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AGENCIA UNESP DE INOVACAO

TERMO DE SIGILO PARA MEWMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Adilson César Abreu Bernardi, nacionalidade brasileira, inscrito no CIC sob n® 099.025.598-08,
portador da cédula de identidade RG n° 16.872.477-SP, doravante denominado EXAMINADOR;

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protecéo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutenc&o em
sigilo até a adog&o dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtengdo dz
protecéo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n° 10.973/04 (Lei de Inovagéo, regulamentada pelo Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n°® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacao,
regulamentada pelo Decreto n°® 54.690, de 18 de agosto de 2009):

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condicées a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relacdo a qualquer
‘Informac&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para anélise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metélicas de ZnO e ZnS sobre a formacio de biofilmes bacterianos e alteragcdes metabélicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca”, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULINDI da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo “Informacdo Confidencial’ abrange toda a informacéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o0 EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacéo, inclusive eletrénicos.

Paréagrafo tnico. Nao seré considerada “Informagéo Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada aoc EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricio
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir ddvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presencga das testemunhas abaixo-assinadas.

: Araraquara, 19d iro de 2020.
.‘i { [ i 5 7 *
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\ _~ T TESTEMUNHA TESTEMUNHA
“Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997.328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobalde Ferraz, 271, bloco I, Barra Funda, S&o Paulo {SP),»CEF" 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Paulo Indcio da Costa, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n° 02655172817,
portador da cédula de identidade RG n° 14.213.969-5, doravante denominado EXAMINADOR;

ansiderando que a UNESP possui politica institucional que vista a protec&o legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios & protecéo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutencéo em
sigilo até a adocdo dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtenc&o da
protecdo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n°® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovacéo, regulamentada pelo Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovacgéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condi¢des a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
‘Informacé&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metalicas de ZnO e ZnS sobre a formagao de biofilmes bacterianos e alteragdes metabdlicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca®, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULINDI da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressio ‘Informacéo Confidencial” abrange toda a informagéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicacgao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo Unico. N&o sera considerada “Informagéo Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada a0 EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até gue os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricao
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir ddvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenga das testemunhas abaixo-assinadas.
Araraquara, 19 de fevereiro de 2020.
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TESTEMUNHA TESTEMUNHA

Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.897.328-74 CPF/MF:
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Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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AGENCIA UNESP DE INOVACAO

TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Maria Luiza Silva Fazio, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n°® 255.738.828-99,
portador da cédula de identidade RG n°® 24.503.485-7, doravante denominado EXAMINADOR:

ansiderando que a UNESP possui politica institucional que vista a protegado legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios a protecdo dos resuitados de
p_e;quisas pelos institutos de propriedade industrial, €, por consequéncia, a sua manutengio em
sigilo até a adog&o dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obten¢io da
protecéo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n° 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n® 10.973/04 (Lei de Inovagéo, regulamentada pelo Decreto
n® 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n° 1.049/08 (Lei Paulista de Inovag&o,
regulamentada pelo Decreto n® 54 690, de 18 de agosto de 2009):

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condicbes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagao a qualquer
“Informag&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metélicas de ZnO e ZnS sobre a formagao de biofilmes bacterianos e alteragdes metabdélicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca’, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULINDI da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho".

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo “Informac&o Confidencial® abrange toda a informagéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita. verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagao, inclusive eletrénicos.

Paragrafo (inico. Nao sera considerada “Informacao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada a0 EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscrigdo
judiciaria de S&o Paulo, Capital, para dirimir davidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.
Araraquara, 19 de fevereiro de 2020.
WAame KA 2¢ EZLJ’\ [ "75’ 2(D

MARIA Luizlkhd SiLvA FARJO
nome e assinatura

TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997.328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaido Ferraz, 271, bloco |l, Barra Funda, Sao Paulo (SP), CEP 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 [ 7253 e-mail: auin@unesp.br



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE MESQUITA FILHO"
I l n Q _QI AGENCIA UNESP DE INOVAGAO

TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Felipe de Aimeida La Porta, nacionalidade brasileira, inscrito no CPE/MF sob n° 088.438.046-77,
portador da cédula de identidade RG n° 39.031.302-8, doravante denominado EXAMINADOR:

Considerando que a UNESP possui politica institucional que vista a protegdo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnoldgico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios a protecdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiiéncia, a sua manutengao em

sigilo até a adogio dos procedimentos legais pertinentes & indispensével para a obtencdo da
protegdo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n°® 10.973/04 (Lei de Inovagao, regulamentada pelo Decreto

n°® 6.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n° 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagéo,
regulamentada pelo Decreto n® 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigdes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagdo a qualquer
“Informag&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metalicas de ZnO e Zn$S sobre a formacao de bicfilmes bacterianos e alteragoes metabdlicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Kiebsiella oxytoca”, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULINDI da Faculdade de Ciéncias Farmacduticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo “Informagio Confidencial” abrange toda a informagao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagéo, inclusive eletronicos.

Paragrafo Gnico. N&o sera considerada “Informagéo Confidencial” aquela que estiver sob dominio
pablico antes de ser revelada ou disponibilizada aoc EXAMINADOR,

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual

das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto

Nacional da Propriedade Industrial —~ INPI e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Piblica Estadual, circunscrigao
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir dévidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenga das testemunhas abaixo-assinadas.
Araraquara, 19 de fevereiro de 2020,
'] #
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Felipe de Almeida La Porta

TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:

CPF/MF: 368.997.328-74 CPFIMF:
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Felipe de Almeida La Porta, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n° 088.438.046-77,
portador da cédula de identidade RG n° 39.031 .302-6, doravante denominado EXAMINADOR;

C9nsidemndo que a UNESP possui politica institucional que vista a protegédo legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnoldgico;

Considerando que a novidade é um dos requisitos necessarios a prote¢do dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por conseqiléncia, a sua manutengdo em
sigilo até a adogao dos procedimentos legais pertinentes é indispensavel para a obtencado da
prote¢éo almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n°
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n° 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n°
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n° 10.973/04 (Lei de Inovagdo, regulamentada pelo Decreto
n°® 5.563, de 11 de outubro de 2005) & Lei Complementar n° 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagao,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigbes a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagdo a qualquer
“Informac@o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para andlise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metalicas de ZnO e ZnS sobre a formagéo de biofilmes bacterianos e alteragées metabélicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Kiebsiella oxytoca”, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULIND!I da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressio “‘Informag@o Confidencial’ abrange toda a informacéo
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o EXAMINADOR tenha acesso, sob
a forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicagéo, inclusive eletrdnicos.

Paragrafo tinico. Nao sera considerada “Informagao Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada aoc EXAMINADOR.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual

das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto

Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgdo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricao
judiciaria de Sao Paulo, Capital, para dirimir dividas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenga das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 19 de fevereiro de 2020,

Felipe de Almeida La Porta

TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:

CPF/MF: 368.997.328-74 CPF/MF:
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TERMO DE SIGILO PARA MEMBRO DE BANCA EXAMINADORA

Juliana Domingues Rodrigues, nacionalidade brasileira, inscrito no CPF/MF sob n° 316.870.738-
48 portador da cédula de identidade RG n° 30.152.253-4, doravante denominado CONVIDADO:

ansiderando que a UNESP possui politica institucional que vista a protegao legal dos resultados
oriundos de suas atividades de pesquisa e desenvolvimento técnico e tecnolégico;

Consic_jerando que a novidade € um dos requisitos necessarios & protegdo dos resultados de
pesquisas pelos institutos de propriedade industrial, e, por consequéncia, a sua manutengdo em

sigilo até a adogéo dos procedimentos legais pertinentes & indispensavel para a obtencdo da
protec&o almejada; e

Considerando, ainda, o disciplinado pelo ordenamento juridico brasileiro, em especial pela Lei n®
9.279/96 (Lei de Propriedade Industrial), Lei n® 9.609/98 (Lei de Programa de Computador), Lei n®
9.610/98 (Lei de Direitos Autorais), Lei n° 10.973/04 (Lei de Inovagao, regulamentada pelo Decreto
n° 5.563, de 11 de outubro de 2005) e Lei Complementar n® 1.049/08 (Lei Paulista de Inovagéo,
regulamentada pelo Decreto n° 54.690, de 18 de agosto de 2009);

firma o EXAMINADOR o presente Termo de Sigilo, nas condigées a seguir:

CLAUSULA PRIMEIRA. O EXAMINADOR compromete-se a manter sigilo em relagéo a qualquer
“Informag&o Confidencial” a que tiver acesso no exercicio de suas atividades de membro de banca
examinadora constituida para analise da tese intitulada “Estudo dos efeitos das nanoparticulas
metalicas de ZnO e ZnS sobre a formacao de biofilmes bacterianos e alteragées metabélicas
em Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca’, desenvolvida
pelo mestrando RAFAEL BIANCHINI FULINDI da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara-UNESP da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

CLAUSULA SEGUNDA. A expressdo ‘Informacdo Confidencial” abrange toda a informagao
relativa as pesquisas desenvolvidas no escopo da tese a que o CONVIDADO tenha acesso, sob a
forma escrita, verbal ou por quaisquer outros meios de comunicac&o, inclusive eletrénicos.

Paragrafo unico. N&o sera considerada “Informag&o Confidencial” aquela que estiver sob dominio
publico antes de ser revelada ou disponibilizada ac CONVIDADO.

CLAUSULA TERCEIRA. O presente termo vigorara até que os direitos de propriedade intelectual
das pesquisas desenvolvidas no escopo da tese estejam devidamente protegidos junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial — INPI e junto ao Orgéo competente em ambito internacional
pela UNESP.

CLAUSULA QUARTA. Fica eleito uma das varas da Fazenda Publica Estadual, circunscricdo
judiciaria de S&ao Paulo, Capital, para dirimir ddvidas ou litigios oriundos do presente instrumento.

E para todos os efeitos, firma o presente termo na presenca das testemunhas abaixo-assinadas.

Araraquara, 19 de fevereiro de 2020.

- P
/%M B g

Juliana Dominhgues Rodrigues™

TESTEMUNHA TESTEMUNHA
Nome: Aniele Vilella Nome:
CPF/MF: 368.997.328-74 CPF/MF:

Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, bloco Il, Barra Funda, Sdo Paulo (SP)’. CEF_’ 01.140-070
Fone: +55 11 5627-7251 / 7253 e-mail: auin@unesp.br
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Resumo

Introducédo: A formacdo de biofilmes é a capacidade que algumas bactérias tém
para sobreviver em condi¢cdes hostis. Esses biofilmes geram um ambiente que
aumenta a resisténcia antimicrobiana. Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella oxytoca sao exemplos de bactérias capazes de produzir
biofilmes. As Nanoparticulas estdo surgindo como novas solu¢des antimicrobianas
devido as suas propriedades sobre bactérias e biofilmes. Objetivo: Estudar o efeito
das nanoparticulas, Oxido de Zinco e Sulfeto de Zinco, sobre o crescimento
bacteriano, Gram positiva S. aureus e Gram negativas P. aeruginosa e K. oxytoca, e
formacdo de biofilmes. Métodos: Suspensbes bacterianas em meio de cultivo
liquido Mdiller-Hinton, contendo 102-108 UFC.mL™%, foram tratadas com diferentes
concentragdes das NPs-Zn durante 24 horas a 37°C e, posteriormente, avaliadas
guanto a viabilidade celular com XTT/Menadiona. O efeito bactericida foi analisado
apos cultivo de 24h a 37°C em placas contendo agar Muller-Hinton e a concentracéo
inibitéria minima obtida através dos dados analisados. A confirmacéo da atividade
inibitoria das nanoparticulas de zinco sobre a formagéo de biofilmes foi realizada
com auxilio da microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal de
varredura a laser ap0s determinacdo da concentracéo inibitéria minima para cada
linhagem bacteriana estudada. Resultados: Aplicacdo das nanoparticulas de 6xido
de zinco e, principalmente as de sulfeto de zinco, apresentaram efeitos inibidores da
formacao de biofilmes bacterianos, Gram positivas e negativas, a partir de indculos
contendo 10° e 10°® UFC.mL*? respectivamente. As concentragdes inibitorias e
bactericidas das nanoparticulas foram respectivamente, 1,0 mg.mL? para
Staphylococcus aureus e de 4,0 mg.mL! para Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella oxytoca. Nas concentracfes das nanoparticulas correspondentes a 50%
de viabilidade os biofilmes demonstraram padrdes irregulares de crescimento
observados pela microscopia confocal. Concluséo: Estes resultados corroboram
para a aplicabilidade de nanoparticulas de 6xido de zinco e sulfeto de zinco no
revestimento de superficies de recipientes industriais para conservacao de alimentos
ou em materiais de contato continuo com epitélios, como sondas ou implantes
cronicos; ambos com possibilidade de formacao de biofilmes e desenvolvimento de
infeccoes.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Biofiime Bacteriano; Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella oxytoca.



Abstract

Introduction: The formation of biofilms is the ability that some bacteria have to
survive in hostile environments. These biofilms generate an environment that
increases antimicrobial resistance. Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella oxytoca are examples of bacteria capable of producing
biofilms. Nanoparticles are emerging as new antimicrobial solutions due to their
properties on bacteria and biofilms. Objective: To study the effect of nanoparticles
b(Zinc Oxide and Zinc Sulfide) on bacterial growth, Gram positive S. aureus and
Gram negative P. aeruginosa and K. oxytoca, and biofilm formation. Methods:
Bacterial suspensions in Miuller-Hinton liquid culture medium, containing 107
108 CFU.mL-1, were treated with different concentrations of NPs-Zn for 24 hours at
37 ° C and subsequently evaluated for cell viability with XTT / Menadione. The
bactericidal effect was analyzed after 24-hour cultivation at 37°C in plates containing
Mdller-Hinton agar and the minimum inhibitory concentration obtained from the
analyzed data. The confirmation of the inhibitory activity of zinc nanoparticles on
biofilm formation was carried out with the aid of scanning electron microscopy and
confocal laser scanning microscopy after determining the minimum inhibitory
concentration for each bacterial strain studied. Results: Application of zinc oxide
nanoparticles and, especially those of zinc sulfide, showed inhibitory effects on the
formation of bacterial biofilms, Gram positive and negative, from inoculants
containing 105 and 103 UFC.mL-1 respectively. The inhibitory and bactericidal
concentrations of the nanoparticles were, respectively, 1.0 mg.mL-1 for
Staphylococcus aureus and 4.0 mg.mL-1 for Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella oxytoca. At concentrations of nanoparticles corresponding to 50% viability,
biofilms  showed irregular  growth  patterns observed by  confocal
microscopy. Conclusion: These results corroborate the applicability of zinc oxide
and zinc sulfide nanoparticles in the coating of surfaces of industrial containers for
food preservation or in continuous contact materials with epithelia, such as probes or
chronic implants; both with the possibility of biofilm formation and development of
infections.

Keywords: nanoparticles; Bacterial Biofilm; Staphylococcus aureus; Pseudomonas
aeruginosa; Klebsiella oxytoca.
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l. Introducéo

A percepcao de mundo tem sido alterada através dos séculos. Descobertas
feitas pela ciéncia no campo da astronomia comecaram a mudar a visdo de como o
ser humano enxerga a si mesmo e ao resto do mundo. O mundo microscoépico foi
um dos importantes passos para o desenvolvimento e evolugdo da humanidade,
assim, o marco histérico para tal foi o primeiro microscépio e, assim, o inicio da
caminhada da ciéncia rumo ao mundo que até outrora era inimaginavel. O primeiro
pesquisador a visualizar esses seres foi 0 comerciante e microscopista amador
holandés Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) (1). Ele descobriu “animaculos” no
tartaro de seus préprios dentes e mesmo apdés uma limpeza robusta, esse
remanescente opaco ainda era espesso e continha varios de varias formas, o que
hoje € conhecido como placa dentéaria, sendo a primeira evidéncia documentada da
existéncia de biofilimes microbianos (1,2). Apesar dessas importantes evidéncias,
somente no inicio dos anos de 1940 que o conhecido “Efeito Garrafa” em
microrganismos marinhos foi observado por H. Heukelekian e A. Heller (3), onde o
crescimento bacteriano aumentava consideravelmente quando este era disposto
sobre uma superficie, comprovando assim a formacao do biofilme.

Antes de 1978, os biofilmes haviam sido descritos em poucos sistemas, mas
a proporcdo de bactérias em um determinado ecossistema que crescia nessas
populacdes aderentes néo era geralmente determinada. Em 1978, Geesey, Iwaoka e
Griffiths (4) adaptaram uma série de métodos de recuperacdo quantitativa para
determinar as bactérias de biofiilmes em um riacho de montanha e comparar seus
numeros e sua atividade com os de bactérias livres do mesmo sistema aquatico
(4,5). A partir deste momento percebeu-se, com base em analises detalhadas de
centenas de sistemas aquaticos, que as populacdes bacterianas presentes em
biofilmes predominavam com nutrientes suficientes, independente da geometria do
sistema ou do tipo do ecossistema. Ao extrapolar essas observacdes para o
organismo humano, notou-se que os fluidos corporais poderiam fornecer todos os
nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano e, portanto, foi previsto que a
maioria das superficies ou plasticas de dispositivos médicos poderia estar repleta de
biofilmes na presenca de bactérias. Nos dias de hoje sabe-se que essa previsao era

real, assim, na industria de alimentos e em dispositivos de uso crénico como
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cateteres e outros equipamentos da area médica, a formacdo de biofilme tem se
tornado um problema real (6-8).

Os biofilmes possibilitam a formacdo de um ambiente que aumenta a
resisténcia antimicrobiana. As substancias poliméricas extracelulares contém
consideraveis quantidades de polissacarideos, acidos nucleicos, proteinas e lipideos
(9); as quais sdo responsaveis por manter a integridade estrutural do biofilme e
proporcionar uma matriz ideal para o crescimento das células. Ainda, as interacfes
intercelulares servem para fortalecer a estabilidade mecanica das substancias
poliméricas extracelulares e a sobrevivéncia dos microrganismos (10).

Bactérias em suas formas planctdnicas circulam livres e isoladamente, e
guando aderem a uma superficie, sendo esta bibtica ou abidtica, formam os
biofilmes (ou células sésseis) (Figura 01) (9,10).

Figura 01 — Esquematizacéao da formacéo de biofilmes. Células Livres (plantdnicas)
se aderem a uma superficie e da-se inicio ao Quorum Sensing. Apdés a adeséo
irreversivel e maturacédo do biofilme, ocorre a liberacdo de células bacterianas que

realizardo o ciclo novamente.

i 5 Liberagao
; Biofilme maduro dé
Células i Agregados ou 2 Ll
S ; B o e células
plancténicas | microcolonias - :
' -
- ! ;e v / -&
\/'-5: : Inicio do QS -
-'\;'- ' e
L2 - -
\
Adesao reversivel Adesio irreversivel

Fonte: Adaptado de Macedo e Abraham (2009).

A origem do biofilme ocorre apds a transicdo da unido reversivel de células
planctdnicas, para o estado irreversivel com a producao de biopolimero extracelular
produzido pelo préprio microrganismo, e posteriormente, contribuindo para a
formacdo de microcolbnias dentro do biofilme maduro e aderéncia em superficies
(13). As forcas atrativas e repulsivas entre a superficie e 0os microrganismos, estao
envolvidas com a adesédo de bactéria a superficie, incluindo as forcas de Van Der

Waals e forgas eletrostaticas, além de ligacdes ibnicas e forcas hidrofébicas. A
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adeséo irreversivel ocorre quando as forgas atrativas sdo maiores do que as forcas
de repulsao (14).

No interior dessas microcolonias s&o formadas estruturas tridimensionais
complexas como canais de 4gua e poros, onde a densidade populacional do biofilme
€ controlada e quando este atinge seu limite, ocorre a dispersédo celular para o
ambiente circulante com o retorno bacteriano para o estado planctonico (15).

O biofilme confere uma resisténcia as variagbes ambientais, incluindo
antibidticos e resposta imune do hospedeiro (16). As substancias poliméricas
extracelulares (EPS) contém consideraveis quantidades de polissacarideos, acidos
nucléicos, proteinas e lipideos, e estas substancias sdo responsaveis por manter a
integridade estrutural do biofilme. As interagOes intercelulares servem para fortalecer
a estabilidade mecanica das EPS e a sobrevivéncia dos microrganismos (17).

As comunicag0des intra e interespécies microbianas sao realizadas de forma
complexa, coordenada e de modo unificado, sendo o termo usado para descrever
este processo de comunicacdo denominado Quorum Sensing (QS) (16). O QS trata-
se de um recurso onde bactérias sdo capazes de se comunicar atuando como
unidades multicelulares. Este processo consiste na producao, liberacdo e deteccao
de moléculas de sinalizacdo quimica e regulacdo da expressédo génica. Os sinais
guimicos de comunicacgao entre os microrganismos sdo denominados auto indutores
(Al), as moléculas de sinalizagdo quimica sé&o produzidas no interior do citoplasma,
segregadas para dentro da matriz extracelular, e acumulam-se nas suas imediacdes.
As bactérias podem responder a uma grande variedade de moléculas de sinalizacao
guimicas produzidas pelas mesmas espécies, bem como outros géneros de
bactérias, proporcionando uma plataforma para interespécies. As interacdes
interespécies sao facilitadas por moléculas de sinalizacdo como proteinas, RNAs e
enzimas de sinalizacéo (18,19).

A producéo de biofilmes por bactérias encontradas no dia a dia representam
constante perigo a saude da populacdo (20). Os biofilmes bacterianos representam
um constante risco em ambientes hospitalares, principalmente para pacientes
submetidos a canulacdes crbnicas principalmente para alimentacdo via sondas
enterais, veiculacdo de farmacos ou de drenagens (21).

As infeccbes bacterianas afetam cerca de 300 milhdes de pessoas por ano

no mundo, destas, dois milhdes resultam em O6bito em criancas. A resisténcia
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bacteriana aos efeitos dos agentes antimicrobianos é atualmente uma séria questao
de saude publica, pois essas bactérias multirresistentes sdo mais dificeis de serem
controladas (22,23). Esse aumento limita a abordagem terapéutica aos pacientes,
provocando um aumento na probabilidade de falha do tratamento com antibidticos e
a possivel morte dos individuos (23). Além de doencas agudas, as infeccdes
bacterianas podem resultar em doencas crdnicas, pricipalmente como consequéncia
da formacdo de comunidades bacterianas estruturadas em complexas matrizes
exopolissacaridicas, denominadas de biofimes. A complexidade da matriz do
biofilme faz com que doencas associadas a este polimero sejam clinicamente mais
desafiadoras tanto no diagnostico quanto no tratamento (24). A producdo de
biofilmes por bactérias representam constante perigo a saide humana e animal e
prejuizos a industria alimenticia (Figura 02) (20). Bactérias como Staphylococcus
aureus, Klebsiela oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Salmonela ssp. e Listeria
monocytogenes formam biofilmes e representam um perigo a integridade dos

alimentos e consequentemente aos consumidores (21).

Figura 02 — Exemplo de locais onde o biofilme bacteriano apresenta um real
problema a saude (unidades de terapia intensiva, equipamentos de uso hospitalar,
magquinas de dialise e etc) e as industrias (encaixes, fissuras, canulagdes, roscas e

etc). A — Catéteres de sonda nasogastricas; B — Industria de laticineos
“ 3 h

"

Entre as bactérias Gram (+), S. aureus, € uma bactéria comumente
encontrada na microbiota da pele humana. Staphylo descreve o arranjo em cacho
das células desta bactéria; coccus indica que as células tém a forma semelhante a
esferas. O S. aureus sdo Gram, catalase e coagulase positivos, imoveis, néo
esporulados e podem ser observados em agrupamentos irregulares semelhantes a

‘cachos de uva” (25). Biofilmes de S. aureus podem ser encontrados em sondas e
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cateteres (cateter venoso central de acesso a nutricdo parenteral e hemodialise), em
implantes de dispositivos cardiacos, pacientes em unidades de terapia intensiva,
incluindo unidades de terapia neonatal. Também é responséavel por causar infecces
cuténeas crénicas como foliculite, impetigo, e até infec¢bes sistémicas provocadas
pela bacteremia e também é causador de intoxicacdo alimentar (26-30). E o
patdbgeno humano mais importante do género Staphylococcus, sendo que as cepas
de S. aureus multirresistentes ou meticilina resistentes (MRSA) sdo mais comuns em
ambientes hospitalares. Espécie caracterizada por ser termo resistente, ndo
formadora de esporos, e que sobrevive por longos periodos (31). Apesar de ser
encontrado na microbiota da pele e mucosa nasal de individuos saudaveis, é uma
bactéria de interesse que pode estar associada com diversas infeccfes hospitalares,
guando as barreiras naturais do hospedeiro sdo comprometidas por algum trauma
ou cirurgia (32). Biofilmes de S. aureus podem ser encontrados em sondas e
cateteres (cateter venoso central de acesso a nutricdo parenteral e hemodialise) em
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) (7). Pode causar diversos
processos infecciosos em certos grupos de pessoas com maior risco, que inclui
portadores de condi¢cdes cronicas como: pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA);
diabéticos; pacientes com insuficiéncia renal submetidos a dialise ou hemodialise; e,
gueimados. Além de ser uma bactéria causadora de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA), responsavel por grande parte dos surtos destas doencas no Brasil
e no mundo pois a producdo do biofilme aproveita-se de moléculas organicas dos
alimentos para se fixar estruturalmente (Figura 03).

Figura 03 — Fotomicrografia de S. aureus feita por microscopia eletronica de

varredura (aumento de 2.500 Vezes)

{

10pm IQ-UNESP
2.00kV SEI GB_LOW

Fonte: Autoria Prépria.
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O S. aureus ressurgiu como clinicamente relevante devivo a sua resisténcia a
antibidticos, MRSA, e aumento na producdo de toxinas e biofilmes (33). A viruléncia
do S. aureus esta associada a capacidade de producao de toxinas, por exemplo, a
coagulase A, e os proprios componentes da superficie celular, como a capsula e
proteinas que o protegem contra a fagocitose (34).

Outro género bacteriano de importancia clinica e na industria alimenticia
produtora de biofilmes, Gram (-) € o género das Pseudomonas. Pertencente a
familia das Pseudomonadaceae, € Gram-negativa, aerObia, ndo formadora de
endosporos, possui a forma de bastonete reto ou ligeiramente curvo e,
principalmente, um modo de inserc&o polar dos flagelos que Ihe confere mobilidade
(25). A P. aeruginosa pode ser encontrada na maior parte dos tecidos e ambientes
existentes, desde plantas, tecido mamario, comida pronta para consumo, lesbes
teciduais e superficies (35,36). Presente também na industria de laticinios, no leite
cru e tanques de ago inox, a P. aeruginosa tem como caracteristicas fornecer abrigo
e auxiliar no crescimento e desenvolvimento de biofilmes de outras bactérias
patogénicas como Listeria monocytogenes, que € um patdgeno alimentar

psicotrofico associado também a industria de laticinios (37,38) (Figura 04).

Figura 04 — Fotomicrografia de P. aeruginosa por microscopia eletrbnica de

varredura (aumento de 2.500 vezes).

I 10pm IQ-UNESP 2/3/2020
2.00kV SEI GB_LOW WD 6.2mnm 3:17:32

Fonte: Autoria Prépria.
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Bactérias do género Pseudomonas participam dos processos de adeséo e
formacdo de biofilmes, ocasionando sérios prejuizos as diferentes superficies de
ambientes alimentares, domésticos e industriais. Na industria de alimentos,
constituem riscos higiénico-sanitarios e causam perdas econdmicas (39,40);
enquanto que na medicina, contribuem para o aumento de riscos de infecgbes
devido a sua capacidade de adesdo e crescimento em cateteres e outros
dispositivos (7,41).

Outro importante patégeno associado as industrias alimenticia e biomédica
€ a bactéria do género Klebsiella. Pertencente a familia das enterobacteriaceae,
possui formato bacilar, Gram-negativa, aerébia e anaerdbia facultativa, catalase
positiva, oxidase negativa, ndo-movel e capsulada. Ocorre normalmente no trato
gastrointestinal, em isolamentos clinicos, na agua, no solo, em vegetais, frutas e nos
cereais (42). Uma das principais espécies desse género é a K.oxytoca (Figura 05),
gue apresenta atualmente um problema na industria de laticinios e de produtos
alimenticios, sendo utilizada, juntamente com outras bactérias, como indicador de

higiene em processamento de produtos alimenticios (43).

Figura 05 - Fotomicrografia de K. oxytoca feita por microscopia eletrbnica de

varredura (aumento de 2.500 vezes).

— 10pm IQ-UNESP 2/3/2020
2.00kV SEI GB LOW WD 6.2mm 3:06:55

Fonte: Autoria Propria
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Na busca por novas substancias antimicrobianas que ndo desencadeiam
resisténcia bacteriana, as nanoparticulas (NPs) sdo uma realidade na area
biotecnoldgica devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas e da
possibilidade de sua preparacdo em nanoescala fundamentais tanto para controle do
crescimento bacteriano flutuante, planctdnico, quanto séssil (biofilmes) (44).

O termo nanotecnologia foi introduzido pelo engenheiro japonés Norio
Taniguchi, para especificar uma nova tecnologia além do controle de materiais e da
engenharia em escala micro. Anteriormente, a microtecnologia era o limite da ciéncia
em escalas menores. O sonho da manipulagdo em nano escala é antigo, o fisico
Richard Feynman j& havia dito que a microtecnologia era um limite para ser for¢cado
a baixo como as fronteiras da alta presséo, baixa temperatura ou o alto vacuo. Em
1959 na marcante palestra "There's Plenty of Room at the Bottom" (‘Ha muito
espaco na parte inferior” em traducéao livre), o fisico sugere que maquinas normais
poderiam construir maquinas menores, que por sua vez, construiriam maquinas
cada vez menores, trabalhando passo a passo para atingir o nivel molecular (45).
Atualmente o termo estad mais adaptado apos a sua popularizacédo por Eric Drexler,
gue corresponde a metodologia de processamento envolvendo a manipulacéo
atomo a atomo (46). Assim, a nanotecnologia refere-se ao estudo de fenémenos e
manipulagdes de sistemas fisicos em uma escala conhecida como nano (10° m =1
nm) com dimensfes tipicas que ndo excedam 100 nm em pelo menos uma
dimensédo. Portanto, a nanotecnologia foca o projeto, caracterizacdo, producéo e
aplicacao de sistemas e componentes em nano escala (47).

A nanotecnologia integra diversas disciplinas como a fisica, quimica,
biotecnologia e engenharia. Nano materiais ou materiais nano estruturados exibem
caracteristicas diferentes das apresentadas em escala tipica (48). Nesse nivel, as
propriedades e funcdes dos sistemas vivos e antropogénicos sao redefinidas, as
estruturas exibem propriedades fisico-quimicas e biologicas consideravelmente
novas e melhoradas, bem como fenémenos e funcionalidades distintas como
resultado do tamanho da nano escala. Esse tamanho em nano escala geralmente
confere maiores areas de superficie as nanoparticulas (NPs) em comparacdo com
particulas de tamanho macro (49). As NPs sdo conhecidas como particulas
controladas ou manipuladas no nivel atbmico (1-100 nm). Eles mostram

propriedades relacionadas ao tamanho significativamente diferente dos materiais a
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granel. Dado ao seu pequeno tamanho, as NPs tém estruturas maiores em
comparacao com suas contrapartes. Esta propriedade distinta permite aplicacdo em
muitas areas (50).

Na agricultura, a nanotecnologia gera uma esperanca, jA que a inovacao
continua é fortemente necessaria devido ao aumento dos desafios globais de
seguranca alimentar e mudanca climatica. No passado, a agricultura se beneficiou
de muitas inovacdes tecnoldgicas, incluindo variedades hibridas, produtos quimicos
sintéticos e biotecnologia, e os cientistas agora buscam na nanotecnologia uma
nova fonte para melhorias agricolas (51). A medicina moderna utliza a
nanotecnologia desde a deteccdo de patdégenos a veiculos de farmacos.
Recentemente, a remocdo de uma vasta gama de patdgenos foi demonstrada
utilizando um dispositivo de dialise extracorporea; o tempo de contato entre o fluido
e as esferas magnéticas fica limitado limitadas a alguns minutos. O principio por tras
desta técnica de separacao e purificacdo sanguinea é que as particulas magnéticas
executam um papel de se ligar a patégenos e assim, posteriormente, removidos por
separacdo magnética (52). O uso da nanotecnologia na seguranca alimentar ganhou
atencao crescente. Os sistemas de deteccdo baseados na nanotecnologia variam
em seus mecanismos e projetos, mas compartiiham o mesmo objetivo: deteccéo
oportuna e precisa de patdgenos, tracos ou outros contaminantes (53).

A maioria das industrias tem se beneficiado com as descobertas inovadoras
advindas da nanotecnologia. O consumidor ira se beneficiar pela diversidade de
produtos produzidos pela nanotecnologia que melhoraram a qualidade de vida das
pessoas em todo o mundo. Esforcos consideraveis estdo sendo dedicados ao
projeto e fabricacdo de estruturas de biomateriais em nano escala sintéticas capazes
de atuar em nivel molecular. Para atender a essas expectativas, 0os pesquisadores
estdo tentando desenvolver e empregar uma variedade de nano materiais, como
pontos quanticos semicondutores, nanotubos de carbono, nanoparticulas
magneéticas e nanoparticulas de silica (53,54).

As NPs vém despertando um singular interesse devido ao seu amplo
espectro de aplicacdo com novos biofarmacos. Algumas particulas apresentam
caracteristicas antissépticas e antimicrobianas (55). Entre as NPs mais comuns no

controle do crescimento microbiano destacam-se as de zinco (6xido de zinco) e de
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prata (AgNPs) (49,56). Por outro lado, nenhum relato tem sido feito em relacdo as
nanoparticulas contendo de sulfeto de zinco (NP-ZnS).

O ZnS é um composto inorganico, com propriedade semicondutora,
apresentado diferentes aplicacbes em eletronica, sensores e lasers. Possui
propriedades cataliticas, fosforescentes e eletroluminescentes (57). O interesse
pelos nanomateriais de Sulfeto de Zinco (ZnS) vem aumentando principalmente
pelas suas aplicacbes em diferentes areas como dispositivos luminescentes
optoeletrdnicos e células fotovoltaicas (58). A maneira que 0s nanocristais de ZnS
podem ser feitos e ajustados além de fornecer as propriedades fisicas importantes
também é crucial para desenvolve-las em blocos de construcdo de futuros
dispositivos (59). Como as demais NPs, as NPs-ZnS também possuem propriedades
diferenciadas quando em escala nanométrica, devido a elevada area superficial e ao
tamanho estas NPs sdo usadas em diferentes aplicacdes inclusive como
marcadores celulares (Figura 06). Porém, ainda nao existem muitos relatados acerca

das NPs-ZnS em relacdo a sua possivel atividade antimicrobiana (59,60).

Figura 06 - Geometria dos clusters de ZnS. (a) Clusters Zn4S4 e (b) Zn6S6 foram
selecionados para representar a mistura de zinco cubica e a wurtzita hexagonal,

respectivamente.

K Side view Top view /
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/ Site B \\
|

Side view

(b)

Fonte: La Porta et al., 2009.
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Por outro lado, as NPs-ZnO pertencem ao grupo de semicondutores do tipo
n e band gap, quando puras, apresentam coloracdo branca (61). O 6xido de zinco
(ZnO) é um material promissor na é&rea da nanotecnologia devido as suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, como as ac¢des bactericida e fungicida
importantes (62,63). Muito do que se tem relato sobre o uso de NPs inorganicas de
oxidos de zinco como bactericidas, na literatura, diz respeito as suas vantagens
como: maior eficacia bactericida sobre cepas microbianas multirresistentes (MDR);
potencial aplicavel a terapéutica e uma promissora alternativa em substituicdo aos
antibidticos, embora apresente uma toxicidade seletiva para os sistemas bioldgicos
(Figura 07) (64).

Figura 07 - Estruturas de cristal de ZnO: rochas cubicas (a), mistura de zinco cubica
(b) e Wurtzite hexagonal (c). As esferas cinza e preta sombreadas representam

atomos de zinco e oxigénio respectivamente.
Rocksalt Zinc blende Wurtzite

(c)

Fonte: Ozgiir et al. (2005)

A compreensao do conceito de biofilmes microbianos e de aspectos inerentes
a sua estrutura e composicdo, bem como seu processo de formacdo sao
fundamentais para desenvolver estratégias de controles efetivos; além de permitir o
entendimento dos riscos que tais estruturas produzem: a industria de alimentos

(corrosao de equipamentos e contaminagao de alimentos), aos alimentos e alteragao
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de suas propriedades nutricionais, a toxinfeccdo alimentar, resisténcia aos
sanitizantes e aos antibidticos, resisténcia ao sistema imunoldgico com possibilidade
de bacteremia e septicemia , e, portanto, o alto risco a salde humana e animal (65—
68).

Assim, propbe-se estudar os efeitos das NPs de Oxido e Sulfeto de Zinco
sobre a inibicdo do crescimento bacteriano e formacéo de biofilmes de S. aureus,
P.aeruginosa e K.oxytoca.

2.0 Objetivos

Estudar o efeito das nanoparticulas ZnO e ZnS sobre a formacdo de biofiimes e
metabolismo energético bacteriano de bactérias Gram (+) S. aureus e Gram (-) P.
aeruginosa e K. oxytoca.

2.1 Objetivos especificos

» Determinar as sensibilidades bacterianas frente aos diferentes
tratamentos com as suspensdes de NP-Zn;

» Avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de ZnO e ZnS sobre
a formacéo de biofilmes de S. aureus, P. aeruginosa e K. oxytoca em
superficies de poliestireno;

» Avaliar por fluorescéncia em microscopia confocal as estruturas dos
biofilmes formados na presenca e auséncia das NP-Zn e principais
alteracdes metabdlicas dos biofilmes tratados;

» Avaliar por Microscopia eletrébnica de varredura as estruturas dos
biofilmes formados na presenca e auséncia das NP-Zn em superficie de

poliestireno.
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Capitulo 1

3.0 Material e Métodos

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Microbiologia Clinica do Centro
de Referéncia Diagnéstica “Prof. Dr. Anténio Longo” (CRD) da Coordenadoria de
Andlises Clinicas e Hemoterapia (CACH-NAC-FCF) e Laboratério de Imunologia
Clinica e Biologia Molecular do Departamento de Analises Clinicas e CACH da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr) — Unesp Araraquara — S.P.

3.1 Obtencao das Nanoparticulas de Zinco

As nanoparticulas de ZnO e ZnS (imagem representativa) estudadas neste
trabalho foram sintetizadas e gentilmente cedidas pelos seguintes professores: ZnO,
Profa. Dra. Maria Aparecida Zaghete Bertochi, do Centro de Desenvolvimento de
Materiais Funcionais (CMDF), Depto. de Tecnologia Quimica, Instituto de Quimica
de Araraquara — Unesp; e o ZnS, Prof. Dr. Felipe de Almeida La Porta, Grupo de
Nanotecnologia e Quimica Computacional, Depto. de Quimica, Universidade

Tecnoldgica Federal do Paranda, Londrina — PR.

Imagem representativa 01: Oxido de Zinco (A), tamanho de aproximadamente

500um; Sulfeto de Zinco (B), tamanho aproximadamente de 150 pm.

I lpm IQ-UNESP 2/3/2020 —— 1pm IQ-UNESP 2/3/2020
2.00kV SEI GB LOW WD 6.0mm 3:41:53 X 2.00kV SEI GB LOW WD 6.3mm 4:11:00 [

Fonte: Autoria prépria
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3.2 Obtencéo das Cepas Bacterianas

As cepas de S. aureus ATCC 25923, P. aeroginosa ATCC 27853 e K.
oxytoca ATCC 13182 foram mantidas em estoque no laboratério de Microbiologia
Clinica-CACH-NAC-FCF-UNESP/CAr. e semeadas em placas contendo agar Miller-

Hinton para reativagdo dos microrganismos.

3.3 Padronizacéo do in6culo bacteriano

As cepas plagueadas conforme item 3.2, foram reativadas em agar Mueller-
Hinton, incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. ApGs este periodo,
com auxilio de uma al¢ca de inoculacédo estéril, colonias isoladas e uniformes foram
transferidas para um tubo cénico contendo 10mL de caldo Mieller Hinton
esterilizado, para a obtencdo de uma suspensédo bacteriana com base na escala
nefelométrica de Mc Farland 0,5. A turbidez do inéculo bacteriano foi verificada
medindo a absorbancia da suspensdo em espectrofotobmetro até que atingisse uma
DOe25 nm entre 0.08—0.13, correspondendo a 108 UFC.mL™* (69).

3.4 Praparacao dos inoculos bacterianos

Para avaliar se os efeitos das NPs eram dependentes da quantidade de
bactéria (UFCs), a suspenséo bacteriana foi submetida a diluicdo seriada de forma a
apresentar de 108 a 10 UFC.mL*. Resumidamente, em nove tubos conicos foram
acrescentados 9 mL do Caldo Mueller Hinton esterilizados e, a partir do inéculo
preparado (correspondendo a 0,5 da escala Mc Farland ou 108 UFC.mL?! pela
DOs25nm)(70) foi transferido 1mL para o tubo 1, 1:10, contendo aproximadamente 107
UFC.mL?', e assim, sucessivamente foi transferido 1mL para cada tubo
subsequente; no ultimo tubo (tubo 9) a quantidade de bactérias foi de
aproximadamente 10 UFC.mL?. Para a confirmacdo das quantidades bacterianas
em cada tubo, uma aligquota de cada tubo foi plaqueada com auxilio de uma alca de
inoculacao calibrada de 10uL, por método de espalhamento em placas contendo
agar Mueller-Hinton esterilizado. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a
contagem foi feita na placa que apresentou de 30 a 300 UFC para confirmacéo da

padronizacéo (25,70).
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3.5 Padronizagcéo das suspensfes da NPs ZnS e ZnO

As nanoparticulas foram suspensas em dimetilsulféxido (DMSO),
dispersadas por sonicagdo (3 ciclos de 40% - Sonics & materials INC, VibraCell™)
com homogeneizador ultrassénico e armazenadas ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente, caracterizando a suspenséo estoque (1000 e 4000 pg.mL* para Gram (+)
e Gram (-) respectivamente). Esta suspenséo foi utilizada para o preparo das
concentragdes utilizadas neste trabalho. As suspensdes de uso das diferentes

nanoparticulas foram adicionadas em caldo Mueller-Hinton.

3.6 Formacéao dos biofilmes bacterianos sobre superficie de poliestireno.

Para avaliar a atividade antibacteriana das nanoparticulas de ZnO e ZnS
sobre o crescimento a formacao de biofilmes bacterianos, uma concentragéo inicial
das NPs de 1000 pg.mL* foi avaliada sobre biofilme de S.aureus. Este teste foi
importante para ajustar as condicbes de crescimento bacteriano na microplaca e

também para o tratamento com as NPs.

3.6.1 Desenvolvimento do teste de XTT — Viabilidade celular
3.6.1.1 Preparo do XTT

O teste de viabilidade celular pelo teste do XTT foi realizado conforme
descrito por Peeters, Nelis e Coenye (2008). O XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) é um sal tetrazolico
gue pela acdo de enzima desidrogenase mitocondrial dependente de NADH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo reduzida - doador de elétrons) € reduzido a um
composto formazana (Figura 08) que absorve luz no comprimento de onda de
490nm. A preparacdo da solucéo estoque de XTT (Sigma) é feita pela solubilizacéo
de 4mg do sal em 10mL de PBS 5mM, pH=7,2, preaquecido a 37°C. Esta solucéo é
suplementada com 100uL de menadiona (carreador de elétrons-CE) estoque
preparada pela solubilizacdo de 55mg de bissulfato de s6dio menadiona (Sigma) em
100mL de acetona. O teste de viabilidade bacteriana, plancténica ou biofilme, por
poco da microplaca, é feito pela adicdo de 100uL de PBS e 100uL da solucdo de
XTT-menadiona, com incubacéo de 5 horas a 37°C ao abrigo da luz. A absorbéancia
€ lida em 490nm (71).
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Figura 08 — Reacdo de reducdo do sal de tetrazol no sistema oOxido-reducao

NAD/NADH com participagéo do carreador de elétrons (CE).

NAD+ ‘ﬁ NADH
N R _H N R
J - N/ CE CE / ~N -~ H
R—C | ;L- R—C
Sal oxidado Formazana reduzida

3.6.1.2 Padronizagao da Concentracgdao Inicial bacteriana e tratamento com NPs

Uma aliquota de 100 pL de cada suspensdo preparada conforme item do
in6culo bacteriano realizada anteriormente foi inoculado, posteriormente,
acrescentado 100 pL das NPs solubilizada em caldo de Mieller-Hinton. Interferente:
uma aliquota de 100 pL de Caldo Mueller Hinton com 100 pL da nanoparticula.
Controle positivo: uma aliquota de 100 pL de in6culo bacteriano correspondente a
escala meio Mc Farland, com 100 uyL de DMSO 1%. Controle negativo: aliquota de
100 pL de inoculo bacteriano correspondente a escala meio Mc Farland, com 100 pL
de Mueller-Hinton. A microplaca foi incubada a 37°C por 24 h. Posteriormente, um
ensaio de viabilidade celular foi realizado com o XTT (72). Apés 0 ensaio de
viabilidade, a absorbancia da placa da reacédo foi lida na absorbancia de 490 nm
(EIx800 — BioTek) e os dados foram analisados para a determinacdo da melhor
concentracao inicial de NPs. Um controle foi desenvolvido sem a adicdo da bactéria,
neste caso denominado branco de reacdo, com o0 objetivo de subtrair o efeito
background de cada poco de reacéo (Figura 09) (70).

Figura 09 — Esquematizacdo da metodologia de padronizacdo do indculo bacteriano

24 horas

—>

Fonte: Rodrigues, 2019
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3.7 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das nanoparticulas
sobre aformacao de biofilmes em substrato de poliestireno

Os ensaios da concentracdo inibitdria minima (CIM) das nanoparticulas
foram realizados de acordo com a diluicdo do in6culo que apresentou atividade
antibacteriana na triagem inicial (apés tratamento estatistico para a certificacdo da
diluicdo ideal) (69). Os pogos da microplaca foram preenchidos com 100 pL de caldo
Mueller-Hinton. Uma suspensdo inicial (para S.aureus) de NP a 4000 uyg.mL™* foi
preparada previamente com a concentracdo de 4000 ug.mL*? preparada em caldo
Mueller-Hinton. Desta solucéo contendo as NPs, por poco, foram adicionados 100uL
nos pocos da coluna A, totalizando 200uL e apds a homogeneizacdo da solucao,
transferiu-se 100uL para os pocos da linha B e assim sucessivamente até a coluna
H, (Diluicdo 1:2). Posteriormente, 100uL do inoculo bacteriano padronizado
previamente (Item 3,4) foram adicionados por poco resultando numa concentracao
inicial na linha A de 1000 pg.ml e, final de 7,8125 ug.mL(A a H, 8 vezes). Para as
bactérias Gram negativas, a concentracao inicial da solucdo de NPs foi de 16.000
ug.mL? para ao fim do experimento, na linha A conter uma concentracdo de 4000
pug.mL* até a linha H de 31,25 ug.mL* (A a H, 8 vezes) (Figura 10).

Figura 10 — Esquematizacdo da metodologia de plagueamento
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Fonte: Rodrigues, 2019

3.7.1 Diluicdo das NPs
Os pocgos da microplaca foram preenchidos com 100 uL de Caldo Mdueller-

Hinton. A suspensdao inicial de NP de 4000 pg. mL* em caldo Mieller-Hinton. Em
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seguida, um volume de 100 yL da suspenséo inicial foi adicionado ao primeiro pogo
da microplaca (A), resultando na concentragdo de 2000 pg.mL?t. Apds
homogeneizagdo, 100 yL desta diluicdo foi transferida para o poco B, e assim
sucessivamente até o po¢co H, onde 100 pL foram descartados. Em seguida foram
adicionados 100 uL do inéculo padronizado a todos 0s pocos que continham as NPs,
exceto nos pocos para calcular o interferente (100 yL de Caldo Mueller Hinton
esterilizado, com 100 yL da nanoparticula em diluicdo seriada). Como Controle
Positivo foi usado 100 uL de in6culo bacteriano e 100 yL DMSO a 1% sem NPs.
Como Controle Negativo foi usado 100 pL de inéculo bacteriano, e 100 uL Caldo
Mueller-Hinton esterilizado. A microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas e 0
ensaio de XTT (item 3.6.1.1). A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi expressa
como sendo a menor concentracdo de NPs capaz de inibir o crescimento bacteriano
(Figura 11) (70).

Figura 11 — Esquematizacao da diluicdo das nanoparticulas.
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Fonte: Rodrigues, 2019
3.8 Quantificacao do biofilme

3.8.1 Teste do Cristal Violeta—TCV

A massa produzida pelo biofilme foi quantificada pela coloracdo com cristal
violeta (73). Foi realizado o TCV nas placas contendo as bactérias tratadas com as
NPs e sem o tratamento (controle positivo). Para a formacao dos biofilmes foram
utilizadas microplacas de 96 pocos com inéculo bacteriano e nanoparticulas como
descrito no item 3.6.1.2. com modificacdo para a concentracdo das NPs-Zn para
S.aureus, de 1000 pg. mLt para 500 pg. mL?t e para as Gram (-) de 4000 pg. mL?

para 2000 pg. mL?. Apds os tratamentos com incubacdo a 37°C por 24 horas, o
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meio de cultura foi removido cuidadosamente de cada poco e as células aderidas
lavadas duas vezes com solucdo salina estéril. Em seguida foram adicionados 200
puL de metanol 100% (v/v,) e removido apos 15 minutos. Apds secar a temperatura
ambiente, 200 pL da solugao de cristal violeta 0,5% foram adicionados e incubados
a temperatura ambiente por 5 minutos. Os poc¢os foram gentilmente lavados duas
vezes com PBS até que o excesso de coloracdo fosse removido. Apds secar a
temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL de acido acético (33% v/v) em

cada poco e a leitura das absorbéancias realizadas a 570 nm.

3.9 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

Para realizacao das analises de microscopia de fluorescéncia utilizou-se o kit
de viabilidade celular BacLight™ LIVE/DEAD L7007 - (Molecular Probes by Life
Technologies, EUA). Esse kit utiliza uma mistura com dois marcadores: o marcador
verde fluorescente SYTO 9 (480/500 nm excitacdo/emissao) e o marcador vermelho
fluorescente iodeto de propideo (490/638 nm excitacdo/emissdo) seguindo a
metodologia proposta com algumas modificacdes (74) . O SYTO 9 marca todas as
bactérias presentes na amostra, viaveis e ndo-viaveis. Por outro lado, o iodeto de
propideo penetra apenas em bactéria com a membrana celular danificada (nao-
viaveis), causando a reducdo do SYTO 9 quando ambos o0s corantes estdo
presentes. Desse modo, quando ha uma mistura apropriada dos dois marcadores,
as bactérias que apresentam membrana celular intacta (viaveis) sdo marcadas em
verde fluorescente, enquanto as células que apresentam danos na membrana
celular (ndo-viaveis) sdo marcadas em vermelho fluorescente.

Para a realizacdo do ensaio de Microscopia Confocal a Laser foram utilizadas
placas de 96 pocos contendo as trés bactérias. O indculo bacteriano utilizado para
S. aureus foi de 10* UFC.mlI' com a concentracdo correspondente de ZnO e ZnS
utilizada de 500 pg.mL* (IC50) para K.oxytoca e P.aeruginosa de 10° UFC.mlt e a
concentracdo de ZnO e ZnS de 2000 pg.mL* (IC50). Apds 24 horas em estufa a
37°C, o sobrenadante foi retirado e as amostras foram coradas com o kit de
Viabilidade Celular para realiza¢do das analises de microscopia de fluorescéncia de
acordo com o protocolo experimental do fornecedor. Nos experimentos foram
empregadas a proporcao de 1:1 dos dois principais componentes do kit, sendo 1 L

do componente A (SYTO 9 - 3,34 mM) e 1 pL do componente B (lodeto de Propidio -
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20 mM) misturados a 1 mL de PBS e mantidos ao abrigo da luz. Apos a retirada do
sobrenadante, uma aliquota contendo a solucdo dos dois corantes foi adicionada em
cada poco, suficiente para preencher o biofilme (50 pL) e apds o tempo de espera de
40 minutos como indicado pelo fornecedor, a leitura foi realizada no Laboratério de
Microscopia Confocal no Instituto de Fisica da USP, IFUSP, Campus de S&o Carlos

(Microscopio Confocal de fluorescéncia Zeiss, modelo LSM 780 invertido).

3.10 Microscopia eletronica de varredura - MEV

Para andlise da interacdo das NPs com as bactérias foi realizado o ensaio de
microscopia eletronica de varredura-MEV para assim observar se os tratamentos
com as NPs resultariam: em completa morte das bactérias, ou apenas um
descolamento destas da superficie abidtica de acrilico [poli(metil metacrilato)]
(Imagem 2); se haveria uma descaracterizagdo do formato do biofilme; ou se o
biofilme permaneceria inalterado estruturalmente. Para a realizacdo do ensaio MEV
foram utilizadas placas de 96 pocos contendo as trés bactérias e 0os corpos de prova
de acrilico. O in6culo bacteriano utilizado para S. aureus foi de 10* UFC.ml* com a
concentracdo correspondente de ZnO e ZnS utilizada de 500 pg.mL* (IC50); para
K.oxytoca e P.aeruginosa o inéculo foi de 103 UFC.ml* e a concentragdo de ZnO e
ZnS de 2000 pg.mL* (IC50). Ap6s 24 horas o protocolo segundo Zago et al., 2015
(75) foi realizado com modificacdes. O sobrenadante foi gentilmente retirado e os
corpos de provas contendo os biofilmes foram lavados com PBS 0,01M, pH 7,2, em
seguida realizado a desidratacdo e fixacdo dos biofilmes em concentracoes
crescentes de etanol (70%, 95% e 100%) por 10, 15 e 20 minutos respectivamente
em cada solucdo. ApOs a desidratacdo, as amostras foram colocadas em
dessecador a vacuo até a andlise. Cada amostra foi revestida com ouro por
spotering por 20 segundos sob pressdo de 2x10' mBar, e examinadas no
microscopio eletrénico de varredura em alta resolucdo (MEV) (Marca JEOL, modelo
JSM-7500F, com software de operacdo PC-SEM v 2,1,0,3, equipado com detectores
de elétrons secundario retroespalhados). A analise MEV foi realizada no laboratoério

multiusuario do Instituto de Quimica, Unesp — Campus de Araraquara.
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Imagem representativa 02 — Corpo de Prova em acrilico com sua estrutura

molecular ao lado

Poli(metil metacrilato)
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4.0 Anédlise Estatistica

Os experimentos foram delineados com no minimo trés repeticbes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA One Way) e/ou Teste t de
Student ndo pareado (Unpaired t test), utilizando nivel de significancia de 0,05%,
realizados através do software Prisma (Graf Pad Software).
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Capitulo 2

5.0 Resultados e Discusséao

ApGs a reativacdo das cepas com auxilio de uma al¢ga de inoculacdo estéril,
colonias isoladas e uniformes foram transferidas para um tubo cénico contendo
10mL de caldo Mieller Hinton esterilizado. A turbidez do indculo bacteriano foi
verificada medindo a absorbancia da suspensdo a 625 nm, sendo que densidade
6tica entre 0.08-0.13 corresponde a 108 UFC.mL? (69). Ap6s atingir a turbidez
necessaria, foi realizada uma diluicdo seriada para avaliar os nanocompostos, as
diluicdes das suspensdes foram semeadas em agar Mueller Hinton por método de
espalhamento com uma alga de inoculacéo calibrada de 10uL, com o objetivo de
confirmar a quantidade de UFC.mL™ (25).

5.1 Triagem Inicial

A triagem inicial foi realizada com diluicdo seriada do inOculo bacteriano,
partindo inicialmente da escala 0,5 Mac Farland (corresponde a aproximadamente
1,5 x 108 UFC.mL?). A concentracdo de cada NPs foi de 1000 pg.mL? para S.
aureus e 4000 pg.mL? para K. oxytoca e P. aeruginosa em cada suspenséo
bacteriana a ser testada. A partir dessa triagem, definiu a diluicdo que apresentou a
inibicho do crescimento bacteriano, para posteriormente prosseguir o estudo
determinando a concentracao inibitéria minima (CIM). Para a quantificacdo das
células viaveis, ou seja, das bactérias vivas presentes nesses biofilmes foi utilizado o
método de reducdo do sal de tetrazélio (XTT); um indicador colorimétrico de

atividade metabodlica das células.

A figura 12A mostra as diferentes diluicdes a partir de 1:10 (10! a 10°) em
caldo MH das suspensdes bacterianas a partir da concentracdo de 108 UFC.mL™.
Para efeito de demonstracdo do resultado do teste XTT, apenas foi apresentada
uma tira da triplicata de cada diluicdo e tratamento com NP-ZnS e NP-ZnO. O
aparecimento da cor avermelhada indica viabilidade celular e a cor amarela a morte
celular. A figura 12B demonstra o plagueamento realizado nos periodos de 24, 48 e

72 horas apés o tratamento com as Zn-NPs para S.aureus. As NP-Zn afetaram néo
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somente a viabilidade celular como também demonstraram um efeito bactericida,

mesmo apos 72 horas ndo houve crescimento de UFC.

Figura 12- Representagcdo dos efeitos das nanoparticulas de ZnO e ZnS sobre as
diferentes diluicdes bacterianas (A) e crescimento bacteriano de S. aureus em agar
MH (B).
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Fonte: Autoria prépria

Legenda: (A): C = Controle; CV = Controle de veiculo (Inéculo Bacteriano + caldo com DMSO a 2,5%);
ZnO E ZnS em inéculo bacteriano em diluigdo seriada (de 108 a 10 UFC.mL™?); (B) = Plagueamento das
suspensdes bacterianas em UFC.mL™: 102 (ll), 103(1V), 10%(l) e 10° (lll) apds 72 horas da adicdo das
NPs-ZN; Em | e Ill ndo houve crescimento de S.aureus na presenca de NPs-Zn.

Para a avaliacdo da CIM (item 5.1) foi utilizada a diluicdo 104 que apresenta
aproximadamente 10* UFC.mL™? para S. aureus (Figura 13); e, para K. oxytoca e P.
aeruginosa a diluicdo de 10° que apresenta aproximadamente 10° UFC.mL"? (este

resultado nao estd demonstrado).
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Figura 13 — Quantificagéo da viabilidade celular (%) dos biofilmes formados por S. aureus
na presenca de ZnO 1000 ug.mL*
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Legenda: Diluicdo seriada partindo de 108 até 10 UFC.mI™.

5.1 Determinacao da Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) das nanoparticulas
No ensaio de microdiluigdo em caldo as NPs foram diluidas sucessivamente
em microplaca a partir da concentracéo de 1000 ug.mL* até a concentracéo final de
7,81 yg.mL?! para S. aureus. Para K. oxytoca e P. aeruginosa 4000 pyg.mL* até
31,25 yg.mL* . Apés 24 horas de incubacdo em estufa microbiol6gica a 37°C e a

utilizacdo de XTT, foi determinada a CIM de cada nanoparticula.

Figura 14 — Quantificacédo da viabilidade celular (%) dos biofilmes formados por S. aureus
na presenca de ZnO e ZnS a 500 pyg.mL?
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Legenda: A suspenséo de S. aureus correspondeu a 10* UFC.ml2.
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A comparacéo entre o desempenho das NPs foi realizada aplicando do Teste
t de Student ndo pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 15, as duas

NPs foram semelhantes e ndo demonstraram diferencas estatisticas (P >0.05).

Figura 15 — Viabilidade celular (%) de S. aureus tratada com ZnO e ZnS.

1.5

0.5

Absorancia 490 nm

0.0-
Zn0O nS

NPs-Zn

Legenda: Teste t de student ndo pareado de NP-ZN com p>0.05.

Para a P. aeruginosa foi utilizada a diluicdo de 10~ ou de concentracéo igual a

102 UFC.mL™* e a CIM obtida foi de 4000 ug.mL%, como demonstrado na Figura 16.
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Figura 16 — Viabilidade celular (%) de P.aeruginosa tratada com ZnO e ZnS.
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Legenda: CIM ZnO e ZnS = 4000 pg.mL?

A comparacao entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicacdo do
Teste t de Student ndo pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 17, as

duas NPs foram semelhantes e ndo demonstraram diferencgas estatisticas (P >0.05).
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Figura 17 — Comparacado entre as concentra¢cfes inibitérias minimas das Zn-Nps a

4000 pyg.mL* para P. aeruginosa.
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Legenda: Teste t de student ndo pareado de NP-ZN com p>0.05.

Para k. oxytoca foi utilizada a diluicdo de 10° ou de concentracdo igual a 10°

UFC.mL*! e a CIM obtida foi de 4000 ug.mL™%, para 0 ZnO e ZnS, conforme mostra a

Figura 18.

Figura 18 — Viabilidade celular (%) da K.oxytoca tratada com ZnO e ZnS.
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A comparacao entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicacdo do

Teste t de Student ndo pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 19, as

duas NPs foram semelhantes e ndo demonstraram diferencas estatisticas (P >0.05).
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Figura 19 — Comparagao entre as concentragdes inibitérias minimas das Zn-Nps a 4000
ug.mL?! para K. oxytoca.
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Legenda: Teste t de student ndo pareado de NP-ZN com p>0.05.

5.2 Avaliacdo da Massa de Crescimento Bacteriano: Teste do Cristal Violeta -
TCV

Os resultados para a quantificacdo da massa do biofilme por TCV indicam
uma significativa diminuicdo no biofilme com 24 horas de crescimento para as 3
bactérias, com destaque para S.aureus, neste caso, 0 biofiime foi praticamente
eliminado quando a concentracdo bacteriana esteve abaixo de 108 UFC.mL* (Figura
10), para uma concentracdo oito vezes menor em relacdo a concentracdo 4000
ug.mL utilizada para as bactérias Gram-negativas (Figura 20).

A comparacao entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicacdo do
Teste t de Student ndo pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 21, as

duas NPs foram semelhantes e ndo demonstraram diferencas estatisticas (P >0.05).
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Figura 20 — Determinagdo da massa (%) dos biofimes formados por diferentes
concentracdes de S. aureus sob tratamento com ZnO e ZnS a 500ug.mL
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Figura 21 — Massa do biofilme (%) de S. aureus tratada com ZnO e ZnS.
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Legenda: Teste t de student ndo pareado de NP-ZN com p>0.05.

Para as bactérias Gram negativas, houve uma diminuicdo significativa

também na proliferacdo e consequentemente na formacdo da massa do biofilme

(Figura 22).
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Figura 22 — Determinacao da massa (%) dos biofiimes formados por P.aeruginosa
(A) e K.oxytoca (B) em fungédo da concentracdo bacteriana na presenca de ZnO a

2000ug.mL?
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Para as bactérias Gram negativas os resultados foram verificados quanto a

semelhanca estatistica entre a inibicdo do biofilme para K.oxytoca e P.aeruginosa

utilizando ZnO e ZnS Foi realizada uma Analise de Variancia (ANOVA OneWay)

conforme mostra a Figura 23, ndo houve diferenca estatistica ao nivel de 5%.
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Figura 23 — Comparacédo entre as Zn-NPs na concentragdo de 2000 pg.mL*? para
P.aeruginosa (P.a) e K.oxytoca (K.0).
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Legenda: Analise de variancia (ANOVA OneWay) para as bactérias Gram negativas com p>0.05

Portanto para S. aureus a concentragao inibitéria minima encontrada foi de
1000ug.mL* tanto para a viabilidade celular quanto para o metabolismo energético.
Karvani e Chehrazi (2012) encontraram uma CIM de 1.500ug.mL1(64) e Santana
(2012) encontrou 2.000 upg.mL1(62). Pelo método de disco difusdo Saif e
colaboradores (2019) encontraram um alo de inibicAo para o crescimento de
S.aureus utilizando discos de papel Whatman, com concentracdo de 20 upg.mL™.
Outro estudo realizado por Linhari e colaboradores (2019) com diferentes tamanho e
superficies de ZnO, constatou se que a atividade do nanocomposto frente ao
microrganimos pode ser bactericida ou bacteriostatico em diferentes concentracfes
(76). Assim, o ZnO e ZnS apresentaram resultados satisfatérios em relacdo aos

encontrados na literatura para S. aureus.

Para as bactérias Gram negativas, resultados diferentes foram demonstrados
na literatura em relacdo ao uso de ZnO para P.aeruginosa. Lee, 2014, encontrou
uma CIM de 5,6 mg.ml* (77), Cavassin, 2013, utilizando NPs de prata e quitosana
encontrou uma CIM de 13,5 mg.mL* (78), enquanto que Radzig et al. (2013)

determinaram que a menor concentracao inibitéria de NPs de Ag para P. aeruginosa
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foi de 8,0 mg.L'}(79). Para K. Oxytoca a literatura referente aos efeitos das NPs-Zn
sdo escassos, extrapolando assim, o resultado para bactérias Gram negativas, como

a P. aeruginosa.

5.3 Avaliagdo da Qualidade dos Biofilmes Bacterianos por Microscopia
Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

O ensaio para microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) foi
conduzido para observar o biofilme na placa de poliestireno de 96 pocos. Os poc¢os
utilizados como controle demonstraram que houve um excelente crescimento do
biofilme em 24 horas (partindo de 10* UFC.mL™* para S.aureus e de 10® UFC.mL*
para K.oxytoca e P.aeruginosa). A concentracdo foi correspondente ao IC50 de
todas as bactérias deste estudo e a placa foi incubada por 24 horas, ap0s esse
periodo, foi realizado o procedimento para a aplicacdo do kit de viabilidade celular
BacLight™ LIVE/DEAD L7007 - (Molecular Probes by Life Technologies, EUA) como
descrito no item 3.9, em seguida, foi realizada a leitura no microscéopio confocal de

fluorescéncia Zeiss, modelo LSM 780 invertido.

Como pode ser observado na Figura 24, o biofilme formado em 24 horas pela
bactéria S.aureus, concentracao inicial de 10* UFC.mL™, apresentou um excelente

crescimento, atingindo 120 um de espessura e preenchendo todo o fundo da micro

poco.

As bactérias Gram negativas, com concentracdo inicial de 10® UFC.mL?,
apresentaram aspectos diferentes dos biofilmes formados em 24 horas. O biofilme
de K.oxytoca néao preencheu todo o fundo do micro poco e a sua espessura foi de 60
Mm, porém o biofilme de P.aeruginosa, como pode ser visto na Figura 25, com
apenas 24h de crescimento apresentou um biofiime de 160um de espessura e
praticamente todo o fundo do micro poco preenchido e com um tamanho maior que
o biofilme de S.aureus, demonstrando assim, a importancia do conhecimento sobre

a formacéao e crescimento do biofilme em geral, principalmente de P.aeruginosa.

A Figura 26 mostra os resultados dos tratamentos com ambas as NP-Zn. Os
tratamentos com as diferentes nanoparticulas de zinco foram eficientes na reducéo
do biofilme usando uma concentracdo correspondente a 50% de viabilidade (IC50),
correspondendo a 500 pug.mL* para S.aureus e 2000 pug.mL* respectivamente para

K.oxytoca e P.aeruginosa.
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Figura 24 — Biofilme de S.aureus de 24 horas obtido por Microscopia Confocal de
Varredura a laser Colorido com BacLight™ LIVE/DEAD L7007

Fonte: Autoria prépria

Legenda: Corte em 800x800 um com espessura do biofilme 120 um.

Figura 25 — Biofilmes de K.oxytoca e P.aeruginosa de 24 horas obtido por Microscopia
Confocal de Varredura a laser, Colorido com BacLight™ LIVE/DEAD L7007
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Fonte: Autoria propria

Legenda: Corte em 800x800 um com espessura do biofilme 80 e 160 um para K.oxytoca e P.oxytoca



48
Figura 26 — Biofilmes de K.oxytoca e P.aeruginosa de 24 horas tratados com Nps-Zn
obtido por MCVL, colorido com BacLight™ LIVE/DEAD L7007.
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Fonte: Autoria propria

Legenda: C = controle; IC50 = 500 pg.mL*? para S.aureus e de 2000 pg.mL* para as Gram negativas;
ZnO = Oxido de Zinco; ZnS = Sulfeto de Zinco.

5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

As amostras foram preparadas conforme o item 3.10 e abaixo estdo o0s
resultados obtidos da anédlise MEV dos biofilmes bacterianos sem tratamento
(controle) (Figura 27). Nos aumentos de x1000 e x2.500 podem ser observados os
aspectos de crescimento bacteriano com &reas circunjacentes que podem
corresponder a secrecdo do EPS em cada biofilme. Ao contrario dos aspectos dos

biofilmes reportados por Brooks e Jefferson (2012) e Costa, Ferenz e Silveira (2016),
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nao observamos a formacao de EPS em forma de teia. Provavelmente, estas
estruturas possam ter sido alteradas pelo processo de fixagdo, mas néo houve
qualquer interferéncia em nossas andlises. Todas as bactérias tiveram um excelente
crescimento, com destaque para P. aeruginosa com o biofiilme mais espesso,

semelhante ao obtido por microscopia confocal mostrado na Figura 25.

Figura 27 — Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B)

e P. aeruginosa(C) com aumento de 2.500; 7.000 e 20.000 vezes.

Fonte: Autoria propria.
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As Figuras 28 e 29 mostram as imagens obtidas ap0s os tratamentos com as
NPs ZnO e ZnS, respectivamente, nos aumentos de 1.000, 2.500, e 7.000 vezes. Os
tratamentos foram realizados conforme descrito no item 2.10 de material e métodos.

Observa-se que houve eliminacdo do biofilme nas concentragbes das NPs
correspondentes ao IC50 para as trés bactérias. Estes resultados confirmam as
observagOes feitas na microscopia confocal de varredura a laser. Entretanto, pela
analise de fluorescéncia, pode ser observada a presenca de bactérias,
principalmente para P. aeruginosa (Figura 25), o que nao foi observado na MEV.
Provavelmente, isto se deve pela diferenca dos processos de preparacdo das
amostras para cada tipo de microscopia, embora a MCVL seja considerada como
padrdo ouro para amostras de biofilmes microbianos. Entretanto, as lavagens
utilizadas para o sistema confocal por ser mais brandas podem ter contribuido para

a manutencao de algumas bactérias nos pocos da placa de reacao.

Nas imagens obtidas pela MEV podemos observar as diferencas estruturais
das NPs-ZN, sendo as NPs de ZnS cerca de 4 vezes ou mais menores que a de
ZnO, no entanto, em nossos experimentos demonstrando que ambas NPs
apresentam resultados semelhantes sobre a eliminacdo de biofilmes bacterianos em
superficie abidtica de acrilico. Para melhor entendimento da influéncia da superficie
na maior ou menor adeséo de biofilmes bacterianos, e a eficiéncia das NP-Zn, novos
experimentos estardo sendo conduzidos em nosso laboratério para essas

comprovacoes.
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Figura 28 — Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B)
e P. aeruginosa (C) ap0s o tratamento de ZnO, com aumentos de 1.000 (1), 2.500(Il)
e 7.000 (lIl) vezes.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 29 — Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B)
e P. aeruginosa(C) apds tratamento com ZnS, com aumentos de 1.000, 2.500 e
7.000 vezes.

Fonte: Autoria propria.
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IV Consideracg®es finais

Neste trabalho foram determinadas as sensibilidades bacterianas frente aos
diferentes tratamentos e alterag6es metabdlicas com as suspencdes de NP-Zn e a
concentracgéo inibitéria minima encontrada foi de 1,0mg.mL* de 6xido de zinco e
sulfeto de zinco para S. aureus (Gram positiva) e de 4,0 mL?! para as Gram
negativas (P. aeruginosa e K. oxytoca);

O emprego da microscopia confocal de varredura a laser permitiu avaliar as
estruturas dos biofilmes bacterianos formados na presenca ou auséncia das NP-Zn,
demonstrando assim, a capacidade de inibicdo da formacéo de biofilmes pelas duas

nanoparticulas de zinco;

A formacdo de biofilmes em superficies de acrilico foi avaliada e as
propriedades antibacterianas das NP-Zn foram as mesmas observadas na
microscopia confocal, confirmando a eficiéncia das NPs-Zn no controle da formacao
de biofilmes.

As NPs de ZnS, devido ao seu tamanho (aprox.. 100nm) permite uma maior
dispersédo sobre a superficie abiotica, 0 que pode ser uma vantagem destas NPs no
revestimento de superficies, tanto aplicada a industria de alimentos quanto a sondas
usadas na area médica, diminuindo as areas de néo deposi¢cdo ou criando solucéao

de continuidade na superficie.
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