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RESUMO

A multirresisténcia de bactérias patogénicas tem se proliferado por todo o mundo,
representando um grave problema de saude publica. Portanto, novos antibidticos vém
sendo amplamente estudados a fim de superar este problema, dentre os quais podemos
citar os antibidticos feitos de fontes naturais, tais como extrato de plantas e polimeros
naturais como a quitosana. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
de nanoparticulas de quitosana e do extrato encapsulado em nanoparticulas de quitosana,
sobre Salmonella enteretidis ¢ Bacillus cereus. Para alcancgar esse proposito, foram
preparados extratos de K. daigremontiana, sintetizadas nanoparticulas de quitosana bem
como nanoparticulas de quitosana ancorando o extrato preparado. O extrato
hidroalcéolico de K. daigremontiana foi feito por maceracao das folhas secas enquanto
as nanoparticulas de quitosana foram obtidas através do método de gelificagcdo idnica,
usando como agente reticulante o tripolifosfato de sodio (TPP). A avaliacdo do efeito
antibacteriano foi feita pelos métodos de disco-difusao e microdilui¢do. A caracterizagao
morfolégica das nanoparticulas de quitosana feita por Microscopia Eletronica de
Varredura indicaram que através do método de gelificacao idnica foi possivel a obtengao
de nanoparticulas de quitosana com morfologia esférica, cujos tamanhos variaram entre
110 e 160 nm, quando sintetizadas com pH entre 5,5 e 6,0 e propor¢cdo em massa entre
quitosana e tripolifosfato de sodio de 4:1. Através da analise espectroscopica de
Infravermelho por Transformada de Fourier. As andlises microbioldgicas sugerem que o
efeito do extrato e da quitosana, separadamente, promoveram inibi¢ao sobre Salmonella
enteretidis. No entanto, quando analisado o efeito do conjunto quitosana/extrato observa-
se que ndo houve inibi¢do do crescimento bacteriano nas condi¢des testadas. Em Bacillus
cereus os resultados mostram inibi¢cdo apenas com o tratamento da quitosana pura. A
partir destes resultados, € possivel concluir que as nanoparticulas de quitosana apresentam
potencial antibacteriano para essas bactérias, nas condigdes testadas. No entanto, se faz
necessario abordar outras metodologias que viabilizem a quantificacdo de eficiéncia do

extrato em rela¢do ao microrganismo.

Palavras - Chave: Nanomaterias. Biopolimeros. Antimicrobiano. Bryophyllum

daigremontianum. Salmonella enteretidis. Bacillus cereus. Crassulaceae.



ABSTRACT

Multidrug resistance of pathogenic bacteria has proliferated throughout the world,
representing a serious public health problem. Therefore, new antibiotics have been widely
studied in order to overcome this problem, among which we can mention antibiotics made
from natural sources, such as plant extracts and natural polymers such as chitosan. In this
context, this study aimed to evaluate the effect of chitosan nanoparticles and the extract
encapsulated in chitosan nanoparticles on Salmonella enteretidis and Bacillus cereus. To
achieve this purpose, extracts of K. daigremontiana were prepared, chitosan nanoparticles
were synthesized as well as chitosan nanoparticles anchoring the prepared extract. The
hydroalcoholic extract of K. daigremontiana was made by macerating the dried leaves
while the chitosan nanoparticles were obtained through the ionic gelation method, using
sodium tripolyphosphate (TPP) as a crosslinking agent. The antibacterial effect was
evaluated using disk diffusion and microdilution methods. The morphological
characterization of chitosan nanoparticles carried out by Scanning Electron Microscopy
indicated that, through the ionic gelation method, it was possible to obtain chitosan
nanoparticles with spherical morphology, whose sizes varied between 110 and 160 nm,
when synthesized with pH between 5.5 and 6.0 and a mass ratio between chitosan and
sodium tripolyphosphate of 4:1. Through Fourier Transform Infrared spectroscopic
analysis. Microbiological analyzes suggest that the effect of the extract and chitosan,
separately, promoted inhibition on Salmonella enteretidis. However, when analyzing the
effect of the chitosan/extract set, it was observed that there was no inhibition of bacterial
growth under the conditions tested. In Bacillus cereus the results show inhibition only
with pure chitosan treatment. From these results, it is possible to conclude that chitosan
nanoparticles have antibacterial potential for these bacteria, under the conditions tested.
However, it is necessary to address other methodologies that make it possible to quantify

the efficiency of the extract in relation to the microorganism.

Keywords: Nanomaterials. Biopolymers. Antimicrobial. Bryophyllum daigremontianum.

Salmonella enteretidis. Bacillus cereus. Crassulaceae.
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1 INTRODUCAO

Entre os anos de 2016 e 2019, 37.247 pessoas (média de 9.312 casos/ano) foram
acometidas por doencgas transmitidas pela dgua e pelos alimentos. Os patdgenos responsaveis
prevalentes foram Escherichia coli com 35,7%, Salmonella com 14,9%, Staphylococcus com
11,5%, Norovirus com 8,3%, Bacillus cereus com 7,4% e Rotavirus com 6,9%, entre outros,
com menos de 6% cada (BRASIL, 2020). Além disso, esses casos podem estar relacionados a
resisténcia aos antibidticos, pois devido ao seu uso indiscriminado, muitas bactérias tém se
tornado multirresistentes (VAN & PATERSON, 2016). Assim, segundo dados da OMS, caso
ndo sejam tomadas acdes efetivas para controlar os avangos da resisténcia aos antimicrobianos,
estima-se que até 2050 dez milhdes de vidas serdo perdidas anualmente em todo o mundo, com
prejuizos que chegam em torno de 100 trilhdes de dolares (FORTES, 2021). Portanto, faz-se
necessario o estudo de novas substincias capazes de inibir uma ou mais espécies de
microrganismos, priorizando-se o uso de materiais provenientes de fontes naturais como € o
caso dos extratos vegetais e polimeros naturais como a quitosana.

Nas ultimas décadas, foram identificados compostos antibacterianos e antifungicos nas
plantas da espécie de Kalanchoe. Dentre as espécies do género Kalanchoe, Kalanchoe
daigremontiana € uma espécie negligenciada, pois existe uma caréncia de estudos que relatem
sua composi¢do e atividade antibacteriana. Assim, a maioria dos estudos centram-se em
algumas espécies como Kalanchoe pinnata, Kalanhcoe crenata, Kalanchoe blossfeldiana e
Kalanchoe laciniata (RICHWAGEN et al., 2019).

Assim por exemplo, ¢ bem conhecido que a Kalanchoe pinnata e Kalanchoe
daigremontiana sdo plantas medicinais que contém flavondides (dentre eles quercetina e
kaempferol), flavonas (como a luteolina) e bufadienolideos (PINHEIRO et al., 2017; SOUSA
et al., 2023; GODINHO 2023), os quais podem inibir o crescimento de cepas de bactérias
patogénicas, diminuir a sintese de proteinas ou inibir a expressdo de genes relacionados a
resisténcia antimicrobiana (KOWALSKI, 2020). Segundo Perim et al. (2018), a espécie K.
pinnata apresenta inibicdo sobre espécies do género Staphylococcus (S. aureus: 40,91%; S.
saprophyticu: 42,86%), Streptococcus (S. pyogenes: 100%; S. agalactie: 50%), Enterobacter
spp. (33,33%), Pseudomonas spp (28,57%). e Proteus spp (28,57%). A espécie Kalanchoe
daigremontiana apresenta compostos bioativos tais como a flavona e taninos que agem contra

infecgdes microbianas (MAGALHAES et al., 2023).



Recentemente, as aplicagdes de nanomateriais na medicina tem atraido grande interesse
devido ao seu potencial como plataformas eficazes na prevencdo e tratamento de infec¢des
microbianas resistentes, principalmente quando associadas com outros materiais, tornando-se
assim um veiculo de diversos farmacos. Particularmente, nanoparticulas de quitosana tem
apresentado excelentes propriedades antibacterianas (EL-NAGGAR et al., 2022; MATTOS et
al.,2020; GOMEZ et al.,2013; LARANJEIRA & FAVERE 2009).

Nanoparticulas de quitosana vem sendo utilizadas ndo apenas para proteger os
compostos bioativos dos extratos da degradacao por contato direto com diferentes fatores
ambientais, mas também para preparar novos materiais na nanoescala que apresentem
propriedades promissoras em relacdo as misturas tradicionais (ASSIS et al., 2012). Nesse
sentido, o presente trabalho tem como principal objetivo a preparacdo do extrato de Kalanchoe
daigremontiana, de nanoparticulas de quitosana e do extrato encapsulado em nanoparticulas de

quitosana a fim de avaliar seu efeito sobre as bactérias Salmonella enteritidis e Bacillus cereus.

1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de nanoparticulas de quitosana e do extrato de K. dagremontiana associados e
separados, sobre Salmonella enteretidis ¢ Bacillus cereus,

1.2 Objetivos especificos
e Produzir nanoparticulas de quitosana adequadas para uso em bactérias de acordo com
tamanho e pH;
e Descobrir se 0 nanoencapsulamento usando biopolimero quitosana € eficaz;
e Realizar analises nas nanoparticulas de quitosana, como microscopia eletronica de
varredura e infravermelho;
e Produzir extratos sem presenca de etanol;
e Observar o comportamento de bactérias gram negativas e gram positivas diante de
nanoparticulas de quitosana pura, do extrato puro e também do conjunto nanoparticulas
de quitosana/extrato por meio da metodologia de disco difusdo e também do teste de

microdilui¢ao adaptada.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Kalanchoe daigremontiana



A espécie Kalanchoe daigremontiana foi descrita por Raym, Hamet & H. Pierrer (1914),
e € conhecida também pelo sindnimo homotipico Bryophyllum daigremontianum. Pertencente
a familia Crassulaceae e originaria de Madagascar, esta espécie ja foi introduzida em diversos
locais, como o Brasil, o Alabama, a Bolivia e a Espanha. Isso porque apresenta alta capacidade
de se espalhar e colonizar rapidamente novos habitats e nichos através da dispersdo
extremamente eficaz, uma vez que suas folhas produzem um enorme nimero de plantulas. Tal
caracteristica a fez ser conhecida popularmente como Mae de milhares (POWO, 2023; SMITH
2019).

Muitos sdo os estudos acerca desse género, o extrato bruto da planta tem sido estudado
no tratamento oncologico e também de doencas infecciosas que tenham origem fungica, viral
ou bacteriana, devido as suas propriedades antimicrobianas (URMENYI et al., 2016;
STEFANOWICZ-HAJDUK et al.,2022; RIVERO-PEREZ et al., 2022). Além disso, na
medicina popular as folhas sdo usadas em saladas, sucos e chas para tratamento de cancer,
abcessos, hipertensdo, colica renal, diarreia entre outras doengas (BRASIL, 2018).

Figura 1 - Kalanchoe daigremontiana.

Fonte: Silva & Cunha. (2021)

2.2 Extrato hidroetandlico de Kalanchoe daigremontiana

Poucos estudos relatam sobre os extratos da espécie Kalanchoe daigremontiana

isoladamente, contudo existem informagdes sobre os extratos do género Kalanchoe spp.



Segundo estudo de Rivero-Perez et al., (2022) cada espécie se destaca em uma linha de
pesquisa de acordo com sua fun¢do e compostos presentes no extrato assim como mostrado no
Quadro 1.

Quadro 1: Compostos e fungdes isoladas de algumas plantas do género Kalanchoe.

Espécies Compostos isolados Fungao Referéncia
Kalanchoe pinnata KPB-100 e KPB-200 Inibidores de HHV-2 & VACV Cryeretal , 2017
Kalanchoe pinnata Briofilina C Inseticida %gigatman et al .,
Kalanchose . . Supratman sf al
daigremontianaxtubifiora Daigremonato de Metila Inseticida 2001
Kalanchoe daigremontiana g oz o Afividade antitumoral Supratman et &/ ..
butiflora 2001

Kaempferal, quercetina quercetina-3-0O-B-D-glucopiranosideo, , .. . Lo
Kalanchoe prolifera kaempferol-3-0O-3-D-glucopiranosideo, kae‘mpfe‘ruI—E’—O-(J-L-ramnosn’de‘o,Atn'lldadE . citotxica Comraﬁyah etal 2017
N . i células leucémicas
quercetina-3-0-soforisideo, quercetina- 3-O-rutinosideo
Kalanchoe pinnata Flavonoides em extrato de metanol Atividade antidiabética in vitro George etal ., 2018
11a,19-di-hidroxitelocinobufagina, bersaldegenina-1-acetato, Kolodzieiczvk-
Kalanchoe daigremontiana bersaldegenina-1, 3,5-ortoacetato, 19-acetiloxi-11a-hidroxi-12-oxo- Antioxidante nolodziejezyc

telocinobufagina, 19-acetiloxi-1B-hidroxitelocinobufagina

Czepas et al ., 2016

Bufadienolideos como 11a,19-diidroxisitelocinobufagina, bersaldegenina- Inibico da atividade amidolitica Kolodziejczyk-

Kalanchoe daigremontiana

1-acetato, daigredorigenina-3-acetato, da trombina Czepas efal | 2017

Aumentar a apoptose em células
Kalanchoe daigremontiana Bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato danificadas e promover a morte

Stefanowicz-Hajduk

et al ., 2020

celular
Kalanchoe pinnata quercitrina Atividade antileishmania W'
Kalanchoe thrysiflora, . Atividade citotoxica seletiva em
Kalanchoe marmorata 3-oxo-oleano-12-eno, B-sitosterol células MCF7 Singab et al ., 2012
Kalanchoe tubifiora dimalato de kalanchosina Atividade citotdxica Huang et al . 2013

Atividade de inibicBo enzimatica Prasad Pandey ef al
Bryophyllum pinnatum Bersaldegenina-1,3,5-ortoacetato mn wvifro | para produtos*y—

farmacéuticos modernos ~-2020

Fonte: Rivero- Perez et al. (2022)

E possivel observar atividade antimicrobiana na maioria das espécies do género como
apresentado no estudo de Stefanowicz- Hajduk et al. (2020), que revelou uma maior atividade
antibacteriana do extrato de Kalanchoe blossfeldiana, seguida do extrato de Kalanchoe pinnata
que apresentou maior atividade em Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Enterococcus hirae
e entre todos os extratos etanolicos testados, Kalanchoe daigremontiana apresentou atividade
mais fraca. No caso dos extratos aquosos de Kalanchoe, todas as espécies revelaram valores de
concentra¢gdo minima inibitoria > 50 pg/mL para as cepas de bactérias.

O extrato bruto de Kalanchoe daigremontiana apresenta propriedades bioldgicas
como efeitos anti-diabéticos, alti-helminticos e antimicrobianos (RIVERO-PEREZ etal., 2022;
KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2017). As raizes da planta sdo ricas em bufadienolideos e
também apresentam flavonoides (MONIUSZKO-SZAJWAJ et al., 2016; STEFANOWICZ-
HAJADUK et al., 2020; SILVA & CUNHA 2021). Os diferentes tipos de extrato dessa planta
apresentam diferentes composi¢des quimicas e, portanto, propriedade especificas. Assim, os
extratos aquosos e etandlicos apresentam importante atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
enquanto as fracdes ricas em bulfanoaldeidos ou diclorometano apresentam acdo

anticancerigena e anticoagulante (FAUSTINO et al., 2022). Assim, por exemplo, foi observado



que o extrato metandlico do caule e das folhas apresentou atividade antiparasitaria sobre as
cepas de Entamoeba histolytica ¢ Trichomonas vaginalis (ELIZONDO-LUEVANO et al.,
2021). Segundo Rivero-Perez et al., 2022, o extrato hidroalcoolico da planta ¢ eficaz contra
Haemonchus contoturnos, inibindo a eclosdo de seus ovos e motilidade larval e também mostra
eficacia no crescimento de Bacillus subtillis e Streptoccocus aureus, indicando seu potencial
como um tratamento alternativo nesses casos.

Para obter-se extratos de uma planta existem duas etapas no processo de extragao,
sendo que a primeira envolve a separacdo dos metabodlitos secundarios da planta por meio de
um solvente e a segunda consiste na concentragdo por meio da eliminagdo do solvente, que em
geral ¢ feita por evaporacdo. Assim, a producdo do extrato das folhas de Kalanchoe
daigremontiana apresentam uma metodologia geral que consiste na lavagem e secagem em
estufa a 40 °C por 15 dias, seguida do trituramento das folhas e adi¢do do solvente, que pode
ser alcool (alcool etilico ou metanol), etanol ou solugdo agua etanol, formando assim extratos
diferentes de acordo com o solvente. As folhas trituradas ficam imersas no solvente durante um
tempo que pode variar de acordo com trabalho e em seguida a mistura ¢ filtrada e concentrada
em rotaevaporador a 70 °C para a retirada do solvente (SILVA & CUNHA, 2021; SILVA et al.,
2022; RIVERO-PEREZ et al., 2022).

2.3 Quitosana

A quitosana ¢ originaria da quitina, que € o segundo biopolimero mais abundante na
natureza, ficando atrds apenas da celulose. Nesse sentido, a quitina ¢ encontrada
majoritariamente no esqueleto dos artropodes como crustaceos, insetos além disso essa faz parte
da parede celular dos organismos do reino fungi como leveduras e fungos filamentosos
(PENICHE et al., 2008). Esse material apresenta diversas caracteristicas que o faz interessante
como alvo de estudos como ser um polissacarideo cationico, biodegradavel, biocompativel e
ndo toxico. O processo de reticulagdo da quitosana pode ser feito usando tripolifosfato de s6dio
(TPP) para formar as nanoparticulas, sendo considerada uma alternativa promissora para
diferentes campos como a medicina e biotecnologia (AZEVEDO et al., 2007).

Nanoparticulas de quitosana tém sido usadas como carreadores ou suportes para as
interacdes celulares, principalmente devido a suas propriedades de adesdo com células, essa
caracteristica depende das suas propriedades fisico-quimicas, entre as quais encontra-se o

tamanho de particulas. Portanto, a obtengdo de nanoparticulas com controle no tamanho de



particula através do método de preparacdo se faz necessario (HEJJAJI; SIMITH; MORRIS,
2018).

O processo de obtencdo da quitosana se da pela reacao de desacetilagdao da quitina em
meio alcalino. A quitina é composta pelas unidades monomeéricas de B-(1—4) - 2-amino-2-
desoxi-D-glicose e B-(1—4) -2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, possuindo, assim, uma estrutura
cristalina altamente organizada, como comprovada por difracdo de raios-X. Dessa forma, ¢ um
polimero insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes organicos, € tem baixa
reatividade quimica. A insolubilidade da quitina ¢ o maior fator limitante da sua utilizacao

(MUZZARELLLI, 1973).

Figura 2- Reagdo de desacetilagdo da quitina, originando a quitosana 96.

NaOH
desacetilacio

Fonte :Trovatti et al. (2016)

Cada dia mais a quitosana tem constituido uma classe emergente de biomateriais com
aplicagdes em varios campos biomédicos, tais como, regeneracao tecidual, particularmente para
cartilagem; dispositivos de libera¢do controlada de farmacos e sistemas de imobilizagdo de
células em gel (AYLA., et al 2008; SEVERO et al., 2022; MUXIKA et al., 2017; PENHA et al.,
2020).

A literatura destaca que a quitosana apresenta uma extensa gama de aplicagdes na area
biomédica com a justificativa de que este biopolimero e também seus derivados sao facilmente
moldados em varias formas e além disso, sdo biodegradados pela lisoenzima presente no corpo
humano. Nesse sentido, este biomaterial torna-se um candidato interessante como sistema de
liberacdo controlada para uma variedade de farmacos. Faz-se necessario frisar que os
arcaboucos de quitosana sdo materiais inovadores na engenharia de tecidos, usados para reparar
ou manter tecidos do corpo (PENHA et al., 2020; FERNANDES et al., 2020).

Além disso, esse biopolimero tem demonstrado ser eficaz como analgésico em feridas
abertas, pois este quando associado a fidrmacos analgésicos como a morfina e a anti-
inflamatérios como o naproxeno melhora a biodisponibilidade e a atividade analgésica destes
farmacos. Assim, ¢ evidente que essas propriedades junto com a nao-toxicidade, tornam a
quitosana um fascinante e promissor biomaterial para a industria farmacéutica, para aplicagdes

presentes e futuras. (LARANJEIRA & FAVERE, 2009).



A quitosana apresenta solubilidade em solugdes acidas, exemplos disso sdo os acidos:
cloridrico, acético e formico sendo sua solubilidade dependente da forga idnica do meio, do pH,
do grau de desacetilagdo da quitosana e de sua massa molar média, portanto, essas qualidades
devem ser determinadas previamente para seu uso como biomaterial (BERGER et al., 2004).
Ela ¢ insoluvel em agua, isso porque ela ¢ um polimero catidnico e em condi¢des de pH neutro
e alcalino apresenta grupos amino livres. J& quando em meio acido, os grupamentos amino
podem ser protonados, tornando o polissacarideo solivel na faixa de pH entre 2,0 ¢ 6,0
(GOMES, 2007). A alcalinizagao da solu¢ao aquosa de quitosana a valores de pH superiores a

6,2 sistematicamente leva a formagao de precipitados gelificados (SORLIER et al., 2003).

2.4 Bactérias patogénicas

Um patégeno é um microrganismo capaz de causar uma doenca em seu hospedeiro.
Assim, as bactérias patogénicas sdo capazes de invadir células e tecidos, sobrevivendo ao
sistema imunoldgico do hospedeiro. Essas bactérias se caracterizam por sua capacidade de
disseminacéo, aderéncia, persisténcia e toxigenicidade. Alguns desses organismos apresentam
viruléncia alta, que é a capacidade quantitativa de um agente provocar doenca (RIEDEL et al.,
2022).

Existem varias formas de classificacdo de bactérias, que englobam desde metodologias
mais simples, até as polifasicas, as quais consideram multiplas caracteristicas para classificar
um organismo (metabdlicas, moleculares, morfoldgicas e fisioldgicas, por exemplo). A forma
mais simples de classificacdo das bactérias é se dd morfologicamente, por meio da sua estrutura
de parede, na qual podemos agrupéa-las em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Para
identificar o tipo de parede celular bacteriana é necessario realizar a coloracdo de Gram. Essa
coloracdo permite diferenciar estes dois grupos, uma vez que as bactérias Gram-positivas sdo
capazes de reter o corante cristal violeta no citoplasma, diferentemente das bactérias Gram-
negativas (BLACK & BLACK, 2021).

As paredes celular das Gram-positivas possuem uma camada unica formada por varias
camadas sobrepostas com grande quantidade de peptideoglicanos em sua composicdo e
embebido nos peptideoglicanos podemos encontrar proteinas acidas (acidos lipoteicoicos). As
bactérias Gram-negativas, por sua vez, possuem pelo menos duas camadas, uma composta por
poucos peptideoglicanos (que é mais delgada em relacdo as Gram-postivas) e outra chamada
membrana externa composta por lipossacarideos e lipideos. Assim, a parede das Gram-positivas

é mais complexa do ponto de vista quimico, essas bactérias ndo possuem acidos lipoteicoicos,



0 que as tornam mais suscetiveis a rompimentos mecanicos, entretanto algumas func¢des desses
acidos sdo compensadas pela presenca da membrana externa. (MADINGAN et al., 2016;
MOREIRA et al., 2015).

Figura 3- Comparacao entre bactérias gram-positivas e negativas. (a,b) Diagramas
comparativos de parede, (c, d) Micrografias eletronicas de transmissdo dessas, (e, f)
Micrografias eletronicas de varredura mostrando diferenga textual.
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Fonte: Madigan et al. (2016)

Figura 4- Estrutura do lipossacarideo de bactérias gram-negativas

Fonte: MADIGAN et al. (2016)



Além disso, caracteristicas como morfologia, coloracdo de Gram, encapsulamento e
necessidade de oxigénio, localizacdo do patdgeno (intracelular obrigatério, intracelular
facultativo, extracelular obrigatdrio e extracelular facultativo). Os patdgenos intracelulares
facultativos sdo capazes de viver e se reproduzir tanto dentro quanto fora das células
hospedeiras, exemplos desses patdgenos incluem Salmonella typhi, Brucella espécies,
Francisella tularensis, Neisseria gonorrhoeae, Legionella e Mycobacterium tuberculosis
(WERTH, 2022). Encontram-se entre 0s principais grupos de bactérias que causam doencas
em humanos segundo esquema de identificagdo do Bergey’s manual of determinative
bacteriology, Escherichia, Shigella, Enterococcus, Sthaphyloccoccus, Bacillus, Proteus,
Klebisiela e Pseudomonas.

Patogenos produzem componentes toxicos e essa toxicidade ¢ associada a camada de
lipossacarideo, particularmente, ao lipideo A. O termo endotoxina refere-se a esse componente
toxico do lipossacarideo. Algumas endotoxinas provocam sintomas violentos em seres
humanos, incluindo gases, diarreia ¢ vomitos, as endotoxinas produzidas por Salmonella e
linhagens enteropatogénicas de E. coli transmitidas por meio de alimentos contaminados sdo
exemplos cléassicos disso (MADIGAN et al., 2016).

A capacidade de um patdégeno de produzir uma doenca ¢ intitulada como
patogenicidade, essa depende da capacidade do patdégeno de invadir o hospedeiro, multiplicar-
se no seu interior e também desviar-se das defesas do hospedeiro. Alguns agentes patogénicos
causam doencas quando entram no hospedeiro e outros s6 causam doengas em raras ocasioes,
em geral, em hospedeiros com sistema imunoldgico comprometido (GRANATO et al.,2020).

A patogenicidade ¢ influenciada pelo nimero de organismos infecciosos que penetram
no corpo. Assim, se um pequeno nimero entrar, as defesas do hospedeiro podem ser capazes
de eliminar os organismos mesmo antes que possam causar doenca. Entretanto, se um alto
nimero entrar, esses organismos podem superar as defesas do hospedeiro e causar doenga.
Alguns organismos sdo altamente infecciosos, como Shigella, por exemplo, que necessita
somente de 10 organismos ingeridos para causar um quadro grave de disenteria. (BLACK &

NBLACK, 2021).

2.5 Salmonella enteritidis

A classificagdo da Salmonella é complexa, por isso ela ndo segue a forma de
classificagcdo classica. Assim, o género esta dividido em duas espécies, Salmonella bogori e

Salmonella enterica e cada uma dessas apresentam subespécies e essas subespécies, por sua
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vez, sdo divididas em sorotipos, assim como mostrado na figura 5. A Salmonella enterica ¢ a
de maior importancia para saude publica e se divide em seis subespécies: S. entérica entérica;
S. enterica salamae; S. entérica arizonae; S.enterica diarizonae; S. entérica houtenae,
S.entérica indica (RIEDEL et al., 2022)

Os isolados s3o ainda subdivididos em sorotipos de acordo com a classificacdo
Kauffman-White, baseada nos seus antigenos flagelares (H) e somaticos (O) ou utilizando-se
abordagens de sorotipagem baseadas no conhecimento de seus genomas. Assim, o sorovar
enteretidis pertence a espécie e subespécie entérica (BANERIJI et al., 2020; GRIMONT &
WEILL, 2007; GRANATO et al., 2020; RIEDEL et al., 2022).

Figura 5- Subespécies de Salmonella enterica e 17 sorovares testados quanto a viruléncia em

camundongos.
Salmonelia
sp. . /\ sp. bongori
enterica (formerly ssp. V)

ssp. enterica (1)
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ssp. arizonae (llla) Montevideo
Muenchen
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ssp. diarizonae (llib) Paratyphi A, B, & C

Poona
ssp. houtenae (IV) Sendai

o Senftenberg
ssp. indica (V1) Stanley
Typhi
Thompson
Typhimurium

Fonte: Swearingen et al. (2012)

O género Salmonella ¢ composto por bactérias gram-negativas, assim apenas uma
pequena quantidade da parede celular total consiste em peptideoglicano, enquanto a maior parte
¢ composta pela membrana externa e essas contém polissacarideos, de modo que o lipideo e o
polissacarideo estdo ligados em um complexo. Essas bactérias tém um tamanho de 1 a2 pm na
forma de bastonetes curtos, assim como mostrado na figura 6. Elas podem ou ndo crescer na
presenca de oxigénio, sendo, assim, anaerdbias facultativas. A maioria das espécies apresenta
mobilidade e flagelos. Esse grupo fermenta a glicose, produzindo, 4cido e gés, entretanto elas
sdo incapazes de metabolizar lactose e sacarose. A temperatura 6tima de multiplicagdo ¢ de 38°
C e a minima fica em torno de 5° C. Como esse grupo nao forma enddsporos, sdo relativamente
termosensiveis, podendo ser destruidas a 60 °C, de 15 a 20 minutos. (RIEDEL et al., 2022;
MADIGAN, et al., 2016; BLACK & NBLACK, 2021).
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Um dos principais patdogenos que causam salmonelose humana no mundo ¢ a
Salmonella enterica sorovar Enteretidis (JAJERE, 2019). Salmonella enteretidis esta adaptada
as espécies comerciais de aves (principalmente Gallus Gallus) e aos ambientes avicolas por
1ss0 os surtos causados por essa bactéria tem origem alimentar ligados ao consumo de ovos ¢
carne de frango mal-cozida. (ANTUNES et al., 2016; FORSYTHE, 2013).

Figura 6- Micrografia eletronica de varredura (MEV) de Salmonella enteretidis

Fonte: Fernanda Oliveira Barbosa/ Prof. Angelo Berchieri Junior (Laboratério de Ornitopatologia -

FCAV/ Unesp).

2.6 Bacillus cereus

Bacillus cereus sdo bactérias Gram-positivas (MADIGAN, 2016), aerébicas ou
anaerobicas facultativas, tem a forma de bastonetes, assim como mostrado na figura 8 ¢ 9,
capacidade de colonizar insetos ¢ mamiferos através de seus esporos, células vegetativas
presentes em alimentos ingeridos, no ar inalado ou mesmo por meio de feridas (TUIPULOTU
et al., 2020).

Esse grupo € caracteristico por formar esporos altamente resistentes, isso faz com
ele tenha sucesso prevalecendo em uma ampla variedade de alimentos, tornando-se um perigo
para a seguranga alimentar a exemplo do estudo feito por Alvarado et al., (2020), pois segundo
ele essa bactéria esta presente no arroz cozido em quantidades inferiores a que causa riscos a
saude, entretanto com abuso de calor no armazenamento desses, como geralmente acontece,

pode haver o crescimento desses individuos. Assim, esse microrganismo tem seu principal
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reservatorio o solo, mas, também, pode ser isolado da vegetacdao e da dgua (JOVANOVIC et
al., 2021; RAMARADO et al., 2020).

Essa bactéria esta envolvida em surtos pelo Brasil (SILVA et al.2017) e também pelo
mundo, como a exemplo de um grave surto nos Estados Unidos quando esse foi reconhecido
como agente epidemioldgico apos ser isolado de molhos caseiros. (SAVINI et al., 2016). Por
contaminar diversos alimentos como formulas infantis, cerais infantis de arroz, produtos lacteos
em po, carne e especiarias as cepas dessas espécies causam intoxicacdes relevantes e graves
com uma dose infecciosa tdo baixa quanto 10° UFC/g de alimento, por isso investigacdes a
respeito da melhor forma de detectar a sua presenca na industria de alimentos e em ambienteis
hospitalares faz-se relevante (RAMARAO et al., 2020).

As cepas de Bacillus cereus sdo extremamente relacionadas filogeneticamente
com base nas andlises 16S rRNA para varias outras espécies do género Bacillus. Assim, o grupo
Bacillus cereus sensu lato se refere a um conjunto e microrganismos incluindo oito espécies B.
anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis,
B. citotoxico e B. toyonensis que sdo estirpes com semelhanca de mais de 97% no DNA
(SANCHEZ; CORREA; SANDOVAL, 2016; SAVINI, 2016; LIU et al., 2015).

Figura 7- Os cinco principais clados filogenéticos do grupo Bacillus cereus.
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Fonte: SCHULUZ et al. (2019).
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Figura 8- Microscop
E ‘:., % ﬂ:v

Fonte: PIMCD2012 Proyecto Microbiologia

Bacillus cereus ¢ agente etiologico de duas formas de doenga, a intoxicagdo causada por
alimentos contaminados com ciclodepsipeptideo cereulide ou a toxicoinfec¢do que € o resultado
da ingestdo de cepas diarreicas da bactéria. Quando o hospedeiro ingere a toxina
ciclodepsipetideo cereulide produzida pelo Bacillus cereus essa apresenta sintomas como
vOmitos e diarreia. No caso de alimentos contaminados as cepas eméticas contém o plasmideo
pCER270, que ¢ capaz de codificar componentes enzimaticos necessarios para a biossintese
nao ribossomica da toxina cereulide e como consequéncia os hospedeiros sdo induzidos a
vomitos, desse modo os sintomas aparecem em menos de 12 horas ap6s o consumo e tem
duracdo curta de tempo. (BLACK & BLACK, 2021; JOVANOVIC et al., 2021)

J& na toxicoinfecgdo as bactérias que sobrevivem a barreira gastrointestinal humana,
germinaram e interagiram com epitélios produzindo enterotoxinas no intestino delgado

(BLACK & BLACK, 2021; JOVANOVIC et al., 2021; RASKO et al., 2007). Apesar de
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comumente causar problemas gatrointestinais com remissdo em 24 horas sem tratamento,
existem relatos que essa pode também causar bacteremia, complicac¢des resultando em enterite
necrética que mantou trés pessoas e também clinicas graves relacionadas a insuficiéncia
hepatica nas intoxicagdes eméticas (ACOSTA et al., 2020; LUND et al., 2000; NARANJO et
al., 2011; MAHLER et al., 1997).

A patogenicidade do grupo ¢ impulsionada pelas toxinas que sdo diversas e sdo
codificas por cromossomos e plasmideos, sendo que a principal toxina chamada depsipeptidica
cereulide ¢ codificada em plasmideos. Além disso, Fosfolipases, esfingomielinases,
hemolisinas, proteinases e peptidases representam fatores de viruléncia adicionais ao grupo
(EHLING- SCHULZ et al., 2019). Assim, Bacillus cereus pode ser transmitido aos humanos
através do consumo de alimentos mal-cozidos ou contaminados por via oral-géstrica ou por
transmissao adquirida no hospital devido a formagao de biofilmes do microrganismo em itens
como cateteres e lengdis sendo essas vias de transmissdo responsaveis pela maioria das
manifestagdes gastrointestinais e/ou extraintestinais no ambiente hospitalar, assim como

mostrado na figura 10 (TUIPULOTU et al., 2020).

Figura 10- Reservatorios ambientais, vias de transmissdo e manifestagdes clinicas associadas
a infecgdo por Bacillus cereus .
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Fonte: Tuipulotu et al. (2020)
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2.7 Mecanismo quitosana-microrganismos

Estudos tém testado a intera¢do da quitosana e de nanoparticulas de quitosana em
bactérias (AHMAD et al., 2020; WEN-LI et al., 2008; MURAT et al., 2016; EJAZ et al., 2023;
KE et al., 2009). Na maioria dos estudos sao realizados os testes microdilui¢do para estimar a
concentracdo minima inibitoria e a concentragdo bacteriana minima, além disso sdo usados
também os métodos disco difusdo e difusdo por pogos (NEVES 2013; MARANGON 2015;
DIVYA 2016)

Segundo a literatura, existem diferentes propostas para explicar o mecanismo de agao
da quitosana sobre os microrganismos, mostrados na figura 11 (MACEDO et al., 2022), entre
eles esta:

(1) O rompimento da membrana ou parede celular do microrganismo por meio da
alteracdo da sua permeabilidade. Esse foi investigado por Xiao-fang et al., (2010) através de
determinagdo através da determinacdo da quantidade de DNA e proteinas liberadas no
citoplasma usando Escherichia coli.

(i1) A interagdo da quitosana com o DNA do micro-organismo, interrompendo-se assim
a sintese proteica, como relatado no estudo de Galvan et al., (2013). Estes autores comprovaram
essa interrupg¢ao por meio de ensaio de expressdo de f-galactosidase in vivo, sugerindo que este
¢ um modo primario de ac¢do antifingica.

(i11) O impedimento do crescimento microbiano por meio da quelacdo de nutrientes
(ions metalicos) pela quitosana (MACEDO et a., 2022). Este mecanismo também foi descrito
por Jung et al., (1999) apud Muzarelli et al., (1977), os quais explicaram que a quitosana
oligomérica penetra nas células de microrganismos, impedindo o crescimento de células e
proibindo a transformag¢do de DNA em RNA.

(iv) O impedimento de trocas gasosas e de nutrientes entre a superficie celular do micro-
organismo com o meio externo, levando-o a morte celular, como descrito por Jung et al., (1999)
apud Roberts et al., (1992). Isso foi possivel devido a formagao de um filme polimérico espesso
sobre superficie celular do microrganismo. A atividade antimicrobiana da quitosana foi
vinculada a sua natureza catidnica. Uma vez que os anions disponiveis no biopolimero podem
ser ligados ao acido sidlico (acido presente nos fosfolipidios), restringindo assim o movimento
das substancias microbiologicas.

Figura 11- Representagdo esquematica dos principais mecanismos de acdo das quitosanas
frente a micro-organismos.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencio dos extratos

Parede celular

citoplasmatica
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A espécie Kalanchoe daigremontiana foi obtida na cidade de Santo Anténio do Amparo,

Minas Gerais (20°57'19" S 44°55'0" O) e replantada em vasos na Universidade Federal de

Lavras, que ficaram no Departamento de Fisica.

A identificag@o da planta foi feita no setor de Botanica do Departamento de Ciéncias
Biologicas da UFLA, onde foi produzido uma exsicata da planta.

Figura 12- Foto da Kalanchoe Daigremontiana utilizada.
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Fonte: Da autora

O extrato foi preparado no més de Julho, usando método de maceracdo estatica como
descrito a seguir. Inicialmente, as folhas da planta foram lavadas trés vezes e secas em estufa a
temperatura de 40°C por 24 horas. Em seguida, 250 g de folhas limpas e secas foram trituradas
e moidas manualmente, usando-se um almofariz e um pistilo, essas fases da metodologia estio
representadas na figura 13. Posteriormente, elas foram embebidas em 500 ml de etanol a 70%
e agitadas. Apds 28 dias, a mistura foi filtrada trés vezes, utilizando-se papel filtro Whatman
n°l e concentradas em rotaevaporador a temperatura de 40 °C, obtendo-se o extrato
hidroetanolico, assim como mostra a figura 14. O método de extragdo utilizado foi baseado no
trabalho de doutorado pioneiro intitulado “Efeitos do nanoencapsulamento nos Extratos
etanolicos de Bryophyllum daigremontianum, Euphorbia tirucalli, Momordica charantia,
Handroanthus impetiginosuse, Pteredon emarginatus sobre a citotoxicidade de células
cancerigenas.” de Erika Oliveira (2023), onde o extrato de Kalanchoe diagramontiana foi

aplicado em células Vero e HeLa.

Figura 13- Produgdo do extrato de Kalanchoe daigremontiana — A. folhas do extrato lavadas,
B. folhas do extrato secas e pesadas, C. pesagem de folhas do extrato, D. maceragao usando
pistilo e almofariz.
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Fonte: Da autora

Figura 14- Extrato de K. daigremontiana no rotaevaporador

Fonte: Da autora (2023).

3.2 Producio de nanoparticulas de quitosana

A producdo das nanoparticulas de quitosana foi realizado no Laboratorio de Sintese de
Materiais que estd alocado no Departamento de Fisica da UFLA. Para a producdo das
nanoparticulas foi utilizada a quitosana de baixo peso molecular, tripolifosfato de sodio (TPP)
e acido acético glacial, obtidos da Sigma-Aldrich Corp® (St. Louis, Missouri, USA).

A sintese das nanoparticulas de quitosana foi feita através do método de gelificacio

ionica descrita por Calvo et al., (1997).
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Inicialmente, 5g de quitosana foram adicionadas em 100 ml de uma solucdo de &cido
acético ao 0,5%. Essa mistura permaneceu em agitagdo constante durante 24 horas para a
completa dilui¢do da quitosana, como mostra a figura 15. Apods esse intervalo de tempo, a
solucdo de quitosana foi filtrada com filtro de seringa de 0,45 pm. Separadamente, uma
quantidade de tripolifosfato de sddio foi diluida em dgua destilada sob agitacdao por 30 minutos,
obtendo-se uma solugdo de TPP ao 0,1%. Em seguida, a solu¢ao de TPP foi gotejada na solugao
da quitosana para a formagdao das nanoparticulas. Para a formagdo das nanoparticulas de
quitosana, o pH da solucdo de quitosana foi ajustado para 4,8 e a propor¢do em massa de
quitosana:TPP foi de 4:1.

Figura 15- Sintese de nanoparticulas de quitosana pelo método de gelificagao idnica - A
quitosana dissolvendo em &cido acético no agitador magnético, B/C/D nanoparticulas
formadas em suspensdo.

Fonte: Da autora

3.3 Encapsulamento do extrato em nanoparticulas de quitosana por gelificacao idonica
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Para a obtencdo do extrato encapsulado em nanoparticulas de quitosana, inicialmente
foi preparada uma solucdo de quitosana ao 1,5%. Em 5ml desta solucdo foi adicionada uma
quantidade de extrato na concentracdo de 14,6mg/ml sob agitagcdo vigorosa, até a solugdo de
quitosana alcangar uma concentracdo de 0,5 %. Na sequéncia, uma quantidade da solugdo de
tripolifosfato de sédio (ao 0,1%) foi gotejada a mistura quitosana/extrato. Apds o término do
gotejamento, a mistura ficou em agitagdo durante 30 minutos, como mostrado na figura 16.
Vale a pena ressaltar que apds esse tempo de sintese era possivel visualizar a opalescéncia da
solu¢do, sendo uma indicativa da obteng¢do das nanoparticulas de quitosana (TESTOURI et

al..2010).

Figura 16- Extrato de Kalanchoe daigremontiana encapsulado em nanoparticulas de quitosana

Fonte: Da autora

3.4 Analise das nanoparticulas de quitosana por microscopia eletrénica de varredura

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME) da UFLA. Para realizar medidas MEV,
primeiramente foi feito o preparo das amostras de nanoparticulas de quitosana pura liofilizadas
e nanoparticulas de quitosana em suspensao no extrato. Neste procedimento, as amostras foram
colocadas num porta amostras para serem recobertas com ouro, utilizando-se a técnica de
pulverizacdo catddica e em seguida, colocadas no microscopio para sua andlise. As imagens
foram obtidas com o Microscopio Eletronico de Varredura — STEM - FEG de ultra-alta
resolugdo, livre de campo, modelo CLARA (TESCAN, 2021). Foi utilizado uma energia de

feixe de 15KeV para as amostras e aumentos de 2 um e 500 um.
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3.5 Espectroscropia na regido infravermelho (FTIR)

Foram analisadas as amostras: quitosana em po, nanoparticulas de quitosana e o
extrato encapsulado em nanoparticulas de quitosana. As analises de Espectroscropia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram realizada no laboratério multiusuario
Central de Analise e Prospec¢ao Quimica da Universidade de Lavras. O espectrometro utilizado
foi um espectrometro FT-IR Varian 600-IR com transformada de Fourier (FTIR), com acessorio
GladiATR da Pike Technologies. A faixa espectral analisada foi de 400 a 4.000 cm™!, resolucio

de 2cm™ e 32 varreduras.

3.6 Condicoes de cultivo e obtencao do inéculo

Os testes microbiologicos foram todos realizados no Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental e Industrial da UFLA. As bactérias Salmonella enteretidis e Bacillus cereus foram
reativadas em meio Agar Nutriente (g.L'": 3 g de extrato de carne; 5 g de peptona; 2,5 g de
glicose; 15 g de agar), durante 24 horas a 37 °C. Apos, foi realizado o teste de coloragdo de
Gram para confirmagdo da pureza das colonias, como mostra a figura 17.

Figura 17- Coloracdo de Gram feita nas colonias reativadas — A. Lamina de Salmonella
enteretidis na objetiva de 100x, B Lamina de Bacillus cereus na objetiva de 100x.

Fonte: Da autora
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Posteriormente & confirmacio da pureza, as bactérias foram repicadas em meio Agar
Miiller Hinton (g.L™': 2 g de extrato de carne; 17,5 g de 4cidos casaminos; 1,5 g de amido; 15 g
de 4gar) por meio de estrias compostas, incubados a 37 °C por 24 horas, para que pudessem ser

usadas nos testes, como mostra a figura 18.

Figura 18- Estrias compostas em Muller Hilton — A. Bacillus cereus, B- Salmonella
enteretidis em meio Muller Hilton

Fonte: Da autora

3.7 Teste de disco difusao/pog¢o

O método de disco difusdo foi realizado de acordo com as recomendagodes do
Clinical Laboratory Standards Institute (2009a) com adaptacdes. As bactérias contidas no meio
agar Muller Hilton foram diluidas em solugdo salina a 0,85% em uma taxa de concentracao 9,8
x 10 ® de acordo com a escala de McFarland e 100 pl foram espalhados em placas contendo
agar Muller Hilton. Apos, discos de 6 mm de papelfiltro esterilizados foram embebidos em
nanoparticulas de quitosana, extrato de Kalanchoe daigremontiana e o extrato de Kalanchoe

daigremontiana nanoencapsulado nas nanoparticulas de quitosana. Em seguida, os discos foram
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transferidos para a placa contendo a bactéria e os tratamentos foram incubados em estufa a 37

°C, durante 24 horas.

3.8 Teste de microdilui¢do adaptado

O método de microdiluicao foi realizado de acordo com a metodologia estabelecida pelo
Clinical Laboratory Standardas Institute, CLIS M7-A6 2005 com adaptacdes. Para avaliagao
da atividade antimicrobiana dos tratamentos, os testes foram realizados em triplicata em
eppendorfs de 2 mL contendo 100 puL de caldo Miiller Hilton e 20 pL de in6culo diluido 10°
vezes € 100 pL de cada tratamento em que cada um tinha uma concentragdo especifica,
conforme mostra o Quadro 2. Os tubos foram incubados a 37 °C sob agita¢do constante de 120
rpm durante 24 horas e, apds este periodo, cada amostra foi plaqueada (plaqueamento em
superficie) em meio Agar Miiller- Hinton para posterior contagem de coldnias e comparagio.
Para o controle positivo, foi realizado o plaqueamento do inoculo junto ao meio sem a adigdo

dos tratamentos.

Quadro 2: Concentragdes dos tratamentos usados no experimento.

Tratamento Concentracio
Extrato de Kalanchoe daigremontiana 14,6 mg/mL
Nanoparticulas de quitosana 3,5 mg/mL
Nanoparticulas com extrato 4,3mg/mL

Fonte: Da autora

4 RESULTADOS

4.1Caracterizacao morfologica das amostras

A microscopia eletronica de varredura (MEV) da quitosana pura traz resultados quanto
a morfologia das nanoparticulas, seu diametro médio e a verificagdo da dispersao superficial
das mesmas. As micrografias das nanoparticulas de quitosana e das nanoparticulas com extrato
encapsulado sdo mostradas na figura 19. Observa-se que as nanoparticulas se encontram
aglomeradas e apresentam uma morfologia esférica bem definida. Os diametros das particulas
foram medidos utilizando-se o programa de analise de imagens do proprio microscopio. O
tamanho médio das nanoparticulas varia entre 110 e 160 nm que foram medidos utilizando-se

o programa de analise de imagens do proprio microscopio. Nessas micrografias observa-se que
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a partir da sintese utilizada foi possivel a obtenc¢ao da quitosana reticulada. A partir de imagens
do extrato encapsulado, observa-se nanoparticulas dispersas e com formato relativamente
esférico e com distribui¢des de tamanho uniformes.

Figura 19-Eletromicrografia de Varredura. A, B- Nanoparticulas de Quitosana 4:1(CS/TPP),
aumento de 2um e 500 um respectivamente. C.D - Nanoparticulas de quitosana 4:1(CS/TPP)

associadas a extrato de Kalanchoe daigremontiana, 2um e 500um respectivamente.
3 PR y e A o - h °
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Fonte: Da autora

4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica FTIR foi utilizada para identificar, por meio das bandas caracteristicas, 0s
agrupamentos quimicos tipicos dos grupos funcionais presentes nas amostras. Foram feitas
medidas FTIR da quitosana em p0, das nanoparticulas de quitosana e do extrato encapsulado
em nanoparticulas de quitosana. Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para
estas amostras estdo mostrados nas figuras 20A, 20B e 20C, respectivamente. Na figura 20A é
apresentado o espectro de infravermelho da quitosana em po, e na figura 20B o espectro das
nanoparticulas de quitosana sintetizada de acordo com a metodologia apresentada na se¢édo
anterior. No espectro correspondente a quitosana pura 20A podemos observar suas bandas
caracteristicas. A banda larga na faixa de 3500-3300 cm™ corresponde as vibragdes de

estiramento O-H e N-H além de ligacGes de hidrogénio intramoleculares. O alongamento da
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ligacdo C=0 e o alongamento da ligacdo N-H de amida secundaria foram observadas em 1676
e 1590 cm respetivamente. A banda na regifo de 3000 —2800 cm™ séo atribuidas as vibracoes
das ligacbes C-H. A vibracéo de estiramento assimétrico da ligacdo simples C-O-C na ligagéo
glicosidica é observado em 1159 cm™, enquanto que em 1079 cm™ observa-se a vibragdo de
etiramento C-O.

No espectro FTIR das nanoparticulas de quitosana é possivel observar mudancgas nas
intensidades e na posi¢do de alguns picos quando comparados com o espectro da quitosana
pura. Assim por exemplo, observa-se que quando a quitosana interage com o TPP, o pico
relacionado as vibracgdes de estiramento O-H tende a aumentar indicando que a forga de ligacéo
entre os hidrogénios aumenta. A deslocamento da banda relacionada ao alongamento da ligacédo
N-H de amida secundéaria de 1590 para 1565 e o0 surgimento da banda acentuada na faixa de
1235-1080 cm?, atribuida ao alongamento P=0 e a banda em 919 cm™ ao alongamento P-O e
P-O-P (KHOERUNNISA et al, 2021; CUNLI, P. et al. 2020; YONGMEI & YUMIN, 2003)
séo evidencias da ocorrencia de ligacdes entre o grupo amonio da quitosana e 0s grupos com o
fosfato da molécula de TPP, levando a formacdo das nanoparticulas.

Na figura 20 C é apresentado o espectro de infravermelho do extrato encapsulado em
nanoparticulas de quitosana. Neste espectro observa-se uma superposi¢cdo de bandas
correspondentes & quitosana e ao extrato hidroetandlico. Segundo a literatura, no caso do extrato
hidroetandlico da especie Kalanchoe entre 0s compostos presentes no extrato encontranse
alcoloides, flavonoides, polifenois, etc. As principais bandas assoiciadas ao extrato
hidroetandlico sdo: banda correspondente aos grupos hidroxilas, bandas associadas as vibracoes
de alongamento CH> e CHsz e banda atribuida as vibracoes das aminas. (RADWAN-
PRAGLOWSKA, et al.2021; O. FABORO, et al . 2022 ; JAYAPAL, SANGEETHA,
THANDAPANI, 2016). No espectro FTIR das nanoparticulas de quitosana é possivel observar
mudancas nas intensidades e na posicdo de alguns picos quando comparados com o espectro da
quitosana pura. Assim por exemplo, observa-se que quando a quitosana interage com o TPP, 0
pico relacionado as vibracdes de estiramento O-H tende a aumentar indicando que a forca de
ligacdo entre os hidrogénios aumenta. A banda em 1590 cm™, relacionada ao alongamento da
ligacdo N-H de amida secundaria é deslocado para 1590 cm™. Além disso, observa-se o
surgimento da banda acentuada na faixa de 1235-1080 cm™, atribuida ao alongamento P=O e a
banda em 919 cm™ ao alongamento P-O e P-O-P.(KHOERUNNISA et al, 2021; CUNLLI, P. et
al. 2020; YONGMEI & YUMIN, 2003). Na amostra de nanoparticulas de quitosana com

extrato pode-se observar um aumento de intensidade das bandas relacionadas ao alongamento
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da ligacdo C=0 e o0 alongamento da ligacdo N-H de amida secundaria bem como a diminuicéo
da intensidade da banda atribuida ao alongamento P=0.

Figura 20- FTIR. (A) nanoparticulas em p6. (B) nanoparticulas diluidas. (C) nanoparticulas
associadas a extrato de Kalanchoe daigremontiana.
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4.3 Teste de disco difusao

A partir das condi¢des testadas, usando meio agar Muller Hilton e as bactérias diluidas
em uma taxa de concentragio 9,8 x 10 8 e os tratamentos por meio de discos de papel filtro, foi
observado a formacao halos de 8 mm em Salmonella enteretidis apenas no tratamento quitosana
extrato, como mostrado na figura 21.

Tabela 1: Relagdo entre os valores médios dos halos formados no cultivo de Salmonella
enteretidis € os respectivos tratamentos.

Tratamento Tamanho médio dos halos
Quitosana/extrato 8 mm
Extrato puro Sem inibi¢ao
Quitosana pura Sem inibicdo

Fonte: Da autora

Figura 21- Halos formados no tratamento quitosana/extrato em Salmonella enteretidis.
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Fonte: Da autora

4.4 Teste de microdiluicao

Os testes de microdilui¢do apresentaram resultado semiqualitativos, visto que ¢é
possivel observar as diferencas entre os tratamentos apenas visualmente e os controles
negativos ndo apresentaram crescimento bacteriano. Foi possivel observar nas condi¢des
testadas que em Salmonella enteretidis as placas com tratamento do extrato puro e da quitosana
pura apresentaram um crescimento menor que do controle sem tratamento. Ja& no conjunto
extrato e quitosana observa-se um crescimento ligeiramente menor que o controle. Em Bacillus
cereus observamos uma possivel inibi¢do apenas no tratamento de quitosana pura nas condigdes
testadas.

Figura 22- Controle negativo do cultivo em placas contendo o meio Agar Miiller Hilton.
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Fonte: Da autora

Figura 23- a. Controle positivo de Salmonella enteretidis, b. Tratamento extrato de Kalanchoe
daigremontiana, c. Tratamento nanoparticulas quitosa associadas ao extrato, d. Tratamento de
nanoparticulas de quitosana

Fonte: Da autora



29

Fig w. (a): controle positivo de Bacillus cereus, (b) placas de in6culo contendo o tratamento do
extrato de Kalanchoe daigremontiana, (c) placas de inoculo contendo o tratamento quitosa +

extrato, (d) placas de indculo contendo o tratamento quitosana

Figura 24- a. Controle positivo de Bacillus cereus, b. Tratamento do extrato de Kalanchoe
daigremontiana, c. Tratamento de nanoparticulas de quitosa associadas ao extrato, d.
Tratamento de nanoparticulas de quitosana.

Fonte: Da autora

5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

5.1 Espectroscopia de Infravermelho (FITR)

Nos espectros da quitosana em po6 e das nanoparticulas observam-se picos
caracteristicos do polimero e do TPP. No entanto observam-se mudangas nas intensidades e na

posicdo de alguns picos no espectro das nanoparticulas quando comparados com o espectro da
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quitosana pura. O pico relacionado as vibragdes de estiramento O-H tende a aumentar indicando
que a forga de ligacdo entre os hidrogénios aumenta. A banda em 1590 cm-1, relacionada ao
alongamento da ligacdo N-H de amida secundaria ¢ deslocado para 1590 cm-1. Além disso,
observa-se o surgimento da banda acentuada na faixa de 1235-1080 cm-1, atribuida ao
alongamento P=O e a banda em 919 cm-1 ao alongamento P-O e P-O-P.(KHOERUNNISA et
al,2021; CUNLIL, P. et al. 2020; YONGMEI & YUMIN, 2003). No espectro de nanoparticulas
com extrato observa-se a dimiui¢do da intensidade dos picos relacionados aos grupos fosfatos.
Isso pode indicar que alguns grupos funcionais do extrato estdo interferindo na ligacao do TPP

com a quitosana, podendo modificar e/ou prejudicar a reticulagao.

§ura 25- Estrutura e interacdo proposta para nanoparticulas.
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Fonte: KHOERUNNISA et al., 2021

5.2 Caracterizac¢iao e morfologia (MEYV)

As andlises de microscopia eletronica de varredura demonstram que a quitosana
reticulada apresenta particulas no tamanho nanométrico. Segundo a literatura, através da
metodologia utilizada é possivel a formacdo de nanoparticulas com tamanhos entre 20 nm e
114,12 nm (YOUNGMEI & YUMIN, 2003; KHOERUNNISA et al., 2021).

5.3 Metodologias de avaliacido de efeito antibacteriano

No presente trabalho foram usadas duas metodologias para a avaliagdo do efeito
antibacteriano das amostras sobre as bactérias. Entretanto, em ambas as metodologias

houveram dificuldades no processo de execucdo e na quantificagcdo da atividade antibacteriana
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dos tratamentos. A metodologia de microdiluicdo adaptada mostrou-se melhor para testar as
amostras do que a metodologia de disco-difusdo. Segundo a literatura, um melhor desempenho
na avaliacdo antibacteriana de extratos brutos de espécies vegetais e substancia puras é
alcancado utilizando o método de microdiluicéo e difusdo por poco em detrimento ao método
de disco difusdo (ALVES et al., 2008).

Assim, para futuros trabalhos utilizando esses tratamentos, € interessante utilizar o
método de difusdo por pogos, pois esse é mais sensivel a extratos vegetais. Por outro lado, no
método de disco-difusdo algumas substancias podem ser aderidas, devido a propriedade
hidrofilica da superficie do disco, que possui grupos hidroxila livres presentes em cada um dos
residuos de glicose, impedindo a difusdo completa do tratamento para o agar (AMPARO et al.,
2018).

5.4 Efeito do extrato de Kalanchoe daigremontiana sobre as bactérias

O extrato produzido neste trabalho ndo apresentou inibicdo sobre o crescimento das
bactérias Salmonella enteretidis e Bacillus cereus. Mayorga et al., (2019) observaram inibicéo
no crescimento das bactérias Salmonella typhimurium, Salmonella enteretidis e Salmonella spp
usando o extrato hidroetandlico de Kalanchoe brasiliensis, a concentracdo de 12,5 mg/mL e a
metodologia de microdiluicdo. Ja nesse estudo, mesmo utilizando uma concentragcdo maior com
valor de 14,6 mg/mL, ndo foi observado inibicdo em Salmonella enteretidis e Bacillus cereus.
Entretanto, a massa e a concentragdo do extrato ndo sdo os Unicos fatores que influéncia sobre
a inibicdo bacteriana. As substancias bioativas encontradas nos extratos do género
Kalanchoe tais como kaempferol, eupafolina e quecertina, mas principalmente 0s compostos
fendlicos e flavonoides também tem uma influéncia substancial na inibicdo do crescimento
bacteriano. (MAYORGA et al., 2019; ALVES, 2023; COUTINHO et al.,2020).

Os flavonoides se destacam quando o assunto é utilizacdo de extratos medicinais, pois
esses apresentam diversos efeitos, dentre eles acbes antibacteriana (SILVA et al.,2015).
Segundo Silva & Cunha (2021) o extrato de Kalanchoe daigremontiana contém flavonoides,
esses identificados a partir de teste de Shinoda e testes de flavonoides totais, que apresentaram
valores de flavonoides da ordem 68,436 a 139,70 pg/mL. Esse trabalho concluiu que extratos
dessa planta que ficaram por menos tempo, 4 horas, dentro do solvente e com menor volume
do mesmo apresentaram maior teor de flavonoides (139,70 ug/mL). Assim sugere-se que 0

extrato hidroetandlico de Kalanchoe daigremontiana ndo inibiu o crescimento bacteriano em
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ambas as bactérias desse estudo devido ao tempo em que ficou no solvente (28 dias), podendo
assim ter prejudicado a extragdo dessa importante substancia presente na planta.

Diante dos resultados encontrados sugere-se que para futuros trabalhos seja utilizado
um tempo menor de extracdo e que seja realizada a avaliacdo de flavonoides do mesmo extrato
em diferentes tempos, visando obter um extrato com a melhor concentragéo dessa substancia.

Rchwagen et al., (2019) relatam a atividade antibacteriana de Kalanchoe
fedtschenkoi contra Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanni e Peseudomonas
aeroginosa de 50% usando pelo menos 128 ug mL*. Segundo Rivero-Pérez et al., (2022), o
extrato hidroetanolico de Kalanchoe daigremontiana mostrou maior atividade antibacteriana
sobre Bacillus subitilus e Staphyloccocus aureus apresentando concentracao inibitoria minima
de 0,781 mg/mL* e umainibi¢do um pouco menor sobre Peseudomonas aureoginosas e Listeria
monocytogenes apresentando uma concentragdo minima inibitoria de 100 mg.mL™.

Estes resultados foram comprovados atraves de ensaios de viabilidade bacteriana
celular e ensaios de vazamento de compostos absorventes a 280 nm, nos quais 0s extratos do
estudo apresentaram flavonoides e flavonas, sendo que aqueles obtidos a partir de folhas
colhidas no verdo apresentaram maior teor de flavonoides. A partir disso, é possivel enxergar
uma segunda possibilidade para que o extrato puro ndo inibiu o crescimento bacteriano, visto
que as folhas de Kalanchoe daigremontiana foram colhidas no inverno, podendo, assim, ter
influenciado no teor de flavonoides do extrato.

O extrato puro ndo apresentou diferenca na metodologia de disco difusdo para
Salmonella enteretidis, assim como também ndo apresentou diferenca qualitativa na
metodologia de microdilui¢do para Bacillus cereus. Houve diferenca apenas para Salmonella
enteretidis na metodologia de microdiluig&o.

Essa falta de inibicdo do extrato pode ser explicada por problemas na metodologia
utilizada para avaliacdo do efeito inibitdrio, pela época de colheita das folhas para producédo do
extrato, pelo tempo que este ficou imerso no solvente durante o processo de extragao. Por isso,
sugere-se que em futuros trabalhos esses parametros sejam adequados, além disso, ressalta-se
a auséncia de estudos do efeito de extratos das espécies de Kalanchoe sobre Bacillus cereus,

sendo assim um campo aberto para futuras pesquisas.

5.5 Efeito das nanoparticulas de quitosana sobre as bactérias

A quitosana é um dos biopolimeros mais utilizados na nanotecnologia biomédica, pois

essa apresenta propriedades fisico-quimicas e bioldgicas funcionais que a torna um material
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propenso para aplicagcdes na saude, como por exemplo: atividade antioxidante e cicatrizante,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (MAO et al., 2001). Além disso, a
acao antibacteriana das nanoparticulas é potencializada quando elas apresentam tamanhos
nanométricos (AHMAD et al., 2023).

Segundo Macedo et al., (2022), todas as hipdteses que explicam a capacidade
inibitoria da quitosana estdo majoritariamente ligadas com a interagdo que existe entre as cargas
positivas dos grupos amino protonados da quitosana e as cargas negativas presentes na
membrana/parede celular de bactérias e fungos. Nesse sentido, por meio de sua pesquisa o0 autor
conclui que o grau médio de acetilacdo e a massa molar média da quitosana sdo propriedades
importantes na determinacdo de sua acao, pois 0 grau médio de acetilagdo da quitosana €
diretamente proporcional a sua acdo antimicrobiana e ja a massa molar média da quitosana ideal
varia de acordo com a espécie de bactéria, sua composicdo e estrutura.

A literatura relata que a producdo de nanoparticulas de quitosana aumenta a
efetividade do polimero e amplia seu campo de aplicaces, visto que com a reducao do tamanho
da quitosana ocorre um aumento da razdo area/volume, resultando no aumento de sua
reatividade e potencialidade de propriedades quando comparadas a quitosana natural (NUNES
et al., 2021). Por isso é possivel encontrar estudos usando nanoparticulas de quitosana
conjugadas a outros compostos. Entretanto, foi possivel notar uma escassez de pesquisas acerca
da acdo das nanoparticulas de quitosana sozinhas sobre microrganismos (EJAZ et al., 2023;
WEN- L1 2009; AHAMAD 2020).

Além disso, segundo Khoerunnisa et al. (2021) as nanoparticulas de quitosana
apresentam alta densidade de carga superficial o que facilita a dissolucdo da quitosana, assim
as nanoparticulas por meio de sua interacdo quitosana e TPP apresentam uma atividade biocida
elevada em relacdo a quitosana ndo modificada.

Nas condicdes testadas, as nanoparticulas de quitosana pura ndo apresentaram
resultados sobre as bactérias no método de disco-difusdo para Salmonella enteretidis. No
entanto, no método de microdilui¢do adaptado esta apresentou inibicdo visual/qualitativa tanto
em Salmonella enteretidis quanto em Bacillus cereus.

Em Salmonella enteretidis a inibicdo foi visualmente maior em relagdo a Bacillus
cereus. A auséncia de halos na metodologia de disco difusdo pode ser explicada por problemas
de ligacdo das substancias presentes no papel com a quitosana, como ja citado acima
(AMPARO et al., 2018). Os resultados de inibi¢do encontrados no método de microdilui¢do

adaptado corroboram com resultados encontrados em estudos anteriores que mostram efeito
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inibitorio no uso de quitosana (MURAT et al., 2016; EJAZK et al., 2023; MUNIRAH et al.,
2023).

A diferenca de inibicdo pode ser explicada pela diversidade na parede celular dessas,
visto que Salmonella enteretidis € uma bactéria gram-negativa e Bacillus cereus € uma bactéria
Gram-positiva, corroborando com trabalho de LIAN-YING & JIANG-FENG (2003), que
observaram um melhor efeito da quitosana de baixo peso molecular em bactérias Gram-
negativas assim como a quitosana utilizada no presente estudo. J& em bactérias gram-postivas,
foi observado melhor efeito da quitosana com pesos moleculares mais altos, e isso pode ser o
motivo de um menor efeito inibitério em Bacillus cereus, sendo essa uma sugestdo de
adequacao do experimento para futuros trabalhos. Segundo Khoerunnisa, et al. (2021) o maior
efeito das nanoparticulas de quitosana sobre as bactérias Gram negativas é explicado pois sua
membrana formada por lipossacarideos sdo establizadas no nucleo interno da camada de
lipossacarideo por grupos anionicos (fosfato e carboxila), assim a maior carga negativa na
superficie celular promove a adsorcéo de mais nanoparticulas de quitosana. Quando as bactérias
gram positivas o autor relata que sua membrana formada por &cidos lipoteicos atuam como
ligacGes plausiveis para que as nanoparticulas se liguem e parem a funcdo da membrana

celular.

5.6 Efeito das nanoparticulas de quitosana associadas ao extrato de Kalanchoe

daigremontiana sobre as bactérias
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A combinac¢ao do extrato com quitosana, na metodologia de disco-difusao sobre
Salmonella enteretidis, apresentou efeito inibitério confirmado pela formac¢do de um halo de
inibicao. No entanto, no teste de microdiluicao adaptado nao foi observada inibi¢do bacteriana.
Uma hipdtese para explicar este resultado € que os compostos do extrato estariam ligando-se a
carga cationica da quitosana, deixando assim as nanoparticulas de quitosana com menos cargas
disponiveis para interagir com superficie da bactéria.

Nao foram encontrados estudos que expliquem essa interacdo quimica entre
nanoparticulas de quitosana e o extrato de Kalanchoe daigremontiana. Entretanto, de acordo
com a literatura, a principal acdo da quitosana sobre as bactérias estd relacionada a sua estrutura
policatidnica, resultante dos grupos aminos protonados (MACEDO et al., 2022; YING et al.,
2003). Assim, € possivel que a interacdo quimica entre as nanoparticulas e extrato interfira
nessas caracteristicas que dao carater antibacteriano as nanoparticulas. Essas evidéncias
motivaram fortemente a hipotese levantada acima.

Por outro lado, na literatura também sdo apresentados resultados que indicam que o
efeito de inibicdo da combinagdo extrato-quitosana sobre a Salmonella enteretidis ¢ maior
quando comparado com a ac¢ao do extrato e a quitosana separadamente. Assim por exemplo,
segundo relatado por Aldayel et al., (2022), a combinagdo do extrato de Caspicum annuum com
quitosana na concentragdo de 10mg/ml, aplicado sobre Salmonella enteretidis na metodologia
de disco-difusdo, apresentou efeito inibitoério maior quando comparado com a acao do extrato
e a quitosana separadamente. Mostrando que a atividade antimicrobiana da quitosana ¢
potencializada quando associada ao extrato. Por este motivo, sugere-se para futuros trabalhos a
realizagdo de teses que combinem nanoparticulas de quitosana e extrato de Kalanchoe
daigremontiana em diferentes concentracoes.

Além disso, a partir da observacdo dos resultados obtidos apds as analises de
espectroscopia de varredura, observou-se que a quitosana ficou muito mais dispersa quando
associada ao extrato, podendo essa ser uma justificativa para ndo apresentar um maior efeito ou

o0 mesmo efeito observado na quitosana pura.
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6 CONCLUSAO

O método de gelificagdo ionica utilizado para a obten¢ao das nanoparticulas de
quitosana se mostrou um método eficiente e de facil reprodutibilidade. Através de MEV
observou-se que as nanoparticulas de quitosana apresentam morfologia majoritariamente
esférica, cujos tamanhos variam entre 110 e 160 nm, nas condi¢des de sintese estabelecidas no
presente trabalho.

O extrato de K. daigremontiana na concentracdo de 14,6 mg/mL apresentou efeito
inibitorio sobre S. enteretidis quando utilizada a metodologia de microdiluicdo adaptada.
Observou-se que as nanoparticulas de quitosana na concentracdo de 4,3 mg/ml apresentaram
melhor acdo inibitdria quando comparada com o efeito do extrato encapsulado. Uma possivel
explicacdo para este resultado seria que o extrato incorporado na matriz da quitosana teria
interagido com os grupos NH2 protonados da cadeia polimérica, perdendo assim sua
caracteristica cationica a qual Ihe possibilitava interagir com a superficie do microrganismo.

O extrato encapsulado nas nanoparticulas de quitosana na concentracdo estudada ndo
apresentaram atividade antimicrobiana sobre Salmonella enteretidis nas metodologias usadas.
E possivel que a concentragéo utilizada no teste de atividade antimicrobiana néo foi suficiente
para inibir o desenvolvimento das bactérias testadas. Outra hipétese é de que o extrato
tenha eliminado os grupos cationicos livres (-NH3 +) na quitosana, e consequentemente ndo
houve interacdo e formacdo de complexos polieletroliticos com os polimeros da superficie da
celula microbiana.

Mais estudos devem ser feitos sobre o tema, visto que este apresenta alta relevancia.
Para futuros trabalhos, é possivel fazer um estudo mais detalhado sobre a composi¢do quimica
do extrato hidroetandlico de K. daigremontiana, os mecanismos envolvidos na interacdo entre
as bacterianas e as nanoparticulas. Além disso, adotar medidas quantitativas para determinar a

eficiéncia antibacteriana do extrato de K. daigremontiana e das nanoparticulas de quitosana.
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