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Resumo

Introducdo: A formacéo de biofilme é uma estratégia de sobrevivéncia empregada por certas
bactérias para prosperar em condi¢fes adversas, promovendo a resisténcia antimicrobiana.
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca sdo patdgenos
notéveis que produzem biofilme. As nanoparticulas, especificamente o 6xido de zinco (ZnO)
e o sulfeto de zinco (ZnS), estdo surgindo como agentes antimicrobianos promissores devido
a sua eficacia contra bactérias e biofilmes. Objetivo: investigar o impacto das nanoparticulas
de Oxido de zinco e sulfeto de zinco no crescimento de S. aureus Gram-positivo e P.
aeruginosa e K. oxytoca Gram-negativo, bem como na formacdo de biofilme. Foram
realizadas andlises de expressdo génica e experimentos in vivo usando um modelo de ferida
cutanea murina. Métodos: As suspensdes bacterianas em meio liquido Muller-Hinton foram
tratadas com varias concentracGes de nanoparticulas de ZnO e ZnS por 24 horas a 37°C. A
viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio XTT. As concentracdes inibitdrias minimas
foram determinadas e os efeitos inibitdrios sobre a formacéo de biofilme foram confirmados
por meio de microscopia eletrénica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser.
A andlise de PCR foi realizada para avaliar o efeito das nanoparticulas nos perfis de expressédo
génica bacteriana. Os experimentos in vivo envolveram a criagdo de feridas padronizadas em
camundongos BalbC, com algumas feridas tratadas com nanoparticulas. Os tecidos das feridas
foram analisados quanto a carga bacteriana e as alteracdes histoldgicas. Resultados: Tanto as
nanoparticulas de 6xido de zinco quanto as de sulfeto de zinco apresentaram efeitos
inibitérios na formacdo de biofilme bacteriano. Notavelmente, 0 ZnS demonstrou eficécia
superior em comparagdo com o ZnO, particularmente em concentracdes mais baixas. A
analise de PCR revelou uma regulacdo negativa significativa da expressdo génica em
Pseudomonas aeruginosa tratada com nanoparticulas ZnS. Estudos in vivo em camundongos
BalbC corroboraram essas descobertas, mostrando uma carga bacteriana reduzida e resultados
histologicos favoraveis em feridas tratadas com nanoparticulas. Concluséo: As descobertas
apoiam as possiveis aplicagdes de nanoparticulas de sulfeto de zinco em vérios contextos,
incluindo preservacdo industrial de alimentos, dispositivos médicos e curativos de feridas,

onde a formacéo de biofilme representa um risco de infeccao.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Biofilmes Bacterianos; Staphylococcus —aureus;

Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella oxytoca.



Abstract

Introduction: Biofilm formation is a survival strategy employed by certain bacteria to thrive
in adverse conditions, promoting antimicrobial resistance. Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella oxytoca are notable pathogens that produce biofilm.
Nanoparticles, specifically zinc oxide (ZnO) and zinc sulfide (ZnS), are emerging as
promising antimicrobial agents due to their effectiveness against bacteria and biofilms.
Objective: To investigate the impact of zinc oxide and zinc sulfide nanoparticles on the
growth of Gram-positive S. aureus and Gram-negative P. aeruginosa and K. oxytoca, as well
as on biofilm formation. Gene expression analysis and in vivo experiments were carried out
using a murine skin wound model. Methods: Bacterial suspensions in Miller-Hinton liquid
medium were treated with various concentrations of ZnO and ZnS nanoparticles for 24 hours
at 37°C. Cell viability was assessed using the XTT assay. Minimum inhibitory concentrations
were determined and inhibitory effects on biofilm formation were confirmed using scanning
electron microscopy and confocal laser scanning microscopy. PCR analysis was carried out to
evaluate the effect of the nanoparticles on bacterial gene expression profiles. The in vivo
experiments involved the creation of standardized wounds in BalbC mice, with some wounds
treated with nanoparticles. The wound tissues were analyzed for bacterial load and
histological changes. Results: Both ZnO and ZnS nanoparticles showed inhibitory effects on
bacterial biofilm formation. Notably, ZnS showed superior efficacy compared to ZnO,
particularly at lower concentrations. PCR analysis revealed a significant down-regulation of
gene expression in Pseudomonas aeruginosa treated with ZnS nanoparticles. In vivo studies in
BalbC mice corroborated these findings, showing a reduced bacterial load and favorable
histological results in nanoparticle-treated wounds. Conclusion: The findings support the
possible applications of zinc sulfide nanoparticles in various contexts, including industrial
food preservation, biofilm inhibition, medical devices and wound dressings, where biofilm

formation poses a risk of infection.

Keywords: Nanoparticles; Bacterial Biofilm; Staphylococcus aureus; Pseudomonas

aeruginosa; Klebsiella oxytoca.
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Introducéo
Atualmente, as infec¢bes bacterianas afetam cerca de 300 milhdes de individuos ao

redor do mundo; destacados, dois milhdes resultam em 6bitos em criangas (1-3), e em 1996
custava cerca de 7,5 bilhGes de dolares por ano aos paises desenvolvidos; hoje ocorrem 24
bilhGes de euros aos paises desenvolvidos (4). No final da década passada, somente infec¢des
causadas por Staphylococcus aureus resistentes a antibioticos custaram aos sistemas de saude
norte-americanos 1,7 bilhGes por ano e com um numero de ébitos de quase 11 mil pacientes
(5). Atualmente, a resisténcia bacteriana aos impactos dos agentes antimicrobianos € um
assunto crucial para a saude publica global, uma vez que as bactérias multirresistentes sdo
mais complicadas a controlar (6,7). A producédo diéria de biofilmes pelas bactérias representa
um perigo constante para a satde da populacao, pois o biofilme é um componente essencial
para a colonizacdo e resisténcia das bactérias a fatores externos, principalmente aos
antibidticos (8). O uso de sondas nasogastricas, catéteres e veiculacbes de farmacos aumenta a

vulnerabilidade as infec¢Oes bacterianas multirresistentes em hospitais (8—11).

A producdo de biofilmes por bactérias encontradas no dia a dia representa constante
perigo a saude da populacdo, pois o biofilme é um fator crucial para a colonizacdo e
resisténcia as forcas externas das bactérias, principalmente por antibidticos em hospitais,
vidas humanas em situacdes de maior vulnerabilidade, pacientes que fazem uso de sondas
nasogastricas, catéteres e veiculacdes de farmacos ficam em situacdo de risco as infeccdes
bacterianas multirresistentes (14,15). O custo total adicional em pacientes com infec¢des
bacterianas resistentes, adquiridas nos ambientes hospitalares, pode chegar a US$143.355,93
dolares (16). O custo médio de um paciente internado decorrente da infeccdo por S. aureus
resistente, no estado de Louisiana, EUA, é de US$44.922,00 dolares (17).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou uma lista de prioridades globais
de bactérias resistentes a antibioticos para orientar a pesquisa, descoberta e desenvolvimento
de novos antibioticos. As bactérias utilizadas neste estudo séo as bactérias classificadas pela
OMS como prioridade 1 — Critico (Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytoca) e
prioridade 2 — Alta (Staphylococcus aureus) (18). A OMS alertou em 2019 para uma possivel
pandemia causada por microrganismos superresistentes e a projecdo era que, em 2050, dez
milhGes de pessoas morreriam anualmente em decorréncia de superbactérias, se tornando a
principal causa de mortes, ultrapassando as outras doengas, como o cancer (4,19). Assim, 0

controle da formacéo de biofilmes bacterianos resulta em um grande paradigma: quanto maior
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a quantidade de bactérias expostas a antibioticos, mais bactérias resistentes surgirdo, portanto
o0 controle dessa problemética sem a utilizagdo de substancias toxica como sanitizantes ou
conservantes e antibidticos ¢ de extrema importancia. Em nota, a ANVISA orientou para
prevencdo e controle da disseminacdo de microrganismos multirresistentes em servigos de
salde no contexto da pandemia da COVID-19, decorrentes do uso desenfreado de antibioticos
(ANVISA, 2021). A Fiocruz alertou, em matéria divulgada online (20), que a detecgdo de
bactérias resistentes a antibioticos triplicou na pandemia e muitas dessas bactérias se

beneficiam da Covid-19 e resultam no agravamento dos sintomas (21).

Corroborando com toda a problemética sobre a saide humana, os biofilmes
bacterianos também representam anualmente, um enorme prejuizo as inddstrias alimenticias
(9,22). Nestas a deterioracdo e a degradacdo dos alimentos causados por bactérias, nao
resultam apenas em enormes perdas econdmicas, mas comprometem a seguranca dos
alimentos; o que é uma grande prioridade no mercado globalizado de hoje, com transporte e
consumo mundial de alimentos in natura, frescos e minimamente processados (23,24).

A producdo de biofilmes por bactérias do meio ambiente representam constante
perigo a saude humana e animal e prejuizos a industria alimenticia (8). 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 (9).

Staphylococcus 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 e aureus indica a cor dourada, caracteristica da
espécie, resultado da producdo de estafiloxantina, antioxidante responsavel pela protecédo
contra espécies reativas de oxigénio (EROs) (25). O S. aureus é Gram, catalase e coagulase
positivos, imoveis, ndo esporulados (26). Biofilmes de S. aureus podem ser encontrados em
sondas e 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 responsavel por causar infec¢des cutineas cronicas
como Ulceras de pressdo, impetigo, e até infec¢Bes sistémicas provocadas pela bacteremia e é
causador de intoxicacdo alimentar devido a producdo de toxinas (27-31). Podem ser
observados em agrupamentos irregulares semelhantes a “cachos de uva”(26). E o patdgeno
humano mais importante do género Staphylococcus, sendo que as cepas de S. aureus

multirresistentes ou meticilina resistentes (MRSA) sdo mais comuns em ambientes
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hospitalares. Espécie caracterizada por ser termo resistente, ndo formadoras de esporos, e que
sobrevive por longos periodos (32). Apesar de ser encontrado na microbiota da pele e mucosa
nasal de individuos saudaveis, € uma bactéria de interesse uma vez que se encontra dentre as
bactérias causadoras de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), responsavel por grande
parte dos surtos destas doencas no Brasil e no mundo ja que a producdo do biofilme se
aproveita de moléculas organicas dos alimentos para se fixar estruturalmente (33) e também
devido a producédo de enterotoxinas causadoras de enterocolite (34). Ele pode estar associado
a diversas infeccbes hospitalares, quando as barreiras naturais do hospedeiro sao
comprometidas por algum trauma ou cirurgia (35). Biofilmes de S. aureus podem ser
encontrados em sondas e cateteres (cateter venoso central de acesso a nutri¢do parenteral) em
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) (36) pode causar diversos processos
infecciosos em certos grupos de pessoas com maior risco, que inclui portadores de condicdes
crbnicas como: pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA); diabéticos; pacientes com
insuficiéncia renal submetidos a dialise ou hemodialise; e, queimados. Além de infeccdes
cutaneas crénicas, como foliculite e impetigo, infeccbes sistémicas (27,37),

O sistema de controle da formacéo de biofilme e expressdo de fatores de viruléncia do
S. aureus mais importante é o sistema de Quorum sensing regulador de gene acessorio (agr),
responsavel pelo controle da maturacdo do biofilme, a partir de sinalizagdes intercelulares
ligadas, principalmente a densidade populacional do meio em que as bactérias se encontram.
(38). O sistema agr é codificado por uma regido especifica do cromossomo bacteriano
formado de dois transcritos: o0 RNAII, que possui a fungdo principal de producao da molécula
sinalizadora do QS (neste caso, um peptideo auto indutor, ou AIP) e seu receptor, assim como
de regular diretamente alguns genes; e o0 RNAIII que é o efetor principal do sistema agr e age

regulando positiva ou negativamente diversos genes de fatores de viruléncia (39,40).

O RNAII codifica as proteinas Agr-A, responsavel por regular a expresséo de alguns
genes de viruléncia diretamente assim como a expressdo do proprio RNAII (formando um
ciclo positivo de retroalimentacdo); agrB, que possui a funcdo de modificar a agrD, para a
sintese do AIP sinalizador do sistema; agrC, que, quando apresentado na superficie celular,
reconhece o AIP presente no meio e inicia uma cascata de sinaliza¢Ges intracelulares, com a
participacdo da Agr-A, responsavel em ultima instancia pela regulacdo de varios genes,
inclusive a promocao de expressdo do RNAIII; e agrD, que se trata do percursos para o AlIP
sinalizador do sistema, que sofre modificacdes da Agr-B assim como de outras enzimas até

sua preparacéo total como sinalizador. Ja o0 RNAIII age diretamente na regulacdo da maioria
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dos genes de fatores de viruléncia, inclusive na regulacdo positiva de genes produtores de
toxinas e exoenzimas e na regulacdo negativa do gene do repressor de toxinas (Rot) e de
adesinas (41). Portanto, os genes alvos deste estudo sdo agrA e agrC, devido as suas

importancias e participacdo nos fatores de viruléncia (38,42).

Outra bactéria de importancia clinica e na industria alimenticia, produtora de
biofilmes, é a Pseudomonas sp. Pertencente a familia das Pseudomonadaceae, ¢ Gram-
negativa, aerébia, ndo formadora de endosporos, possui a forma de bastonete reto ou
ligeiramente curvo e, principalmente, um modo de inserc¢éo polar dos flagelos que Ihe confere
mobilidade (26). 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 metélicas (43,44). Presente também na inddstria de laticinios, no leite cru e
tanques de aco 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 é um patdgeno alimentar psicotréfico associado também a indudstria de
laticinios (45,46).

Bactérias do género Pseudomonas participam dos processos de adesdo e formacgéo
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 econémicas (47,48); enquanto que na medicina, contribuem para o0 aumento de
riscos de infeccdes devido a sua capacidade de adesdo e crescimento em cateteres e outros
dispositivos (36,49). Pseudomons aeruginosa tem como principal caracteristica a coloracdo
verde de suas unidades formadoras de coldnia, bem como a formacéo de biofilmes. E também
caracteristica a producdo de sideroforos - substancias quelantes responsaveis por capturar
ferro do ambiente. Sdo metabdlitos secundéarios de baixo peso molecular - 400 a 1000 kDa,
capazes de se ligar a ions férricos em situacdo de reduzida quantidade de ferro livre como
pyoverdina e pyocianina (50,51).

Devido a ampla dissemina¢do no ambiente, esse microrganismo é o principal
colonizador de equipamentos médicos como, por exemplo, cateteres (52), provocando,
amplamente, infeccbes nosocomiais como pneumonia por ventilagdo mecanica,
meningoencefalite e sepse (44,53). Essa espécie € também comumente identificada em
pacientes com fibrose cistica - doenga genética provocada pela reduzida depuracdo do
mucociliar no interior dos pulmdes desses pacientes. Essa condigdo se da devido & mutagéo no

gene CTFR, que ocasiona ma formacéo no regulador de condutancia transmembrana, levando
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a retencdo do muco (54). O sistema de depuracdo do mucociliar consiste em um mecanismo
de defesa do sistema respiratorio, pelo qual s&o eliminados poluentes, particulas inaladas, bem
como patogenos. Logo, a falha nesse processo, facilita a colonizacdo polimicrobiana do
pulméo, formando biofilmes e dificultando a atividade antibi6tica (55). Assim, a infec¢do dos
pulmdes ja comprometidos, inclusive em decorréncia da COVID-19 (56), pode acarretar em
um progresso mais acelerado da doenca, além de intensificar os sintomas por ela induzidos,
podendo provocar danos irreversiveis ao trato respiratorio.

Os biofilmes produzidos pela P.aeruginosa sdo formados principalmente por trés
exopolissacarideos: o polysaccharide synthesis locus (psl), pellicle polysaccharide (pel) e
alginato (alg). Estes tém o objetivo de formacdo, maturagdo e retencdo e agua e nutrientes no
biofilme (57-60). O alginato é o principal e mais abundante e responsavel pela retencdo de
agua e nutrientes no biofilme e tem uma forte associacdo e dependéncia com o psl (61).
Portanto os genes alvos s&o os pslA e algC.

A bactéria Klebsiella oxytoca, pertencente a familia das Enterobacteriaceae, possui
formato bacilar, Gram-negativa, aerobia e anaerobia facultativa, catalase positiva, oxidase
negativa, ndo-movél e capsulada. Ocorre normalmente no trato gastrointestinal, em
isolamentos clinicos, na &gua, no solo, em vegetais, frutas e nos cereais (62). Uma das
principais espécies desse género é a K.oxytoca, que 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 (63). Esta
bactéria contém vérios fatores de viruléncia, como a citotoxina conhecida como tillivalina
(64) e outras estruturas adesivas (presentes no biofilme), incluindo adesinas para fimbria (tipo
1 e tipo 3) e polissacarideo capsular. As principais subunidades das adesinas fimbriais tipo 1 e
tipo 3 e a biosintese capsular sdo codificadas pelos genes fimA, mrkA e matB,
respectivamente (65-67). Os genes alvos deste estudo sdo fimA e mrkA.

Devido ao grande nimero de problemas causados por estas bactérias a humanidade,
devido a sua interagdo com alimentos e de doengas transmitidas por alimentos (DTA) ha
urgéncia em novas solugdes para um eficiente controle (2).

Na busca por novas substancias antimicrobianas que ndo desencadeiam resisténcia
bacteriana, as nanoparticulas (NPs), especialmente os Quantum dots (Qd) — nanoparticulas
com tamanho ndo maior que alguns nandmetros, sdo uma realidade na area biotecnologica

devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas e da possibilidade de sua preparacdo em
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nanoescala fundamentais tanto para controle do crescimento bacteriano flutuante, plancténico,
quanto séssil (biofilmes)(68).

A utilizacdo de modelos alternativos, em algumas situacdes, empregando a
nanotecnologia, tem mostrado ser promissor. Neste sentido, as nanoparticulas surgem como
uma dessas alternativas, pois 0s mecanismos envolvidos no controle da formagéo de biofilmes
bacterianos, ndo geram resisténcias e ndo agravam esses problemas. Os Qd sdo uma realidade
na area da nanobiotecnologia devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas e da
possibilidade de sua obtencdo em nanoescala, fundamentais tanto para o controle do
crescimento bacteriano flutuante quanto de biofilmes previamente formados. (68).

As NPs vém despertando um singular interesse devido ao seu amplo espectro de
aplicacdo com novas respostas as problematicas causadas por microrganismos. Algumas
particulas apresentam caracteristicas antissépticas e antimicrobianas (69). Entre as NPs mais
comuns no controle do crescimento microbiano destacam-se os de zinco (6xido de zinco) e de
prata (AgNPs) (70,71). Por outro lado, nenhum relato tem sido feito em relagdo as
nanoparticulas contendo de sulfeto de zinco (NP-ZnS).

O ZnS é um composto inorganico, com propriedade semicondutora, apresentado
diferentes aplicagBes em eletronica, sensores e lasers. Possui propriedades cataliticas,
fosforescentes e eletroluminescentes (72). O interesse pelos nanomateriais de sulfeto de zinco
(ZnS) vem aumentando principalmente pelas suas aplicagbes em diferentes areas como
dispositivos luminescentes optoeletrénicos e células fotovoltaicas (73). A maneira que 0s
nano cristais de ZnS podem ser feitos e ajustados aléem de fornecer as propriedades fisicas
importantes também é crucial para desenvolvé-las em blocos de construcdo de futuros
dispositivos (74). 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 aplicacGes inclusive como marcadores celulares. Porém,
ainda ndo existem muitos relatados acerca das NPs-ZnS em relagdo a sua possivel atividade
antimicrobiana principalmente em tamanhos nanométricos como os utilizados neste trabalho
(1,5 nm) (74,75).

NPs-ZnO pertencem ao grupo de semicondutores do tipo n e band gap, quando
puras e apresentam coloracdo branca (76). O oxido de zinco (ZnO) € um material promissor
na area da nanotecnologia devido as suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas, como as
acOes bactericida e fungicida importantes (77,78). Muito do que se tem relato sobre o uso de

NPs inorganicas de éxidos de zinco como bactericidas, na literatura, diz respeito as suas
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vantagens como: maior eficicia bactericida sobre cepas microbianas multirresistentes (MDR);
potencial aplicavel a terapéutica e uma promissora alternativa em substituicdo aos
antibioticos, embora apresente uma toxicidade seletiva para os sistemas biologicos(79).

As bactérias-alvo deste estudo foram selecionadas com base na importancia na
indlstria de alimentos (9,48,80-82), na contaminacdo de alimentos decorrentes da
manipulacdo humana (23,33,83,84) e, na area médica (32,60,85-89), que contribuem para
infeccdes letais em pacientes imunocomprometidos, principalmente aqueles em UTI com
intubacéo orotraqueal e que podem evoluir para pneumonias nosocomiais e infeccdes de pele.

Assim, neste trabalho estudou-se os mecanismos reguladores da producéo e secrecéo
de biofilmes bacterianos por meio da acdo de Oxido e Sulfeto de Zinco (NP-ZnO e NP-ZnS),
além de avaliar a inibi¢do do crescimento bacteriano e formacéo de biofilmes de S. aureus, P.
aeruginosa e K. oxytoca e sua aplicacdo em modelos animais, in vivo, principalmente
avaliando a citotoxicidade e capacidade de inducdo de resposta inflamat6ria. Como resultado
deste estudo é possivel entender as bases do uso de NPs-Zn como antimicrobianos e
cicatrizantes, especialmente o ZnS, no revestimento de superficies abioticas prevenindo os
efeitos dos biofilmes bacterianos na industria alimenticia, e, na area médica, principalmente
na producdo de materiais de uso cronico como, por exemplo, as sondas enterais e orotraqueal,
além de outras aplicaces.

Frente ao exposto, a presente tese de doutorado foi desenvolvida para contemplar os
seguintes objetivos:

= Determinar a sensibilidade bacteriana aos tratamentos com suspensfes de
nanoparticulas de zinco.

= Avaliar a atividade antibacteriana das nanoparticulas de ZnO e ZnS contra 0s
biofilmes maduros de S. aureus, P. aeruginosa e K. oxytoca.

= |nvestigar as estruturas dos biofilmes formados na presenca e auséncia das
Zn-NPs por meio de fluorescéncia em microscopia confocal e microscopia
eletronica de varredura.

» Analisar a expressdo génica das vias de formacdo de biofilmes e fatores de
viruléncia de S. aureus, P. aeruginosa e K. oxytoca por RTqPCR.

= Auvaliar o efeito das NP-Zn em feridas de pele infectadas em um modelo
murino, analisando a resposta a inflamacéo, morfoldgica e a formacdo de

colageno.
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Conclusdes Finais.

A crescente ameaca da resisténcia bacteriana aos antibidticos instiga uma busca
continua por solugdes eficazes para combater problemas como infec¢bes de pele, resisténcia
antimicrobiana, intoxicacdo alimentar e deterioracdo de alimentos, especialmente em
ambientes hospitalares, onde 0s pacientes suscetiveis a infecgdes nosocomiais exigem
intervencdes urgentes. Nesse contexto desafiador, as nanoparticulas de ZnS surgiram como
uma alternativa promissora, destacando-se por sua eficicia antimicrobiana, especialmente
contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa, quando comparadas ao ZnO.

Esse estudo destaca ndo apenas a capacidade do ZnS de inibir o crescimento
bacteriano (artigo 1 (129)), mas também sua capacidade de modular a expressdo génica
associada a fatores de viruléncia e a formacdo de biofilme (Artigo 2). Apesar da eficacia
semelhante entre 0 ZnS e 0 ZnO contra vérias cepas bacterianas, 0 ZnS tem uma vantagem
distinta por apresentar um MIC mais baixo contra biofilmes maduros e P. aeruginosa,
especialmente em sua forma de menor tamanho (Artigo 2), uma bactéria conhecida por sua
resisténcia e viruléncia. A presenca de enxofre no ZnS lhe confere uma vantagem adicional,
permitindo que ele supere a resisténcia bacteriana e inibe efetivamente a formagéo de
biofilme.

Além disso, as analises morfoldgicas por CLSM e SEM confirmam que o ZnS induz
biofilmes menos densos e estruturalmente distintos em comparag¢do com o ZnO em ambos 0S
artigos, sugerindo uma remodelacdo da morfologia do biofilme sob a influéncia do ZnS. Essa
caracteristica torna os biofilmes mais vulneraveis a acdo de agentes antimicrobianos. Estudos
em modelos murinos no artigo 2 também revelaram um aumento na resposta inflamatoria e
uma reducao significativa no niamero de CFUs ap6s o tratamento com ZnS, indicando uma
capacidade de recrutar células imunolégicas e uma acdo direta sobre as bactérias.

Em resumo, as nanoparticulas de ZnS representam uma estratégia terapéutica
promissora na luta contra infec¢Oes bacterianas resistentes. Sua capacidade de inibir fatores de
viruléncia, remodelar biofilmes e promover uma resposta imune robusta destaca sua
importancia na busca por solugdes antimicrobianas eficazes. Os resultados obtidos fornecem
uma base sélida para pesquisas futuras destinadas a validar a eficacia do ZnS em modelos de
feridas murinas, contribuindo assim para o desenvolvimento de terapias inovadoras no campo
do combate a bactérias em estado séssil ou planctdnico, mesmo em infecgdes, com uma
possivel aplicagdo futura em revestimentos de superficie, embalagens de alimentos, curativos
e agentes de cicatrizantes.
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