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RESUMO

As quitosanas sao reconhecidas por apresentarem boa biodegradacgao,
excelente biocompatibilidade, ndo toxicidade e atividade antimicrobiana. O uso das
quitosanas como fonte alternativa de combate microbiano tem sido alvo de estudo em
todo o mundo, visando combater a crescente resisténcia de cepas patogénicas a
antimicrobianos sintéticos comerciais. A quitosana é obtida através da desacetilacao
da quitina, que pode ser obtida de varias fontes como esqueleto externo de insetos e
crustaceos como camarao, caranguejo e lagosta e também fungos. Este presente
trabalho testou a atividade antibacteriana in vitro de duas nanoquitosanas obtidas de
camarao, sendo uma nanoquitosana de baixa massa molecular (Nano) e uma de
média massa molecular (0121), e duas quitosanas comerciais, uma de média (SM) e
outra de alta massa molecular (SH), a cepas bacterianas. Testou-se a suscetibilidade
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, perante a esses biomateriais, sendo
cepas ATCC (American Type Collection Culture) de Bacillus cereus 10876, Salmonella
Typhimurium 14028, Escherichia coli O157:H7 43888, Pseudomonas aeruginosa
27853, Staphylococcus aureus 6538 e Klebsiella pneumoniae 13883. As solugdes
foram preparadas dissolvendo 0,1 g das quitosanas em p6 em 10 ml de acido acético
1% (10 mg/ml) e mantidas sob agitacdo magnética por 24 horas em temperatura
ambiente. O teste de susceptibilidade das bactérias as quitosanas foi realizado pela
técnica de microdiluicdo em caldo e foi determinada a Concentragéo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) das quitosanas. A bactéria que
apresentou maior resisténcia para todas as quitosanas testadas foi S. Typhimurium
(Gram-negativa) e a mais sensivel foi B. cereus (Gram-positiva). Ao se comparar as
quatro quitosanas, a SH foi a menos eficiente, sendo necessaria uma maior
concentragdo para inibir o crescimento bacteriano. Para E. coli O157:H7 e K.
pneumoniae, ambas Gram-negativas, as menores ClIMs foram observadas para as
quitosanas Nano e 0121, indicando que sdo mais eficientes em inibir o crescimento
dessas enterobactérias. P. aeruginosa apresentou o mesmo perfil de sensibilidade as
quatro quitosanas. As quitosanas SM e SH apresentaram o mesmo efeito na inibigao
de S. aureus. No entanto o resultado foi variavel e ndo houve uma tendéncia das
diferentes quitosanas testadas em inibir um determinado tipo de bactéria.

Palavras-chave: Quitina, quitosana, susceptibilidade, antimicrobianos, biomateriais,
nanoquitosanas.



ABSTRACT

Chitosans are recognized for their good biodegradation, excellent
biocompatibility, non-toxicity and antimicrobial activity. The use of chitosans as an
alternative source of microbial control has been studied around the world, in order to
avoid resistance of pathogenic strains to commercial synthetic antimicrobials. Chitosan
is obtained through the deacetylation of chitin, which can be obtained from various
external skeleton sources of insects and crustaceans such as shrimp, crab and lobster,
as well as fungi. This present work tested the in vitro antibacterial activity of two
nanochitosans obtained from shrimp, one of low molecular mass (Nano) and other of
medium molecular mass (0121) and two commercial chitosans with medium (SM) and
high (SH) molecular mass.The susceptibility of some Gram-positive and Gram-
negative bacterial strains to these biomaterials was tested, using the ATCC (American
Type Collection Culture) strains of Bacillus cereus 10876, Salmonella Typhimurium
14028, Escherichia coli O157:H7 43888, Pseudomonas aeruginosa 27853,
Staphylococcus aureus 6538 and Klebsiella pneumoniae 13883. For the tests with the
microorganisms, the solutions were prepared by dissolving 0.1 g of the powdered
chitosans in 10 ml of 1% acetic acid (10 mg/ml) and kept under magnetic stirring by 24
hours at room temperature. The susceptibility test of bacteria to chitosans was
performed by the broth microdilution technique and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the chitosans.
The bacterium with the highest resistance to all chitosans tested by S. Typhimurium
(Gram-negative) and the most sensitive was B. cereus (Gram-positive). When
comparing the four chitosans, SH was the least efficient, requiring a higher
concentration to inhibit bacterial growth. For E. coli O157:H7 and K. pneumoniae, both
Gram-negative, the lowest MICs were observed for chitosans Nano and 0121, which
indicate that they are more efficient in inhibiting the growth of these enterobacteria. P.
aeruginosa showed the same sensitivity profile to the four chitosans. Chitosans SM
and SH had the same effect on the inhibition of S. aureus.

Keywords: Chitin, chitosan, susceptibility, antimicrobials, biomaterials, nanochitosan
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1. INTRODUGAO

As biomoléculas da classe das quitosanas sao polimeros de carboidratos
(glicanos) naturais que podem ser derivados de quitinas por processos de
desacetilagdo. As quitinas também sao glicanos, lineares, de unidades dissacarideas
repetidas: 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose; e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, insoluveis em agua e corneas que ocorrem naturalmente em diversos
organismos, sendo o principal componente da parede celular dos fungos e do
exoesqueleto dos artropodes (FIRDOUS e CHAKRABORTY, 2017).

As quitosanas apresentam algumas propriedades exclusivas como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade, o que justifica o seu amplo
interesse nas pesquisas, em diferentes campos. Devido a solubilidade das quitosanas
em meio aquoso acido, essas biomoléculas podem ter varias aplicacbes na area
industrial. Essa solubilidade pode ser alterada dependendo do grau de acetilagao,
peso molecular e distribuicdo dos grupos acetila e amino ao longo de sua cadeia
(KANDILE et al., 2018).

A atividade antimicrobiana de diferentes formula¢des de quitosanas tem sido
estudada por varios pesquisadores em todo o mundo (CHEN et al., 2015 HANPANICH
et al., 2017; SHIH et al., 2019; LO et al.; 2020; RIVERA AGUAYO et al., 2020). No
Brasil, o uso de quitosanas como uma alternativa no combate a proliferacdo de
microrganismos esta presente em diversos estudos de Programas de Pos-
Graduagdes e Especializagdes (Embrapa, 2012).

O principal cerne destas pesquisas €& buscar alternativas naturais para o
controle de cepas de microrganismos resistentes a antimicrobianos sintéticos e
comerciais. Infelizmente na atualidade presencia-se um crescente aumento no
surgimento de cepas bacterianas resistentes a maioria dos antimicrobianos
disponiveis, o que confere um grande problema para saude animal e humana.
Postula-se que o uso indiscriminado de farmacos desta classe esta intimamente
relacionado com o surgimento e desenvolvimento destas cepas (BALOUIRI et al.,
2016).

A producao de quitosanas a partir de fontes naturais é relativamente barata e

também esta ligada a reducdo de alguns problemas ambientais, em especial



envolvidos com o descarte de residuos da produgao animal, por exemplo, da produg¢ao
de camardes.

Nos ultimos anos, com a expansao da carcinicultura no Brasil, o comércio de
camarbes, além do forte impacto socioeconémico que apresenta, gera grande
quantidade de residuos, em especial o exoesqueleto dos animais abatidos,
comumente chamado de carapaca. Esse material, considerado residuo da industria
de abate de camardes, € uma matéria-prima rica em quitinas, que servem como
precursoras das quitosanas (ALVES et al., 2017).

Sendo assim, estudar e compreender melhor a acdo destas biomoléculas
pode viabilizar, além de futuras fontes de renda, o necessario desenvolvimento
sustentavel destes sistemas de producao animal. Considerando isso, € importante néo
apenas a viabilizacdo de métodos que visem da producido de quitosanas a partir
desses residuos (ALMEIDA et al., 2015), mas também estudos do potencial destas
biomoléculas em diversas areas, tais como saude, industria, etc. Nesse sentido,
diversos autores ja tém descrito o uso de quitosanas obtidas de carapaga de camardes
(GOPALAKANNAN et al., 2000; PERCOT et al., 2003; BENHABILES et al., 2013;
YOUNES e RINAUDO, 2015; PAKIZEH et al., 2021).

O municipio de Palotina — PR é importante produtor na carcinocultura,
produgao animal que tem crescido consideravelmente na regido. Entretanto, na
mesma propor¢ao em que esse sistema cresce, também cresce a producdo dos
residuos de exoesqueleto dos animais abatidos, que n&o tem uso para os frigorificos
locais. Pesquisadores do Laboratério de Materiais e Energias Renovaveis
(LABMATER) da Universidade Federal do Parana, Setor Palotina, tém unido esforgos
para purificacdo das quitinas e produgdo de quitosanas usando esses residuos
(ALVES et al., 2017; SILVA et al., 2021; POLINARSKI et al., 2021).

Das quitosanas produzidas pelo LABMATER, uma apresenta baixissimo peso
molecular (PM) e é considerada uma nanoparticula (nanoquitosana, patenteada pelos
pesquisadores do laboratorio). Devido a ser uma nanoparticula, a nanoquitosana tem
um potencial enorme na area da saude humana e animal, pois pode ser utilizada como
veiculo de farmacos, veiculos vacinais, atuar como agentes antimicrobianos.

E conhecido que algumas quitosanas comerciais, de médio e alto PM, com
diferentes graus de acetilacdo e, consequentemente, solubilidade em meio aquoso,

apresentam atividade antimicrobiana; entretanto, até o momento, quitosanas de baixo



e baixissimo PM, comerciais e produzidas em laboratério, foram menos estudadas
para verificagao deste potencial.

A nanoquitosana produzida e patenteada pelo LABMATER ainda nao foi
avaliada para seu potencial antimicrobiano, sendo um trabalho inédito para o grupo
de pesquisa, do qual somos colaboradores.

Neste cenario, este estudo foi planejado com o objetivo de analisar a atividade
antibacteriana, em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de duas formulagdes
de quitosana (uma de médio PM, identificada como 0121; e a nanoquitosana) do
LABMATER, produzidas a partir de residuos do sistema de abate de duas espécies
de camardes sendo uma da regiao de Palotina — PR (Macrobrachium rosembergii) e
outra (Litopenaeus vannamei) espécie de origem marinha.

Para essas analises realizaram-se por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo, analise de disco difusdo, observacdo em microscopia eletrénica de varredura e
verificacao de atividade antimicrobiana em biofilme produzido em microplaca.

Para melhor comparar os resultados, foram também utilizadas duas
quitosanas comerciais da Industria Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, Brasil), de diferentes

PM (médio e alto), com atividade antimicrobiana ja conhecida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. RESIDUOS DE CAMARAO E CARANGUEJO

O aumento na geracgao de residuos esta relacionado ao aumento na producao,
0 que por sua vez esta vinculado com o aumento populacional humano. Com isso o
grande vilao do meio ambiente precisa ser destinado de forma correta para que nao
ocorram problemas (YADAV, et al., 2019). Assim, se faz cada vez mais presente e
necessario o desenvolvimento de meios que possam aproveitar, se nédo toda, grande
parte dos residuos gerados, por reutilizagao ou para extragao/produgao de produtos
para fins comerciais.

Nas industrias onde ocorrem o processamento de alimentos, geram-se
residuos com potenciais de reutilizagdo, como, por exemplo, o bagago de cana-de-
agucar das usinas sucro-alcooleiras que geralmente é utilizado como fonte energética
para alimentar as caldeiras de cogeracédo de energia; retroalimentando a industria e
eliminando um potencial poluente ambiental. Um outro residuo oriundo da industria de
processamento de pescados e frutos do mar com grande potencial biotecnolégico sao
0s exoesqueletos crustaceos.

Os frutos do mar tém se tornado uma fonte de proteina altamente consumida.
Este tipo de alimento precisa ser processado de forma rapida, pois € perecivel
(ERASMUS et al., 2021). O grande volume de residuos precisa ser tratado de forma
correta; e diversos residuos de processamento podem também ser destinados para
utilizagdo como subproduto.

As carapagas de camarao e caranguejos sao residuos quitinosos, ou seja,
ricos em quitina, tornando-se um produto comercial com ampla aplicagéo deixando de

ser um problema e para gerar renda.

2.2. QUITINA E QUITOSANA

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante, perdendo apenas para
a celulose, entretanto € o mais abundante no ecossistema marinho. Existem diferentes
fontes de quitina na natureza sendo elas: moluscos, insetos, fungos e crustaceos.
Possui uma caracteristica de ser insoluvel em agua e pode ser encontrada em duas

formas polimodrficas, sendo elas: a e B. A a-quitina € comumente encontrada em



parede celular de fungos e leveduras e no exoesqueleto de artrépodes. Ja a B-quitina
nao é encontrada tdo facilmente, mas pode ser obtida através de gladios de moluscos
(AAM et al., 2010)

A quitina e a quitosana sao glicanos constituidos por 2-amino- 2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc), conforme

observado na figura 1.

GlcN GlcNAc
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
CH,0H CH,OH
0]
H(
OH OH

H(

NH
(I‘=()
CH,

Figura 1 - ILUSTRAGAO DA ESTRUTURA DAS 2-AMINO-2-DESOXI-D-GLICOPIRANOSE (GIcN) E 2-
ACETAMINO-2-DESOXIi-D-GLICOPIRANOSE (GIcNAc). FONTE: FIAMINGO (2016).

A quitina é extraida principalmente de carapagas de camarédo e caranguejos.
Este processo requer etapas minuciosas para obtengao de uma quitina de qualidade,

sendo que o0 mesmo pode acontecer por via quimica ou bioldgica descrita na figura 2.
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Figura 2 - METODOS DE EXTRAGCAO DE QUITINA E QUITOSANA DE RESIDUOS
MARINHOS.FONTE: YADAV et al. (2019).

Durante o processo de desacetilagao da quitina, ela passa por uma reagao de
protonacdo do grupo amino, sendo que ao atingir um grau de desacetilagéo
(porcentagem de mondmeros de glucosamina) proximo a 50% a quitina se torna
soluvel em solugdo aquosa acida, mudando entdo a sua estrutura para quitosana
(CASADIDIO et al., 2019).

CASADIDIO et al. (2019) apresentam que a quitosana pode ter diferentes graus
de desacetilacado e pode ser realizada por varias técnicas. A molécula ainda apresenta
que o peso molecular final ira depender da fonte de origem e do método de clarificagao

utilizado.

2.3. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Com a sua alta compatibilidade ao se trabalhar com quitosana, diferentes
estudos vém sendo realizados com o passar dos anos. O mesmo acontece em todas

as possiveis areas de utilizacdo como descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - APLICACOES DA QUITOSANA. FONTE: O autor (2022)

Titulo Area de Autor
utilizacao
Tratamento de aguas Industria GUIMARAES (2013)

residuarias oriundas da
purificacdo do biodiesel por
coagulagao empregando
sulfato de aluminio e
quitosana: avaliagao
preliminar

Avaliagédo de elemento Agricultura ZADINELO (2018)
filtrante a base de quitosana
na aquicultura
Efeito da massa Industria GASPARRINI (2018)
molar da quitosana em
membranas utilizadas em
células a combustivel
Enzymatic production Alimentos Kim e Rajapakse
and biological activities of (2005)
chitosan oligosaccharides
(cos): a review.

Potential applications Saude Senel e McClure
of chitosan in veterinary (2004)
medicine.
Chitins and chitosans Saude Muzzarelli (2008)

as immunoadjuvants and
non-allergenic drug carriers.

2.4. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA QUITOSANA

Em estudos sobre a atividade antimicrobiana da quitosana normalmente ela é
citada com o um agente bactericida (mata as bactérias vivas ou alguma fracao delas)
ou bacteriostatica (impede o crescimento das bactérias, mas nao implica se as
bactérias sdo ou ndo mortas), muitas vezes sem distingdo entre as atividades. Alguns
autores tendem a caracterizar a quitosana como bacteriostatica ao invés de
bactericida (COMA et al., 2002), embora o mecanismo exato ndo seja totalmente
compreendido e varios outros fatores possam contribuir para a acao antibacteriana
(RAAFAT et al., 2008).

Trés modelos foram propostos para explicar a acdo da quitosana sobre a
estrutura bacteriana, sendo o mais aceito a ocorréncia de uma interagdo entre
moléculas de quitina/quitosana carregadas positivamente e membranas celulares

microbianas carregadas negativamente. Neste modelo a interagdo € mediada pelas




forgas eletrostaticas entre os grupos NH*3 protonados e os residuos negativos (TSAI
et al., 1999), presumivelmente por competir com o Ca?* por sitios eletronegativos na
superficie da membrana. Essa interacao eletrostatica pode promover alteragdes nas
propriedades de permeabilidade da membrana celular, provocando desequilibrios
osmoticos internos e consequentemente inibindo o crescimento de microrganismos
(HADWIGER et al., 1981) e também provocar hidrélise dos peptidoglicanos presente
na parede celular das bactérias, levando ao extravasamento de eletrdlitos
intracelulares, como ions de potassio e outros constituintes proteicos como proteinas,
acidos nucléicos, glicose e lactato desidrogenase (PAPINEAU et al., 1991).

Alguns resultados de pesquisa também mostram que a quitosana pode afetar
a expressao de genes, ao se ligar a molécula de DNA (XU et al., 2007; PARK et al.,
2011; MARQUEZ et al., 2013).

Em relagdo ao efeito da concentragdo da quitosana, quando em baixa
concentracdo, ela se combina com a superficie das células bacterianas que
apresentam carga negativa, rompendo a membrana celular e induzindo ao vazamento
de componentes celulares, o que leva a morte das bactérias. Por outro lado, quando
a concentragao € maior, a quitosana protonada pode ser envolvida na superficie das
células bacterianas para evitar o vazamento de componentes celulares e as células
bacterianas carregadas positivamente se repelem para evitar a aglutinagdo (LIN e
HUDSON, 2004; LI e ZHUANG, 2020).



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal verificar a atividade
antibacteriana de duas formulagdes de biomoléculas da classe das quitosanas, sendo
uma delas nanoparticula; purificadas, produzidas e patenteadas pelo Laboratério de
Materiais e Energias Renovaveis (LABMATER) - UFPR / Setor Palotina, a partir de
residuos de camardes das espécies Macrobrachium rosembergii e Litopenaeus

vannamei.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a atividade antibacteriana in vitro por meio de microdiluicdo em caldo,
teste de disco difusdo, analise em microscopia eletrénica de varredura e efeito
em biofilme produzido em microplaca;

e Determinar a sua Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida Minima (CBM);

e Verificar se as diferentes formulagbes apresentam efeitos diferentes sobre a
acao antibacteriana;

e Comparar o possivel efeito antibacteriano com quitosanas comerciais, de

médio e alto PM;
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4. MATERIAIS E METODOS

Confirmacgao das cepas Preparo das amostra
bacterianas por para teste de
morfologia de coldnia e susceptibilidade por
Coloragao de Gram microdiluigdo em caldo

Preparo das cepas
bacterianas e
nanoquitosana

Determinagdo da

Leitura do teste de Concentragao Leitura do teste da
susceptibilidade Bactericida Minima CBM

(CBM)

Analise do conjunto de
resultados dos
experimentos

realizados

Realizagdo da MEV para
algumas das amostras
escolhidas

Realizacao e leitura do
disco de fusdo

Figura 3 — FLUXOGRAMA DE DESCRICAO DAS ETAPAS UTILIZADAS DURANTE A
REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS. FONTE: O AUTOR (2022)

4.1. LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Os experimentos foram realizados no Nucleo Experimental de Micologia
Aplicada (NEMA) e no Laboratdrio de Microbiologia, da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Setor Palotina.

4.2. CEPAS BACTERIANAS

As bactérias utilizadas para analisar o efeito das quitosanas foram as
cepas ATCC (American Type Collection Culture) de Bacillus cereus 10876,
Salmonella Typhimurium 14028, Escherichia coliO157:H7 43888, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus 6538 e Klebsiella pneumoniae 13883.

As bactérias, estocadas a -20°C, foram inicialmente reativadas em BHI

liquido (Brain Heart Infusion) e cultivadas em agar TSA (Tryptic Soy Agar),
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incubadas a 36 °C por 24 horas. Apos a reativacdo das cepas, conferiu-se a
morfologia de colbnia para a confirmacgéo das bactérias (Figura 4), os resultados
confirmaram cada género/espécie, compativeis com os apresentados na

literatura.

Figura 4 - MORFOLOGIA DA COLONIA, EM MEIO TSA DAS CEPAS UTILIZADAS. A.
SALMONELLA TYPHIMURIUM 14028, B. BACILLUS CEREUS 10876, C. PSEUDOMONAS
AERUGINOSA 27853, D. KLEBSIELLA PNEUMONIAE 13883, E. ESCHERICHIA COLI O157:H7
43888, F. STAPHYLOCOCCUS AUREUS 643. FONTE O AUTOR (2022)

4.3. FONTE E PREPARO DAS QUITOSANAS

Neste trabalho foram utilizadas quatro formulagdes biomoléculas da
classe das quitosanas. Duas comerciais (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo - Brasil) e
duas purificadas, produzidas e patenteadas pelo Laboratorio de Materiais e
Energias Renovaveis (LABMATER) — UFPR / Setor Palotina.

As duas quitosanas comerciais sao classificadas de acordo com seu peso
molecular (PM) em médio PM, de 170 a 310 KDa (cat. N° 448877), identificadas
neste trabalho como SM; e outra de alto PM, de 310 a 375 KDa (cat. N° 419419),
identificada como SH neste trabalho.
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As quitosanas produzidas pelo LABMATER também sao classificadas da
mesma forma, em médio PM, identificadas neste trabalho como 0121; e em baixo
PM, 13KDa, sendo esta uma nanoparticula, identificada neste trabalho como
nanoquitosana.

As quitosanas 0121 e nanoquitosana foram caracterizadas pela equipe do
LABMATER de acordo com Gasparrini (2018). O Grau de desacetilagdo das
mesmas foi avaliado por meio de titulagao condutimétrica e o resultado obtido foi
de 94%, ja o PM foi verificado por meio da viscosidade intrinseca de solugbes de
quitosana.

Para os testes com os microrganismos, as solugdes foram preparadas
dissolvendo 0,1 g das quitosanas em 10 ml de acido acético 1% (10 mg/ml) e
mantidas sob agitacao magnética por 24 horas em temperatura ambiente. Antes
da realizagao da atividade antimicrobiana, os frascos foram esterilizados por luz

ultravioleta UVC, em cabine de fluxo laminar, por 20 minutos.

4.4. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE, POR MICRODILUICAO EM CALDO,
DAS BACTERIAS AS QUITOSANAS

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com a NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards), CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute, 2003, M7-A6) intitulado: “Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically.” A finalidade desta norma
€ fornecer informacdes sobre o teste de sensibilidade, sendo indicado para
qualquer microrganismo responsavel por um processo infeccioso que exija
terapia antimicrobiana.

A preparagao do indculo inicial realizou-se a partir de colonias isoladas
dissolvidas em solugao salina (NaCl 0,85%) através da medida da absorbancia
(ABS) a 625nm, variando entre 0,08 e 0,1, o que é equivalente a 0,5 da escala
de MacFarland. Realizaram-se diluicdes seriadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) para que o indculo atingisse a concentragéo de 1,0x10* UFC/m.

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de poliestireno contendo

96 pocos, com linhas de A-H e colunas de 1-12. Na coluna 1 foram adicionados
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200 pL de quitosana na concentragao de 10 mg/mL. Nas colunas de 2-11 foram
adicionados 100 pl de BHI. Em seguida, realizaram-se uma diluicdo seriada de
1:2 a partir da coluna 1, da qual foram transferidos 100 pl para a coluna 2,
seguido de homogeneizagao e transferéncia de 100 ul da coluna 2 para coluna
3, e assim sucessivamente até a coluna 10, da qual 100 ul foram descartados.
Por fim, foram adicionados 100 pl do indculo bacteriano (1,0x10*“UFC/ml) nas
colunas de 1-10, obtendo-se concentragdes das quitosanas entre 5 mg/mL a
0,00975 mg/mL na placa. Em todos os pogos a concentragado de bactérias foi
1,0x103UFC/ml/poco. O controle positivo do experimento foi na coluna 11 (100
pl do BHI e 100 pl do indculo, sem quitosana) e o negativo na coluna 12 (200 pl
de BHI apenas).

Para cada bactéria, o teste foi feito em triplicata. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas em uma estufa de crescimento.

Por fim, a leitura do teste baseou-se em relagao a concentracgao inibitoria
minima (CIM), definida no primeiro pogo que n&o houve crescimento microbiano,
determinando qual foi a menor concentragao do extrato capaz de causar a morte

dos microrganismos.

4.5. DETERMINAGAO DA CBM (CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA)

O meio de cultura utilizado para este teste foi o agar MH (Mueller-Hinton)
distribuido em Placas de Petri, determinando a CBM para bactérias que foram
inibidas pelas quitosanas. Esse teste foi necessario para a confirmacéo da agao
bactericida das quitosanas, pois apresentaram turbidez em contato com o BHI,
o que dificultou a analise visual confirmatéria. Através da CIM realizada nas
microplacas, foi retirada uma aliquota de 5 uL de cada poco e depositado sobre
o meio de cultura, com auxilio de uma micropipeta. As placas foram incubadas
em estufa de crescimento a 37 °C durante 24 horas a fim de analisar novamente
se houve ou ndo o crescimento bacteriano, para confirmagao da analise de

microdiluicdo em caldo.
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4.6. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIBACTERIANA POR DISCO-
DIFUSAO

O método de disco-difusao foi utilizado para avaliagéo da susceptibilidade
antimicrobiana das bactérias as quatro quitosanas, de acordo com o CLSI (2015,
MO02-A12 - Clinical & Laboratory Standards Institute). As bactérias foram
cultivadas em caldo Mueller-Hinton (MH) durante 24 horas a 37 °C. Apds esse
periodo, a densidade oOptica foi ajustada para 0,08 valor de absorbancia em 625
nm e 100 ul do inéculo foram espalhados com auxilio de um swab em placas
com meio MH. Em seguida, discos de celulose de 6 mm, impregnados com 10
ul das quitosanas (10 mg/mL), foram fixados sobre o meio e as placas foram
incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas. A dimensao dos halos formados ao redor
dos discos foi medida para determinar o efeito dos extratos sobre as bactérias.

O teste foi feito em triplicata.

4.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para a realizacdo da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram
selecionadas uma bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e uma Gram
negativa (Klebsiella pneumoniae). Obteu-se uma cultura de aproximadamente
16 horas de crescimento, a partir de uma coldnia pura. A densidade otica da
cultura foi ajustada inicialmente para 0,08 a 0,1 valores de absorbancia, em caldo

BHI, equivalente a aproximadamente 1 a 2x108UFC/mL.

A partir dessa suspensao inicial foi realizada uma diluicdo seriada em
solugdo de BHI, obtendo-se o indculo final desejado de 1,0x10*UFC/mL. O
ensaio foi realizado em microplacas estéreis de poliestireno contendo 24 pocos.
Foi adicionado em cada pog¢o do ensaio 1 laminula de vidro circular estéril (13
mm de didmetro), que foi depositada sobre algumas pérolas de vidro, para

suporte.

Preparam-se as seguintes amostras: controle negativo (1000 pL de BHI;
controle positivo: 500 pL de bactérias a 1,0x10*UFC/mL e 500 uL de BHI; pogo
CIM: 500 pyL de bactérias a 1,0x10*UFC/mL e 500 pyL BHI contendo a
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concentracdo inibitéria minima da quitosana para cada bactéria testada e poco
sub-sub CIM: 500 pL de bactérias a 1,0x10*UFC/mL e 500 yL BHI contendo uma

concentragdo intermediaria entre a CIM e a sub-CIM das quitosanas.

As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C. Apds a incubacéo, o
sobrenadante foi removido e as laminulas lavadas 3 vezes com tampé&o fosfato
0,1 M pH 7,2. Em todos os ensaios, a quantidade final de células foi de
1,0x103UFC/mL. Na sequéncia, as células foram desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol, de 50%, 70%, 80%, 90%, 95% a 100%
(esta ultima por 2 vezes) durante 10 minutos cada. O ponto critico foi realizado
em equipamento Leica EM CPD300 Critical Point Dryer durante
aproximadamente 20 minutos e as imagens de MEV foram obtidas em
microscopio eletrénico de varredura TESCAN VEGA3 SEM com aumentos de
5.000 e 15.000 vezes.

4.8. EFEITO DAS QUITOSANAS NA FORMAGCAO DE BIOFILME BACTERIANO
PRODUZIDO EM MICROPLACA

O ensaio de formacao de biofilme realizou-se para todas as bactérias.
Coldnias isoladas foram cultivadas em 5 ml de caldo de infusdo de cérebro-
coragao (BHI) por 24 horas a 37 °C para indugéo da capacidade de formacao de
biofilme.

O ensaio de biofilme realizados em microplacas de poliestireno de 96
pocos de fundo chato, em triplicata. No primeiro poco da placa foi adicionado
200 uL das quitosanas (10 mg/ml). Nos pogos 2 a 10 foi adicionado 100 pL de
BHI e diluicdes seriadas das quitosanas foram realizadas na proporc¢ao 1:1, a
partir do poco 1, que foi o controle negativo do ensaio (somente quitosana diluida
1:1 em BHI). Posteriormente adicionou-se nesses pog¢os 100 uL das bactérias
na de 1x108 UFC/mL. O pocgo 11 serviu como controle positivo (somente bactéria
diluida em BHI na proporcao 1:1) e o pogo 12 continha apenas meio de cultura
BHI. As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C.

Apos a etapa de desenvolvimento do biofilme, removeu-se o

sobrenadante com auxilio de uma micropipeta, os pogos lavados trés vezes com
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solucao salina (NaCl 0,85%), e as placas foram secas invertidas em estufa a 60
°C, por uma hora. Para a coloragao do biofilme, adicionaram-se em cada pogo
200 uL de solucéao de cristal violeta a 1 % e a placa mantida por 20 minutos em
temperatura ambiente. Apds o tempo de coloragéo a solugao foi removida e os
pocos lavados 3 vezes com agua destilada e secas por 30 minutos, na posi¢cao

invertida.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO ANTIBACTERIANO DAS QUITOSANAS SOBRE AS BACTERIAS
TESTADAS

5.1.1. Analise visual do efeito antibacteriano das biomoléculas de quitosanas

A andlise visual realizada nas microplacas (96 pog¢os) indicou que todas
as quitosanas testadas apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano,
observada pela auséncia de turbidez bacteriana nos pogos (Figura 5).

Como as quitosanas apresentavam diferentes graus de viscosidade e
turbidez, que poderiam mascarar o resultado visual, aliquotas dos seguintes
pocos foram transferidas para placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton para
verificar crescimento bacteriano.

Apos o periodo de incubacédo das placas, observou-se a concentragao
(placa contendo a aliquota do poco de origem) onde nédo se visualiza mais
crescimento bacteriano, conhecido como Concentracao Inibitoria Minima (CIM).
Além disso, verificou-se que todas as quitosanas apresentaram atividade
bactericida, conhecida como Concentragao Bactericida Minima (CBM) e nao
bacteriostatica sobre as bactérias (Figura 6). Na atividade bacteriostatica,
quando o microrganismo é removido do contato com o agente antibacteriano e
transferido para um meio de cultivo livre desse agente, podera apresentar

crescimento, o que nao foi observado neste trabalho.
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CONTATO COM AS DIFERENTES QUITOSANAS, PELA TECNICA DE MICRODILUICAO EM
CALDO. SEGUINDO NA VERTICAL NO SENTIDO DE CIMA PARA BAIXO AS SEGUINTES
QUITOSANA: SM, SH, Nano e 0121 PARA CADA BACTERIATESTADA. FONTE AUTOR (2022)

A figura 5 exemplifica como realizou-se as leituras através de comparagao
visual entre os pogos e posterior confirmacao daquele na qual se tinha como o
de CIM, com isso se era possivel afirmar que realmente a inibigdo ocorreu no

poco destacado para cada qualidade de quitosana.
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Figura 6 - DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DAS
BACTERIAS FRENTE AS DIFERENTES QUITOSANAS TESTADAS PARA CADA BACTERIA.
FONTE: O AUTOR (2022)
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5.1.2. Determinagdo da CIM e da CBM das diferentes quitosanas frente as

bactérias

Considerando-se que os pocos 1 a 10 da microplaca do ensaio de
microdiluicdo em caldo contém concentragdes decrescentes das quitosanas (5 a
0,00975 mg/ml), foi possivel determinar a CIM das quitosanas testadas para
cada bactéria e confirmar a CBM.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos. A bactéria P. aeruginosa
apresentou inibicdo no pogo 4, correspondente a concentragdo de 0,625 mg/ml
para todas as quatro quitosanas. P. aeruginosa € uma bactéria aerébia com
caracteristicas morfotintoriais em forma de bastonetes moveis Gram-negativos,
nao formadores de esporos. Podem ser responsaveis por infecgdes do trato
respiratorio inferior em pacientes hospitalizados, sendo muito associada ao
aumento da mortalidade nesses casos (YANG et al., 2019). Dentro do género
Pseudomonas, diferentes espécies vém apresentando resisténcia a diversos
medicamentos (DING et al., 2016).

Quanto a S. aureus, o resultado foi variavel, apresentando inibigdo no
poco 3 (1,25 mg/ml) para as quitosanas comerciais SM e SH, pogo 2 (2,5 mg/ml)
para a nanoquitosana e no pog¢o 5 (0,312 mg/ml) para a quitosana 0121. S.
aureus é uma bactéria Gram-positiva, com arranjo em cachos (estafilococo)
encontrada normalmente na pele e mucosa de seres humanos e animais. E
considerado um patégeno oportunista responsavel por diversas infecgbes. De
acordo com Weiner e colaboradores (2016), uma das principais causas por
bacteremia em pacientes hospitalares € pela contaminacao de S. aureus,
representando um problema de saude global. A bacteremia esta associada a
diversas infeccdes metastaticas, como endocardite infecciosa, artrite séptica e
complicagbes, como choque séptico e sepse (MONTARELO et al., 2018).

S. Typhimurium apresentou também apresentou inibigdo no crescimento
para a mesma concentracdo de todas as quitosanas testadas, pogo 2 (2,5
mg/ml). Salmonella spp. € uma enterobactéria na forma de bacilo Gram negativo
que apresenta apenas 2 espécies. No entanto, existem diferentes sorovares,

sendo S. Typhimurium um dos sorovares de maior prevaléncia, considerada um
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importante patégeno de origem alimentar. A salmonelose ocorre através de uma
infeccao alimentar ocasionada por alimentos crus ou mal processados, gerando
no individuo gastrenterite, febre entérica e septicemia. Dentre todos os
sorovares, S. Enteritidis e S. Typhimurium tém a maior prevaléncia
principalmente em casos de septicemia (TIWARI et al., 2017).

A bactéria Gram positiva B. cereus, na forma de bacilos apresentou uma
maior sensibilidade as quitosanas, tendo inibigao no pogo 5 (0,312 mg/ml) para
todas. Esse resultado é importante, visto que essa espécie € formadora de
endosporos, 0 que a torna mais resistente. Este microrganismo pode ser
encontrado facilmente em alimentos secos como temperos, ingredientes
farinaceos e leite em po, na forma de esporos, sendo considerados resistentes
ao calor. Os enddsporos sobrevivem ao processo de cocgao de alimentos. O
fator de viruléncia varia de acordo com as linhagens. Dessa forma, B. cereus
pode estar associado com a producédo de toxinas, dentre elas: diarreica e
emética (BOTTONE, 2020).

E. coli O157:H7 apresentou grande variagédo de perfil de susceptibilidade
as quitosanas, sendo inibida no pogo 4 (0,625 mg/ml) e 6 (0,156 mg/ml) para as
quitosanas comerciais SM e SH, respectivamente; e pogco 5 (0,312 mg/ml) para
nanoquitosana e 0121. O género Escherichia pertence a bactérias bacilares
Gram-negativas anaerodbias facultativas, sendo E. coli a principal espécie. Um
dos principais habitats é o intestino humano. Atualmente, existem seis grupos de
E. coli diferenciados de acordo com a viruléncia e toxinas: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da
toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa
(DAEC). E. coli O157:H7 é classificada dentro do grupo EHEC causando colite
hemorragica devido a producgéo de citotoxinas (toxinas Shiga) (GOMES et al.,
2016).

Assim como E. coli O157:H7, K. pneumoniae apresentou variagado quanto
ao perfil de sensibilidade as quitosanas, sendo inibida no pogo 3 (1,25 mg/ml) e
2 (2,5 mg/ml) para as quitosanas comerciais SM e SH, respectivamente; e pogo
4 (0,625 mg/ml) para nanoquitosana e 0121. Essa bactéria também é uma

enterobactéria bacilar Gram-negativa. Diversos estudos vém demonstrando a
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resisténcia dessa bactéria em relagao a diversos antibioticos. Considerado um
patégeno oportunista, implica em diferentes infeccbes do trato urinario em
pacientes hospitalizados ou individuos imunocomprometidos. Além disso, é

capaz de gerar pneumonia e infecgbes sanguineas ou em feridas cirurgicas
(JASIM et al., 2020).
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Conforme observou-se na figura 7, a bactéria que necessitou de maior
concentracdo para alcancar a CIM para todas as quitosanas testadas foi S.
Typhimurium (Gram-negativa) e a mais sensivel, ou seja, inibida em menor
concentragcao necessaria para CIM foi B. cereus (Gram-positiva). Para fins de
melhor visualizagdo dos resultados inserimos a figura 8, que mostra a CIM das
quitosanas testadas frente a cada bactéria.

Ao se comparar as quatro quitosanas, unindo todas as cepas testadas
(Figura 9), nado ha diferencas (p>0,05).

Considerando-se todas as cepas testadas em seus dois grandes grupos
classificatérios: Gram-positivas e Gram-negativas, mesmo esse ndo sendo um
foco do trabalho e sim uma informagao complementar que podera ser explorada
em outros estudos futuros, notou-se que nao houve a principio diferenca na
sensibilidade destas cepas frente aos quatro tipos de quitosanas testadas
(Figura 10). Apesar desse resultado ser apenas um resultado mais
comprobatério do que comprovatoério, isso se torna importante do ponto de vista
do mecanismo de agao possivel para acdo das quitosanas. Caso ocorresse
alguma diferenga, poder-se-ia discutir com outros autores algum tipo de ligagcéo
ou interacdo intermolecular do tipo fraca entre a quitosana e determinados
componentes das paredes celulares desses dois grupos.

Ha varios estudos de revisdo que analisam a atividade antibacteriana da
quitosana e o modo de agao contra as bactérias (KONG et al., 2010; KUMIRSKA
et al.,, 2011; WU et al., 2016; LI e ZHUANG, 2020; QIN e GUO, 2020;). Como
reportado por Li e Zhuang (2020), ha muitos fatores que afetam as propriedades
antibacterianas da quitosana, como o tipo de bactéria, o peso molecular, o pH e
a concentracado da quitosana, fonte da quitosana, temperatura do ensaio, fase
do crescimento microbiano, interacdo com outras substancias, modificacbes
quimicas, etc, tornando dificil compreender o exato mecanismo antibacteriano

desse polimero.
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Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas exibem diferengas na
estrutura da parede celular de suas células. As Gram-positivas apresentam uma
camada mais espessa de peptidoglicanos e as Gram-negativas apresentam uma
camada mais delgada e enriquecida em lipopolissacarideo (LPS) (ROHDE,
2019; PASQUINA-LEMONCHE et al.,, 2020). Segundo Ke e colaboradores
(2021), diferengas na estrutura da superficie desses tipos de bactérias também
podem levar a suscetibilidades distintas a quitosana.

Porém apesar de nao ter sido testado um numero igual de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, o resultado n&o indicou uma tendéncia das
diferentes quitosanas testadas em inibir um determinado grupo de bactérias.

Analisando cada bactéria isoladamente, em relacdo ao efeito das
quitosanas aqui testadas sobre B. cereus, os resultados sao similares aos
encontrados por Tsai e colaboradores (2006), que avaliaram o efeito
antimicrobiano de uma nanoquitosana propria, de baixa massa molecular, sobre
esta bactéria. A partir de seus resultados, os pesquisadores propuseram uma
aplicagcado biotecnoldgica para preservagao de arroz cozido, ja que um dos
maiores problemas de contaminagdao desse alimento é a resisténcia dessa
bactéria ao cozimento.

Para K. pneumoniae, bactéria Gram-negativa, as menores CIMs foram
observadas para as quitosanas produzidas pelo LABMATER, tanto a 0121
quanto a nanoquitosana, sugerindo que sao mais eficientes em inibir o
crescimento dessa enterobactéria. A quitosana comercial SH apresentou efeito
inibitério sobre essa bactéria em concentragdes mais altas, comparado com as
outras formulacoes.

Para E. coli O157:H7, também uma bactéria Gram-negativa, todas as
quitosanas apresentaram CIMs proximas, entretanto a que apresentou a menor
CIM foi a quitosana comercial SH; e a que apresentou a maior CIM foi a
quitosana comercial SM.

P. aeruginosa apresentou o mesmo perfil de sensibilidade as quatro
quitosanas. No entanto, podemos considerar que apesar da conhecida

patogenicidade, viruléncia e resisténcia dessa espécie de bactéria, a
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concentracao de 0,625 mg/ml das quitosanas é considerada satisfatéria em inibir
esse microrganismo.

As quitosanas comerciais SM e SH apresentaram o mesmo efeito na
inibicdo de S. aureus. Essa bactéria apresenta uma espessa camada de
peptideoglicano, sendo uma bactéria Gram-positiva. Apesar de nesse trabalho
ter utilizado-se uma cepa padrao, € interessante também que novas pesquisas
sejam conduzidas com diferentes isolados, para testar o efeito das quitosanas
sobre MRSAs (Staphylococcus aureus Metilicina Resistente), que s&o cepas que
apresentam resisténcia a todos os antibidticos da classe dos beta-lactamicos.

Goy et al. (2009) relatam que a eficacia bacteriana da quitosana em
bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas € controversa. Alguns autores
afirmaram que a quitosana geralmente apresenta efeitos mais pronunciados
contra bactérias Gram-positivas como Listeria monocytogenes, Bacillus
megaterium, B. cereus, S. aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. bulgaris,
etc.) do que para bactérias Gram-negativas como E. coli, Pseudomonas
fluorescens, S. Typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, etc.) (LIU et al., 2006;
CHIU et al., 2007; MENG et al., 2012).

No presente trabalho foi possivel observar que as quitosanas Nano e 0121
apresentaram um perfil similar na atividade antimicrobiana, para todas as
bactérias, exceto para S. aureus. Quanto as quitosanas comerciais, a de menor
PM (SM) foi mais eficiente como agente bactericida. No entanto, € necessario
que um numero maior de bactérias seja incluido para comprovar esses efeitos.

Em relacdo a influéncia do PM da quitosana sobre suas propriedades
antibacterianas, até o presente momento nido ha relatos precisos sobre essa
relacédo e as conclusdes sao contraditorias (LI e ZHUANG, 2020).

No estudo conduzido por Fernandez-Saiz et al. (2009), ao medir o
desempenho bactericida de filmes de acetato de quitosdnio contra o crescimento
de Salmonella spp. foi verificado que bactérias Gram-positivas, como S. aureus,
foram mais sensiveis a quitosana, devido a sua parede celular ser composta por
uma espessa camada de peptidoglicano e acidos tedicos.

A estrutura do acido teicdico € altamente carregada pelo grupo fosfato

com carga negativa, que pode estabelecer uma interagdo eletrostatica com
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compostos antibacterianos catibnicos, como o sal de quitosana, levando a
bactérias Gram-positivas serem mais sensivel do que bactérias Gram-negativas.

Comparando os resultados obtidos do efeito das quitosanas SM e SH,
houve maior inibicdo de S. aureus (Gram-positiva) que S. Typhimurium (Gram-
negativa). Ao contrario, um outro estudo revelou que bactérias Gram-negativas
parecem ser mais sensiveis a quitosana do que as bactérias Gram-positivas
(DEVLIEGHERE et al., 2004).

5.1.3. Verificacdo dos resultados de disco difusdo em relagéo as cepas de

estudo.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para o teste de disco-difusao.
Pode-se observar que todas as quitosanas tiveram efeito inibitério (formagéo de
halos), com didametros variados conforme a quitosana aplicada nos discos.
Foram feitos plaqueamentos de cada espécie de bactéria para cada quitosana.

Os diametros foram comparados usando Two-Way ANOVA, seguido de
Tukey’s multiple comparisons test entre as quitosanas testadas para cada
bactéria utilizada. Houve diferencas entre as quitosanas para cada bactéria
(p<0.001) (Figura 11).
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Figura 11 - COMPARACAO ENTRE AS QUITOSANAS TESTADAS PARA CADA BACTERIA
UTILIZADA. Os asteriscos mostram as diferencas (p<0,001; Two-Way ANOVA, SEGUIDO DE
Tukey's Multiple Comparisons test). FONTE: O AUTOR (2022).

A figura 12 mostra a formacéao de halos nas regides onde foram inseridos
os discos com as quitosanas testadas. Estes halos foram medidos de ponta a
ponta do didametro incluso o do disco com isso gerou-se as médias de tamanhos
dos campos de inibicdo. Pode-se entender assim que existe o efeito esperado

de controle antibacteriano por parte dessa molécula.
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Tabela 3 - DIAMETRO DOS HALOS EM MM PARA CADA QUITOSANA EM RELAGAO A CADA
BACTERIA. FONTE: O AUTOR (2022).

SM (mm) SH (mm) NANO (mm) 0121 (mm)

ESPECI®S  Disco1  Disco? Disco3 Discol Disco? Disco3 Discol Disco? Disco3 Discol  Disco?  Disco3
Pﬁﬁ;ﬂgggs 10 8 8 8 8 8 10 10 10 9,5 8,5 10
Escgfg‘_’r_fﬁw” 9.5 8 8 7 7 7 10 1 1 95 10 10
Srapgﬂgfgccus 10 10 8 8 75 7,5 10,5 105 10,5 10 10 11,5

Tﬁgm’n‘:’dﬁtﬁr’n 8 8 7.5 7 7 7 10 10 105 10 9,5 8,5
Bacillus cereus g 7,5 7.5 6.5 8 7 8 8.5 8,5 8 8 8
Kiebsiella 9 8 8 75 75 8 1 10 1 10 9,5 9

pheumoniae

Com os resultados dos halos obtidos no disco difusdo na qual a
concentragao foi a mesma da solugao estoque de 10 mg/mL n&o sendo avaliada
em fungéo da CIM, pode-se observar que em média os maiores valores de halos
(mm), foram vistos em quitosanas de peso molecular menor no caso a
nanoquitosana e quitosana 0121, podendo-se avaliar em testes futuros
diferentes fatores como pH, temperatura. L Jiang et al (2012), obtiveram
resultados semelhantes com quitosanas de peso molecular entre 43 kDa e 67
kDa, para grupos de bactérias gram-positivas e gram-negativas, porém em seu
estudo essas eram as CIM e foram testadas um grupo amostral “n” maior. Para
efeito de comparacado as quitosanas 0121 130kDa e nanoquitosana 13 kDa
conforme o catalago repassado pelos pesquisadores do LABMATER.
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S. aureus K. pneumoniae P geruginosa B. cereus
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Figura 12 - IMAGEM OBTIDA DO PLAQUEAMENTO DOS DISCOS DIFUSAO PARA CADA
QUITOSANA TESTADA. FONTE: O AUTOR (2022).
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5.1.4. Ensaio das quitosanas sobre a formagéo de biofilme bacteriano

O ensaio de biofilme foi realizado para todas as bactérias testadas nesse
trabalho, frente as diferentes concentracdes das quatro quitosanas. No entanto,
o resultado nao foi conclusivo, sendo interrompido antes da adigdo de etanol e
leitura em leitor de ELISA. Observou-se que, apos a adi¢gao do corante cristal
violeta, houve um aumento da coloragdo nos primeiros pog¢os contendo as
quitosanas (pogos 2 a 4), quando em maiores concentragdes, e a bactéria em
estudo, porém o poco contendo apenas a quitosana ndo apresentou essa
caracteristica, pogo 1. A figura 13 mostra o resultado para o ensaio com E. coli,
com a quitosana SH, apos coloragao com cristal violeta. Apesar dos resultados
terem sido variaveis entre as diferentes bactérias e quitosanas, foi possivel
presumir que a técnica de cristal violeta ndo é adequada para a analise de
biofilme bacteriano utilizando quitosanas como agente inibidor, pois nao

discrimina entre bactérias vivas e mortas.

10 Wy 12

\
. i "i

Figura 13 - POCOS DO ENSAIO DE BIOFILME CORADOS COM CRISTAL VIOLETA, NA
SEGUINTE CONFORMAGAO: COLUNA 1 — CONTROLE NEGATIVO: QUITOSANA SH + BHI
(1:1); COLUNAS 2 A 10 — DILUICAO SERIADA DA QUITOSANA + SUSPENSAOQ DE E. coli, EM
QUE COLUNA 2 POSSUI 1,25 mg/ml E A COLUNA 10 POSSUI 0,009 mg/ml; COLUNA 11 -
CONTROLE POSITIVO COM SUSPENSAO DA BACTERIA; COLUNA 12 — CONTROLE
NEGATIVO DO CALDO BHI.
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Para verificar se as células possivelmente aderidas estavam vivas ou
mortas, apds observagao do aumento da coloragéo dos pogos com as maiores
concentragdes de quitosana, o conteudo do fundo do pogo 1 (somente
quitosana), pogo 3 (concentragao de 1,25 mg/ml da quitosana), pogo 10 (0,009
mg/ml da quitosana) e pogo 11 (somente bactéria), para K. pneumoniae e
quitosanas Nano e 0121, foi ressuspendido com solugao salina (NaCL 0,85%) e
o material também foi analisado microscopicamente, apés coloracdo de Gram.

Apos ressuspensdo com solucdo salina, foram realizadas diluicoes
seriadas s de 10" a 10 e 100 pl das suspensdes foi semeado, com alca de
Drigalski, na superficie de agar MH. As placas foram observadas apds incubagao
por 24 horas a 37°C (Figura 14).

A coloracdo de Gram confirmou que para K. pneumoniae foram
observadas algumas células bacterianas no material aderido, no ensaio para a
quitosana 0121, no pocgo 3, indicando a principio que essa quitosana poderia ter
contribuido para adesdo das células e esse efeito foi diminuido em
concentragdes menores. Porém néo foi possivel concluir se eram células vivas
ou mortas. Para isso foi realizado o plaqueamento do material em agar MH, e foi
possivel observar o aparecimento de poucas colonias (de seis a sete), tanto no
material referente ao pogo 3 quanto poc¢o 10, indicando que as células aderidas
nos pogcos com maiores concentragdes de quitosana eram inviaveis e que
provavelmente a quitosana tenha contribuido para a agregagao das células no
fundo do pogo, durante seu efeito antibacteriano. Zhang, A. et al (2013), em
estudo semelhante no qual utilizou-se um conjugado de quitosana e
estreptomicina na qual foram testados grupos de bactérias gram-positivas tal
como S.aureus, tiveram resultados de maior infiltragdo do agente
(estreptomicina) em relagcdo ao mesmo sem estar conjugado, um dos possiveis
mecanismos € a natureza policatidbnica que serviu como um cavalo de troia para
os biofilmes testados.

Resultado diferente foi observado para a Nanoquitosana. O aumento no
numero de coldnias de K. pneumoniae no pogo 3 indica que essa quitosana nao

foi eficiente para inibicdo dessa bactéria.
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O mesmo resultado foi observado para S. aureus, crescimento na
presenca da concentragao inibitéria minima para a Nanoquitosana e inibigao

total do crescimento com a 0121 (dados nao mostrados).

Quitosana 0121 Quitosana Nano

Poco 10 Poco 11 Poco 10 Poco 11

Figura 14 - PLAQUEAMENTO, EM AGAR MH, DO MATERIAL ADERIDO APOS ENSAIO DE BIOFILME
DE K. pneumoniae, EM DIFERENTES POCOS DO ENSAIO, COM AS QUITOSANAS 0121 E NANO.
O CRESCIMENTO DA BACTERIA PODE SER OBSERVADO PELO APARECIMENTO DAS

COLONIAS.

5.1.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de K. pneumoniae e S.

aureus, apos contato com as quitosanas Nano e 0121

Para tentar observar o mecanismo de interagdo das moléculas das

quitosanas produzidas pelo LABMATER, a nanoquitosana e a 0121, foram feitas
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uma série de ensaios de MEV, com isso esperou-se observar alteracao nas
estruturas morfoldgicas e/ou rompimento de membranas seja por mecanismo de
interacdo eletrostatica. Silva et al (2006), citam que um dos provaveis
mecanismos de agao de quitosana, seria a interacdo de grupos protonados
(NH3**) da molécula em contato com grupos anidnicos das membranas de
microorganismos.

Para a analise do efeito das quitosanas Nano e 0121, foram analisadas
uma bactéria Gram positiva (S. aureus), e uma Gram negativa (K. pneumoniae).
Essas bactérias também foram escolhidas para comparar com os resultados de
plaqgueamento, apds o ensaio de biofiime. Para analise, as bactérias foram
escolhidas por sua capacidade apreciada de forma biofilme e aderir, que foi
utilizado como suporte para as células a serem analisadas por MEV.

A figura 15 mostra as células de S. aureus, sem a presenca das quitosanas,

com arranjo de cocos em cachos, caracteristico da espécie.

15.000x

@

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.99 mm
SEM MAG: 15.0 kx

SEM MAG: 15.0 kx | Date(m/dly): 02/16/22 UFPR - Setor Palofina

SEMAHV: 10.0 kV 1 i VEGA3 TESCAN|

[ semunc swow | perse
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/d/y): 02/16/22 UFPR - Setor Palotina

Controle positivo (sem quitosana)

Figura 15 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE S. aureus SEM
TRATAMENTO COM QUITOSANAS. AUMENTOS DE 5.000 E 15.000X.

A figura 16 apresenta as imagens obtidas do material aderido as laminulas

circulares, de S. aureus na presenga das quitosanas Nano e 0121, na
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concentracgao inibitéria minima (CIM: 2,5 mg/ml) e na concentragao intermediaria
entre a CIM e sub-CIM (1,88 mg/ml) da Nanoquitosana, tendo como base os
valores observados com o ensaio de microdiluicio em caldo. Nessa ultima
concentragdo, esperava-se ver um leve crescimento pois em teoria a
concentracao de quitosana estaria numa concentragao intermediaria de inibi¢ao.

No caso da nanoquitosana observa-se que a forma predominante da
molécula sao arranjos de grumos dismorficos de alta concentracao, isso pode
ser devido a estrutura molecular da mesma que sao de baixissimo PM. Ja para
a 0121 também se observa resultados semelhantes, porém muda o arranjo da
molécula ela tende a ser mais espacada e em forma mais filamentosa densa,
com o resultado semelhante em relacéo as células da bactéria.

Apesar da dificuldade em diferenciar estruturas em cocos de S. aureus na
matriz de quitosanas, que apresentam também unidades esféricas e formacao
de estruturas polimoérficas, € possivel observar presenga abundante de S. aureus
na presenga da CIM da Nanoquitosana (setas), no aumento de 15Kx, em
comparagao com a quitosana 0121. O ensaio foi realizado em duplicada e uma
das amostras contendo a CIM de ambas quitosanas teve o material aderido a
laminula raspado utilizando 100 ul de PBS 0,1 M pH 7,2 e semeado em placas
com MH. Houve crescimento intenso de células na placa correspondente a CIM
da Nanoquitosana e nenhum crescimento na placa CIM da 0121 (dados nao
mostrados).

A figura 17 apresenta as imagens obtidas do material aderido as laminulas
circulares, de K. pneumoniae na presenca das quitosanas Nano e 0121, na
concentracgédo inibitoria minima (CIM: 2,5 mg/ml) e na concentracdo intermediaria
entre a CIM e sub-CIM (1,88 mg/ml) da Nanoquitosana, tendo como base os
valores observados com o ensaio de microdiluicdo em caldo.

K. pneumoniae nao apresentou aderéncia nas laminulas e nao foi possivel
obter imagens do controle negativo (sem as quitosanas). Porém, na presenca
tanto da Nanoquitosana quanto da 0121, na concentracdo de 0,47 mg/ml
(intermediaria entre a CIM e a sub-CIM) verificada no ensaio de microdiluigdo em
caldo foi possivel observar bacilos, caracteristicos da espécie, porém
apresentando alteragdes na morfologia (Figura 17 - destaque). Houve poucas

células o que pode ser efeito de aderéncia, ou seja, as células podem ter se
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ligado por interagbes com ambas as moléculas de nanoquitosana e 0121 por
interacoes eletrostaticas, porém podendo ter perdido sua viabilidade. Zheng e
Zhu (2003) apresentam que em bactérias gram-positivas a atividade
antibacteriana aumenta quanto maior a massa molecular do polimero, e que no
caso de gram-negativas quanto menor a massa molecular maior a atividade
sobre o microorganismo. Na CIM das duas quitosanas n&o foram observadas,
na MEV, células aparentes, indicando atividade bactericida dessa quitosana.
Total inibicdo do crescimento de K. pneumoniae foi observado, apos
plagueamento em placas com agar MH, do material aderido as laminulas,
utilizando a CIM das duas quitosanas.
Observa-se de forma nitida que as quitosanas tomaram conta da imagem
e com isso também tem os resultados esperado em relagdo a inibicao da célula
pelos possiveis mecanismos citados anteriormente de interacdo eletrostatica.
Porém o mecanismo de agédo da quitosana frente a microrganismos nao esta
completamente elucidado, contudo, sabe-se que sua agao pode € influenciada
por fatores intrinsecos como grau de desacetilagdo e extrinsecos tais como:
nutrientes, substratos quimicos e condi¢gdes do meio ambiente (COSTA SILVA,;
SANTOS; FERREIRA, 2006).
Como esses estudos estdo em fases iniciais precisa-se aumentar a gama
modelos de células e concentracdes para se poder ter resultados mais amplos

para outros grupos.
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Figura 16- MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE S. aureus NA PRESENGCA
DAS QUITOSANAS NANO E 0121, NA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM: 2,5
MG/ML) E NA CONCENTRAGAO INTERMEDIARIA ENTRE A CIM E SUB-CIM (1,88 MG/ML).
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Figura 17- MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE K. pneumoniae NA
PRESENGA DAS QUITOSANAS NANO E 0121, NA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM: 0,625 MG/ML) E NA CONCENTRACAO INTERMEDIARIA ENTRE A CIM E SUB-CIM
(0,47 MG/ML). AUMENTOS DE 5.000 E 15.000X.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS.

Com o término das analises pode-se concluir que existe sim mecanismos
de inibicdo de crescimento e/ou bactericida para as moléculas alvo do estudo
trabalho testou-se a atividade antibacteriana in vitro de duas nanoquitosanas
obtidas de camarao, e duas quitosanas comerciais frente as cepas disponiveis
para o estudo com isso atingindo os objetivos propostos inicialmente.

Como trabalhos futuros, pretende-se testar outros parametros como pH,
outros microrganismos como leveduras de interesse médico e realizar
microscopia eletrénica de varredura para verificar o efeito das quitosanas sobre

a morfologia das bactérias.
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