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RESUMO

Escherichia coli, bactéria Gram-negativa e patog€nica, apresenta importantes fatores de
viruléncia associados ao cancer colorretal (CCR), como por exemplo, a produgdo de
genotoxinas, em especial a colibactina, uma toxina instdvel e capaz de induzir danos
citogenéticos. Globalmente, o CCR ¢ a neoplasia mais frequente do trato gastrointestinal,
responsavel por mais de 1,85 milhdo de casos e 850 mil mortes por ano, e a infec¢do
microbiana ¢ reconhecida como fator de risco em cerca de 20% dos tumores em humanos.
Nesse contexto, o acido usnico (AU), um metabolito natural extraido de liquenes e
amplamente utilizado na medicina tradicional, surge como alternativa terapéutica promissora,
embora seu uso seja limitado pela baixa solubilidade em agua e pela hepatotoxicidade. Para
superar essas limitagdes, este estudo propos a nanoencapsulagdo do AU em nanoparticulas de
zeina revestidas com quitosana (AU-ZNP-CH) e avaliou sua atividade antibacteriana e
antibiofilme frente a cepas de E. coli carcinogénicas. As AU-ZNP-CH apresentaram tamanho
médio de 332 £ 0,7 nm, PDI 0,23 e potencial zeta de +51,1 = 1,0 mV. Os testes
antimicrobianos da concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)
demonstraram CIM de 7,81-15,62 pg/mL ¢ CBM de 15,62-31,25 pg/mL. Das quatro cepas
de E. coli testadas, trés apresentaram perfil moderado para a producao de biofilme, enquanto
que apenas uma apresentou perfil forte. Para os testes de inibicdo (CIMB) e erradicagdo
(CEMB), as AU-ZNP-CH apresentaram CIMB de 7,81-250 pg/mL e CEMB de 7,81 pg/mL.
Assim, os resultados evidenciam que as AU-ZNP-CH possuem caracterizagdo estavel e
expressiva atividade antibacteriana e antibiofilme, configurando uma estratégia inovadora,
sustentavel e eficaz contra cepas de E. coli associadas a indugdo do CCR.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Terapia antimicrobiana, Nanocarreador.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli, bactéria gram-negativa pertencente a ordem das
Enterobacterales, ¢ encontrada naturalmente no trato gastrointestinal de seres humanos.
Apesar disso, essa espécie pode se tornar patogénica, desencadeando diversas doengas,
como infecgdes gastrointestinais, do trato urinario, infec¢do abdominal, pneumonia,
bacteremia e meningite, entre outras (Feng et al., 2011; Almugadam et al., 2018). A
variedade de cepas de E. coli esta associada a um conjunto especifico de fatores de
viruléncia que podem contribuir para o desenvolvimento de processos infecciosos,
estimulando a inflamag¢do e causando lesdes no hospedeiro, nesse caso, o ser humano
(Farrokl et al., 2013). Estudos recentes tém sugerido uma associagdo entre certas cepas
de E. coli e lesdes tumorais, sugerindo que algumas delas podem ter um efeito
pré-oncogénico devido a produgdo de toxinas especificas (Hernandéz-Luna et al., 2016;
Liu et al., 2019).

Um dos fatores de viruléncia da E. coli é a producdo de uma genotoxina, a
colibactina, que tem por funcdo desempenhar um efeito carcinogénico nas cé€lulas
epiteliais do coélon. Essa substancia danifica a estrutura do DNA, causando quebras na
dupla fita e instabilidade cromossomica, consequentemente a um aumento dos niveis de
quimiocinas, atraindo as células do sistema fagocitirio mononuclear para eliminar
bactérias. Esse processo induz estresse oxidativo, fragmentacdo do DNA e liberagdo de
mediadores inflamatérios, promovendo a proliferacdo celular e aumentando as chances
de desenvolvimento de tumores (Bakthavatchalu et al., 2018; Fais et al., 2018; Sai et
al., 2022). A tumorigénese do cancer colorretal (CCR) esta relacionada aos fatores de
resisténcia bacteriana e a formagdo de biofilme de E. coli, que contribuem para o
aumento da permeabilidade do epitélio intestinal e da proliferacao celular (Fais et al,
2018).

Deste modo, torna-se necessario a busca por novas abordagens terapéuticas
capazes de eliminar E. coli patogénica e, consequentemente, reduzir o risco de indugdo
do CCR. O acido tsnico (AU), um metabolito secundario isolado do liquen marinho e
conhecido por suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e
antitumorais, tem despertado interesse cientifico. Os liquenes sdo plantas talofitas
compostas por uma alga e um fungo que crescem em associagao simbidtica sobre uma

superficie solida, sendo o AU encontrado em diversas espécies, com destaque ao género
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Usnea (Figura 1). O mecanismo de a¢do antibacteriana dos liquenes do género Usnea ¢
associado a interrup¢do da fun¢do metabolica, por meio do desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa na membrana mitocondrial interna, com a retirada do suprimento
energético do organismo de forma efetiva (Croce et al., 2022). No entanto, sua baixa
solubilidade em 4gua e hepatotoxicidade limitam seu uso (Chandika et al., 2022). A
nanotecnologia permite encapsular o AU em nanoparticulas poliméricas, melhorando

sua administragdo oral e reduzindo seus efeitos colaterais (Crawford, 2015).

Figura 1 - Espécime de Usnea barbata, conhecida popularmente como “barba de velho” (Popovici et al.,

2023), molécula e formulagdo em p6 do acido tsnico. Fonte: Autores, 2025.

Nesse contexto, as nanoparticulas poliméricas, especificamente de zeina
revestidas com quitosana (AU-ZNP-CH), sdo uma estratégia promissora para a entrega
direcionada e controlada de fArmacos. A zeina € a principal proteina de armazenamento
do milho (Zea mays L.), representando mais de 50% das proteinas totais do grio e
pertencendo ao grupo das prolaminas, as quais sdao insoliveis em ambiente aquoso e
possuem similaridade conformacional as proteinas globulares (Tran et al., 2019) (Figura
2). Em contraste as proteinas hidrofilicas, a zeina tem capacidade de aprisionar
fisicamente os compostos hidrofobicos e induzir a liberagao sustentada do farmaco (Liu
et al., 2023). Além de considerada como um excipiente seguro para produtos
farmacéuticos orais pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da
América, a zeina ¢ atoxica, biodegradavel e resistente a degradagdo gastrointestinal,
possibilitando a formulacdo eficiente de nanoparticulas que permitem o encapsulamento

de uma ampla variedade de compostos (Campos ef al., 2023).
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Figura 2 - Espécime de Zea mays L. (milho), grdo de milho, molécula e formulagdo em p6 da zeina.

Fonte: Autores, 2025.

Por sua vez, a quitosana ¢ um polissacarideo linear obtido a partir da
desacetilacdo da quitina, constituinte dos exoesqueletos de crustaceos, da parede celular
de fungos e de outros organismos (Figura 3). A quitosana destaca-se significativamente
por sua elevada atividade bioldgica, como antifingica, antimicrobiana e antioxidante
(Harugade et al., 2023). A sua atividade antibacteriana ¢ objeto de multiplos estudos,
visto que varia com diversos fatores como sua estrutura, a estrutura do microorganismo,
suas caracteristicas fisico-quimicas, além dos parametros do ambiente em que atua
(Cai-Ling et al., 2021). Além disso, outras caracteristicas como alta biocompatibilidade,
acessibilidade, biodegradabilidade e cardter atoxico a tornam um biopolimero
extremamente relevante no combate a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem
como fungos (Ardean et al., 2023). Quanto a administracdo oral, esta ¢ facilitada com a

resisténcia da quitosana ao pH 4cido e a boa interagdo com o muco intestinal.

Principais fontes de = Quitina /
Quitosana

Figura 3 - Principais fontes para extragdo de quitina e quitosana, molécula de quitosana e formulagdo em

po de quitina e quitosana. Fonte: Adaptado de Isa et al., 2024.
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Usar ZNP-CH para encapsular acido usnico melhora a especificidade,
solubilidade e reduz efeitos citotoxicos, oferecendo uma nova possibilidade terapéutica
para essa condic¢ao clinica desafiadora. Por isso, ao direcionar bactérias intestinais como
alvos terapéuticos e usar AU encapsulado em nanoparticulas poliméricas de zeina,
oferece-se uma estratégia promissora e inovadora para evitar o inicio e progressao do

cancer colorretal.

2.  JUSTIFICATIVA

Escherichia coli, embora seja um bacilo Gram-negativo e comensal, possui
cepas que adquiriram fatores de viruléncia e se tornaram patogénicas, com destaque
para os grupos filogenéticos B2 e D (Sadeghi et al., 2024). Gragas a sua adaptabilidade
e capacidade de produzir toxinas e biofilmes, E. coli tem sido fortemente associada ao
cancer colorretal (CCR) (Dejea e Sears, 2016). Globalmente, o CCR ¢ classificado
como o segundo tipo mais mortal de cancer e o terceiro mais comum, com previsdes de
aumento de 60% na incidéncia até 2030 (Siegel et al., 2019). No Brasil, mais de 45 mil
novos casos sdo estimados para 2025, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA).
Entre os fatores de risco envolvidos na indugdo do CCR, a microbiota intestinal
desempenha papel crucial na iniciacdo e progressao da neoplasia, sendo amplamente
investigada nas pesquisas mais recentes (Li et al., 2022). Diante desse cenario, torna-se
essencial a busca por alternativas terapéuticas frente a E. coli indutora de CCR. Nesse
contexto, o presente estudo analisa nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana
contendo acido usnico (AU-ZNP-CH) como produto sustentavel e eficaz no combate as
cepas de E. coli carcinogénicas, configurando um avango biotecnologico e alinhando-se
ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 3 - Satide e bem-estar, estabelecido

pela Organiza¢do das Nacdes Unidas (ONU).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar a eficicia do 4cido usnico encapsulado em nanoparticulas de zeina quanto a sua
atividade antibacteriana e antibiofilme frente a cepas bacterianas indutoras de cancer

colorretal.

3.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar as nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana
contendo 4acido usnico (AU-ZNP-CH), com énfase na determinacao do potencial
zeta, tamanho da particula e indice de polidispersao;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das formulagdes AU-ZNP-CH frente a cepas
de E. coli indutoras de cancer colorretal (CCR);

e Investigar o potencial antibiofilme das nanoparticulas AU-ZNP-CH sobre
biofilmes bacterianos formados por cepas de E. coli indutoras de cancer

colorretal (CCR).
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4. METODOLOGIA

4.1. Preparaciao e caracterizacio das nanoparticulas

As nanoparticulas de zeina contendo 4cido usnico revestidas com quitosana
(AU-ZNP-CH) foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo adaptado de Moreno
et al. (2017) por meio de metodologias previamente estabelecidas pelo grupo de
pesquisa MicroNAT - Microbiologia, Nanotecnologia e Abordagens Tecnologicas
(Campos et al., 2023). As AU-ZNP-CH obtidas, foram caracterizadas quanto ao
potencial zeta, tamanho de particula e indice de polidispersdo também seguindo as

mesmas metodologias estabelecidas.

Figura 4 - Solugdes preparadas de zeina com acido Usnico antes da adi¢do do antissolvente (A) e

remo¢ao do solvente orgdnico em evaporador rotativo (B). Fonte: Autores, 2025.

4.2. Avaliacio da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada pela determinagcdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) através do método
de microdilui¢do em caldo, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2023). Inicialmente, o caldo Miieller-Hinton foi depositado nas placas e
em seguida as AU-ZNP-CH foram distribuidas em dilui¢do seriada. Por fim, as
bactérias foram depositadas e as placas incubadas a 35 = 2 °C por 24 h. A CIM foi a
menor concentra¢do que inibe 90% do crescimento bacteriano, enquanto a CBM foi a

menor concentragdo sem crescimento microbiano.
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4.3. Determinacio da producio de biofilme pelos isolados bacterianos

A determinagdo da producdo de biofilme pelos isolados bacterianos foi realizada
pelo método do cristal violeta. Suspensdes bacterianas foram adicionadas ao TSB +
glicose em placas de microdiluicdo e incubadas a 35 + 2 °C por 48 h. Apds
processamento da placa, a leitura espectrofotométrica a 570 nm classificou as cepas em
quatro categorias (forte, moderada, fraca e ndo aderente) com base nos valores de OD

dos biofilmes bacterianos (Stepanovic et al., 2000).

4.4. Avaliacdo da inibicdo da formacao do biofilme

A avaliacdo da inibi¢do da formacdo do biofilme foi realizada segundo Albano
et al. (2019). Inicialmente, foi distribuido o meio de cultura, em seguida, as
AU-ZNP-CH foram distribuidas em concentracdes subinibitérias e, posteriormente,
foram adicionadas as suspensdes bacterianas. As microplacas foram incubadas a 35 +2
°C por 24 h. Apds incubagdo, foi realizado o método do cristal violeta para
quantificagdo, como descrito anteriormente. Os resultados foram expressos como

Concentragao Inibitéria Minima da Inibi¢ao de Biofilme (CIMB).

4.5. Avaliacio da erradicacio do biofilme

A erradicacdo do biofilme foi avaliada conforme Albano et al. (2019).
Inicialmente, indculos bacterianos foram ajustados em densidade de 0,5 de McFarland e
distribuidos nas placas de microdiluigdo. Apos 24 h de incubagdo a 35 + 2 °C, o meio
foi substituido e as AU-ZNP-CH foram adicionadas nas concentragdes suprainibitorias.
ApoOs nova incubacao, foi realizado o método do cristal violeta para quantificagdao. Os
resultados foram expressos como Concentracao de Erradicagdo Minima de Biofilme

(CEMB).
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S.  RESULTADOS OBTIDOS

5.1. Caracterizacao das nanoparticulas
As nanoparticulas de zeina (ZNP) foram caracterizadas quanto ao potencial zeta

(mV), tamanho de particula (nm) e indice de polidispersao (PDI) (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados da caracterizacao fisico-quimica quanto ao tamanho de particula,

indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta da AU-ZNP-CH.

Amostras Tamanho da particula PDI Potencial zeta (mV)
(nm)
AU-ZNP-CH 332+0,7 0,23 +51,1+1,0

AU-ZNP-CH: acido usnico encapsulado em nanoparticulas de zeina revestida com quitosana; PDI: indice

de polidispersao.

O tamanho de particula, PDI e potencial zeta sdo parametros utilizados na
caracterizacdo de nanoparticulas estdveis, as quais visam aplicacdes médicas e
nutricionais (Wang et al., 2018). O tamanho da particula (nm) influencia diretamente na
captagdo das nanoparticulas pelos enterdcitos e na estabilidade da formulagdo no trato
gastrointestinal (TGI). Logo, desempenha um papel relevante ao influenciar na adesdo
das particulas, na interagdo com a membrana mucosa e na cinética de liberagao do
medicamento em administracdes orais (Algahtani et al., 2021). No presente estudo, os
resultados obtidos para os tamanhos de particula de AU-ZNP-CH foram de 332 nm.
Portanto, além de gerar um subproduto inofensivo e biocompativel devido a sua
biodegradabilidade (Idrees et al., 2020), as nanoparticulas ultrapassam o TGI através de
canais paracelulares, visto que atingem um espectro de 100-500 nm (Alqahtani et al.,
2021).

O PDI oferece informagdes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos das nanoparticulas desenvolvidas (Nogueira, 2022). Na caracterizagcdo, as
AU-ZNP-CH indicaram uniformidade entre as nanoparticulas, considerando-se que

suspensdes com PDI de até¢ 0,3 s@o consideradas monodispersas e favoraveis para

Péagina 13 de 28



MicroZEIN: Avaliag¢do de nanoparticulas de zeina com acido usnico frente - e
a Escherichia coli indutora de cancer colorretal W 5{(_

9 Feira Mineira de Iniciacdo Clentifica

aplicagdes in vivo (Danaei et al., 2018). O PDI de AU-ZNP-CH desenvolvidas no
presente estudo assemelha-se aos das ZNPs encapsulando extrato diclorometanico das
raizes de Fridericia platyphylla produzidas por Neves e colaboradores (2024), as quais
obtiveram PDI de 0,207, indicando elevado nivel de homogeneidade como
AU-ZNP-CH.

O potencial zeta ¢ empregado para avaliar a estabilidade de uma dispersao
coloidal através da forga de repulsdo entre as particulas (Nunes et al., 2023). Nesse
parametro, as AU-ZNP-CH apresentaram resultados favordveis de estabilidade, visto
que o resultado acima de 30 mV (em modulo) costuma indicar as solu¢des mais estaveis
(Santos, 2023). O potencial zeta de AU-ZNP-CH aproxima-se ao relatado nas ZNPs
encapsulando acido elagico produzidas por De Souza Tavares e colaboradores (2021) e
as ZNPs elaboradas por Wang (2019), porém AU-ZNP-CH possui valores
significativamente maiores as ZNPs supracitadas, garantindo maior estabilidade
eletrostatica. Dessa forma, considera-se os resultados favoraveis perante os trés critérios
de caracterizagdo das nanoparticulas supracitados, constatando-se que AU-ZNP-CH

estdo aptas para o emprego nos ensaios microbiologicos.
5.2. Avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliagdo da atividade antibacteriana de AU-ZNP-CH ¢ pioneira frente a
cepas de Escherichia coli indutora de cancer colorretal (CCR) — dentre elas, a E. coli
NC101 Apks, na qual ha dele¢ao da ilha gendmica (“pks”), responsavel por sintetizar a
genotoxina colibactina. Além de E. coli NC101 Apks, analisaram-se as cepas E. coli

H10407, E. coli NC101 AclbP e E. coli NC101 WT (Tabela 2).

Os resultados demonstraram que o AU livre ndo obteve atividade frente as cepas
bacterianas selecionadas, apresentando CIM e CBM superiores a 500 pg/mL em todos
os casos. Por sua vez, AU-ZNP-CH apresentou CIM de 7,81 pg/mL para E. coli
H10407, E. coli NC101 AclbP e E. coli NC101 WT, enquanto CIM de 15,62 pg/mL
para E. coli NC101 Apks. A CBM de AU-ZNP-CH foi de 15,62 pg/mL para E. coli
NCI101 AclbP, E. coli NC101 WT e E. coli NC101 Apks, ja para a cepa E. coli H10407
a CBM foi 31,25 pg/mL.
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Tabela 2 - Atividade antibacteriana de AU e AU-ZNP-CH.

AU AU-ZNP-CH
CIM CBM CIM CBM

Cepas bacterianas pg/mL
Escherichia coli H10407 >500 >500 7,81 31,25
Escherichia coli NC101 AclbP >500 >500 7,81 15,62
Escherichia coli NC101 WT >500 >500 7,81 15,62
Escherichia coli NC101 Apks >500 >500 15,62 15,62

AU: &cido tsnico; AU-ZNP-CH: acido tsnico encapsulado em nanoparticulas de zeina revestida com
quitosana; CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; Escherichia
coli H10407: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC); Escherichia coli NC 101 WT: Escherichia coli
sem modificacdo genética e isolada de camundongo; Escherichia coli NC101 AclbP: Escherichia coli
com delegdo do gene precursor da colibactina; Escherichia coli NC101 Apks: Escherichia coli com

delegdo da ilha pks necessaria para a produgdo de colibactina.

A atividade do AU frente a bactérias gram-negativas foi pouco explorada na
literatura, embora o composto liquénico esteja evidente em estudos cientificos mais
recentes. Os ensaios microbioldgicos mais proximos sao os de Souza e colaboradores
(2024), os quais testaram AU encapsulado em lipossomas revestidos com quitosana
(Lipo-AU-CH) para administragdo oral frente a cepas de E. coli indutoras de CCR. Os
testes foram realizados com uma das cepas contempladas no presente estudo, E. coli
H10407, obtendo a concentracdo de CIM e CBM de 62,5 pg/mL. Por sua vez, as
nanoparticulas de zeina encapsuladas com AU e revestidas com quitosana
(AU-ZNP-CH) apresentaram a CIM de 7,81 pg/mL e a CBM de 31,25 pg/mL frente a
E. coli H10407, o que indica a maior atividade inibitéria e bactericida apos
encapsulacdo em nanoparticulas de zeina (AU-ZNP-CH) em comparacao a lipossomas
(Lipo-AU-CH).

Outros estudos também analisaram o AU nanoencapsulado frente a bactérias
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gram-negativas. Dentre eles, Grumezescu e colaboradores (2013) que formularam
nanoparticulas a base de 6xido de ferro (FesOs) contendo AU e testaram frente a E. coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, alcangaram valores de CIM e
CBM de 10 e 60 pg/mL, respectivamente. Além de Khan, Yu e Kim (2020) que
obtiveram concentragdes inibitorias de 512 pg/mL, ou seja, substancialmente maiores
com nanoparticulas de quitosana frente a E. coli KCTC 1682 (1024 ng/mL) e P.
aeruginosa KCTC 1637.

Ressalta-se que AU-ZNP-CH, ao possuir CIM e CBM de até 31,25 pg/mL para
todas as cepas testadas, destaca-se como uma alternativa eficaz e de simples obtengao
quando comparada a outros nanocarreadores. Isso ocorre a partir do momento que as
ZNPs, além de apresentarem caracteristicas de grande relevancia biotecnologica, como
a capacidade de controlar a liberagdo do farmaco, otimizar sua absor¢ao pelo organismo
e reduzir a toxicidade em comparacdo as formulagdes sintéticas, essas estruturas podem
ser obtidas por meio da precipitagdo polimérica (nanoprecipitacdo) e outros métodos de

formulacao que favorecem sua viabilidade em escala industrial (Campos ef al., 2023).

5.3. Determinacio da producio de biofilme pelos isolados bacterianos

As cepas de Escherichia coli com potencial carcinogénico (E. coli H10407, E.
coli NC101 WT, E. coli NC101 AclbP e E. coli NC101 Apks) foram classificadas
quanto a produgdo de biofilme segundo os valores de Densidade Optica (OD) obtidos
pelo método do cristal violeta. Os dados foram analisados e divididos em:
Nao-aderente, Fraca, Moderada ou Forte (Tabela 3).

Os resultados indicaram a producdo de biofilme moderada por E. coli H10407,
E. coli NC101 WT e E. coli NC101 Apks, enquanto a forte producao de biofilme por E.
coli NC101 AclbP.

Tabela 3 — Classificacdo da producdo de biofilme dos isolados clinicos de Escherichia

coli resistentes aos antibioticos.
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Cepas bacterianas Classificacao quanto a producio de biofilme
Escherichia coli H10407 Moderada
Escherichia coli NC101 WT Moderada
Escherichia coli NC101 AclbP Forte
Escherichia coli NC101 Apks Moderada

Escherichia coli H10407: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC); Escherichia coli NC 101 WT:
Escherichia coli sem modificagdo genética e isolada de camundongo; Escherichia coli NC101 AclbP:
Escherichia coli com dele¢do no gene precursor da colibactina; Escherichia coli NC101 Apks:

Escherichia coli com delecao da ilha pks necessaria para a producao de colibactina.

O segmento colorretal ¢ protegido por uma barreira de muco rica em mucinas e
glicoproteinas que evitam o contato direto entre células epiteliais e o microbioma (Dejea
e Sears, 2016). No célon saudavel, ha uma camada de muco firme, comumente relatada
como ausente em bactérias, e outra solta, com microrganismos comensais benéficos
(Johansson et al., 2008). Em casos de inflamag¢ao ou dano, bactérias incomuns podem se
proliferar no muco firme, cujo estabelecimento ¢ facilitado pela formacao de biofilmes

bacterianos (Li et al., 2019).

Os biofilmes s3o comunidades microbianas envoltas em matriz extracelular
produzida por elas mesmas (Schulze et al., 2021). A producgdo de biofilme estabelece
uma estrutura espacial que promove a interagdo entre o epitélio colorretal e o
microbioma, o que aumenta a agressividade de Escherichia coli e, possivelmente,

possui atuagdo direta na indugdo do cancer colorretal (CCR) (Jian et al., 2024).

Dentre os impactos do biofilme no segmento colorretal, ha o prejuizo
significativo a fun¢do da barreira epitelial, com alteragdo no metabolismo da poliamina,
aumento das respostas pro-inflamatorias e pro-cancerigenas e desregulagdo no
microbioma intestinal (Li ef al., 2017). Além disso, foi relatado que o biofilme induz

inflamac¢ao, aumenta a proliferacdo de células cancerigenas e influencia em metastase e
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resisténcia a medicamentos, impactando os processos bioldgicos das neoplasias dentro

do microambiente tumoral (Motta et al., 2021).

Quanto a ocorréncia em pacientes com CCR, Tomkovich e colaboradores (2019)
descobriram biofilmes bacterianos invasivos na mucosa do célon de aproximadamente
50% dos pacientes com CCR, em comparagdo a 13% dos individuos saudaveis;
enquanto Dejea e colaboradores (2018) identificaram a invasdo da camada de células
epiteliais em todas amostras com biofilme, apds analise de espécimes de colon de cinco
pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP) e um paciente com sindrome de

polipose juvenil.

Por sua vez, em estudo com 35 isolados clinicos de EXPEC (Escherichia coli
patogénica extraintestinal) positivos para ilha de patogenicidade pks, vindos de um
hospital terciario em Pune (India), Suresh e colaboradores (2018) identificaram que a
maioria possuia produ¢do de biofilme forte (21/35) ou moderada (10/35); enquanto
Ballén e colaboradores (2022) caracterizaram 376 cepas de EXPEC, vindas de quatro
hospitais na Catalunha (Espanha), identificando producao de biofilme fraca (23,1%),
moderada (35,6%) e forte (25,6%). Os resultados na literatura, logo, sdo condizentes a
producdo moderada de biofilme por E. coli H10407, E. coli NC101 WT, E. coli NC101
Apks e forte por E. coli NC101 AclbP, sendo esses fatores que ratificam o seu alto

potencial de viruléncia.

5.4. Avaliacio da inibicdo e erradica¢iao da formacao do biofilme

A avaliacao da atividade antibiofilme do AU livre resultou em CIMB de 31,25
ug/mL para E. coli NC101 AclbP, 62,5 pg/mL para E. coli NC101 WT e E. coli NC101
Apks e 250 pg/mL para E. coli H10407, além de CEMB de 250 pg/mL frente a todas

cepas bacterianas selecionadas.

Por sua vez, as AU-ZNP-CH apresentaram CIMB de 7,81 ug/mL para E. coli
NC101 WT e E. coli NC101 AclbP, 62,5 pg/mL para E. coli NC101 Apks e 250 pg/mL
para E. coli H10407, enquanto CEMB de 7,81 ug/mL frente a todas as cepas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Atividade antibiofilme de acido tsnico livre e encapsulado.

Cepas bacterianas AU AU-ZNP-CH
CIMB CEMB CIMB CEMB
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
250 250 250 7,81
Escherichia coli H10407
62,5 250 7,81 7,81
Escherichia coli NC101 WT
31,25 250 7,81 7,81
Escherichia coli NC101 AclbP
62,5 250 62,5 7,81

Escherichia coli NC101 Apks

CIMB: Concentracdo Inibitéria Minima do Biofilme; CEMB: Concentragao de Erradicagdo Minima do
Biofilme; Escherichia coli H10407: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC); Escherichia coli NC 101
WT: Escherichia coli sem modificacdo genética e isolada de camundongo; Escherichia coli NC101
AclbP: Escherichia coli com delegdo do gene precursor da colibactina; Escherichia coli NC101 Apks:
Escherichia coli com delegao da ilha pks necessaria para a producdo de colibactina. AU (acido usnico),
AU-ZNP-CH (acido usnico encapsulado em nanoparticula de zeina revestida com quitosana).

Um dos objetivos mais significativos do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos ¢ a ruptura de biofilmes. Esse processo pode levar a melhores
resultados no tratamento e na reducdao da resisténcia a antibidticos, sendo um dos
processos mais relevantes em andlises microbiologicas quanto a fatores de viruléncia
(Badr-Eldin ef al., 2024). Nesse contexto, as nanoparticulas sdo promissoras na
desestabilizacdo dos biofilmes, previnem sua reformag¢do e aumentam a eficacia dos
tratamentos convencionais, o que se deve as suas propriedades fisico-quimicas unicas
(Sahli ef al., 2022; Ikuma, Decho e Lau, 2015). Devido ao seu pequeno tamanho e a sua
grande relacdo “drea de superficie/volume”, ¢ facilitada a penetracdo aprimorada em
biofilmes, interrompendo as substincias poliméricas extracelulares que envolvem as
comunidades bacterianas (Tanzil et al., 2016; Quayyum e Khan, 2016).

A atividade antibiofilme do AU livre frente a bactérias gram-negativas ainda ¢

pouco descrita na literatura. Os resultados encontrados na presente pesquisa referente a
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atividade antibiofilme de AU para E. coli NC101 WT, E. coli NC101 AclbP e E. coli
NC101 Apks corroboram com as pesquisas de Chlumsky e colaboradores (2021), os
quais identificaram percentuais de inibicdo de =30% frente a cepas de E. coli 683/17 e
E. coli 693/17.

As AU-ZNP-CH apresentaram resultados mais expressivos em CIMB e CEMB,
os quais coincidiram com sua atividade em CIM. Quanto a CIMB, as AU-ZNP-CH
superaram a maior parte das ZNPs testadas na literatura frente a biofilmes de bactérias
Gram-negativas, como as ZNPs revestidoras de curcumina produzidas por Badr-Eldin e
colaboradores (2024), as quais inibiram 70% do biofilme de Pseudomonas aeruginosa a
50 pg/mL. Quanto a CEMB, as AU-ZNP-CH obtiveram alta atividade, superando as
nanoparticulas de ouro revestidas com zeina (Ze-AuNPs) produzidas por Suganya e
colaboradores (2017), as quais erradicaram o biofilme produzido por Shigella sonnei e
Pseudomonas aeruginosa a 100 pg/mL.

Ressalta-se que Campos e colaboradores (2024) identificaram que as
nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana (ZNP-CH), sem a encapsulacao de
farmaco, nao demonstraram atividade antibiofilme frente a cepas de Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Isso confirma o carater decisivo da
encapsulacdo do AU no desenvolvimento de um produto nanobiotecnolégico com essa
propriedade. Desse modo, as AU-ZNP-CH mostram-se como uma alternativa

promissora com atividade antibiofilme frente a cepas de E. coli indutora de CCR.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de abordagens terap€uticas frente as bactérias envolvidas na
inducdo do CCR ¢ uma érea de pesquisa inovadora, sendo essa uma preocupacao
emergente na comunidade cientifica. Essa pesquisa demonstrou que as nanoparticulas
de zeina revestidas com quitosana contendo 4cido usnico (AU-ZNP-CH) possuem
elevada atividade antibacteriana e antibiofilme frente a cepas patogénicas de
Escherichia coli, além de apresentarem uma caracterizagao favoravel a administragao
oral como antimicrobiano.

Portanto, com base nessas descobertas, ¢ possivel afirmar que o 4cido Usnico
(AU), encapsulado em nanoparticulas poliméricas de zeina revestidas com quitosana
(AU-ZNP-CH), apresenta um elevado biopotencial, configurando-se como uma
alternativa natural e sustentavel para terapias antibacterianas. Esse resultado reforga a
importancia de desenvolver novas formulagdes a partir de compostos naturais,
sobretudo por meio da experimentacao com diferentes polimeros, oferecendo solugdes
inovadoras diante dos desafios emergentes da satde publica global.

Diante do exposto, o presente estudo espera contribuir para o avango das
pesquisas sobre os mecanismos de indugdo do CCR por meio de bactérias, assim como
propde uma alternativa viavel para mitigacdo da problematica. Sugere-se, por fim, a
aplicacdo da terapia nanobiotecnologica utilizada neste estudo frente a outras cepas
bacterianas associadas ao CCR, como Fusobacterium nucleatum (Gram-negativa),
Bacteroides fragilis (Gram-negativa) e Enterococcus faecalis (Gram-positiva), o que
promovera maior conhecimento acerca do biopotencial da formulacdo diante de uma

maior variedade de espécies patogénicas relacionadas a tumorigénese coldnica.
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