢
importante ao avaliarmos as doses necessarias para o controle de C. jejuni na forma livre,
considerando o alto nivel de resisténcia reportado em estudo conduzido em Minas Gerais —
Brasil, onde dezoito cepas de C. jejuni e duas cepas de C. coli na forma planctonica foram
resistentes a: sulfametoxole (100%), cefalosporinas (75-100%), ciprofloxacina (95%), acido
nalidixico (95%), trimetoprim- tetraciclina (50%) e ampicilina (45%) (HUNGARO et al.,
2015).

O complexo CBP-02 apresentou CIM superior a encontrada para CBP-01 tanto na
forma planctonica quanto nos biofilmes de C. jejuni. Contudo, o composto CPB-02 mostra-
se mais eficaz no tratamento do cancer quando comparado a CBP-01, com maior capacidade

de inibir o crescimento da linha celular de leucemia mieldide cronica e mais potente do que
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o correspondente ligante livre (CBP02 = CIMso= 2,9 uM). Fato justificado pela afinidade do
composto as células com intensa atividade nuclear (ALMEIDA, 2019). O mecanismo de a¢ao
do cobre nas células bacterianas inclui sua capacidade de potencializar o efeito citotoxico de
ions ligantes que aumentam a permeabilidade celular deixando a bactéria vulneravel aos
efeitos do meio (ALDABALDETRECU et al., 2020). Dentre os mecanismos que envolvem
a citotoxicidade celular, sabe-se que o Clz livre causa danos severos as bactérias, atua na
parede celular, altera sua permeabilidade por reagdes de oxidacao (WEI et al., 2021), reduz
a sintese proteica (LI et al., 2022a) e corrompe o DNA (WU et al., 2021), o que pode ter
potencializado o efeito obervado em nosso estudo. Os ligantes a base de NOs conferem
estabilidade ao complexado, e interagem por meio da ligagio por for¢a de Van der Wall’s e
pontes de hidrogénio (ALMEIDA, 2019; LI et al., 2022b). No entanto, a interagdo entre o
ligante Cl> e a membrana bacteriana esta associada a formagéo de quelatos, pois este ¢ o
formato menos polar, € por consequéncia, ha um aumento do carater lipofilico do elemento
que favorece seu contato com a parede, aumenta o contato com os constituintes celulares e
altera a permeabilidade celular e outros processos (SOTO-AGUILERA et al., 2021).

LIU et al (2013) avaliaram a interagdo dos compostos [Cu(L1)2], [Cu(L2)2]e
[Cu2(L3)4(DMF)2] (DMF: N,N-dimethilformamide) e seu efeito sobre diferentes bactérias
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
e Shewanella sp. Ficou comprovada a maior bioatividade desses compostos complexados em
comparac¢do ao Cu+ livre aos seus ligantes, sendo uma estratégia para diminuicdo da dose
(LIU et al., 2013). A atividade citotoxica esta relacionada a sua capacidade de gerar reagdes
redox com producdo de radicais livres (ROS) que clivam o nticleo celular e estabelecem
ligacdes covalentes ou ndo covalentes que se associam com os pares de bases do DNA
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Este mecanismo ¢ explicado em um ensaio
cromatografico que avalia o comportamento do espectro pelo efeito hipercromico, resultado
da desestruturacdo da dupla hélice que causa desnaturagdo da estrutura e que ¢ atribuida a
ligacao eletrostatica entre compostos catidonicos e grupos fosfato das desoxirriboses do DNA,
que causam a exposicao das bases nitrogenadas (BARRA et al., 2016; SIRAJUDDIN; ALI;
BADSHAH, 2013).

Os biofilmes formados por bactérias patogénicas constituem um grande desafio uma
vez que o controle baseado no uso de antimicrobianos tradicionais tem se mostrado deficiente
(ELGAMOUDI; KOROLIK, 2021b). Em nosso estudo, observamos que houve alteracao da

integridade dos biofilmes de C. jejuni ap6s a aplicagdo do composto, de maneira mais intensa
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quando utilizada a concentragdo de 400 uM, sendo esta concentracdo uma proposta para
utilizagdo na forma sanitizante. A desestruturagdo e morte do biofilme ¢ associada a
perturbagdo da base de estabelecimento do biofilme bacteriano em algumas espécies em seus
estagios iniciais de desenvolvimento, afetando a aderéncia eficiente a superficie pela bactéria,
um passo fundamental no estabelecimento do biofilme, pelo bloqueio da expressdo de
proteinas especificas na fixagcdo bacteriana (ADNAN et al., 2020; SOTO-AGUILERA et al.,
2021). Tais fatores podem esclarecer a acdo do composto sobre a matriz do biofilme de C.
Jejuni visto que a composi¢ao da matriz dessa espécie apresenta elevados niveis de proteinas
(MELO et al., 2017)

Paralelamente, o efeito citotoxico dos compostos fica evidente pela identificacdo de
processo apoptdtico (bactérias eclodidas, perda de citoplasma, restos celulares) e pode ser
explicado pelos relatos descritos em espécies Gram negativas como E. coli e C. jejuni. Em
relagdo a outros metais presentes no metabolismo bacteriano de importincia fisioldgica, o
cobre liga-se especialmente bem aos ligantes amina, tiolato e carboxila presentes nas
proteinas, inativando efetivamente estes compostos e prejudicando suas funcdes (SOTO-
AGUILERAet al., 2021). Outra agdo dos elementos metalicos consiste na despolarizagao
rapida da membrana externa das células, seguida de um lento processo de destruicdo do DNA,
ja observados em outros micro-organismos da familia Enterobacteriaceae, como Salmonella
spp. € E. coli (VINCENT et al., 2018).

Portanto, os mecanismos que determinam a morte bacteriana em consequéncia da
exposicao a compostos de cobre sdo dependentes da acdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS), da destruicado da membrana e/ou DNA e da competicdo entre ions de cobre por
receptores para outros ions de importancia metabolica (ADNAN et al., 2020;
ALDABALDETRECU et al.,, 2020; ASKOURA; YOUNS; HALIM HEGAZY, 2020;
SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; SOTO-AGUILERA et al., 2021).

8. CONCLUSOES

Nossos resultados confirmam a capacidade promissora das novas drogas a base de
cobre como uma alternativa aos casos de resisténcia aos antibidticos e/ou agentes quimicos
de uso convencional em Campylobacter jejuni, com potencial efeito para utilizacdo no
ambiente industrial e/ou hospitalar. A citotoxicidade do cobre ¢ rara em humanos sem
problemas hereditarios relacionados a homeostase do cobre, sendo este outro fator que

respalda o uso clinico dos compostos respeitando o limite méximo recomendado. Os
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tratamentos com ambosos compostos apresentaram eficacia no controle das formas livre e
séssil. O efeito maior foi identificado para o composto CBP-01, em que foi evidente a

destruicao da matriz dos biofilmese das bactérias.
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