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RESUMO

SILVA, Thiago Rodrigues da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2025.
Desenvolvimento de nanomateriais aplicaveis ao controle de bactérias
resistentes de interesse clinico e agropecuario. Orientador: Marcos Rogerio
Totola.

Diante do crescente desafio imposto pela resisténcia bacteriana a antimicrobianos
de uso clinico, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é essencial para
o controle de infeccdes, especialmente aquelas associadas a formacao de biofilmes.
Neste estudo, avaliou-se a eficacia de lipopeptideos produzidos por um isolado de
Bacillus velezensis e nanomateriais (pontos quanticos de carbono e nanoparticulas
de prata) no combate a patdégenos de interesse humano e veterinario, com foco na
inibicdo de biofilmes bacterianos. Os patdégenos avaliados foram Pseudomonas
aeruginosa PA-BH (isolada de sepse em humano), Streptococcus agalactiae e S.
uberis (isolados de mastite bovina), Staphylococcus aureus, S. warneri e Escherichia
coli (isolados de mastite caprina), E. coli (isolada de peritonite bovina), Salmonella
sp. (isolada de linfonodo mesentérico de suino), Salmonella sp. (isolada de colite
equina) e E. coli (isolada de infeccdo sistémica em aves). O trabalho seguiu as
seguintes abordagens: (i) caracterizagdo fisico-quimica dos nanomateriais
formulados, incluindo analise de potencial zeta e espectroscopia de fluorescéncia
para avaliacao da estabilidade coloidal e propriedades Opticas e (ii) determinacdo da
atividade antimicrobiana e antibiofilme dos lipopeptideos e dos nanomateriais, por
meio de ensaios inibitérios em microplaca e em cateteres de silicone. Os resultados
obtidos evidenciam o potencial dos compostos testados na inibicdo do crescimento
bacteriano e na prevencao da formacgédo de biofilmes. Os lipopeptideos purificados
de Bacillus velezensis TR471l e TR59Il demonstraram atividade antimicrobiana
expressiva frente aos isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli (bovina), com inibicées superiores a 90% para TR591l em ambas as bactérias.
Os pontos quanticos de carbono (CQDs) também apresentaram elevada eficacia,
atingindo até 98% de inibicdo do crescimento nas concentracbes mais elevadas
testadas. Nos ensaios de inibicdo da formacdo de biofilmes em microplaca, as
formulagbes NPAgCV, NPAQCVEB47 e NPAgRLEB47 destacaram-se como mais
efetivas frente ao isolado de Salmonella sp. (equino). Para o isolado de Salmonella
sp. proveniente de linfonodo mesentérico suino, a maior inibicao (58,5%) foi obtida
com CQDs na concentracdo maxima, seguida pelos tratamentos TR59/2000
(86,5%), TR59/1000 (86,25%) e CQD1:10 (84,25%). Nos testes com fragmentos de
cateter, a formulacéo NPAgRLEB47 promoveu a maior



reducé@o na formagéo de biofilme por Salmonella sp. (suino), com média de inibicdo
de aproximadamente 60%. Os resultados obtidos permitem concluir que o uso de
nanoparticulas de prata funcionalizadas, pontos quanticos de carbono e
lipopeptideos representam uma abordagem promissora para 0 controle de
patégenos multirresistentes, especialmente em aplicacdes biomédicas e veterinarias.
A funcionalizacdo de nanoparticulas metdlicas demonstrou potencial para o
desenvolvimento de revestimentos antimicrobianos para dispositivos médicos e uma
estratégia alternativa ao uso de antibiéticos convencionais. Estudos adicionais séo
necessarios para avaliar a biocompatibilidade e a aplicabilidade desses compostos
em larga escala, visando a sua implementagéao na pratica clinica e na agroindustria

Palavras-chave: Lipopeptideos, Nanotecnologia, Biofilme, Resisténcia
Antimicrobiana, Biotecnologia.



ABSTRACT

SILVA, Thiago Rodrigues da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2025.
Development of nanomaterials applicable to the control of resistant bacteria of
clinical and agricultural interest. Adviser: Marcos Rogerio Totola.

Given the growing challenge posed by bacterial resistance to clinically used
antimicrobials, the development of new therapeutic strategies is essential for infection
control, especially those associated with biofilm formation. In this study, the efficacy
of lipopeptides produced by a Bacillus velezensis isolate and nanomaterials (carbon
guantum dots and silver nanoparticles) was evaluated against pathogens of human
and veterinary interest, with a focus on bacterial biofilm inhibition. The pathogens
analyzed included Pseudomonas aeruginosa PA-BH (isolated from human sepsis),
Streptococcus agalactiae and S. uberis (isolated from bovine mastitis),
Staphylococcus aureus, S. warneri and Escherichia coli (isolated from caprine
mastitis), E. coli (isolated from bovine peritonitis), Salmonella sp. (isolated from swine
mesenteric lymph node), Salmonella sp. (isolated from equine colitis), and E. coli
(isolated from systemic infection in poultry). The study followed two main
approaches: (i) physicochemical characterization of the formulated nanomaterials,
including zeta potential analysis and fluorescence spectroscopy to assess colloidal
stability and optical properties, and (ii) determination of the antimicrobial and
antibiofilm activity of the lipopeptides and nanomaterials through inhibition assays in
microplates and silicone catheters. The results obtained highlight the potential of the
tested compounds in inhibiting bacterial growth and preventing biofilm formation.
Purified lipopeptides from Bacillus velezensis strains TR471l and TR59Il exhibited
significant antimicrobial activity against clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli (bovine), with inhibition rates exceeding 90% for TR59Il in both
bacteria. Carbon quantum dots (CQDs) also showed high efficacy, achieving up to
98% growth inhibition at the highest concentrations tested. In microplate biofilm
inhibition assays, the formulations NPAgCV, NPAQCVEB47, and NPAgRLEB47 were
the most effective against the Salmonella sp. (equine) isolate. For the Salmonella sp.
isolate from swine mesenteric lymph nodes, the highest inhibition (58.5%) was
achieved with CQDs at the maximum concentration, followed by treatments
TR59/2000 (86.5%), TR59/1000 (86.25%), and CQD1:10 (84.25%). In catheter
fragment assays, the NPAgRLEB47 formulation led to the greatest reduction in
biofilm formation by Salmonella sp. (swine), with an average inhibition of
approximately 60%. These findings suggest that



the use of functionalized silver nanopatrticles, carbon quantum dots, and lipopeptides
represents a promising approach for controlling multidrug-resistant pathogens,
particularly in biomedical and veterinary applications. The functionalization of metallic
nanoparticles demonstrated potential for the development of antimicrobial coatings
for medical devices and an alternative strategy to conventional antibiotics. Further
studies are necessary to assess the biocompatibility and large-scale applicability of
these compounds, aiming for their implementation in clinical practice and the
agroindustry.

Keywords: Lipopeptides, Nanotechnology, Biofilm, Antimicrobial Resistance,
Biotechnology.
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INTRODUCAO GERAL

As infeccdes associadas a dispositivos médicos, como cateteres e sondas, representam
um problema tanto na medicina humana quanto veterinaria. A introducdo de materiais invasivos
no organismo facilita a colonizagdo por microrganismos patogénicos, que podem formar
biofilmes resistentes a compostos antimicrobianos, tornando o tratamento dessas infec¢des um
desafio clinico. Além disso, o uso indiscriminado de antibidticos na medicina e na producao
animal tem acelerado o surgimento de microrganismos multirresistentes, comprometendo a

eficécia das terapias convencionais (SILVA et al., 2020).

A nanotecnologia e biotecnologia emergem como alternativas promissoras para o
controle de infecgdes, oferecendo abordagens inovadoras para a prevencao e tratamento de
doencas causadas por microrganismos resistentes (ZHANG et al., 2014; GAO et al., 2021). O
uso de nanoparticulas metalicas, biossurfactantes e pontos quanticos de carbono tem sido
estudado como uma das alternativas aos tratamentos convencionais, dados o seu potencial
antimicrobiano e a sua capacidade de inibir a formacao de biofilmes (CHEN et al., 2015; LI et
al., 2016). Essas tecnologias podem ser aplicadas para reduzir a incidéncia de infec¢des
associadas a cateteres e sondas, aumentando a seguranca de sua utilizacdo em pacientes

humanos e animais.

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia de diferentes nanomateriais e
lipopeptideos na inibi¢ao do crescimento bacteriano € na prevencao da formagao de biofilmes
em cateteres de silicone, com vistas ao desenvolvimento de novas estratégias de controle

microbiano.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 InfeccOes em cateteres e sondas

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) estao fortemente associadas
ao ambiente hospitalar, especialmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Diversos
fatores, como o estado clinico dos pacientes, internagdes prolongadas, colonizacdo por
microrganismos resistentes e a execuc¢ao de procedimentos invasivos contribuem para um risco
elevado de infecgdes nesse contexto (MENDES et al., 2023). Essas infec¢des decorrem do
desequilibrio entre a microbiota natural do corpo humano e os mecanismos de defesa do
organismo, configurando-se como uma das principais causas de mortalidade em hospitais
(MENDES et al., 2023). Procedimentos invasivos como o cateterismo vesical de demora,
apesar de seus beneficios para o paciente, podem acarretar complicagdes significativas quando
ndo sdo seguidas praticas adequadas durante sua inser¢do e manutengdo. A principal
complicagdo associada a esse procedimento € o desenvolvimento de infecgdes do trato urinario

(ITU) (VIANA et al., 2024).

As infec¢des relacionadas ao uso de cateteres e sondas sdo uma preocupagdo
significativa em ambientes de saude, dados a sua frequéncia de ocorréncia e seu impacto na
mortalidade dos pacientes. Estudos recentes destacam a importancia de medidas preventivas e
do manejo adequado desses dispositivos para reduzir a ocorréncia das infecgdes associadas a
sua utilizacdo. Um estudo publicado por Euzébio et al. (2021) analisou o perfil epidemiologico
das infecgdes relacionadas a assisténcia a saide em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
no periodo entre 2019 e 2020. Os resultados indicaram que a pneumonia associada a ventilagdo
mecanica (PAV) foi a infecgdo mais frequente, correspondendo a 47,22% dos casos, seguida
de infecgdes do trato urinario associadas ao uso de sonda vesical de demora (30,56%) e
infecgOes da corrente sanguinea associadas a cateter venoso central (13,89%). Outro estudo,
realizado por Paiva et al. (2021), destacou que as infecgdes do trato urinario (ITU) associadas
ao cateter vesical de demora apresentam uma incidéncia de aproximadamente 3,87 infecgdes
por 1.000 dias de uso. Pseudomonas aeruginosa foi identificada como o organismo mais
comum nessas infeccoes. Em relacao as infecgdes associadas a cateteres venosos centrais de
longa permanéncia, o tratamento pode envolver o uso de "locks" (técnica de selagem com

antimicrobianos), antibioticoterapia sist€émica e, em alguns casos, a retirada do cateter,
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dependendo do tipo de infec¢do, do microrganismo envolvido e da gravidade do quadro clinico

(NEVES JUNIOR et al., 2010).

O desenvolvimento de métodos de controle microbiano em dispositivos médicos, como
cateteres e sondas, ¢ essencial para reduzir infecgdes associadas, que representam elevada
frequéncia e mortalidade, além de custos hospitalares significativos. Estudos recentes apontam
que a colonizacao por patdgenos resistentes, como P. aeruginosa, ¢ a formagao de biofilmes
sdo os principais desafios, sendo agravados pela limitacdo de tratamentos convencionais e pelo
aumento da incidéncia de resisténcia microbiana a antibidticos (PERIN et al., 2024). Estratégias
inovadoras, como revestimentos antimicrobianos, técnicas de selagem e aplicagdo de
tecnologias avancadas, como nanoparticulas e biossurfactantes, mostram-se promissoras para
prevenir infec¢des e melhorar a seguranga do paciente, destacando-se como uma prioridade no

manejo clinico desses dispositivos (CHEN et al., 2015).

1.2 Biofilmes

O biofilme ¢ uma estrutura complexa e organizada, formada por uma ou por diversas
populacdes microbianas, principalmente por bactérias. Ao formarem biofilmes, as bactérias
estabelecem estruturas coordenadas e funcionais fixadas em superficies inertes ou vivas,
permanecendo imersas em matrizes poliméricas adesivas produzidas pelos proprios organismos
da comunidade (ALVES et al., 2016; SILVA et al., 2020). A formacao de biofilmes pelos
microrganismos proporciona protecdo contra fatores ambientais adversos e predadores,
promovendo ainda o estabelecimento de relagdes simbidticas e permitindo sua sobrevivéncia
em ambientes pouco favoraveis a sobrevivéncia de células planctonicas (ALVES et al., 2016;
SILVA et al., 2020). O biofilme ¢ responsavel por grande parte das infec¢des hospitalares
ocasionadas por dispositivos invasivos como cateteres € sondas, uma vez que sua estrutura
protege as bactérias da comunidade contra agentes antimicrobianos, defesas do hospedeiro
enfermo e facilita a transferéncia horizontal de genes, incluindo aqueles envolvidos na

resisténcia a antibioticos (MOTA et al., 2017).

1.3 Resisténcia bacteriana, um desafio emergente

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos ¢ um desafio complexo, resultante da rapida
evolugdo das bactérias frente aos medicamentos (COOK e WRIGHT, 2022). O processo de

desenvolvimento de novos farmacos ¢ lento, enquanto a resisténcia bacteriana se multiplica de

14



forma veloz (COOK e WRIGHT, 2022). Diversos mecanismos, como inativacdo enzimatica,
alteracdo do alvo do antimicrobiano e bombas de efluxo contribuem para a resisténcia
bacteriana, dificultando o tratamento de doengas infecciosas (VARELA ef al., 2021). Assim, a
crescente ameaga da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos representa um desafio
significativo para a satde publica e a producdo animal, exigindo a busca por alternativas

eficazes para se combaterem microrganismos patogénicos.

Em 2017, o British Medical Journal (BMJ) publicou um caso relevante no qual uma
mulher nos Estados Unidos morreu de choque séptico apds ser infectada por uma cepa de
Klebsiella pneumoniae resistente a todos os 26 antibioticos testados, incluindo
aminoglicosideos, polimixinas e apresentando resisténcia intermediaria a tigeciclina. A cepa
isolada carregava o gene NDM (New Delhi metallo-f-lactamase), que confere resisténcia a
antibidticos B-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos. Embora o MIC para colistina fosse
elevado, o gene mcr-1 (associado a resisténcia plasmidial a colistina) ndo foi detectado. Trata-
se de um caso raro: segundo o CDC, a maioria dos CRE (enterobactérias resistentes a
carbapenémicos) ainda apresenta sensibilidade a pelo menos um antimicrobiano. Este episodio
extremo evidencia as consequéncias da disseminacao global de bactérias multirresistentes e

ressalta a urgéncia na implementacdo de estratégias eficazes para o controle de infeccdes.

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos € categorizada quando uma linhagem
bacteriana desenvolve mecanismos que anulam ou atenuam a agao desses compostos, 0s quais,
por sua vez, sdo utilizados como o principal método de tratamento de doencas infecciosas
causadas por bactérias. Entretanto, o processo de desenvolvimento e aprovagao de novas drogas
¢ consideravelmente mais lento se comparado com a aquisi¢do de resisténcia dos
microrganismos (PULINGAM et al., 2022). De modo geral, as diferentes classes de antibioticos
atuam na inibi¢do da sintese proteica, da sintese da parede celular e da sintese de acidos
nucléicos, além de desorganizar a membrana citoplasmatica e interferir diretamente no
metabolismo celular (COSTA e JUNIOR, 2017). O fato relevante em relacao ao controle de
infeccdes por compostos antimicrobianos ¢ o desenvolvimento de mecanismos fisioldgicos e
genéticos de resisténcia bacteriana, que driblam a acdo desses medicamentos e dificultam o

tratamento de doencas infecciosas.

As bactérias podem desenvolver diversos mecanismos de resisténcia contra agentes

antimicrobianos, destacando-se entre eles o sistema de inativacdo por enzimas, a alteracao ou
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protecao do alvo, as bombas de efluxo e a reducdo da permeabilidade ao composto (VARELA
et al., 2021). O fenotipo de resisténcia, uma vez adquirido por uma populagdo, pode ser
propagado, ja que os genes ligados a esses mecanismos de resisténcia podem ser transferidos
entre bactérias competentes de uma mesma comunidade. O sistema de inativagdo enzimatico
age através da hidroélise, da transferéncia de grupos funcionais e de processos de oxirreducao,
alterando a estrutura quimica do agente antimicrobiano (VARELA et al., 2021). Ja a alteracao
do alvo acontece por meio de uma alteracao em um sitio especifico no qual a droga se ligaria,
impedindo assim sua atividade (VARELA et al., 2021). Além disso, a célula pode proteger o
alvo dos antimicrobianos através de proteinas de protecdo do alvo, as TPP’s (Target Protection
Proteins). As TPP’s podem atuar ligando-se ao sitio de ligacdo do antimicrobiano, impedindo
a atuacdo do mesmo; podem também se ligar de forma alostérica no alvo, alterando sua
conformagdo ou, ainda, induzir uma mudanga conformacional global, formando um complexo
com a droga e prejudicando assim sua efetividade (VARELA et al., 2021). Outra estratégia
utilizada por bactérias contra compostos toxicos, incluindo antibioticos, ¢ a presenga de bombas
de efluxo, que nada mais s@o que proteinas integrais de membrana responsaveis por transportar
ativamente substancias toxicas, incluindo agentes antimicrobianos, para fora da célula. As
bombas de efluxo sdo frequentemente encontradas em bactérias multirresistentes como
Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella

pneumoniae € P. aeruginosa (VARELA et al., 2021).

O uso indiscriminado de antibidticos gera uma pressdo seletiva por meio da qual
organismos resistentes sdo selecionados. Na pecuaria, os antimicrobianos sdo utilizados de
forma profilética, na preven¢do de doengas em animais de produgdo, e na forma metafilatica,
quando hé casos de doencas na populagao. Nesses casos, porém, todos os animais do rebanho
sdo tratados, incluindo aqueles que nao apresentam sintomas da doenca (MARQUES et al.,
2023). Por muitos anos, esses medicamentos foram utilizados na promocao de crescimento
animal, até a proibi¢do para este fim pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) em 2020 (MARQUES et al, 2023). Como resultado dessa administraciao
indiscriminada de antibioticos na promocgao de crescimento e de outros fatores, a resisténcia

microbiana se tornou um grande desafio global (MARQUES et al., 2023).

1.4 Nanobiotecnologia como alternativa no controle microbiano

1.4.1 Biossurfactantes
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Os Dbiossurfactantes sdo metabdlitos secundarios produzidos por diversos
microrganismos, caracterizados por suas propriedades tensoativas resultantes da estrutura
anfipatica das moléculas. Essa caracteristica os torna titeis em um amplo espectro de aplicagoes,
destacando-se a biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados, bem como nas
industrias farmacéutica, biomédica, alimenticia, dentre outras (ERAS-MUNOZ et al., 2022;
FREITAS, 2018). Os biossurfactantes de baixo peso molecular podem ser classificados em duas
grandes categorias: glicolipideos e lipopeptideos (ERAS-MUNOZ et al., 2022). Os
glicolipideos incluem compostos como o ramnolipideo, comumente produzido por bactérias do
género Pseudomonas. J& os lipopeptideos sdo representados por moléculas como surfactinas,
iturinas e fengicinas, amplamente sintetizadas por espécies do género Bacillus (ERAS-MUNOZ

et al., 2022; MARKANDE et al., 2021).

1.4.1.1 Lipopeptideos

Os lipopeptideos sao estruturalmente diversos. Sua composi¢ao basica consiste de uma
cadeia de acido graxo ligada a uma porg¢ao peptidica ciclica. As diferentes espécies e linhagens
de bactérias capazes de produzir essa classe de biossurfactantes podem produzir moléculas que
divergem quanto ao tamanho da cadeia de acido graxo, insaturacdo na cadeia, composi¢ao
quimica do peptideo e da ligac@o entre as duas porcdes, o que agrega propriedades e aplicagdes
diferentes a esses compostos (MNIF ez al., 2015). O uso desses metabolitos como agentes
antimicrobianos ¢ amplamente reportado em literatura, sendo a base de alguns produtos ja
comercializados no mercado, como o Serenade® (BETTIOL et al., 2012). Dentre as classes de

lipopeptideos produzidos por Bacillus spp., destacam-se as surfactinas, iturinas e fengicinas.

As surfactinas sdo um grupo diverso de moléculas, e as diferentes isoformas desse
metabolito podem coexistir na célula com variagdes tanto na por¢do peptidica quanto no
tamanho da cadeia de 4cido graxo (SEYDLOVA et al., 2008). A cadeia de acido graxo P-
hidroxilado contém entre 12 e 16 4&tomos de carbono e esta associada a um anel de sete residuos
peptidicos organizados ciclicamente, seguindo a sequéncia quiral LLDLLDL (SEYDLOVA et
al., 2008; ALMEIDA, 2022). Os aminoacidos hidrofobicos estdo posicionados nas posicdes 2,
3,4, 6 e 7, enquanto os residuos hidrofilicos (glutamato e aspartato) ocupam as posi¢des 1 e 5,
respectivamente (SEYDLOVA et al., 2008; ALMEIDA, 2022). Esses dois ltimos conferem
duas cargas negativas a molécula (SEYDLOVA et al., 2008; ALMEIDA, 2022). No que diz
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respeito a atividade antimicrobiana, as surfactinas possuem um amplo espectro de acdo contra
diversos grupos bacterianos, causando a desestabilizacdo das membranas celulares ao integrar
sua cauda hidrofobica na bicamada lipidica, resultando em permeabilizagdo da membrana e

morte celular (SAIYAM et al., 2024).

As iturinas sdo lipopeptideos compostos por um 4cido graxo com uma cadeia de 14 a
17 atomos de carbono, ligado por um grupo amida a um residuo de aminoacido que integra a
por¢ao peptidica da molécula (MNIF et al., 2015). Sua estrutura segue a sequéncia quiral
LDDLLDL (L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser) (SAIYAM et al., 2024), e a
variagdo nos aminodcidos contribui para seu alto polimorfismo (SAIYAM et al., 2024). Os
principais representantes dessa familia incluem iturina A, iturina D, iturina C, iturina E,
bacillomicina D, bacillomicina L, bacillomicina F, micossubtilina e bacillomicina Lc
(SAIYAM et al., 2024). Dentro dessa familia cabe destacar a [turina A, mais eficaz como agente
antifungico (MNIF et al., 2015, WAN et al., 2022; ONGENA et al., 2008). Diferentemente das
surfactinas, as iturinas possuem acao limitada contra bactérias, possuindo por outro lado ampla
atividade antifingica. O principal mecanismo de agdo antifingica dessa familia ¢ a formacao
de poros condutores de ions, o que ocasiona um desequilibrio na pressdo osmoética da célula

(ONGENA et al., 2008).

As fengicinas possuem, de forma geral, dez aminoacidos acilados ligados a uma cadeia
de acido graxo cujo tamanho pode variar entre 14 a 19 atomos de carbono. A por¢do peptidica
da fengicina segue a sequéncia LLDLLDL, sendo composta por sete aminoacidos, incluindo
residuos de glutamina e prolina, que conferem estabilidade estrutural a molécula (SAIYAM et
al., 2024). Os membros da familia das fengicinas diferem dos demais grupos ja citados pela
presenca de aminoacidos atipicos na sua porcao peptidica, tais como a ornitina e a alo-treonina
(MNIF et al., 2015). Esse metabolito se destaca por sua acdo antifingica contra fungos

miceliais, sendo grande parte destes patdgenos de plantas (MNIF et al., 2015).

A interacdo entre esses peptideos e as membranas estd diretamente relacionada a
estrutura dos compostos € a composi¢ao fosfolipidica da membrana-alvo (CHEN et al., 2022).
Peptideos antimicrobianos catidnicos, como a surfactina, apresentam alta afinidade por
membranas com fosfolipidios de carga negativa, caracteristica comum das membranas
bacterianas devido a presenca de pelo menos 15% de fosfolipidios anidnicos (CHEN et al.,

2022). Essa afinidade resulta de interagdes eletrostaticas, favorecendo a seletividade bacteriana
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e minimizando a citotoxicidade sobre células de mamiferos, cujas membranas possuem menor

proporcao de fosfolipidios anionicos (CHEN et al., 2022).

Figura 1 - Estrutura quimica das principais familias de biossurfactantes
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Estrutura quimica das principais familias de biossurfactantes lipopeptidicos a) Surfactina b) Iturina ¢) Fengycin.
Representagdo dos aminoacidos por suas abreviaturas padrdo: asparagina (Asn), leucina (Leu), acido glutamico
(Glu), valina (Val), Serina (Ser), Glutamina (Gln), Prolina (Pro), Glutamato (Glx), Treonina (Thr), Glicina (Gly),
Alanina (Ala), Histidina (His). Fonte: Kumar et al. (2021).

1.4.1.2 Glicolipideos

Glicolipideos sdo biossurfactantes formados por um ou mais carboidratos ligados a uma
cadeia lipidica por meio de uma ligagao glicosidica (VOET et al., 2016). Esses compostos sao
produzidos por diversos grupos de microrganismos, incluindo bactérias, fungos filamentosos e
leveduras, com destaque para espécies dos géneros Pseudomonas € Bacillus. Pertencem a essa
classe de biossurfactantes os ramnolipideos, lipidios de mannosileritritol, trehalolipideos,
celobioselipideos, soforolipideos e seus derivados (YAN et al., 2023). Os ramnolipideos sdo
produzidos majoritariamente por linhagens de P. aeruginosa. Essas moléculas podem
desempenhar fungdes fisiologicas associadas a absor¢do e biodegradagdo de compostos de

baixa solubilidade, motilidade bacteriana e ao desenvolvimento de biofilme (ALMEIDA,
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2024). Além disso, podem se categorizar como um fator de viruléncia, uma vez que protegem
a célula contra o sistema de defesa do hospedeiro e podem atuar como hemolisinas
(WITTGENS et al., 2017). A aplicagdo dos ramnolipideos ¢ ampla, destacando-se sua agao
antimicrobiana em diversos setores, incluindo o uso estético. Conforme reportado por Carra e
colaboradores (2024), ramnolipideos incorporados a filmes bioadesivos foram eficazes no
tratamento da acne, demonstrando atividade antimicrobiana contra Cutibacterium acnes, uma
das principais bactérias associadas a essa condigao.

Outro grupo de glicolipideos de grande importancia biotecnoldgica sdo os
soforolipideos, produzidos principalmente por espécies de leveduras ndo patogénicas. Os
soforolipideos sdo biossurfactantes glicolipidicos que contém soforose como carboidrato
compondo a parte hidrofilica da molécula e uma longa cadeia de acido graxo compondo a parte
hidrofobica (VAN BOGAERT et al., 2007). A produgdao desses compostos normalmente
envolve o uso de espécies de leveduras osmofilicas e ndo patogénicas, como Candida
bogoriensis, C. apicola, C. bombicola, Starmerella bombicola e Wickerhamiella domericqiae
(PAL et al., 2023). Sao amplamente aplicados em diferentes setores, onde desempenham papel
importante no tratamento de emulsdes industriais, no gerenciamento de vazamentos de 6leo, na
purificagdo e degradacdo de efluentes industriais, bem como na recuperacdo de solos

degradados (SAENZ-MARTA etal.,2015; PAL et al., 2023).

1.4.1.3 Acio antimicrobiana dos biossurfactantes

A resisténcia bacteriana aos antibidticos representa um obstaculo complexo para a saude
humana e animal, decorrente da rdpida adaptagdo das bactérias aos medicamentos
convencionais (COOK e WRIGHT, 2022). Esse cenario impulsiona a busca por terapias
alternativas. Os lipopeptideos se destacam como uma promissora classe de compostos
antimicrobianos, especialmente as surfactinas, iturinas e fengicinas (MNIF et al., 2015).
Segundo Bafghi et al. (2024), lipopeptideos produzidos por Bacillus licheniformis inibiram o
crescimento de Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR) em concentragcdes menores
que as dos antibidticos convencionais. Na mesma linha, lipopeptideos extraidos de uma
linhagem de Bacillus amyloliquefaciens demonstraram potencial no setor alimenticio, por sua
baixa toxicidade para a maioria dos probioticos e elevada atividade antimicrobiana contra

patdgenos alimentares multirresistentes (LIN et al., 2020).
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Os lipopeptideos e outras classes de biossurfactantes se destacam também por sua acao
antibiofilme, especialmente contra biofilmes formados por bactérias patogénicas de interesse
clinico. Malakar et al. (2024) reportaram que ramnolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa mostraram 90% de inibigdo na formacdo de biofilme e 90% de disrupgdo de
biofilmes ja formados por Staphylococcus aureus, quando utilizados na concentragdo de 0,5 mg
mL!. Ja Patel e colaboradores (2021) utilizaram um biossurfactante produzido por
Lactobacillus rhamnosus, isolado do leite materno, para avaliar sua agdo antibiofilme e
antibacteriana contra Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus €
Escherichia coli. O biossurfactante apresentou efeito antibacteriano significativo, com valores
de concentragdo inibitéria minima (MIC) variando de 12,5 a 50 mg/mL e concentragdao
bactericida minima (MBC) aproximadamente duas vezes maior. Além disso, foi capaz de inibir
a adesdo bacteriana e desestruturar biofilmes preexistentes, reduzindo a viabilidade celular

dentro dessas estruturas.

Freitas e colaboradores (2020) investigaram os efeitos antimicrobianos e antibiofilme
dos lipopeptideos biossurfactantes sintetizados por Bacillus velezensis TR471I contra patdgenos
Gram-negativos associados a infecgdes nosocomiais. O extrato bruto exibiu forte atividade
antibacteriana contra Alcaligenes faecalis, Achromobacter xylosoxidans, Pseudomonas
alcaligenes e Pseudomonas putida. O extrato obtido F4 foi o mais bioativo, com valores de
concentragdo inibitoria minima (MIC) entre 300 ¢ 600 pug/mL. Além disso, essa fragao
desestruturou biofilmes de A4. faecalis, A. xylosoxidans e P. alcaligenes em aproximadamente
100%, 85% e 80%, respectivamente. Esses achados sugerem que a aplicagdo combinada desses
biossurfactantes pode ser uma estratégia eficaz no controle de patdgenos oportunistas

associados a infec¢des hospitalares.

Sabino et al. (2024) investigaram a capacidade dos lipopeptideos produzidos por
Bacillus velezensis em inibir a atividade hemolitica de Staphylococcus aureus, um patdgeno
associado a mastite bovina. Foram analisadas diferentes cepas de Bacillus para produgdo de
compostos com atividade anti-hemolitica. Os lipopeptideos isolados incluiram iturinas,
fengicinas e surfactinas, sendo as iturinas as mais eficazes, reduzindo a hemolise em até 76%.
A andlise por docking molecular indicou que esses compostos podem interagir com a
hemolisina, possivelmente interferindo na sua agdo. Além disso, experimentos de dindmica

molecular sugeriram interagdes duradouras entre as iturinas e os residuos criticos da hemolisina.
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Esses achados destacam o potencial das iturinas como uma estratégia anti-viruléncia para

controle de S. aureus na pecudria leiteira.

Liuetal. (2019) investigaram o mecanismo antifingico da fengicina A, um lipopeptideo
produzido por Bacillus amyloliquefaciens finb60, contra Candida albicans. Os resultados
demonstraram que o composto inibe significativamente o crescimento do fungo, com uma MIC
de 32 pg/mL, retardando sua fase de crescimento exponencial. A analise estrutural revelou que
a fengicina A compromete a integridade da parede celular, tornando-a mais fina e
desorganizada, além de aumentar a exposicdo de glucana e quitina. Esse efeito reduz a
hidrofobicidade celular, prejudicando a adesio do fungo ao hospedeiro. Além disso, 0 composto
induziu um actmulo significativo de espécies reativas de oxigénio (ROS), gerando estresse
oxidativo e disfun¢do mitocondrial, evidenciada pelo aumento do potencial de membrana

mitocondrial.

1.4.2 Nanomateriais e sua aplicacio no controle de infec¢des bacterianas

Os nanomateriais representam uma classe inovadora de materiais, sendo amplamente
pesquisados quanto ao seu potencial para aplicacdes praticas em diversas areas. Definidos por
terem dimensodes entre 1 e 100 nm, esses materiais possuem propriedades unicas que os
diferenciam significativamente de suas formas em escala macroscopica (BAIG et al., 2021). A
nanotecnologia moderna teve suas bases lancadas em 1959 com Richard Feynman, que
vislumbrou a manipulagdo de materiais em nivel atdbmico e molecular, enquanto o termo
"nanotecnologia" foi formalmente introduzido por Norio Taniguchi em 1974 (BAIG et al.,
2021). Avangos tecnoldgicos, como a inven¢do da microscopia de tunelamento em 1982 e da
microscopia de forca atdmica em 1986, aceleraram a pesquisa e o desenvolvimento na area
(BAIG et al., 2021). Atualmente, nanomateriais sdo amplamente utilizados em revestimentos,
eletronicos, cosméticos, remediagdo ambiental, dispositivos de armazenamento de energia e
como antimicrobianos, exemplificando o vasto potencial dessa tecnologia emergente (BAIG et

al., 2021).

1.4.2.1 Nanoparticulas
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Nanoparticulas metalicas sdo formadas a partir de metais reduzidos por processos
destrutivos ou construtivos (IJAZ et al., 2020; ABDELMONEIM et al., 2022). Diversos metais,
como aluminio, cobre, ouro, ferro, prata e zinco, sdo comumente utilizados em sua sintese (IJAZ
et al., 2020; SALEM et al., 2023). Essas particulas possuem propriedades tnicas, como
tamanhos de 10 a 100 nm, alta relagdo superficie-volume, estruturas cristalinas e caracteristicas
Opticas e elétricas especificas (SINGH et al., 2020; KANKALA et al., 2020). A sintese de
nanoparticulas geralmente ocorre por meio de dois métodos: os métodos nao biologicos, que
empregam abordagens fisicas e quimicas, e os métodos bioldgicos, que fazem uso de culturas
microbianas ou de extratos vegetais (PATEL et al., 2023). Por fim, o controle preciso do
tamanho e da forma das nanoparticulas ¢ fundamental para o desenvolvimento de materiais
avangados (SALEM et al., 2023).

Metais como cobre (Cu) e prata (Ag) possuem alta toxicidade para bactérias, mesmo em
pequenas concentragdes, o que os torna amplamente utilizados como agentes antimicrobianos
em setores da industria, saude e agricultura (SALEM et al., 2023). As nanoparticulas de 6xido
de cobre (CuO-NPs), por exemplo, demonstram a¢do antimicrobiana contra E. coli e B. subtilis
e sdo usadas em tintas e tecidos (AL-HAKKANI et al., 2020). Oxidos metalicos como CeO2
tém aplicacdes especificas, como catalisadores em combustiveis (SALEM et al., 2023). Ja as
nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnético (SPIO) sdo promissoras para a medicina,
sendo usadas como agentes de contraste em ressonancia magnética, transporte de medicamentos
e terapia com campos magnéticos (KHALID et al., 2018). Esses materiais, ao serem
estabilizados por polimeros biocompativeis, possuem maior eficiéncia e seguranca, ampliando

sua aplicabilidade biomédica e tecnologica (SALEM et al., 2023).

1.4.2.2 Pontos Quanticos de Carbono (CQD’s)

Os Carbon Quantum Dots (CQD’s) s3o nanomateriais cujo tamanho pode variar entre
1 a 10 nandémetros (MACHADO et al., 2015). Esses nanomateriais possuem diversas
propriedades, como estabilidade quimica e elétrica, baixo impacto sobre o meio ambiente, alta
fotoluminescéncia, alta solubilidade em dgua e biocompatibilidade (SUN et al., 2022). A sintese
de CQD’s pode ser realizada através de métodos quimicos ou fisicos, a partir de compostos de
carbono estruturalmente maiores como nanotubos de carbono, grafite e diamante (métodos top-
down), ou a partir de moléculas precursoras como agucares, sais organicos e resina (métodos

bottom-up) (SUN et al., 2020; MACHADO et al., 2015).
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Travlou e colaboradores (2018) reportaram as propriedades antimicrobianas dos
CQD’s, sendo estas dependentes do tamanho da particula e de suas propriedades fisico-
quimicas. O que determina a maior eficiéncia dos CQD’s como agentes antimicrobianos € a sua
dopagem superficial. Empiricamente, Travlou e colaboradores (2018) reportaram que os grupos
amino e amida, resultantes da dopagem com nitrogénio, tém maior a¢do antimicrobiana. Mais
especificamente, a forma protonada desses grupos tem efeito eletrostatico na membrana
bacteriana. Além disso, os CQD’s induzem a formagao de espécies reativas de oxigénio, o que

também contribui para a morte da célula.

1.4.2.3 Nanoclusters

Os nanoclusters de metais representam uma nova classe de agregados moleculares que
consistem em algumas dezenas a centenas de atomos metalicos, com tamanhos comparaveis ao
comprimento de onda de Fermi dos elétrons (ZHANG et al., 2014). Como resultado, os
nanoclusters metalicos apresentam propriedades fisico-quimicas distintas, forte
fotoluminescéncia, excelente biocompatibilidade e transicoes HOMO-LUMO (ZHENG et al.,
2022). Servindo como um elo intermediario entre atomos metalicos isolados e nanoparticulas
metalicas, os nanoclusters metalicos tém despertado crescente interesse em diversas areas,
incluindo a terapia antibacteriana (ZHENG et al., 2022).

O tamanho e a quimica de superficie diversificada dos nanoclusters metalicos (NCs)
conferem vantagens no combate a bactérias patogénicas (ZHENG et al., 2018). Os NCs
metalicos apresentam multiplos mecanismos antibacterianos, incluindo danos a estrutura
celular (parede celular e membrana), liberacdo de ions metélicos, geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), destruigdo de componentes intracelulares, entrega de agentes
antimicrobianos € mecanismos fotoativados (ZHENG et al., 2022). Esses mecanismos derivam
principalmente das propriedades fisico-quimicas Unicas dos NCs, especialmente as interagdes
multivalentes entre os NCs e as bactérias, que ocorrem por meio de atragdes eletrostaticas,
interacoes hidrofobicas, forcas de Van der Waals e interagdes receptor-ligante (MAKABENTA
etal., 2021).

Zheng e colaboradores (2017) demonstraram que € possivel conferir atividade
antimicrobiana a nanoparticulas de ouro por meio do controle preciso de seu tamanho para
dimensdes de NCs (menores que 2 nm). Os nanoclusters de ouro mostraram eficacia contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em decorréncia de sua capacidade de interagir de

maneira eficiente com as células bacterianas, desestabilizando a membrana celular e lizando o
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organismo. Ja Yuan et al. (2014) revelaram que nanoclusters ultrapequenos, ricos em ions Ag"
e protegidos por glutationa (GSH), apresentam maior atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas em comparagdo a nanoclusters similares contendo prata
metélica (Ag’). A alta atividade ¢ atribuida 4 abundancia de ions Ag® na superficie dos
nanoclusters, que ndo ¢ observada em particulas maiores, destacando o papel do estado de

oxidacao da prata no combate a infec¢des bacterianas.

1.4.3 Efeito sinérgico no controle microbiano

A crescente incidéncia de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem impulsionado
a busca por novas estratégias para o controle de patdgenos, especialmente em contextos
médicos e industriais. Tecnologias baseadas em nanomateriais, como pontos quanticos,
nanoparticulas e nanoclusters metalicos e compdsitos poliméricos, tém mostrado grande
potencial nesse cendrio. Esses materiais oferecem propriedades antimicrobianas avancadas e
reduzem a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Diversos estudos
recentes exploram aplicacdes inovadoras de nanomateriais no combate a bactérias
multirresistentes e na preservagao de alimentos, evidenciando sua relevancia em desafios atuais

de saude publica e seguranca alimentar.

Chen et al. (2015) desenvolveram nanodots de ouro fotoluminescentes (Au-NDs)
funcionalizados com surfactina (SFT) e 1-dodecanotiol (DT), que demonstraram alta eficacia
antimicrobiana, especialmente contra bactérias multirresistentes, incluindo Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). A elevada atividade antimicrobiana desses nanodots (=
2,5 nm) foi atribuida ao efeito sinérgico entre a SFT e DT-Au-NDs, promovendo a ruptura da
membrana citoplasmatica das células bacterianas. Em testes in vivo, o uso de SFT/DT-Au-NDs
em feridas infectadas acelerou a cicatrizagao, melhorou a epitelizagao e aumentou a producao
de fibras de coladgeno, destacando seu potencial como material antimicrobiano para aplicacdes

pré-clinicas.

No campo das embalagens alimenticias, Jayakumar et al. (2021) reportaram a eficicia
de filmes de 4lcool polivinilico (PVOH) incorporados com nanoparticulas de argila e
lipopeptideos no controle de patogenos e de microrganismos deterioradores de alimentos. Estes
filmes apresentaram propriedades mecanicas e de barreira aprimoradas, inibindo o crescimento
de Salmonella typhimurium e Pythium myriotylum. Os resultados destacam o potencial desses

materiais como embalagens ativas para protecao e preservagao de alimentos.
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Além disso, Li et al. (2016) desenvolveram pontos quanticos de carbono
funcionalizados com espermidina (Spd—CQDs), de aproximadamente 4,6 nm, como agentes
antimicrobianos. Esses nanomateriais demonstraram eficacia contra FEscherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e MRSA, com ac¢ao baseada
na ruptura das membranas bacterianas. Estudos in vivo evidenciaram cicatrizagdo acelerada e
melhor formacdo de tecido em feridas infectadas por MRSA, reforcando seu potencial em
curativos antimicrobianos. Outra abordagem promissora foi a sintese de CQDs via reacao de
polimerizacdo de Aldol, utilizando acetona como fonte de carbono. GAO et al. (2021)
desenvolveram um nanocomposito CQDs/Ag:S/CS ao carregar CQDs e nanoparticulas de Ag.S
em um substrato de quitosana (CS). O material demonstrou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (Gram-positivo), Escherichia coli (Gram-negativo) ¢ MRSA,

destacando-se como alternativa aos antibioticos tradicionais.

No contexto de membranas antimicrobianas, compositos de alcool polivinilico (PVA)
incorporados com lipopeptideos e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) apresentaram
atividade significativa contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa. Esses materiais, além de exibirem aprimoramento nas propriedades Opticas,
térmicas e mecanicas, demonstraram compatibilidade sanguinea e potencial para revestimentos

antimicrobianos (JAYAKUMAR et al., 2021).

Por fim, Khalid et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas de prata (Ag) e 6xido de ferro
(Fes0a) revestidas com ramnolipideos (RL), que mostraram forte atividade antibiofilme contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. As NPs revestidas com RL inibiram tanto
a formagao quanto o crescimento de biofilmes pré-formados, modificando a hidrofobicidade da
superficie e gerando espécies reativas de oxigénio, o que as torna promissoras para utiliza¢do

em revestimentos antimicrobianos e curativos para feridas.

1.5 Consideracoes finais

As infeccoes relacionadas ao uso de dispositivos médicos, como cateteres e sondas,
representam um desafio significativo nos ambientes de saude, em decorréncia de sua alta
incidéncia, altas taxas de mortalidade associada e dos custos hospitalares elevados. O
desenvolvimento de biofilmes e a crescente resisténcia bacteriana a antimicrobianos de uso

tradicional agravam esse cenario, dificultando os tratamentos convencionais. Assim, ¢ de
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grande relevancia o desenvolvimento de estratégias inovadoras e eficazes no combate aos
microrganismos patogénicos, como o uso de revestimentos antimicrobianos, biossurfactantes e
tecnologias baseadas em nanomateriais, que possuam eficicia na reducdo da colonizagdo
microbiana e na inibi¢cdo de biofilmes. Essas abordagens ndo apenas aprimoram a seguranga
dos pacientes, mas também se destacam como alternativas promissoras no manejo clinico,
contribuindo para a prevengdo de infecgdes e para a mitigagdo do impacto da resisténcia

bacteriana a antimicrobianos.
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Sintese, caracteriza¢ao e avaliacdo da atividade antimicrobiana de nanomateriais
RESUMO

Diante do crescente desafio imposto pela resisténcia bacteriana a antimicrobianos de uso
clinico, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas ¢ essencial para o controle de
infecgoes, especialmente aquelas associadas a formagao de biofilmes. Neste estudo, avaliou-se
a eficacia de lipopeptideos produzidos por um isolado de Bacillus velezensis e nanomateriais
(pontos quanticos de carbono e nanoparticulas de prata) no combate a patdogenos de interesse
humano e veterinario, com foco na inibi¢cao de biofilmes bacterianos. Os patogenos avaliados
foram Pseudomonas aeruginosa PA-BH (isolada de sepse em humano), Streptococcus
agalactiae e S. uberis (isolados de mastite bovina), Staphylococcus aureus, S. warneri e
Escherichia coli (isolados de mastite caprina), E. coli (isolada de peritonite bovina), Salmonella
sp. (isolada de linfonodo mesentérico de suino), Salmonella sp. (isolada de colite equina) e E.
coli (isolada de infecgdo sistémica em aves). O trabalho seguiu as seguintes abordagens: (i)
caracterizacgao fisico-quimica dos nanomateriais formulados, incluindo analise de potencial zeta
e espectroscopia de fluorescéncia para avaliagdo da estabilidade coloidal e propriedades Opticas
e (il) determinagdo da atividade antimicrobiana e antibiofilme dos lipopeptideos e dos
nanomateriais, por meio de ensaios inibitorios em microplaca e em cateteres de silicone. Os
resultados obtidos evidenciam o potencial dos compostos testados na inibi¢dao do crescimento
bacteriano e na prevengao da formacao de biofilmes. Os lipopeptideos purificados de Bacillus
velezensis TR47I1 e TRS59II demonstraram atividade antimicrobiana expressiva frente aos
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (bovina), com inibigdes
superiores a 90% para TR59II em ambas as bactérias. Os pontos quanticos de carbono (CQDs)
também apresentaram elevada eficacia, atingindo até 98% de inibicdo do crescimento nas
concentragdes mais elevadas testadas. Nos ensaios de inibi¢do da formagao de biofilmes em
microplaca, as formulagdes NPAgCV, NPAgCVEB4; ¢ NPAgRLEB4; destacaram-se como
mais efetivas frente ao isolado de Salmonella sp. (equino). Para o isolado de Salmonella sp.
proveniente de linfonodo mesentérico suino, a maior inibi¢ao (58,5%) foi obtida com CQDs na
concentragdo maxima, seguida pelos tratamentos TR59/2000 (86,5%), TR59/1000 (86,25%) e
CQDI1:10 (84,25%). Nos testes com fragmentos de cateter, a formulacio NPAgRLEB4;
promoveu a maior reducio na formagao de biofilme por Salmonella sp. (suino), com média de
inibicdo de aproximadamente 60%. Os resultados obtidos permitem concluir que o uso de

nanoparticulas de prata funcionalizadas, pontos quanticos de carbono e lipopeptideos
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representam uma abordagem promissora para o controle de patdgenos multirresistentes,
especialmente em aplicagdes biomédicas e veterinarias. A funcionaliza¢do de nanoparticulas
metalicas demonstrou potencial para o desenvolvimento de revestimentos antimicrobianos para
dispositivos médicos e uma estratégia alternativa ao uso de antibioticos convencionais. Estudos
adicionais s3o necessarios para avaliar a biocompatibilidade e a aplicabilidade desses

compostos em larga escala, visando a sua implementacao na pratica clinica e na agroindustria.
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2.1 Introducio

As infecgdes hospitalares no Brasil corresponderam a 14% das internagdes em 2021
(DE ARAUJO GALLUCCI et al., 2023). Cerca de 60% dos pacientes internados em Unidades
de Terapia Intensiva (UTIs) apresentaram algum tipo de infec¢do hospitalar, enquanto 70%
precisaram de antibioticoterapia em algum momento de sua internagio (DE ARAUJO
GALLUCCI et al., 2023). Além disso, a taxa de mortalidade entre pacientes que desenvolvem
infecgdes nas UTIs chegou a 40% (DE ARAUJO GALLUCCI et al., 2023). Em se tratando de
hospitais veterinarios, o controle e a prevencdo de infeccdes ainda enfrentam desafios
relacionados a recursos limitados, escassez de pessoal capacitado e a auséncia de sistemas de
vigilancia estruturados, em decorréncia principalmente de limitagdes orcamentarias
(SANTANA et al., 2022). Assim como ocorreu inicialmente na medicina humana, as agdes
nessa area geralmente sao reativas, implementadas em resposta a surtos ou crises (SANTANA
et al.,2022). Com o avanco da medicina veterindria € o aumento de procedimentos invasivos e
terapias imunossupressoras, a vulnerabilidade dos pacientes a infec¢des hospitalares cresce,
destacando a necessidade de estratégias mais proativas e investimentos para melhorar o controle

e a prevencao dessas infecgdes (SANTANA et al., 2022).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos de uso clinico agrava ainda mais esse cenario
em ambas as areas (medicina humana e veterinaria). Na medicina veterinaria, o uso inadequado
de antimicrobianos para controle de infec¢des em animais de produ¢do contribuiu para a
disseminagdo de genes de resisténcia, o que representa um risco ndo apenas para a saude animal,
mas também para a satide publica, dado o potencial de transmissdo zoonotica (MARQUES et

al., 2023).

A nanobiotecnologia tem se destacado como uma abordagem promissora tanto na
medicina humana quanto veterinaria. Nanoclusters de ouro e pontos quanticos de carbono
emergem como alternativas eficientes no controle de infecgdes e redugdo da resisténcia
antimicrobiana, combinando biocompatibilidade e acdo eficaz (Zhang et al., 2014; Gao et al.,
2021). Particularmente relevante ¢ a associacdo de nanoparticulas metdlicas com
biossurfactantes microbianos, como lipopeptideos e ramnolipideos. Um exemplo marcante ¢ o
trabalho de Chen et al. (2015), que desenvolveram nanodots de ouro (Au-NDs, =2,5 nm)
funcionalizados com surfactina e 1-dodecanotiol, demonstrando: (1) potente atividade contra
MRSA e outras bactérias multirresistentes através da ruptura sinérgica da membrana bacteriana,

e (2) eficacia in vivo ao acelerar a cicatrizagdo de feridas infectadas, com melhora significativa
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na epitelizacdo e sintese de colageno - resultados que reforcam seu potencial translacional para

aplicagdes clinicas.

Portanto, o desenvolvimento de métodos avancados de controle microbiano em
dispositivos empregados na medicina humana e veterinaria tem o potencial de contribuir ndo
apenas para melhorar a seguranga do paciente e do animal, mas também para a sustentabilidade
dos sistemas de saude publica e de producdo animal. Este trabalho busca explorar estratégias
inovadoras e tecnologias emergentes no controle de infecgdes relacionadas ao uso de cateteres

e sondas, abordando tanto a d&rea médica quanto a veterindria.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Antibiograma

O antibiograma das linhagens bacterianas de referéncia utilizadas no estudo foi
realizado seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023),

utilizando-se o método de difusdo em disco para avaliar a suscetibilidade aos antibioticos.

Sumariamente, os isolados foram cultivados em agar sangue ou dgar MacConkey,
conforme suas exigéncias nutricionais, ¢ incubados a 37 °C por 18 a 24 horas. Apos o
crescimento, coldnias isoladas foram suspensas em solugio salina estéril (NaCl 8,5 gL ') e a
turbidez foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™"),
comparando-se visualmente com um tubo padrdo. Em seguida, a suspensdo bacteriana foi
inoculada em placas de agar Mueller-Hinton (MH) para bactérias ndo fastidiosas e em agar
Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue de carneiro para Streptococcus spp. A
semeadura foi realizada com auxilio de um swab estéril, garantindo-se uma distribui¢ao
homogénea do indculo por toda a superficie do meio. As placas foram deixadas em repouso por

3 a 5 minutos para permitir a absor¢ao do indculo antes da aplicacao dos discos de antibidticos.

Os discos impregnados com antibidticos foram distribuidos na superficie das placas de
cultura com auxilio de uma pinga estéril, respeitando-se um espacamento minimo de 24 mm
entre os discos para evitar interferéncias na leitura dos halos de inibi¢do. Os antibidticos
testados foram selecionados de acordo com o perfil de sensibilidade esperado para cada grupo

bacteriano. Apds a aplicagdo dos discos, as placas foram incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas.
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Apobs o periodo de incubacdo, os diametros das zonas de inibi¢do foram medidos
utilizando-se um paquimetro. Os resultados foram interpretados com base nos critérios do CLSI
(2023) e classificados como sensivel (S), intermedidrio (I) ou resistente (R). Os resultados
obtidos permitiram avaliar o perfil de resisténcia dos isolados clinicos de referéncia utilizados

no estudo.

2.2.2 Producio e purifica¢ao de lipopeptideos

2.2.2.1 Microrganismos e condi¢oes de cultivo

Os isolados bacterianos utilizados neste trabalho foram Bacillus velezensis LBBMA
TR4711 e LBBMA TRS59II, pertencentes ao Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para
0 Meio Ambiente (LBBMA) da Universidade Federal de Vigosa. As culturas-estoque sao
mantidas a -80 °C em Tryptic Soy Broth (TSB) contendo 25% de glicerol (v/v). Os isolados
foram reativados em meio Tryptic Soy Agar (TSA) a 30 °C por aproximadamente 24h.

Ap0s reativagdo, os isolados foram cultivados em meio Tryptic Soy Broth (TSB) por 15
h a 30 °C e 200 rpm. Uma aliquota foi transferida para frasco Erlenmyer de 1000 mL contendo
200 mL de Meio Mineral (adaptado de Almeida, 2022), de modo a se obter uma densidade
optica a 600 nm inicial de 0,05. Os frascos foram incubados a 30 °C e 200 rpm por 72 horas.

O meio mineral utilizado é composto por (g L™!): K2HPO4 (13,9), KH2PO4 (2,7), NaNO3
(4,24), extrato de levedura (0,05), sacarose (50%) e 50 mL de solucdo de micronutrientes. A
solucdo de micronutrientes é composta por (g L™): EDTA (0,5), MgS0a4 .7 H20 (3,0), MnSO4
4H20 (0,5), NaCl (1,0), CaCl2.2H20 (0,1), CoCl2.6H20 (0,1), ZnSO4.7H20 (0,1), FeSO4.7H20
(0,1), CuS0O4.5H20 (0,01), Na2M004.2H20 (0,01), NaSeO4 (0,01), NiCl2.6H20 (0,02).

2.2.2.2 Extracio e Purificacdo dos Lipopeptideos

A extragdo e purificacdo dos lipopeptideos foi realizada de acordo com o protocolo
adaptado de Yu e colaboradores (2022). Apos o cultivo, o caldo de fermentacao foi centrifugado
a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e o pH foi ajustado com acido

sulfurico para a faixa entre 2-3, seguido de centrifugacdo a 8.000 x g por 5 minutos. O
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precipitado foi ressuspendido com &4gua ultrapura e homogeneizado manualmente por 2
minutos, seguindo-se nova centrifugagcdo por 5 minutos a 10.000 x g. Esse procedimento foi
realizado duas vezes. A purificagdo dos lipopeptideos contidos no precipitado foi feito
adicionando-se etanol 100%, em volume suficiente para a solubilizagdo do precipitado. A
solucdo foi filtrada em membrana de 0,22 um e o filtrado foi submetido a evaporagao do
solvente a 65 °C em um evaporador rotativo MA120 (Marconi). Os frascos utilizados no
procedimento foram previamente pesados vazios e seus pesos foram anotados, permitindo o
calculo do rendimento dos lipopeptideos obtidos. Os lipopeptideos puros obtidos foram

recuperados em etanol e armazenados em geladeira para uso posterior.

2.2.2.3 Producao de extrato bruto enriquecido em lipopeptideos (EBEL)

Para a producdo do extrato bruto enriquecido com lipopeptideos (EBEL), utilizou-se o
meio de cultura 523, composto por 10 g de sacarose, 8 g de caseina hidrolisada, 4 g de extrato
de levedura, 2 g de K:HPOs4, 0,3 g de MgSO4-7H20 e 1.000 mL de dgua destilada. O in6culo
foi preparado transferindo-se uma colonia da linhagem TR47II cultivada em TSA para frasco
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB). O frasco foi incubado
a 30 °C em agitador orbital a 200 rpm por aproximadamente 18 horas. Em seguida, frascos
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 200 mL do meio 523 foram inoculados com um volume do
in6culo suficiente para se alcangar uma densidade 6ptica a 600 nm (ODesoo) de 0,05. As culturas

foram incubadas a 30 °C e 200 rpm por 72 horas.

Os lipopeptideos foram concentrados por precipitacdo acida, conforme descrito por
Vater et al. (2002). Para isso, o pH da solu¢do foi ajustado para 2,0 utilizando-se HCI 6 mol
L'. Ap6s incubacdo a 4 °C overnight, os frascos foram submetidos a centrifugacao 10.000 x g
por 15 minutos e o extrato bruto enriquecido em lipopeptideos (EBEL) foi dissolvido em agua
destilada, ajustando-se o pH para 7,0. Ap6és uma nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
armazenado em frascos a -80 °C e liofilizado, em seguida foi preparada uma solucdo estoque

de 5.000 ug mL! para uso em anélises subsequentes.

2.2.3 Sintese dos nanomateriais

2.2.3.1 Pontos Quanticos de Carbono - CQD’s
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Para a sintese dos CQD'’s, foi utilizado o protocolo adaptado de Lai e colaboradores
(2020). Sumariamente, 2,8 gramas de 4cido citrico e 120 miligramas de ureia foram adicionados
a 40 mL de agua destilada e a mistura foi homogeneizada por 5 minutos. Em seguida, a solucao
foi transferida para um reator e levada a mufla pré-aquecida a 150 °C, onde a polimerizagao
ocorreu por aproximadamente 10 horas a 200 °C. Por fim, o composto foi resfriado a
temperatura ambiente, 4 mL de dgua ultrapura foram adicionados e a solucgdo foi filtrada em

filtro 0,45 pm.

Figura 2 — Autoclave hidrotermal

Vista externa e interna da autoclave hidrotermal utilizada na sintese de CQDs. O equipamento ¢ composto por um
corpo cilindrico de ago inoxidavel, tampa rosqueavel com vedagdo, revestimento interno em PTFE
(politetrafluoretileno) e disco metalico de pressdo. Este sistema permite a realizagdo de reagdes em meio aquoso
sob alta temperatura e pressdo, sendo comumente empregado em processos de cristalizacdo, sintese de

nanoparticulas e tratamento hidrotérmico de amostras.

2.2.3.2 Sintese de nanoparticulas de prata mediada por extrato de cha verde (NPAgCV)
+ extrato bruto enriquecido em lipopeptideos (EBEL)

A sintese de nanoparticulas de prata foi realizada utilizando-se metodologias adaptadas
de Silva e Seabra (2016) e Rolim et al. (2016), com a incorporagao de lipopeptideos em uma

etapa modificada do processo.

A sintese mediada por cha verde envolveu um preparo inicial de extrato de cha verde.
Para isso, 2 g de p6 de cha verde (Yamamotoyama) foram adicionados a 100 mL de agua
deionizada, sob aquecimento a 60 °C e agitagdo constante. A suspensao foi filtrada utilizando-
se papel de filtro Whatman n° 1. Posteriormente, 75 mL de solu¢ao de AgNOs (0,1 mol L™)
foram misturados com 75 mL do extrato de cha verde e o pH da mistura foi ajustado para 10,5
por meio da adi¢do controlada de NaOH (1 mol L™"). A mistura foi mantida sob agitacdo a

temperatura ambiente por 15 minutos, seguindo-se centrifuga¢dao a 10.000 x g por 10 minutos.
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O sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as NPAg foi lavado duas vezes com

agua ultrapura para remogao de residuos, coletado e armazenado a 4 °C .

Na metodologia modificada pela adigdo de EBEL, apds a filtragdo do extrato de cha
verde, 5,5 mg de extrato bruto enriquecido em lipopeptideos (item 2.2.2.3) foram adicionados
a suspensao sob agitagdo constante até se atingir completa homogeneidade. A mistura contendo
o extrato de ché verde e lipopeptideos foi entdo utilizada no processo de sintese das AgNPs,

seguindo-se as mesmas etapas descritas anteriormente.

2.2.3.3 Sintese quimica de nanoparticula de prata pelo método de Frens (NPAg)

Neste protocolo modificado, a sintese de nanoparticulas de prata (NPAg) inicia-se com
a preparagdo 50 mL de uma solugdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs) em concentragdo de 1
mmol L', a qual foi transferida para um frasco Erlenmeyer equipado com uma capsula
magnética para agitacdo homogénea. O frasco foi entdo revestido com papel aluminio para
evitar a fotodegradagdo dos reagentes e aquecido em banho-maria até¢ atingir o ponto de

ebuli¢do sob agitagdo constante (Gakiya-Teruya et al., 2018).

Uma vez alcangada a ebuli¢do, foram adicionados rapidamente 500 pL de citrato de
sodio (0,189 mol L") a solucdo de ions de prata. O citrato atua simultaneamente como agente
redutor, convertendo os ions Ag" em Ag®, e como estabilizante, adsorvendo-se na superficie das
nanoparticulas nascentes para evitar aglomeragdo. A concentragdo elevada do citrato e o
volume reduzido adicionado (500 puL) sdo criticos para se garantir a formagao de nanoparticulas
com tamanho controlado e distribuicdo de tamanho estreita. Apds a adi¢cdo, a solugdo foi
mantida sob agitacdo vigorosa por 20 minutos, visando a completa redugdo dos ions e a

estabilizacdao das nanoparticulas (Gakiya-Teruya et al., 2018).

2.2.3.4 Sintese de nanoparticulas de prata revestidas com ramnolipideos e extrato bruto
enriquecido em lipopeptideos (NpAgRLEB)

A sintese de nanoparticulas de prata (NPAg) foi realizada utilizando-se diferentes

revestimentos bioativos: ramnolipideos (RL) obtido da Rhamnonolipid Inc. Lot FLA-Y-05(4),



uma combinag¢do de ramnolipideos e EBEL, ou apenas EBEL. A metodologia seguiu as etapas

descritas abaixo, com ajustes conforme o tipo de revestimento utilizado.

2.2.3.4.1 Sintese de NpAgRL

Volumes iguais de solugdo aquosa de ramnolipideos (10 g L', 1 mL) e nitrato de prata
(AgNOs, 1 mmol L', 1 mL) foram misturados e o pH da solugio foi ajustado para 12. A mistura
foi incubada a 80 °C sob agitacao vigorosa por 1 hora. Esse processo permitiu a interagao dos
ramnolipideos com os ions de prata (Ag"), promovendo a formacao de complexos estaveis e a
subsequente reducao e nucleacdo das AgNPs (KHALID et al., 2019). A suspensao coloidal foi

armazenada a 4 °C para andlises e utilizagdo em experimentos posteriores.

2.2.3.4.2 Sintese de NpAgRLEB

Para a obteng¢@o de nanoparticulas de prata revestidas com ramnolipideos e extrato bruto
enriquecido com lipopeptideos (NpAgRLEB), foram misturados volumes iguais de solugdo de
ramnolipideos (10 g L™, 1 mL) adicionada de EB liofilizado (5,5 mg) e nitrato de prata (AgNO:s,
1 mmol L', 1 mL). O pH foi ajustado para 12 e a solugdio foi submetida as mesmas condi¢des
de incubacdo e agitagdo descritas para a sintese das NPAgRL. A suspensdo obtida foi

armazenada sob refrigeracdo a 4 °C para analises subsequentes e uso posterior.

2.2.3.4.3 Sintese de NpAgEB

O preparo das nanoparticulas de prata revestidas exclusivamente com extrato bruto
enriquecido em lipopeptideos (NpAgEB) consistiu da mistura de volumes iguais de solucao
aquosa de lipopeptideos (5,5 mg mL ™) e nitrato de prata (AgNOs 1 mmol L', 1 mL). O pH foi
ajustado para 12 e a solugdo foi submetida as mesmas condi¢des de sintese (2.2.3.1). A

suspensao final foi armazenada a 4 °C para analises subsequentes e uso posterior.
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Figura 3 — Fluxograma da sintese dos nanomateriais utilizados no estudo.
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A partir do processo central de sintese, foram gerados diferentes nanomateriais: pontos quanticos de carbono
(CQDs) e nanoparticulas de prata (NPAg) obtidas por duas abordagens distintas — sintese mediada por extrato de
cha verde (NPAgCV) e sintese quimica pelo método de Frens (NPAg). As nanoparticulas de prata foram
posteriormente funcionalizadas com extrato bruto enriquecido em lipopeptideos (EBEL) e/ou ramnolipideos (RL),

resultando nas formula¢des: NPAgEB, NPAgRL, NPAgRLEB e NPAgCVEB.

2.2.4 Bactérias patogénicas utilizadas nos ensaios de inibiciio e avaliacio da inibicido do

crescimento

As bactérias utilizadas nos ensaios de inibi¢cdo foram isoladas de um caso de sepse em
humano (Pseudomonas aeruginosa PA-BH) e de infecgdes em animais de produgdo atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa, a saber: Streptococcus agalactiae
(mastite bovina); Staphylococcus aureus (mastite caprina); Staphylococcus warneri (mastite
caprina); Escherichia coli (mastite caprina); Streptococcus uberis (mastite bovina); Escherichia
coli (peritonite bovina); Salmonella sp. (linfonodo mesentérico de suino); Salmonella sp. (colite

equina); e Escherichia coli (infecgdo sistémica em aves).

Para os ensaios de avaliacao da capacidade de inibi¢ao do crescimento pelos compostos

sintetizados neste estudo, os isolados foram cultivados em Caldo Mueller-Hinton (MHB) a 37



°C por aproximadamente 15 horas. A densidade Optica inicial das suspensdes bacterianas foi
ajustada para 0,05 a 600 nm. O crescimento bacteriano foi monitorado em microplacas de 96
pocos, sendo utilizada uma placa contendo diferentes concentragdes de lipopeptideos (1.000,
625, 391, 244, 153, 95, 60 e 37 ug mL ') e outra contendo diferentes dilui¢des da solucio
original de pontos quanticos de carbono (CQDs) (1:1, 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000).

O meio de cultivo nas microplacas foi o MHB, totalizando um volume final de 100 pL
por poco, contendo o agente inibidor, a suspensao bacteriana e o meio de cultura. As analises
foram realizadas em quadruplicata e a inibicdo bacteriana foi avaliada apos 24 horas de
incubacdo a 37 °C. A densidade optica foi mensurada a 600 nm utilizando-se uma leitora de

microplacas PowerWave XS (BioTek).

A porcentagem de inibicao foi calculada pela seguinte equagao:
Inibicao (%) = (1 - Ac/Ao) x 100

Ac = Absorbancia na presen¢a de agente inibidor

Ao = Absorbancia na auséncia de agente inibidor

2.2.5 Avaliacao da atividade antibiofilme em microplaca

Os microrganismos de referéncia foram cultivados em Caldo Mueller-Hinton (MHB)
até atingirem uma densidade 6ptica (DO) de 0,1 a 600 nm. Como controles, foram incluidos:
(1) controle negativo - 100 uL. de PBS estéril (NaCl 0,9 g L™'; Na2HPO4 1,5 g L™!; NaH2PO4
0,22 g L', pH 7,2); e (2) controle positivo - 100 uL da suspensdo bacteriana em MHB.

Para os ensaios, os lipopeptideos purificados (item 2.2.2.2) foram solubilizados em
caldo Mueller-Hinton (MHB) nas concentragdes finais de 1.000 ¢ 2.000 pg mL™" por pogo. Ja
o extrato bruto (EBEL) nao-purificado (2.2.2.3) foi diluido a partir da solugdo estoque para a
concentragdo de 2.000 ug mL™"'. Os pontos quanticos de carbono (CQDs) foram diluidos nas
proporgdes 1:1, 1:10 e 1:100, e os demais nanomateriais na propor¢ao de 1:10, resultando em
um volume final de 100 pL por poco. Apos a distribuicdo das amostras, as placas foram

incubadas a 37°C por 24 horas em condi¢des aerobicas. Posteriormente, o meio foi
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cuidadosamente aspirado e cada pogo foi lavado trés vezes com 200 pL de PBS estéril para
remocao de células ndo aderidas. A fixacao foi realizada com 100 pL de metanol absoluto (99%

v/v) por 15 minutos a temperatura ambiente.

A coloragao dos biofilmes foi realizada por meio da adi¢ao de 100 uL de solugdo de
cristal violeta (10 g L") por 5 minutos, seguida de trés lavagens com agua destilada para
remocao do excesso de corante. ApoOs a secagem, o corante aderido ao biofilme foi solubilizado
com 100 pL de &cido acético a 33% (v/v) e a absorbancia da solucao extraida foi medida a 560
nm em uma leitora de microplacas PowerWave XS (BioTek). A porcentagem de inibi¢dao da

formacao do biofilme foi calculada pela seguinte equacao:

Inibi¢do da formacao do biofilme (%) = ((Ac - At)/Ac) x 100
Onde,
Ac = Absorbancia do controle

At = Absorbancia do tratamento

2.2.6 Acoplamento dos nanomateriais a cateter de silicone

Fragmentos de cateter (Smm) Well Lead Sonda Foley em latex siliconizado - duas vias-
FO1A021610 de 5,3 mm de diametro (daqui em diante denominados apenas de cateteres) foram
submetidos a processo de limpeza ultrassonica em solugdo de etanol 100 % por 5 minutos,
seguido de duas lavagens com agua em banho ultrassonico por 5 minutos cada e posterior
secagem a 60 °C. Para promover o acoplamento dos nanomateriais aos fragmentos de cateter,
foi preparada uma solugdo contendo (3-Aminopropyl) triethoxysilane (APTES), etanol anidro
e agua (1:1:4,25 v/v/v), a qual foi mantida a temperatura ambiente por 8 horas. Os cateteres
foram imersos nessa solugao por 60 minutos (CHEN et al., 2020) e entao transferidos para as
solucdes contendo os nanomateriais previamente selecionados, onde permaneceram por 2 horas
a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados com agua e em seguida tampao HEPES
(10 mM) para remover os reagentes ndo acoplados. Os cateteres foram secos a 60 °C por 1 hora
e imersos em uma solucdo de polivinilpirrolidona (PVP K-30, 44—54 kDa de massa molar) a 50
g L por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, foram novamente lavados em 4gua e
secos a 60 °C por mais 1 hora (CHEN et al., 2020). Fragmentos ndo-tratados com os

nanomateriais foram utilizados como controle.

2.2.7 Atividade antibiofilme de cateteres de silicone tratados com nanomateriais e PVP
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Os cateteres foram distribuidos em pogos de uma microplaca de 96 pocos (Figura 1).
Os microrganismos de referéncia foram cultivados em Caldo Mueller-Hinton (MHB) até
atingirem uma densidade optica (DO) de 0,1 a 600 nm. Em seguida, 200 puL. foram inoculados
nos pogos das microplacas contendo os cateteres, seguindo-se incubagao a 37 °C por 24 horas.
O controle positivo consistiu no cultivo das bactérias em pogos com fragmentos de cateter ndo

tratados.

Ap0s o periodo de incubacao, as solu¢des foram removidas e os cateteres foram lavados
trés vezes com 200 pL PBS, adicionados e coletados com o auxilio de uma micropipeta
multicanal para eliminar as células ndo aderidas. Posteriormente, cada cateter foi transferido
para uma nova microplaca e as células aderentes foram fixadas com 200 pL de metanol a 99%

(v/v) por 15 minutos, seguindo-se a remoc¢ao do fixador apos esse periodo.

A coloragdo dos biofilmes foi realizada pela adicdo de 200 pL de solucdo de cristal
violeta (10 g L") e incubagao por 5 minutos, seguindo-se trés lavagens com agua destilada para
remocdo do excesso de corante. Apds a secagem em temperatura ambiente, o corante aderido
ao biofilme foi solubilizado com 200 pL de &cido acético a 33% (v/v), os fragmentos foram
retirados e a absorbancia da solucao extraida foi medida a 560 nm em uma leitora de
microplacas PowerWave XS (BioTek). A porcentagem de inibi¢cao da formagao do biofilme foi
calculada pela seguinte equagao:

Inibi¢ao do biofilme (%) = ((Ac - At)/Ac) x 100
Onde,
Ac = Absorbancia do controle

At = Absorbancia do tratamento

Figura 4 — Exemplo do esquema de montagem das microplacas contendo segmentos de cateteres

e os diferentes tratamentos com os compostos avaliados
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Os pocos das fileiras 1, 4 e 7 foram inoculados com Salmonella (equino); os das fileiras 2, 5 e 8 foram inoculados
com Salmonella (suino) e os das fileiras 3, 6 ¢ 9 com Pseudomonas aeruginosa PA-BH. Os tratamentos foram
distribuidos da seguinte forma: A1-D1: controle positivo Salmonella (equino); A2-D2: controle positivo
Salmonella (suino); A3-D3: controle positivo Pseudomonas aeruginosa PA-BH; E1-H1, E2-H2, E3-H3:
tratamento AgRLEB; A4-D4, A5-D5, A6-D6: tratamento AgCVEB; E4-H4, E5-HS, E6-H6: tratamento AgCV;
A7-D7, A8-D8, A9-D9: tratamento CQD.

2.2.8 Caracterizacoes
2.2.8.1 Potencial zeta

A andlise do potencial zeta de solucdes ou suspensdes dos materiais desenvolvidos no
estudo foi feita utilizando-se uma célula de medicdo Omega cuvette no aparelho Litesizer DLS
500, com a versdo do software 2.34.3. A medig¢do foi realizada no modo Zeta potential series,
com agua como solvente. A temperatura alvo durante a medi¢ao foi mantida em 25,0 °C, com
um tempo de equilibrio de 1 minuto. O fator de Henry utilizado foi 1,5 (Smoluchowski), e a

tensdo ajustada foi de 200,0 V, operando em modo manual.
2.2.8.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise por FTIR foi realizada para identificar grupos funcionais presentes nas
amostras, utilizando-se um espectrofotdmetro Shimadzu, modelo XRD 6000 equipado com
acessorio ATR. As amostras foram preparadas de acordo com sua natureza (liquida) e
analisadas na faixa de 4.000 a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ ¢ 32 a 64 varreduras. O
espectro de fundo foi adquirido previamente para correcao de interferéncias, e os espectros
resultantes foram normalizados para interpretagdo. Os picos foram identificados com base em
bandas caracteristicas, como O-H, C=0, C-H, N-H e C-O, permitindo a identificacdo de grupos

funcionais nas amostras.

2.2.8.3 Espectroscopia de Absorc¢io na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
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As nanoparticulas e CQDs foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis, com a
absorbancia optica medida em um espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-

Vis), utilizando uma faixa de varredura entre 200 ¢ 700 nm e resolu¢do de 1 nm.

2.2.8.4 Analise de fluorescéncia

A andlise de emissdo de fluorescéncia dos pontos quanticos de carbono (CQDs) foi
realizada em um espectrofluorimetro (Agilent Technologies - Cary Eclipse), utilizando-se um
intervalo de excitagdo entre 300 e 500 nm. As medic¢des foram feitas em cubeta de quartzo, com
varredura do comprimento de onda de emissao de 350 a 600 nm. A intensidade da fluorescéncia
foi registrada para diferentes excitagdes. As amostras foram preparadas em meio aquoso €

analisadas a temperatura ambiente.

2.2.9 Analise de dados e estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicatas ou quadruplicatas, e os dados obtidos
foram expressos como mediana ¢ média do tratamento, seguidos do desvio padrao. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados que nao
seguiram a distribui¢do normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para verificar diferencas
estatisticas, seguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas. J4 para os dados com
distribui¢do normal, foi realizada a ANOVA, seguida do teste de Tukey. Todas as analises

estatisticas foram conduzidas no software R (R Core Team, 2021).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Antibiograma
Virios dos isolados bacterianos clinicos apresentaram multirresisténcia (Quadro 1).

Dentre eles, destacou-se a Escherichia coliisolada de um caso de peritonite bovina. Este isolado

demonstrou resisténcia a todos os antibioticos avaliados, com excecao do enrofloxacino. Este €
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um antimicrobiano de amplo espectro da classe das fluoroquinolonas, amplamente utilizado no

tratamento de infec¢cdes em medicina veterinaria (SILVA et al., 2010).

Isolados do género Salmonella, como Salmonella sp. de um caso de colite equina e
Salmonella sp. isolada de um linfonodo mesentérico suino, também exibiram multirresisténcia.
Esses microrganismos pertencem a lista de organismos prioritdrios de resisténcia
antimicrobiana definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os isolados acima
descritos caracterizam-se também pela sua capacidade de formacao de biofilmes (Tabela 1), o

que tende a dificultar ainda mais o manejo das infecgdes causadas por eles.

Streptococcus agalactiae, principal agente causador da mastite contagiosa em bovinos,
demonstrou resisténcia a todos os antimicrobianos testados, exceto ao norfloxacino e ao
enrofloxacino, sendo que a este ultimo o isolado apresentou sensibilidade intermedidria. A
transmissao deste patdgeno ocorre principalmente durante o processo de ordenha. A infecgdo
provoca inflamacao das glandulas mamarias, resultando em redu¢do da producdo e perda de
qualidade do leite. O controle dessa doenga depende de boas praticas de manejo e tratamento

adequado dos animais infectados (PEREIRA, 2024).

Nos testes realizados, Streptococcus uberis nao apresentou sensibilidade completa a
nenhum dos antimicrobianos avaliados, mostrando apenas sensibilidade intermediaria ao
florfenicol e ao enrofloxacino e resisténcia aos demais. A espécie, frequentemente associada a
mastite ambiental em bovinos, ¢ um dos principais patdgenos causadores de mastite clinica e
subclinica em rebanhos leiteiros. Essa bactéria tem impacto significativo na produtividade e

qualidade do leite (ULSENHEIMER et al., 2021).

Quadro 1 — resultados do antibiograma dos isolados clinicos utilizados neste estudo
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Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

PEN
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AZ|
TET

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

CLO
CFE
DOX
TET
GEN
EST
ENO
AMP

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

CLO
CFE
DOX
TET
GEN
EST
ENO
AMP

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

CLO
CFE
DOX
TET

10
28
26
28
25

10
22
6
6
15
16
30
6

Staphylococcus warneri (caprino) - mastite (SWC)

11 10,5
29 28,5
27 26,5
25 26,5
25 25

Parametro
R<29<S
R<16; S>23
R<16; S>18
R<14; S>18
R<17; $>23

Salmonella sp. (equino) - colite (SC)

9 9,5
22 22
6 6
7 6,5
20 17,5
18 17
30 30
6 6

Parametro
R<12; S>18
R<14<S
R<10; S>14
R<19<S
R<12; S>16
R<11; $>15
R<16; S>23
R<14<S

Salmonella sp. (suino) - linfonodo mesentérico (SS)

12
6
15
9
10
6
26
6

10 11

6 6
12 13,5
6 75
12 11
7 6,5
26 26
6 6

Parametro
R<12; S>18
R<14>S
R<10; S>14
R<19>S
R<17>S
R<11; $>15
R<16; $>23
R<14>S

Escherichia coli (ave) - infecgao sistémica (ECA)

29
19
11

9

30 29,5
20 19,5
11 11
9 9

Parametro
R<12; S>18
R<14<S
R<10; S>14
R<19<S

Resultado

R

wu 0w u ou

Resultado

R

g o o o 0 0 O»

Resultado

R

O »w X1V O XD

Resultado

S
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Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

CLO
CFE
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TET
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Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

CLO
CFE
TET
GEN
EST
ENO
AMP

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

PEN
ENO
CLO
AZ|

TET

28
6
31
6

22
6
22
6

25
6
26,5
6

R<17<S
R<11; S>15
R<16; S>23

R<14>S

Escherichia coli (bovino) - peritonite (ECB)

12
6
10
7
12
6
30
6

11
6
7
8

12
6

28
6

11,5
6
8,5
75
12
6
29
6

Parametro
R<12; S>18
R<14<S
R<10; S>14
R<19<S
R<17<S
R<11; $>15
R<16; $>23
R<14<S

Escherichia coli (caprino) - mastite (ECC)

26
22
25
17
16
30
19

25
22
27
18
15
29
18

25,5
22
26

17,5

15,5

29,5

18,5

Parametro
R<12; S>18
R<14<S
R<19<S
R<17<S
R<11; $>15
R<16; S>23
R<14<S

Staphylococcus aureus (caprino) - mastite (SAC)

6
28
26
20
27

6
27
27
15
23

6
27,5
26,5
17,5

25

Parametro
R<14; S>18
R<16; S>23
R<16; S>18
R<14; S>18
R<17; $>23

g o X0 O

Resultado

R

J o X OV XV XN X

Resultado

w 0 nuo nu unu un

Resultado

S

Pseudomonas aeruginosa - caso de septicemia em humano (PA-BH)

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média (mm)

GEN
CAZ

6
25

6
25

6
25

Parametro
R<12; S>16
R<14; S>18

Resultado
R
S
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AMI 17 17 17 R<15<S S
MPM 34 34 34 R<15; S>19 S
ENO 23 23 23 R<16; S>23 S
LEV 35 35 35 R<18; S>50 I
TOB 6 6 6 R<18<S R
CIP 27 29 28 R<26; S>50 I

Streptococcus uberis (bovino) - mastite (SUB)

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média(mm) Parametro Resultado

RIF 6 6 6 R<21<S R
FLF 19 23 21 R<18; $>22 I
NOR 7 8 75 R<12<S R
ENO 21 22 21,5 R<16; $>23 I
SUT 6 6 6 R<15; $>18 R
PEN 6 6 6 R<19<S R
CTF 6 6 6 R<17; §>21 R
TET 6 6 6 R<20; $>23 R
CLI 6 6 6 R<17<S R

Streptococcus agalactiae (bovino) - mastite (SAB)

Antibiético Halo 1 (mm) Halo 2 (mm) média(mm) Parametro Resultado

RIF 6 6 6 R<21<S R
FLF 14 20 17 R<18; S>22 R
NOR 19 25 22 R<12<S S
ENO 22 23 225 R<16; S>23 I
SUT 6 6 6 R<15; $>18 R
PEN 6 6 6 R<19<S R
CTF 8 7 75 R<17; S>21 R
TET 7 8 75 R<20; S>23 R
CLI 6 6 6 R<17<S R

PEN: Penicilina; CLO: Cloranfenicol; AZI: Azitromicina; TET: Tetraciclina; CFE: Cefalexina; DOX: Doxiciclina;
GEN: Gentamicina; EST: Estreptomicina; ENO: Enrofloxacino; AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftazidima; MPM:
Meropeném; AMI: Amicacina; TOB: Tobramicina; CIP: Ciprofloxacino; LEV: Levofloxacino; CLI:
Clindamicina; CTF: Ceftriaxona; RIF: Rifampicina; FLF: Florfenicol; SUT: Sulfametoxazol + Trimetoprima;

NOR: Norfloxacino. O experimento foi conduzido em duplicata e foi realizada a média das medigdes. A letra “R”
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indica resisténcia, “S” indica sensivel e “I” sensibilidade intermediaria de acordo com parametros da CLSI ¢

BrCast.

Neste trabalho, dentre os dez isolados bacterianos obtidos de casos clinicos, sete
demonstraram ser multirresistentes (MDR), sendo eles Streptococcus agalactiae, Salmonella
sp. (equino), Salmonella sp. (suino), Escherichia coli (ave), Escherichia coli (bovino),
Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus uberis. Infecgdes causadas por esses microrganismos
sao de dificil tratamento, pois frequentemente requerem o uso de altas doses de antimicrobianos
em combinag@o com terapias alternativas, tanto em humanos quanto em animais (PARMANIK
et al., 2022). Essa situagdo se agrava ainda mais quando os microrganismos sdo capazes de

formar biofilmes, estruturas que dificultam significativamente a acdo dos medicamentos.

Em relacdo a capacidade de formagdo de biofilmes, dos dez isolados avaliados, trés

apresentaram essa caracteristica em ensaio in vitro (Tabela 1).

Tabela 1 - Formacao de biofilme pelos isolados clinicos neste estudo

ECA SC* SS§* ECB SuB ECC SwWC SAC SAB PA-BH*

D.Oxmm 0,04 0,38 0,48 0,03 0,05 0,01 0,00 0,00 0,01 0,51

A formacao de biofilmes foi avaliada pelo método do cristal violeta, cuja detec¢do se da por meio da avaliagdo da
densidade optica a 560 nm. Os resultados apresentados referem-se a densidade doptica dos pogos inoculados,
descontada do valor encontrado nos pogos com o controle (solugdo de PBS).

*Isolados considerados como formadores de biofilmes, nas condi¢des do ensaio utilizado. SC: Salmonella sp.
(equino); SS: Salmonella sp. (suino); PA-BH: Pseudomonas aeruginosa.

A formacgao de biofilmes bacterianos representa um desafio significativo no controle de
infecgdes, uma vez que essas estruturas conferem as bactérias maior resisténcia aos
antimicrobianos, aos componentes do sistema imunoldgico responsaveis pelo controle da
infeccdo bacteriana e a condi¢des ambientais adversas. Estudos indicam que Salmonella spp.
isoladas de produtos carneos podem formar biofilmes e apresentar multirresisténcia a diversos
agentes antimicrobianos, complicando o tratamento de infecg¢des associadas (BERGAMO et

al., 2020).

A eliminagao ou a inibi¢do da formagao de biofilmes ¢ crucial para prevenir ou controlar
infeccoes persistentes e a disseminagdo de patogenos. A eficidcia dos antimicrobianos na
inibi¢do de biofilmes pode variar consideravelmente, dependendo de sua composicao e do seu

mecanismo de acdo. Por exemplo, nanoparticulas de prata tém demonstrado atividade

55



antibiofilme significativa, possivelmente em decorréncia de seu pequeno tamanho, que facilita
a penetracdo na matriz extracelular do biofilme, e da inducdo de estresse oxidativo nas células
bacterianas (FREIRE et al., 2018). No entanto, alguns compostos podem ser neutralizados por
mecanismos de resisténcia intrinsecos das bactérias. Portanto, compreender as diferengas na
eficacia de antimicrobianos e os fatores que influenciam sua acdo € essencial para o

desenvolvimento de estratégias mais eficazes no controle de biofilmes bacterianos.

2.3.2 Inibicao do crescimento dos isolados clinicos por lipopeptideos purificados

Os lipopeptideos extraidos das linhagens B. velezensis TR47II e TR59II apresentaram
diferencas significativas quanto a capacidade de inibicdo do crescimento dos isolados
bacterianos testados (Tabelas A.1, A.2, A.3 e A.4, APENDICE A). A analise comparativa
revelou que os lipopeptideos da linhagem B. velezensis TR59II foram mais eficazes contra P.
aeruginosa, especialmente na concentracao intermedidria de 95 ug mL ™', em que o crescimento
foi inibido em 100%. J4 os lipopeptideos de B. velezensis TR471I inibiram o crescimento dessa
mesma linhagem em 76,5%. Na concentracdo de 244 pg mL™', os lipopeptideos purificados
dessa linhagem demonstraram eficacia superior a obtida no estudo realizado por Freitas et al.
(2020), no qual o extrato bruto de B. velezensis TR471I resultou em apenas 47% de inibicao do

crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na concentragdo de 1.000 pg mL™".

Em relagdo a E. coli isolada de peritonite bovina, os lipopeptideos de B. velezensis
TR471I apresentaram maior efeito inibitorio na concentragdo de 391 pg mL™, enquanto os de
B. velezensis TRS9II apresentaram maior inibi¢do a 625 ug mL™'. Esses resultados sdo
promissores quando comparados ao estudo de Freitas et al. (2020), que avaliaram a acdo do
extrato bruto de TR47II contra E. coli ATCC 25922 e observaram uma inibi¢do parcial de

apenas 16% na concentracdo de 1.000 ug mL™".

Com relacdo aos demais grupos bacterianos, os lipopeptideos extraidos das duas
linhagens de B. velezensis demonstraram inibicado moderada ou baixa. No caso de S. agalactiae
e S. uberis, ambos isolados de mastite bovina, a efic4cia foi inferior em comparagdo a outros
patdgenos, o que pode indicar mecanismos de resisténcia ou menor susceptibilidade a agado
desses compostos. Esses resultados ressaltam a importancia da selegdo criteriosa da linhagem
produtora e da concentracao dos lipopeptideos em fun¢ao do microrganismo-alvo, permitindo

uma otimizacao do uso desses compostos e potencial redugdo dos custos de aplicacao.
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Os lipopeptideos de ambos os isolados de B. velezensis inibiram moderadamente o
crescimento de S. aureus, obtendo-se um valor maximo de inibigdo com os lipopeptideos de B.
velezensis TRS59I1 (56,25%) na concentragdo de 244 pg mL™'. Sabino et al. (2024)
demonstraram a atividade anti-hemolitica de lipopeptideos, especialmente de iturinas, contra S.
aureus, as quais inibem diretamente a acdo da hemolisina. Os autores concluiram que os
lipopeptideos, particularmente as iturinas, atuam de forma eficaz na redu¢do da viruléncia de S.
aureus ao interferirem diretamente na atividade da hemolisina, um fator de viruléncia crucial
para a patogenicidade da bactéria. Isso € especialmente relevante no contexto de infecgdes como
a mastite bovina, onde a hemolisina desempenha um papel importante no agravamento da

doenca (SABINO et al., 2024).

A andlise estatistica pelo teste de Dunn revelou diferencas significativas entre e dentro
dos grupos de lipopeptideos produzidos pelos isolados B. velezensis TR47II e TRS59II,
sugerindo haver efeito tanto da concentracdo quanto de diferengas na propor¢ao das isoformas
de lipopeptideos em cada extrato purificado (Tabela 2). De modo geral, os lipopeptideos
produzidos por B. velezensis TR59II apresentaram maior eficiéncia de inibi¢do do crescimento
dos isolados clinicos. Estudos anteriores indicaram que variagdes estruturais entre iturinas,
fengicinas e surfactinas, como o comprimento da cadeia de acido graxo e a sequéncia de
aminodcidos, afetam sua afinidade com a superficie da célula-alvo e a sua eficacia
antimicrobiana, impactando tanto a inibi¢do do crescimento bacteriano quanto a modulacao de
fatores de viruléncia (MNIF et al., 2015; SEYDLOVA et al., 2008; ALMEIDA, 2022). Esses
achados reforgam a necessidade de uma caracterizagao detalhada dos lipopeptideos produzidos
por diferentes linhagens de Bacillus para otimizar seu uso no controle de patdogenos de interesse

clinico e veterinario.
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Tabela 2 - Inibicio do crescimento de isolados bacterianos clinicos por lipopeptideos
produzidos por B. velezensis TR4711 e TRS9II nas concentracdes de maior eficiéncia de

inibicio (CME)

TR4711 TRS911
Isolado CME (ng mL™) % de inibicdo CME (ng mL™) % de inibigio
Staphylococcus
warneri 37 16,5 + 15,59 153 24,5 + 30,95
Streptococcus
uberis 60 18,75+ 15 37 37 +2,58
Salmonella sp.
(suino) 391 26,75+ 17,98 391 60,5 + 3,87
Salmonella sp.
(cavalo) 244 6,75 + 8,30 244 41,75 + 23,53
Staphylococcus
aureus 244 22,75+ 24,46 244 56,25 + 5,06
Streptococcus
agalactiae 1000 53,5 + 53,69 37 49,5+ 57,16
Escherichia coli
(caprino) 153 26,5+ 16,52 37 58,5 +49,03
Pseudomonas
aeruginosa PA-BH 244 76,5 + 33,47 95 100 +0
Escherichia coli
(bovino) 391 90,25 + 6,95 625 95 + 1,41

A tabela apresenta os maiores valores (média + desvio-padrdo) de percentagem de inibi¢do do crescimento dos

isolados bacterianos clinicos tratados com os lipopeptideos extraidos das linhagens TR47I1 e TR591I.

2.3.3 Inibicao do crescimento de isolados bacterianos clinicos por pontos quéanticos de

carbono

Neste estudo, avaliou-se a eficacia dos pontos quanticos de carbono (CQDs) em inibir

o crescimento de isolados clinicos de bactérias patogénicas.

Os CQDs apresentaram elevada eficacia antimicrobiana, especialmente em
concentragdes mais altas (diluicdes 1:1 e 1:10), em que a inibicao bacteriana ultrapassou 70%
para a maioria dos isolados testados (Tabelas 3 a 7). No entanto, a medida que a diluicdo da
solucdo original aumentou (1:100, 1:1.000 e 1:10.000), a eficacia dos CQDs diminuiu
consideravelmente. Uma excecao foi o isolado Salmonella sp. (suino), cujo crescimento foi

significativamente reduzido mesmo na maior dilui¢do dos CQDs.
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Tabela 3 - Mediana, média e desvio padriao da porcentagem de inibiciao de

Staphylococcus sp. em diferentes diluicoes de CQDs

Diluicao Staphylococcus warneri Staphylococcus aureus
1: 1 93,5(93,5+0,58) a 81,5 (80,75 £5,80) a
1: 10 92 (93,25+4,79)a 91,5(92,25+5,80) a
1: 100 39,5 (40 £2,45) ab 23 (21,5+5,97) ab
1: 1.000 0,5(55+10,34)b 7,5(7,5+3,70) b
1: 10.000 6(6,5+7,55)b 0(0+0)b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo

teste de Dunn.

Tabela 4 - Mediana, média e desvio padriao da porcentagem de inibicao de

Salmonella sp. em diferentes diluicoes de CQDs

Diluicao Salmonella sp. (equino) Salmonella sp. (suino)
1: 1 74,5 (74,25+4,35) a 91 (91+0,82)a
1: 10 73,5(73,75+4,57) a 89,5 (89,5+2,08) a
1: 100 12 (12,5+4,12) ab 67 (63,5+27,05)a
1: 1.000 0(0x0)b 21(33,5+40,53)a
1: 10.000 0(0x0)b 94 (71 £47,34) a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de
Dunn.

Tabela 5 - Mediana, média e desvio padriao da porcentagem de inibiciao de

Streptococcus sp. em diferentes diluicoes de CQDs

Diluicao Streptococcus uberis Streptococcus agalactiae
1: 1 95,5(95,5+0,58) a 70 (69,75 £2,99) a
1: 10 99 (98,25 £2,36) a 77,5 (75,75 +5,68) a
1: 100 92(92+9,24)a 38 (39,25 +11,41) ab
1: 1.000 17,5 (16,25 +7,63) b 19 (15,25 +10,37) b
1: 10.000 8(7,25+£3,40)b 0(0+0)b

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de
Dunn.

Tabela 6 - Mediana, média e desvio padrao da porcentagem de inibicao de

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em diferentes dilui¢coes de CQDs

Diluicdo Escherichia coli (caprino) Pseudomonas aeruginosa PA-BH
1:1 84 (83,75+1,50) a 83(83+£3,30)a
1: 10 86,5 (84,25 +6,29) a 87,5(87,5+3,11)a

1: 100 3,5(3,5+2,89) b 0(0+0)b



1: 1.000 7(6,5+1,73) ab 0(0+0)b
1: 10.000 2,5(2,75+320) b 0(0+0)b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de

Dunn.

Tabela 7 - Mediana, média e desvio padriao da porcentagem de inibicao de

Escherichia coli em diferentes diluicoes de CQDs

Diluicao Escherichia coli (bovino) Escherichia coli (ave)
1: 1 78,5 (76 £ 6,88) a 77(77,5+1.91)a
1: 10 85,5(84+6,48) a 82,5(83+2,16)a
1: 100 0(2,25+4,50)b 00+0)b
1: 1.000 0(0,75+1,50)b 0(0+0)b
1: 10.000 35B3+1,41)b 0(0+0)b

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de

Dunn.

A variacao na sensibilidade bacteriana aos CQDs pode estar relacionada a diferencas
estruturais na parede celular e aos mecanismos de resisténcia intrinsecos de cada espécie ou
linhagem. Segundo Dizaj et al. (2015), a resposta de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
a nanomateriais de carbono varia em fun¢do da estrutura da membrana celular, do tipo de
funcionalizacdo das nanoparticulas e de seu mecanismo de a¢do. No presente estudo, além da
Salmonella sp. isolada de suino, as bactérias Gram-positivas Streptococcus uberis ¢
Staphylococcus warneri também apresentaram alta sensibilidade aos CQDs, com elevados
indices de inibicdo mesmo em dilui¢des intermediarias. Esse comportamento pode estar
relacionado a auséncia de membrana externa nessas bactérias, o que facilita a agdo dos CQDs.
Em contrapartida, outros isolados Gram-negativos, como Escherichia coli (ave), Pseudomonas
aeruginosa PA-BH e o outro isolado de Salmonella sp. (equino), mostraram menor
susceptibilidade, possivelmente como resultado da barreira seletiva imposta pela membrana
externa. Os fatores responsaveis pela diferenca de sensibilidade aos CQDs observada entre os
dois isolados de Salmonella sao desconhecidos, apesar de sua arquitetura celular ser
semelhante. Essa variacdo pode estar relacionada a mecanismos de resisténcia bacteriana, que
podem ser classificados como intrinsecos ou adquiridos (ROWLANDS et al., 2014). A
resisténcia intrinseca esta naturalmente presente em determinadas espécies bacterianas, como a
impermeabilidade da membrana externa em bactérias Gram-negativas, que dificulta a entrada
de antimicrobianos (ROWLANDS et al., 2014). Ja a resisténcia adquirida ocorre por meio de

mutagdes genéticas ou pela aquisicdo de genes de resisténcia através de transferéncia
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horizontal, incluindo os processos de conjugacao, transducao ou transformacdo (ROWLANDS
et al.,, 2014). Esses mecanismos podem influenciar a eficacia dos CQDs, resultando em

diferencas na sensibilidade entre os isolados.

A analise estatistica confirmou a relagao direta entre a concentragao dos CQDs ¢ a
inibi¢do bacteriana, com redu¢do significativa da eficicia em diluigdes mais elevadas. Esse
padrao esta de acordo com os mecanismos de acdo descritos para nanomateriais de carbono,
que envolvem a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos a membrana celular
bacteriana (LI et al., 2016). O teste de Kruskal-Wallis identificou diferengas estatisticamente
significativas entre as concentracdes testadas para a maioria das bactérias. No entanto, para
Salmonella sp. (suino), nao foram observadas diferengas significativas entre as dilui¢des, o que

sugere uma resposta diferenciada desse microrganismo a agao dos CQDs (Tabela 4).

As bactérias, por sua vez, enfrentam o estresse oxidativo por meio de enzimas
antioxidantes (como SOD, catalase e peroxidases), moléculas redutoras (glutationa e
tioredoxina) e reguladores redox (OxyR, SoxRS) (LEMIRE et al., 2017). Além disso, utilizam
acidos ceto (como piruvato e a-cetoglutarato), que neutralizam ROS por rea¢des quimicas nao
enzimdticas (LEMIRE et al., 2017). A reprogramag¢do metabolica também favorece a geragao
de NADPH e reduz a produ¢do de ROS, contribuindo para a adaptagdo e a sobrevivéncia em
ambientes oxidantes. Esses mecanismos podem, em parte, explicar as diferencas de

sensibilidade observadas entre os organismos analisados neste estudo (LEMIRE et al., 2017).

Os resultados obtidos neste estudo reforgam o potencial dos CQDs como alternativa
promissora no controle de infec¢des bacterianas em animais de producdo e em humanos,
entando alinhados com estudos prévios que demonstraram a atividade antimicrobiana de pontos
quanticos de carbono. Trabalhos como os de Li et al. (2016) e Gao et al. (2021) destacam o
potencial desses nanomateriais para aplicacdes biomédicas e veterindrias. A relagdo direta entre
concentragdo e eficiéncia de inibi¢do indica que a otimizagdo da dosagem ¢ essencial para se
garantir a eficacia necessaria para o efetivo controle das infecgdes. Além disso, a combinagao
de CQDs com outros agentes antimicrobianos pode representar uma estratégia interessante para
potencializar sua agdo em concentragdes reduzidas, minimizando custos e possiveis efeitos

colaterais adversos.
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Destaca-se que este estudo apresenta algumas limitagdes, como o ntimero reduzido de
isolados bacterianos testados e a faixa de concentracdes utilizadas. Pesquisas futuras devem
explorar uma gama mais ampla de patdégenos e investigar os mecanismos moleculares
envolvidos na interagdo entre CQDs ¢ as células bacterianas, de modo a entendermos, por
exemplo, as diferencas de suscetibilidade bacteriana aos CQDs. Nesse aspecto, o isolado
Salmonella sp. de suino pode vir a ser um modelo interessante, tendo em vista o seu
comportamento diferenciado face a doses decrescentes de CQDs (Tabela 4). Além disso,
estudos toxicoldgicos sdao fundamentais para se validar a segurancga desses nanomateriais antes

de sua aplicagdo na medicina veterindria € humana para o controle de infec¢des bacterianas.

2.3.4 Atividade antibiofilme dos compostos antimicrobianos

O estudo sobre a eficiéncia dos antimicrobianos produzidos neste trabalho em inibir a
formacdo de biofilmes restringiu-se aos trés isolados clinicos que apresentaram essa
caracteristica em ensaio prévio (SC: Salmonella sp. (equino); SS: Salmonella sp. (suino); PA-

BH: Pseudomonas aeruginosa - Tabela 1).

Todos os compostos avaliados, com exce¢ao de EB47 (extrato bruto de lipopeptideos de
B. velezensis TR47II), NPAg (nanoparticulas de Ag) e NPAgEB4; foram eficientes em inibir a
formagao de biofilme por Salmonella sp. isolada da colite de equino (inibi¢cao > 40%). A baixa
eficiéncia do EB47em inibir a formagao de biofilme por esse isolado clinico é coerente com sua
baixa atividade antimicrobiana contra este mesmo isolado (Tabela 2). A eficiéncia das NPAg
em inibir a formagao de biofilme por Salmonella sp. de equino aumentou significativamente
quando se substituiu o EB47 por ramnolipideos (NPAgRL) ou quando se utilizaram
ramnolipideos juntamente com EB4; para a dopagem das nanoparticulas. Em relagao aos pontos
quanticos de carbono (CQDs), a eficiéncia em reduzir a formagao de biofilme por Salmonella

sp. de equino foi reduzida a metade quando a solucao original foi diluida.

A diferenca na inibi¢do de biofilme entre os produtos esta associada a sua composi¢cao
e mecanismos de a¢do. Produtos contendo nanoparticulas podem atuar por interacdo com a
membrana bacteriana, induzindo estresse oxidativo e levando a morte celular (Trpathi et al.,

2022). Por outro lado, produtos com baixa inibicdo podem ndo interagir eficientemente com a
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bactéria ou serem neutralizados por mecanismos de resisténcia de Salmonella sp.

(ALEKSANDROWICZ et al., 2023).

De acordo com Khalid e colaboradores (2019), a inibi¢do da formacdo de biofilme
causada pela adi¢dao de ramnolipideos (RL) as NPAg pode estar relacionada a modifica¢ao da
membrana celular bacteriana pelos biossurfactantes, que facilitam a entrada das nanoparticulas
e potencializam sua eficacia. Um dos principais mecanismos de a¢ao envolve a alteracao da
permeabilidade da membrana, permitindo uma maior absor¢do das nanoparticulas metalicas.
Essas, por sua vez, podem induzir a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando

em danos estruturais as células microbianas.

O cha verde utilizado na sintese de nanoparticulas de prata contém catequinas, como a
epigalocatequina (EGC) e a epigalocatequina galato (EGCG), que possuem um papel essencial
na atividade antimicrobiana e na estabilizagdo de nanoparticulas. As catequinas exercem
atividade antimicrobiana por diversos mecanismos, incluindo a inibi¢do de fatores de
viruléncia, a perturbacao da membrana celular bacteriana, a inibicdo de enzimas intracelulares,
a indugdo de estresse oxidativo e danos ao DNA (RENZETTI et al., 2020). Também estabilizam
nanoparticulas metalicas, como as de prata (AgNPs), atuando como agentes redutores e
estabilizadores na sintese. Essa estabilizagdo ocorre porque as catequinas se ligam a superficie
das nanoparticulas, prevenindo sua agregacao e preservando sua atividade bioldgica (COX et

al., 2021).

Dessa forma, os resultados demonstram que NPAgCV, NPAgCVEB4; e NPAgRLEB4;
sdo as formulagdes mais promissoras para a inibicdo da formagao de biofilme por Salmonella
sp. (equino) em microplaca, enquanto alguns produtos, como CQDs ¢ NPAg apresentam
eficacia reduzida (com excecdo de CQD quando utilizado em alta concentracdo). A
incorporacao de nanoparticulas demonstrou ser uma estratégia vantajosa, € a concentragdo do

produto também se mostrou um fator determinante na atividade antimicrobiana.

Tabela 8 - Inibicao de biofilme em microplaca utilizando diferentes formulacées de

compostos antimicrobianos

Composto  Salmonella sp. (equino) Salmonella sp. (suino) Pseudomonas aeruginosa PA-BH

CQD 1:1 55 (54 £2,33) 58,5 (58,5 + 0,58) 63 (62,5 = 1,00)
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CQD 1:10
CQD 1:100
TR47/2000
TR59/1000
TR59/2000
NPAgEB47
NPAgRL
NPAgCVEBy;
NPAgRLEB4;
EBy
NPAg
NPAgCV

29 (23,5 + 16,09)
24 (25,25 + 4,99)
41,5 (40,5 + 6,35)
50 (49,75 + 2,99)
47,5 (46,5 +2,38)
27,5 (30,25 + 8,26)
53 (51,75 £ 4,72)
60 (59,5 + 1,91)
48,5 (49,25 + 3,40)
27 (27,25 £ 3,30)
4,5 (5,75 £ 6,95)
56,5 (55,75 + 1,89)

21,5 (21,5 +9,00)
35,5 (36,25 + 1,89)
36 (36,25 + 6,08)
40,5 (40,5 £3,51)
41,5 (41,25 +2,50)
4 (4,5 +4,12)
20,5 (21,25 + 7,50)
25,5 (25 + 3,56)

21,5 (19,25 = 10,14)

4 (4,25 +3,69)
0 (0 0)
23 (23,5 +5,92)

84,5 (84,25 + 0,96)
80 (80,5 + 1,91)
74,5 (59 + 40,87)
86,5 (86,25 + 0,96)
86,5 (86,5 £ 0,58)
64,5 (64,75 + 0,96)
39 (30,75 + 20,69)
61,5 (61,75 = 0,96)
55 (56,75 + 6,65)
0 (0 + 0)
0 (0 + 0)
63,5 (62 +4,97)

* Os dados representam a mediana, a média e o desvio-padrdo das porcentagens de inibicdo da formacdo de
biofilme em microplaca.

Quadro 2 - Siglas e composicoes das formulagoes

F1 CQD 1:1 Ponto Quantico de Carbono 1:1

F2 CQD 1:10 Ponto Quéntico de Carbono 1:10

F3 CQD 1:100 Ponto Quantico de Carbono
1:100

F4 TR47/2000 Lipopeptideo TR47 a 2000 pg
mL™

F5 TR59/1000 Lipopeptideo TR59 a 1000 ng
mL™!

F6 TR59/2000 Lipopeptideo TR59 a 2000 pg
mL™!

F7 NPAgEB4; Nanoparticulas de prata dopadas
com extrato bruto de
lipopeptideos produzidos por B.
velezensis TRA47Il (diluicao de
1:10)

F8 NPAgRL Nanoparticulas de prata dopadas
com ramnolipideo (diluigdo de
1:10)

F9 NPAgCVEBy4; Nanoparticulas de prata mediada

por cha verde e associada a extrato
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bruto de lipopeptideo (diluicdo de
1:10)

F10 NPAgRLEBy4; Nanoparticulas de prata dopadas
com ramnolipideos e extrato bruto
de lipopeptideos produzidos por
B. velezensis TR4711 (dilui¢do de
1:10)

F11 EB4 Extrato bruto de lipopeptideos
produzidos por B. velezensis
TRA471I (diluigdo de 1:10)

F12 NPAg Nanoparticula de prata com
sintese mediada (dilui¢do de
1:10)

F13 NPAgCV Nanoparticula de prata com

sintese mediada por cha verde
(diluicao de 1:10)

Figura 5 - Comparacao das médias de porcentagem de inibicao de biofilme para o isolado

Salmonella sp. (equino)
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A comparagdo das médias foi realizada pelo teste de Dunn. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam
diferenga significativa entre si a 5% de significancia. As caixas coloridas representam a distribuigdo dos dados de
porcentagem de inibigdo para cada composto testado. A linha preta dentro de cada caixa indica a mediana dos

dados, enquanto as extremidades da caixa mostram os quartis (valores que delimitam 50% dos dados centrais). As



linhas que se estendem a partir das caixas representam a varia¢do dos dados, ¢ os pontos pretos fora dessas linhas

sdo valores atipicos (outliers).

Em relacdo ao isolado de Salmonella sp. proveniente de linfonodo mesentérico suino, a
maior inibi¢ao da formagao de biofilme (58,5%) foi alcangada com a formulagao de CQDs na
concentragdo maxima testada (CQDI1:1). Em contraste, os compostos NPAg (0%), EB47
(4,25%) e NPAgEB47 (4,5%) ndo demonstraram eficdcia significativa contra esta cepa,
sugerindo auséncia de componentes ativos em concentragdes suficientes para inibi¢do de
biofilme. Estes resultados corroboram os achados de Koul et al. (2024), que descrevem a
capacidade dos CQDs em desestabilizar a matriz extracelular de biofilmes e interferir na
expressdo génica relacionada a viruléncia e nos sistemas de quorum sensing de bactérias,

comprometendo a organizacdo da comunidade microbiana.

Os produtos CQDI1:10 e CQD1:100 apresentaram eficacia intermediaria, com valores
de inibicdo da formagao de biofilme de 21,5% e 36,25%, respectivamente, demonstrando uma
relacdo dose-dependente caracteristica da atividade antimicrobiana e, neste caso, antibiofilme.
Padrao semelhante foi observado para as formulacdes TR47/2000 e TR59/2000, que exibiram

inibicoes de 36,25% e 40,5%, respectivamente, indicando atividade antibiofilme moderada.

As formulagdes contendo nanoparticulas de prata (NPAgRL, NPAgCV, NPAgCVEB47
e NPAgRLEB47) apresentaram baixa eficécia (4,5-25%), possivelmente como resultado de: (i)
interacdes moleculares inadequadas com este isolado especifico, ou (ii) mecanismos de
resisténcia intrinsecos da cepa bacteriana. A analise do perfil de resisténcia a antimicrobianos
(Quadro 1) revelou que este isolado apresentou sensibilidade apenas a enrofloxacina,

reforcando seu fenotipo multirresistente.

Comparando com os resultados obtidos para o isolado equino de Salmonella sp.,
verificou-se variagdo significativa na suscetibilidade aos compostos testados. Embora o
CQDI:1 tenha mantido sua eficacia superior em ambos os isolados, o desempenho das
nanoparticulas de prata foi particularmente reduzido contra a cepa suina. Estas diferencas inter-
isolados destacam a importancia de: (i) caracterizagdo molecular das cepas, (ii) ajustes nas
formulacgdes, e (ii1) otimizagdo de concentragdes para garantir amplo espectro de agdo contra

diferentes linhagens de Salmonella sp.
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Figura 6 - Comparacao das médias de porcentagem de inibicao de biofilme para o isolado

Salmonella sp. (suino)
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A comparagdo das médias foi realizada pelo teste de Dunn. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam
diferenga significativa entre si a 5% de significancia. As caixas coloridas representam a distribuig¢do dos dados de
porcentagem de inibigdo para cada composto testado. A linha preta dentro de cada caixa indica a mediana dos
dados, enquanto as extremidades da caixa mostram os quartis (valores que delimitam 50% dos dados centrais). As
linhas que se estendem a partir das caixas representam a variagdo dos dados, e os pontos pretos fora dessas linhas

sdo valores atipicos (outliers).

Os dados da Figura 7 demonstram variagdes significativas na inibi¢ao de biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa PA-BH pelos compostos testados. O produto TR59/2000 apresentou
a maior eficécia (86,5% de inibi¢do), seguido por TR59/1000 (86,25%) e CQD1:10 (84,25%).
O CQD1:1 também mostrou eficicia relevante (62,5% de inibicao). Os lipopeptideos derivados
de Bacillus velezensis TR59II exibiram dupla agdo, inibindo tanto o crescimento bacteriano
(Tabela 2) quanto a formacao de biofilmes, corroborando estudos recentes que descrevem seus
multiplos mecanismos de a¢do, incluindo interagdo com a matriz extracelular, perturbacao de
membranas celulares e interferéncia no sistema de quorum sensing (SREELAKSHMI et al.,

2024).
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As formulagdes com nanoparticulas de prata (NPAg) apresentaram eficacia moderada:
NPAgEB47 (65%), NPAgCV (62%), NPAgCVEB47 (62%) ¢ NPAgRLEB47 (57%), enquanto
NPAgRL (30%) mostrou desempenho inferior. Essa variabilidade sugere dependéncia da
formulagdo, consistente com os mecanismos multifatoriais descritos por Kamer et al. (2024),
em que em que as nanoparticulas de prata (NPAg) combateram biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa através de multiplos mecanismos: inibindo a formagao do biofilme (redugao de até
89%), diminuindo a motilidade bacteriana (até 66,6%), suprimindo fatores de viruléncia como
protease, gelatinase (redugdo de até 100%) e piocianina (até 79%) e reduzindo a expressao de
genes reguladores de viruléncia (LasR, PqsR, RhIR). Além disso, as nanoparticulas de prata
potencializam a acdo de antibidticos como gentamicina e ciprofloxacina, diminuindo suas

concentracgoes inibitdrias em até 10 vezes.

Por outro lado, os ramnolipideos sdo agentes duais, pois P. aeruginosa os produz para
competir com outros microrganismos (ALMEIDA, 2024), mas sua aplicacdo externa pode
desagregar biofilmes e sensibilizar bactérias resistentes, sendo promissores em terapias
combinadas. Estudos com di-ramnolipideos de Lysinibacillus sp. BV152.1 revelaram inibicao
de 50% na formacao de biofilmes (50 pg/mL) de P. aeruginosa, com derivados de morfolina
alcangando 90% de eficacia através da desestabilizagdo da matriz extracelular e bloqueio da

adesao bacteriana (ALEKSIC et al., 2017).

Os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial diferenciado de cada classe de
compostos. A otimizagdo de formulagdes, particularmente para nanoparticulas, e a investigagao
de sinergias entre estas classes podem representar estratégias valiosas para o controle de

biofilmes patogénicos.
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Figura 7 - Comparacao das médias de porcentagem de inibicdo de biofilme para o isolado

Pseudomonas aeruginosa PA-BH
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A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Dunn. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam
diferenca significativa entre si a 5% de significancia. As caixas coloridas representam a distribuigcdo dos dados de
porcentagem de inibigdo para cada composto testado. A linha preta dentro de cada caixa indica a mediana dos
dados, enquanto as extremidades da caixa mostram os quartis (valores que delimitam 50% dos dados centrais). As
linhas que se estendem a partir das caixas representam a variagdo dos dados, ¢ os pontos pretos fora dessas linhas

sdo valores atipicos (outliers).

2.3.5 Inibicao de biofilme em cateter

Para os ensaios de inibicdo de biofilme em cateter, foram selecionadas quatro
formulagdes que demonstraram bom desempenho na inibi¢ao de biofilme em microplaca para

os trés 1solados testados.

Para avaliar o desempenho das diferentes formulacdes na inibigdo do biofilme em
cateteres, foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) para os isolados de Salmonella sp.,
conforme detalhado no APENDICE A. Para o isolado de Pseudomonas aeruginosa PA-BH,
cujos dados nao apresentaram distribuicdo normal segundo o teste de Shapiro-Wilk, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados indicaram auséncia de diferencas
significativas entre as formulacdes na inibi¢do de Salmonella sp. (equino) e Pseudomonas

aeruginosa PA-BH. Entretanto, para Salmonella sp. (suino), foram observadas diferencas



estatisticamente significativas. Dessa forma, procedeu-se a aplicagao do teste de Tukey para

comparagdo de médias, permitindo a identificacdo da formulagdo com melhor desempenho.

A inibi¢do da formacdo de biofilme observada para os isolados de Salmonella sp.
(equino) e Pseudomonas aeruginosa PA-BH foi relativamente baixa quando comparada ao
isolado Salmonella sp. (suino). Esse resultado pode ser justificado, em parte, pelas

caracteristicas intrinsecas desses microrganismos.

A Tabela 9 apresenta os percentuais de inibi¢do da formagao de biofilme em cateter
pelos diferentes isolados bacterianos em resposta aos compostos avaliados. Em relacdo ao
isolado de Salmonella sp. (suino), o composto NPAgRLEB4; demonstrou o maior efeito
inibitorio, com média de inibicdo em torno de 60% e baixa dispersdo dos dados, o que indica
alta reprodutibilidade e consisténcia nos resultados. Por outro lado, NPAgCVEB47 apresentou
maior variabilidade, com valores de inibi¢do variando entre 20% e 50%. O composto NPAgCV
exibiu um perfil intermedidrio, com inibi¢do entre 30% e 40% e presenca de um outlier,
possivelmente associado a variabilidade experimental ou a sensibilidade do isolado a
concentracdo do composto. Os CQDs apresentaram o menor desempenho inibitoério, com

mediana proxima de 30% e ampla dispersdo, indicando baixa eficdcia na inibi¢do do biofilme

para esse isolado.

Os resultados obtidos corroboram achados prévios da literatura que demonstram o
potencial das nanoparticulas, em especial as nanoparticulas de prata (NPAg), na prevencao da
adesdo bacteriana e na inibi¢ao da formacao de biofilmes em superficies. Estudo conduzido por
Riau et al. (2019) evidenciou que a incorporagdo de NPAg imobilizadas em superficies
poliméricas apresentou efeito anti-biofilme significativo, principalmente frente a patdogenos
oportunistas como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Segundo os autores, tal
efeito esta relacionado a libera¢do controlada de ions prata (Ag"), capazes de interagir com
componentes essenciais da célula bacteriana, promovendo desestabilizagdo da membrana,

inibi¢do da replicagdo celular e consequente destrui¢do da estrutura do biofilme.

O composto NPAgRLEB4; apresentou o maior potencial de aplicagdo no controle de
biofilmes do isolado de Salmonella sp. (suino) em cateter de silicone, especialmente pela sua

elevada taxa de inibi¢do associada a baixa variabilidade dos resultados. Os demais compostos
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apresentaram desempenho inferior para este isolado, apresentando valores similares de inibi¢ao

da formagao de biofilme pelo outro isolado de Sa/monella.

Tabela 9 - Inibic2o de biofilme em cateter

Composto  Salmonella sp. (equino) Salmonella sp. (suino) Pseudomonas aeruginosa PA-BH

NPAgRLEBs; 27 (28,5 + 13,20) 58,5 (56,75 + 5,44) 0,5 (3,5 £ 6,35)

NPAgCVEBy 34 (28,75 +20,27) 34 (28,75 +20,27) 0 (0% 0)
NPAgCV 31 (26,25 + 18,55) 37 (36,25 £ 6,18) 0 (0% 0)
CQD 1:1 35,5 (35 + 10,80) 28,5 (28,5 + 8,58) 0 (0% 0)

*Os dados representam a mediana, a média e o desvio-padrdo das porcentagens de inibi¢do da formagdo de
biofilme em cateter.

2.3.6 Caracterizacdes fisico-quimicas

2.3.6.1 Potencial zeta

Todos os materiais sintetizados apresentaram potencial zeta com valores negativos
(Tabela 10). O valor proximo de zero do potencial zeta dos pontos quanticos de carbono (CQD)
indica um estado de baixa estabilidade coloidal, o que favorece a agregacao das particulas ao
longo do tempo. Em sistemas coloidais, ¢ amplamente aceito que potenciais zeta situados entre
-30 mV e +30 mV refletem estabilidade limitada, enquanto valores com modulo superior a £30
mV indicam maior repulsdo eletrostatica entre as particulas, contribuindo para a manutengao

da dispersao coloidal (SANGWALI, 2020).

Os maiores valores (em moddulo) foram obtidos com NPAgCV, NPAgCVEB4; ¢
NPAgRL, cujos potenciais zeta ficaram abaixo de -46 mV, indicando maior estabilidade
coloidal e, portanto, menor propensdo a agregacdo. Ja as formulacdes NPAgEB4; e
NPAgRLEB4; exibiram valores de potencial zeta proximos de -24 mV, o que sugere

estabilidade incerta.

Os resultados estdo de acordo com estudos recentes que investigam a estabilidade
coloidal de nanoparticulas de prata em diferentes meios. De acordo com Oliveira (2020), a
modificacdo da superficie das particulas, por meio de funcionalizagdo com surfactantes ou

biopolimeros, pode melhorar significativamente a dispersao e aumentar a estabilidade da
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suspensdo. Além disso, fatores como o ajuste do pH do meio e a presenca de eletrdlitos
influenciam diretamente a distribui¢do da carga superficial, alterando o potencial zeta e,

consequentemente, o comportamento coloidal do sistema (GUIMARAES, 2014).

E importante destacar que, em aplicagdes de carater biomédico ou antimicrobiano, a
baixa estabilidade coloidal pode comprometer a biodisponibilidade das nanoparticulas e sua
interagdo eficiente com microrganismos. Assim, a adog¢do de estratégias para aumentar a
estabilidade do sistema torna-se essencial, como a adi¢do de agentes estabilizantes ou a
regulacao do pH da solugdo, garantindo melhor desempenho e seguranca em aplicagdes clinicas

e veterinarias.

Tabela 10 - Potencial zeta

Composto Potencial Zeta (mV)
CQD -3,987567638
NPAgCV -51,20495876
NPAgCVEBy4; -48,85341702
NPAgRL -46,3652287
NPAgEB47 -24,3965416
NPAgRLEB47 -24,83516868

2.3.6.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

2.3.6.2.1 Nanoparticulas de Prata (NPAg) com diferentes dopagens

A analise comparativa dos espectros de FTIR das diversas formulagdes de
nanoparticulas de prata permitiu a elucidag¢do da presenca de diversos grupos funcionais e de

caracteristicas quimicas dos compostos.

O espectro da formulacdo NPAgRL evidenciou a presenca de bandas caracteristicas dos
ramnolipideos. Observou-se uma banda larga e intensa na regido de 3500-3200 cm™, atribuivel

as vibragodes de estiramento O-H (hidroxila) (SMITH, 2011). A presenca das cadeias alifaticas
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dos 4acidos graxos constituintes dos ramnolipideos foi confirmada pelas bandas de estiramento
C-Hem ~2.920 cm™ (assimétrico) e ~2.850 cm ™ (simétrico) (SMITH, 2011; EL-HOUSSEINY
et al., 2020). Adicionalmente, a regido de 1.600-1.550 cm™ revelou uma banda proeminente,
caracteristica da vibragdo de estiramento C=O de grupos carboxilato ionizados (-COO")
(SMITH, 2011). Por fim, multiplas bandas intensas entre 1.200-1.000 cm™ sdo tipicas das
vibragdes de estiramento C-O e C-O-C da por¢ao de ramnose, confirmando inequivocamente a
presenca da por¢ao glicosidica do ramnolipideo (SMITH, 2011; EL-HOUSSEINY et al., 2020).
A predominancia do grupo carboxilato em sua forma ionizada (-COO") € um forte indicativo
de seu envolvimento na interagdo com os ions Ag" e/ou na estabilizacdo das NPAg por meio de

coordenacao (SMITH, 2011; BAZYLYAK et al., 2023).

Para a formulagao NPAgCV, sintetizada com ché verde, o espectro de FTIR apresentou
um perfil distintamente diferente, o que reflete a composi¢cdo polifendlica do cha verde
(RENZETTI et al., 2020; COX et al., 2021). Detectou-se ainda uma banda larga de estiramento
O-H entre 3500-3200 cm ™, consistente com a abundéncia de grupos hidroxila em polifendis e
flavonoides do cha verde (SMITH, 2011; RENZETTI et al., 2020; COX et al., 2021). Em
contraste com o espectro da NPAgRL, as bandas de estiramento C-H alifatico (~2.920 cm™ ¢
~2.850 cm™) mostraram-se muito fracas ou ausentes, corroborando a menor propor¢ao de
cadeias alifaticas longas presentes no cha verde (SMITH, 2011). Uma banda em ~1.630 cm™
pode ser atribuida a vibragdes de estiramento C=O (de carbonilas ou acidos carboxilicos) e/ou

C=C de anéis aromaticos, ambos abundantes nos componentes do cha verde (SMITH, 2011).

A formulagdo NPAgCVEB47, que combinou ché verde e extrato bruto de lipopeptideos
(EB47), apresentou um espectro hibrido, integrando caracteristicas de ambos os mediadores.
Observou-se a banda larga de estiramento O-H (3.500-3.200 cm™) e bandas em ~1.630 cm™!
(C=0 e/ou C=C aromatico) e na regido de 1.200-1.000 cm™ (C-O/C-N), consistentemente com
os grupos funcionais esperados de ambos os componentes (SMITH, 2011; COX et al., 2021).
Entretanto, as bandas de C-H alifatico (~2.920 cm™ e ~2.850 cm™) permaneceram fracas,
similarmente ao perfil da NPAgCV. Este achado sugere que, apesar da inclusdo do EB47, a
contribuicdo das porg¢des alifaticas dos lipopeptideos pode ser menos proeminente na superficie
final das nanoparticulas, ou que os polifendis do chd verde continuam dominando o perfil

espectral nesta regiao.
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No que tange a NPAgRLEB4;, que contém ramnolipideos e extrato bruto de
lipopeptideos, o espectro revelou um perfil complexo resultante da combinacao de ambos os
biossurfactantes. As bandas de estiramento O-H (3.500-3.200 cm™) foram proeminentes,
conforme esperado. Em contraste com a NPAgCVEBy47, as intensas bandas de estiramento C-H
alifaticos (~2.920 cm™ e ~2.850 cm™) foram notavelmente evidentes, similarmente ao espectro
da NPAgRL. Este fato aponta para uma contribuicao significativa das porc¢des lipidicas tanto
dos ramnolipideos quanto dos lipopeptideos do extrato bruto na composicao superficial dessas
nanoparticulas. Bandas em ~1.600-1.550 cm™ (atribuiveis a carboxilatos e/ou amida) e na
regido de 1.250-1.000 cm™ (C-O/C-N) também foram observadas, sugerindo o envolvimento

de grupos carboxila e amida na estabilizagao das NPAg (SMITH, 2011; COX et al., 2021).

Finalmente, a formulacdo NPAgEB47, mediada exclusivamente pelo extrato bruto de
lipopeptideos, exibiu um espectro que confirmou a presenga dos componentes esperados. A
banda larga de O-H (3.500-3.200 cm™) e as bandas de C-H alifaticos (2.920 cm™, 2.850 cm™)
foram claramente visiveis, indicando a predominéncia da por¢do lipidica. A regido de 1.600-
1.550 cm™ mostrou bandas sugestivas de carboxilatos ionizados e amida I, enquanto a regido
de 1.250-1.000 cm™ indicou a presenga de grupos C-O e C-N, todos caracteristicos de
lipopeptideos (SMITH, 2011; COX et al., 2021). A forte presenca desses grupos funcionais,
conhecidos por sua capacidade de interagir com ions metélicos, ¢ uma evidéncia de que o
extrato bruto estd associado as nanoparticulas (SMITH, 2011; COX et al., 2021). Contudo, ¢

importante correlacionar esses achados com outras caracterizagoes.

2.3.6.2.2 Pontos Quanticos de Carbono (CQDs)

O espectro de FTIR dos CQDs, sintetizados a partir de &cido citrico e ureia, apresentou
uma banda larga e intensa entre 3.500-3.200 cm ™, correspondendo as vibragdes de estiramento
de O-H (de grupos carboxilicos e hidroxilas) e N-H (de aminas e amidas), bem como a dgua
adsorvida (LAI et al., 2020; SMITH, 2011). As bandas de estiramento C-H alifaticos (~2.920
cm ' e ~2.850 cm™) apresentaram intensidade moderada, indicando que a superficie dos CQDs

pode conter alguns grupos alifaticos (LAl et al., 2020; SMITH, 2011).

De particular importancia, o espectro revelou um pico proeminente em torno de 1.700-
1.650 cm™, que pode ser atribuido as vibragdes de estiramento C=O, tanto de grupos

carboxilicos (derivados do dacido citrico) quanto da banda amida I (originada da ureia
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incorporada) (LAl et al., 2020; SMITH, 2011). A presenca de uma banda em ~1.600-1.550 cm™
pode ser associada as vibracdes de estiramento C=C do arcabougo aromatico dos CQDs e/ou a
banda amida II (flexdo de N-H e estiramento C-N), confirmando a introdu¢ao de nitrogénio na
estrutura (LAI et al., 2020; SMITH, 2011). Por fim, as multiplas e intensas bandas na regido de
1.250-1.000 cm™! sdo caracteristicas das vibragoes de estiramento C-O e C-N, corroborando a
rica funcionalizagdo da superficie dos CQDs com grupos oxigenados e nitrogenados (LAI et
al., 2020; SMITH, 2011). Tais grupos funcionais sdo cruciais para a hidrofilicidade,

biocompatibilidade e, consequentemente, para muitas das aplicagdes dos CQDs.

Em conclusdo, a espectroscopia FTIR confirmou a presenca dos grupos funcionais
esperados nas superficies das NPAg e CQDs, além de indicar o papel do cha verde e dos
biossurfactantes na estabilizagdo dessas nanoparticulas. Os perfis espectrais obtidos refor¢gam a
incorporacdo desses compostos e evidenciam a funcionalizagdo caracteristica dos CQDs,
fornecendo uma base estrutural solida para a correlagdo com suas propriedades antimicrobianas

e aplicagdes potenciais.

Figura 8 - Espectros de FTIR das formulacdes de nanoparticulas de prata com

diferentes dopagens e dos Pontos Quinticos de Carbono
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A figura apresenta os espectros de FTIR dos seguintes compostos: Nanoparticulas de prata dopadas com
ramnolipideo (NPAgRL); Nanoparticulas de prata dopadas com ramnolipideos ¢ extrato bruto de lipopeptideos
produzidos por B. velezensis TR4711 (NPAgRLEB47); Nanoparticula de prata com sintese mediada por cha verde
(NPAgCV); Nanoparticulas de prata mediada por cha verde ¢ associada a extrato bruto de lipopeptideo
(NPAgCVEB47); Ponto Quantico de Carbono (CQD); Nanoparticulas de prata dopadas com extrato bruto de
lipopeptideos produzidos por B. velezensis TR4711 (NPAgEB47).

2.3.6.3 Espectroscopia de Absorc¢ao na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

2.3.6.3.1 Nanoparticulas de Prata (NPAg) com diferentes dopagens

Para as NPAg, a detecgdo de um pico de Ressondncia Plasmonica de Superficie
Localizada (LSPR) na regido visivel (tipicamente entre 400 e 450 nm) € o principal indicador
de sua formacao. Esse pico, intrinsecamente ligado ao tamanho, forma e estado de agregacao
das nanoparticulas, foi o foco da andlise dos espectros de absorbancia UV-Vis das diversas

formulagdes de NPAg desenvolvidas neste estudo.

O espectro da formulacio NPAgCV, sintetizada com ché verde, revelou um pico de
LSPR intenso e bem definido, centrado em aproximadamente 395-400 nm, com uma

absorbancia méxima de cerca de 0,8. A estreita largura da banda e a alta intensidade do pico
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corroboram a literatura, que reconhece os polifendis e flavonoides do chd verde como
excelentes agentes redutores e estabilizantes, capazes de facilitar a nucleagdo e controlar o
crescimento das nanoparticulas (GHAFFARI-MOGHADDAM et al., 2014; VANAJA et al.,
2013). A absorbancia observada na regido UV abaixo de 300 nm, por sua vez, ¢ atribuida aos

cromoéforos organicos do ché verde.

Ainda no contexto das NPAg, a formulacio NPAgRL, que empregou ramnolipideos,
apresentou um pico de LSPR discernivel em aproximadamente 415-420 nm. Embora a presenga
do pico confirme a formacdo de NPAg, a menor intensidade pode indicar uma eficiéncia de
sintese reduzida ou uma menor concentracdo de nanoparticulas. Adicionalmente, o
deslocamento do A max para comprimentos de onda maiores, em comparagdo com a NPAgCV,
sugere que as NPAg mediadas por ramnolipideos podem ter um tamanho médio ligeiramente
superior (GHAFFARI-MOGHADDAM et al., 2014; VANAJA et al., 2013). Embora os
ramnolipideos, como biossurfactantes, possuam grupos hidroxila e carboxila que lhes permitem
atuar como agentes redutores e estabilizantes, sua eficacia pode ser inferior a dos polifenois do
chd verde ou exigir uma otimizagdo especifica das condi¢cdes de sintese para gerar particulas

com propriedades comparaveis.

A andlise da formulagdo NPAgCVEB47, que combinou chéd verde e extrato bruto de
lipopeptideos (EB47), revelou um pico de LSPR em aproximadamente 420-430 nm. Sua
intensidade (cerca de 0,1 de absorbancia) foi bem inferior ao da NPAgCV, mas comparavel a
da NPAgRL. O deslocamento do A max para o vermelho, em relagdo a NPAgCV, aponta para
uma influéncia do EB47, possivelmente resultando em particulas de maior tamanho médio. A
reducdo da intensidade do pico sugere uma possivel diminui¢do na eficiéncia ou estabilidade
das NPAg na presenga do EB47. Isso pode ser atribuido a interagdes competitivas entre os

componentes do cha verde e do EB4; pelos sitios de redugdo ou estabilizagdo dos ions Ag+.

Por fim, as formulagdes NPAgEB4; ¢ NPAgRLEB47 ndo apresentaram picos de LSPR
caracteristicos na regido esperada para as NPAg. Seus espectros foram, em vez disso,
dominados por picos na regido UV (especialmente em 270-280 nm) e ombros menores entre
320-380 nm. O espectro de EB47isolado confirmou que esses picos de absor¢ao na regido UV
e UV-Vis sdo intrinsecas ao proprio extrato bruto de lipopeptideos, sendo atribuiveis a

proteinas, peptideos e outros compostos organicos presentes no material.
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Figura 9 - Espectros de absorbancia UV-Vis das nanoparticulas de prata
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2.3.6.3.2 Pontos Quéanticos de Carbono (CQDs)

A espectroscopia UV-Vis também desempenhou um papel crucial na caracterizacao dos
Pontos Quanticos de Carbono (CQDs) sintetizados a partir de acido citrico e ureia. Os CQDs,
como nanomateriais de carbono, sdo conhecidos por suas propriedades Opticas singulares,
incluindo padrdes de absorbancia especificos na regido UV e UV-Vis, frequentemente

associados a transi¢oes eletronicas intrinsecas a sua estrutura.

O gréfico de absorbancia UV-Vis das amostras de CQD apresentou perfis distintos
que validam a formacdo bem-sucedida desses nanomateriais. A amostra de "CQD
concentrado" exibiu uma forte absorbancia na regido UV, com um pico proeminente
centrado em aproximadamente 260-270 nm. Esta absorcdo ¢ tipicamente atribuida a
transigcoes m—m* de dominios sp2 presentes no arcabougo de carbono dos CQDs
(OZYURT et al., 2023). Adicionalmente, um pico largo e caracteristico foi observado em
aproximadamente 330-340 nm. Este segundo pico ¢ amplamente reconhecido como uma
assinatura espectroscopica dos CQDs, frequentemente relacionado a transi¢des n—m* de
grupos funcionais contendo heterodtomos, como C=0O e C-N, que sdo incorporados na
superficie do CQD durante o processo de sintese a partir do acido citrico e ureia (OZYURT

et al., 2023; LI et al., 2012).

A amostra "CQD 10x" demonstrou um espectro analogo ao do "CQD concentrado",
porém com intensidades de absorbancia aproximadamente dez vezes menores, confirmando a

relagdo de diluicdo e a aderéncia a Lei de Beer-Lambert para esses nanomateriais. E relevante
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notar que, embora a amostra dos precursores (4cido citrico e ureia) apresentasse alguma
absorbancia na regido de 230-270 nm (com um pico mais nitido em ~230-240 nm), sua
absorbancia foi minima ou nula na regidao de 300-400 nm. Isso refor¢a que o pico caracteristico
em 330-340 nm ¢ intrinseco aos CQDs formados e ndo meramente um remanescente dos
reagentes de partida. A absorbancia que se estende para a regido do visivel (uma "cauda" longa
apds 400 nm) é uma caracteristica comum dos CQDs e pode estar associada as suas
propriedades de fluorescéncia e a distribuicdo de tamanhos (OZYURT et al., 2023; LI et al.,
2012).

Em suma, os dados de espectroscopia UV-Vis fornecem evidéncias robustas da
formacdo e das propriedades oOpticas tanto das diferentes formulagdes de NPAg quanto dos
CQDs. Os resultados obtidos ressaltam a importancia da selecdo e otimizacdo dos agentes
mediadores para a sintese de nanomateriais com caracteristicas desejadas, e demonstram a
eficaicia da espectroscopia UV-Vis como ferramenta para o monitoramento dessas

propriedades.

Figura 10 - Espectros de absorbancia UV-Vis CQD
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A andlise espectral demonstrou que os pontos quanticos de carbono (CQDs) sintetizados
apresentaram fluorescéncia significativa sob excitagdo a 353 nm, com emissdo maxima em
torno de 450 nm. Esse perfil ¢ caracteristico de CQDs com emissao na regido do azul,
frequentemente associado a presenca de grupos funcionais oxigenados e a conjugagdo n—m* em
estruturas grafiticas (DA SILVA et al., 2023). Os controles (citrato + ureia e agua destilada)
ndo exibiram picos relevantes de emissdo ao longo do espectro avaliado (370—650 nm) (DA
SILVA et al., 2023). Esse resultado corrobora que a fluorescéncia observada estd diretamente
relacionada a formagao dos CQDs durante a sintese, descartando interferéncia dos precursores
ou do meio reacional. A alta intensidade de emissdo e a auséncia de fluorescéncia nos controles
evidenciam o sucesso do processo de sintese. Estudos adicionais, como andlise de tempo de
vida de fluorescéncia e dependéncia da emissao com o pH ou a polaridade do meio, poderao

aprofundar a compreensao das propriedades fotofisicas dos CQDs obtidos.

Figura 11 - Espectro de emissdo com excitacao fixa em 353 nm
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2.4 CONSIDERACOES FINAIS
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As infec¢des associadas ao uso de dispositivos médicos, como cateteres e sondas,
representam um desafio significativo na medicina humana e veterindria, especialmente frente
ao aumento da resisténcia antimicrobiana e a formag¢ao de biofilmes. Neste contexto, a busca

por novas estratégias de controle microbiano se faz urgente e indispensavel.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram o potencial de diferentes
formulagcdes - como nanoparticulas de prata, pontos quanticos de carbono (CQDs),
lipopeptideos e ramnolipideos - na inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas e na
reducdo da formacao de biofilmes. As analises revelaram que os lipopeptideos extraidos das
linhagens Bacillus velezensis TR4711 e TR591I foram eficazes contra Pseudomonas aeruginosa
isolada de sepse humana e Escherichia coli isolada de peritonite bovina, indicando seu alto
potencial como agentes antimicrobianos naturais. Os CQDs também apresentaram efeito
inibitdrio dependente da concentragdo, inibindo o crescimento de diversos patdgenos testados.
De forma semelhante, as combinagdes de nanoparticulas de prata, bem como os lipopeptideos
purificados, mostraram-se promissoras na inibi¢do de biofilmes formados por P. aeruginosa e

Salmonella sp.

No ensaio com cateteres, o composto NPAgRLEB47 se destacou, com 58,5% de inibigdo
da formacao de biofilme de Salmonella sp. (suino), demonstrando a aplicabilidade desses
nanocompdsitos no revestimento de dispositivos médicos. No entanto, estudos mais
aprofundados sobre a adesdo dos compostos a superficie do cateter, especialmente quanto a sua
estabilidade, fixacdo e liberagdo controlada, sdo ainda necessarios. Além disso, destaca-se a
importancia de uma caracterizagdo fisico-quimica mais detalhada e ensaios de

biocompatibilidade.

A integracdo entre nanotecnologia e biossurfactantes se apresenta como uma estratégia
promissora e inovadora para o enfrentamento da resisténcia antimicrobiana, com potencial de
aplicagdo na prevencgdo de infecgdes relacionadas a dispositivos médicos, promovendo maior

seguranca em ambientes clinicos e veterindrios.

A préxima etapa deste trabalho serd investir na funcionalizagdo e no revestimento de
dispositivos médicos com os compostos mais promissores identificados, sobretudo os
nanocompdsitos contendo lipopeptideos e nanoparticulas de prata. O foco principal serd a

avaliacdo da adesdo e da liberacdo sustentada desses compostos bioativos na superficie dos
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cateteres, além da realizacdo de ensaios de toxicidade e biocompatibilidade em culturas

celulares, visando garantir a seguranca desses materiais para aplicacdo clinica.

Com base nos resultados obtidos e nas lacunas identificadas, uma pergunta relevante a
ser explorada em estudos futuros é: quais os mecanismos moleculares envolvidos na inibi¢do
da formagdo de biofilmes bacterianos por lipopeptideos e nanomateriais, € como esses
mecanismos variam entre cepas Gram-positivas ¢ Gram-negativas? Para responder a essa
questao, propde-se o uso de técnicas como microscopia confocal para anélise tridimensional de
biofilmes, transcriptomica (RNA-seq) para avaliacdo da expressdo génica diferencial, ensaios
de citotoxicidade em células de mamiferos e estudos de liberagdo controlada simulando
condicdes clinicas. Essas abordagens permitirdo aprofundar a compreensdo sobre os
mecanismos de acdo e a aplicabilidade dos compostos estudados, contribuindo para o avango
de solucdes antimicrobianas inovadoras e seguras, tanto na medicina veterindria quanto na

humana.
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APENDICE A - ANALISE ESTATISTICA

Tabela A.1 - Inibicdo do crescimento de microrganismos utilizando a formulacio com
lipopeptideos de B. velezensis TR4711

Conc  Staphylococcus  Streptococcus  Salmonella sp. Salmonella sp.  Staphylococcus

(ng.mL™) warneri uberis (suino) (cavalo) aureus

37 155(16,5+15,59)a  34,5(27+18,35)a 00+0)b 0(325+6,5)a 0(0+0)b

60 0(75+15)a 20,5 (18,75 + 15) a 0(0=0)b 0(0=0)a 0(0+0)b

95 055+11)a 12,5(14,25+15,76)a  20,5(19,75+16,70)a 6 (625+7,23)a 000+0)b

153 0(525+10,5)a 550875€114)a  21,5(235+10,66)a  55(55£635)a 0(1,5+3)b
244 00+ 0)a 5,5(7,75+9,67)a 26 (26+17,98) a 5(675+830)a 18,5 (22,75+24,46)a
391 0(0=0)a 1(325+525)a  27,5(2675+21,56)a  3(4,75+6,18)a 0(7,25+14,5)b
625 0(225+4,5)a 0(0+0)a 18 (19,25 + 17,75) ab 0(1,25+2,5)a 0(0+0)b
1000 0(0+0)a 0(0+0)a 0(3,25+6,5b 0(0+0)a 0(0+0)b

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribui¢ao dos dados.
Os resultados indicaram que os dados ndo seguem uma distribui¢do normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
para verificar a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos, seguido do teste de Dunn para
comparagdo das médias. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa a 5% de

significancia.

Tabela A.2 - Inibi¢do do crescimento de microrganismos utilizando a formulac¢io com
lipopeptideos de B. velezensis TR4711

Conc Streptococcus Escherichia coli Pseudomonas Escherichia coli
(ng.mL™) agalactiae (caprino) aeruginosa PA-BH (bovino)
37 16,5(19+2232) a 13,5 (16,25 £ 15,88) a 2(2,5+2,65)b 86 (86,25 + 1,26) a
60 0(25+50)a 25,5(2325+1737)a 38(39,5+31,14) ab 83(82,75+1,5)a

95 0(10,75+21,5)a 32(26£17,74)a 78 (67 £41,46) a 87 (86+5,10)a
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153 0(9,75+19,5)a 33(26,5+16,52) a 90,5 (75 = 38,39) a 92(89,5+7,54)a
244 55(11,5+16,50) a 4(12,5+20,02)a 88,5 (76,5 £33,47) a 90 (89,25 £ 6,65) a
391 0(425+8,5)a 0(6,5+13)a 81(72,5+31,26)a 91,5 (90,25 £ 6,95) a
625 0(10,75+21,5)a 2,5 (4,75+6,60)a 70 (64 = 17,47) a 86 (85,75+7,93)a
1000 53,5(53,5+53,69) a 0(0+0)a 45 (36 4 25,46) ab 76,5 (72,25 + 13,5)a

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribui¢ao dos dados.

Os resultados indicaram que os dados ndo seguem uma distribui¢@o normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis

para verificar a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos, seguido do teste de Dunn para

comparacao das médias. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo possuem diferencga significativa a 5% de

significancia.

Tabela A.3 - Inibi¢do do crescimento de microrganismos utilizando a formulac¢io com

lipopeptideos de B. velezensis TR5911

Conc  Staphylococcus  Streptococcus  Salmonella sp.  Salmonella sp.  Staphylococcus

(ug.mL™) warneri uberis (suino) (cavalo) aureus

37 0(0+0)a 37(37+2,58)a 0(0+0)b 000+0)b 000+0)b

60 0(4.25+85)a 32,5 (33,5 + 6,56) ab 8(8+6,38)b 13,5(13,5+4,51) ab 0(0+0)b

95 085+17)a 29(28,5+3,70)ab  33,5(35,75+8,58)b 17,5 (18,75 +4,35) ab 000+0)b

153 15(24,5+30,95)a  265(27+141)ab  59,5(53,75+14,71)a  26(33+18,97)a  31,5(32,75+3,77)ab

244 245(24,5+£2829)a  18(17,5£624)ab  59(5925+2,06)a  42(41,75+23,53)a 56,5 (56,25 % 5,06)a

391 7,5 (14,75 +20,74) a 000£0)b 61,5(60,5+3,.87)a  35,5(36,5+2624)ab 49 (48,75 +22,28) ab

625 3,54+4,69)a 000+0)b 51,5(51,5£9,40)a 21 (27,25+2545)ab 20,5 (17,25 + 12,37) ab
1000 0(0+0)a 0(0+0)b 33(35,25+10,56) b 1(2,5+3,79) ab 0(0+0)b

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribui¢ao dos dados.

Os resultados indicaram que os dados nao seguem uma distribui¢do normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis

para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os tratamentos, seguido do teste de Dunn para

comparacdo das médias. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo possuem diferenca significativa a 5% de

significancia.

Tabela A.4 - Inibicdo do crescimento de microrganismos utilizando a formulacio com

lipopeptideos de B. velezensis TR5911

Conc Streptococcus Escherichia coli Pseudomonas Escherichia coli
(ng.mL™) agalactiae (caprino) aeruginosa PA-BH (bovino)
37 49(49,5+£57,16) a 67 (58,5 49,03) a 26 (24,75 £20,90) ab 41(40,5£29)b
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60 0(25+50)a 0(12542,5)b 96,5 (96,25 + 4,35) ab 74 (74 + 6,22) ab
95 0(0+0)a 0(1,5£3)b 100 (100 +0) a 77 (77,5 +5,26) ab
153 0(0£0)a 0(0=0)b 100 (100 = 0) a 89,5 (87,75 + 4,72) ab
244 0(0+0)a 0(0+0)b 100 (100=0) a 94,5 (93 £3,37) ab
391 0(0+0)a 0(0+0)b 100 (100 = 0) a 94,5 (94,75 + 1,71) ab
625 0(0£0)a 0(0+0)b 73 (72,75 + 4,03) ab 94,595+ 1,41)a
1000 0(0+0)a 0(0+0)b 0(9,75+19,5)b 96,5 (95 +5,60) a

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribui¢ao dos dados.
Os resultados indicaram que os dados ndo seguem uma distribui¢do normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os tratamentos, seguido do teste de Dunn para

comparacdo das médias. Os tratamentos seguidos pela mesma letra ndo possuem diferenca significativa a 5% de

significancia.
Tabela A.5 - Inibicio de biofilme em cateter (ANOVA para o isolado SS)
Fonte de Soma de Quadrado
Variagao GL Quadrados Médio Valor F P-valor
Fatores (F) 3 2119 706,2 5,114 0,0165*
Residuos 12 1657 138,1 - -

Niveis de significancia: 0 “***’ 0.001 “*** 0.01 *** 0.05 . 0.1’ 1

Tabela A.6 - teste Tukey para SS

F Média SS DP Grupo
1 56,75 5,44 a
3 36,25 6,18 ab
2 28,75 20,3 b
4 28,50 8,58 b

Tratamentos com a mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa (o= 0,05).
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