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RESUMO

O estudo avaliou a atividade antibacteriana e antibiofiime de quercetina em
nanoparticulas de zeina e revestidas com quitosana (QUER-ZNP-CH) frente a cepas
resistentes de Klebsiella pneumoniae. As QUER-ZNP-CH foram preparadas pelo
método de nanoprecipitacao e, em seguida, foram caracterizadas através do tamanho
de particulas (), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta ({) e eficiéncia de
encapsulacdo (%EE). A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da
concentracdo bactericida minima (CBM) do produto nanobiotecnolégico desenvolvido
foram realizadas pelo método da microdiluicio em caldo seguindo o CLSI, e a
atividade de inibicao e erradicacdo do biofilme foram realizadas pelo método do cristal
violeta. A concentragdo inibitoria minima (CIM) da quercetina para todas as cepas
testadas variou entre 250 e >1000 ug/mL, e a concentragao bactericida minima (CBM)
da quercetina foi >1000 pg/mL em todas as cepas testadas. A nanoencapsulagao
potencializou a atividade antibacteriana da quercetina com CIM variando entre 3,90 e
31,25 pg/mL e CBM variando entre 15,6 e 125 pg/mL. O potencial de inibicdo do
biofilme da quercetina isolada variou entre 40-60%, enquanto a QUER-ZNP-CH
apresentou inibicdo de 60-100%. O potencial de erradicacdo do biofilme também foi
potencializado, com valores de erradicacéo de 0-60% para quercetina isolada, contra
25-95% da QUER-ZNP-CH. Assim, espera-se que com o desenvolvimento deste
projeto seja desenvolvido uma formulacéo de base nanotecnoldgica promissora para
o tratamento de infeccbes bacterianas causadas por cepas de K. pneumoniae
multidrogas-resistentes.

Palavras-chave: quercetina; nanoparticulas de zeina; quitosana; Klebsiella
pneumoniae resistente; atividade antibacteriana e antibiofilme.



ABSTRACT

The study evaluated the antibacterial and antibiofilm activity of quercetin in
nanoparticles of zein and coated with chitosan (QUER-ZNP-CH) against resistant
strains of Klebsiella pneumoniae. QUER-ZNP-CH were prepared by the
nanoprecipitation method and then were characterized by particle size (9),
polydispersion index (PDI), zeta potential (¢) and encapsulation efficiency (%EE). The
concentration of the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) of the developed nanobiotechnological product was
performed by the broth microdilution method following the CLSI, and the eradication
and biofilm eradication activity was performed by the crystal violet method. The
inhibitory concentration (MIC) of quercetin for all tested strains ranged between 250
and >1000 pg/mL, and the minimum bactericidal concentration (MBC) of quercetin was
>1000 pg/mL in all minimal strains. Nanoencapsulation potentiated the antibacterial
activity of quercetin with MIC ranging from 3.90 to 31.25 ug/mL and CBM ranging from
15.6 to 125 pg/mL. The potential for involvement of the educational quercetin biofilm
varied between 40-60%, while the QUER-ZNP-CH presented 60-100%. The biofilm
eradication potential was also enhanced, with eradication values of 0-60% for primary
qguercetin versus 25-95% for QUER-ZNP-CH. Thus, it is expected that with the
development of this project, a promising nanotechnology-based formulation will be
developed for the treatment of bacterial overlays caused by multidrug-resistant strains
of K. pneumoniae.

Keywords: quercetin; zein nanoparticles; chitosan; resistant Klebsiella pneumoniae;
antibacterial and antibiofilm activity.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae € um bacilo gram-negativo de grande importancia
clinica, pois € um dos patégenos de carater oportunista com predominio nas infecgcdes
nos ambientes de saude. Essas infec¢des sdo particularmente comuns em pacientes
com comorbidades, neonatos, idosos, imunocomprometidos ou imunossuprimidos.
Além disso, cepas de K. pneumoniae possuem a capacidade de adquirir diferentes
genes de resisténcia, incluindo genes responsaveis pela producédo de bomba de efluxo
e sintese de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (KPC)
(Russo; Marr, 2019; Wyres; Lam; Holt, 2020).

Além disso, essa espécie tem a capacidade de formar biofilme, nos quais suas
células ficam imersas em uma matriz automontada composta por polissacarideos,
proteinas e DNA. Essa matriz proporciona a adesdo desse patdgeno a cateteres e
superficies internas de dispositivos médicos, representando um desafio adicional no
tratamento dessas infecgbes (Piperaki et al., 2017; Wang et al., 2020).

Neste cenério, a utilizacdo de espécies vegetais como fonte de moléculas
biologicamente ativas tem sido uma estratégia fundamental na busca por principios
ativos para superar a resisténcia bacteriana (Fernebro, 2011; Brahmachari, 2012;
Carneiro et al., 2022). A quercetina é um flavonoide que pertence a subclasse dos
flavonais, e possui sua atividade antioxidante bem elucidada devido a presenca de um
grupo hidroxila fendlico e ligagdes duplas em sua estrutura. Esse composto tem se
destacado pelas suas propriedades antibacterianas e antibiofiime (Xu et al., 2019;
Yang et al., 2020).

Entretanto, esta molécula apresenta baixa solubilidade em &gua e baixa
biodisponibilidade oral. Assim, a encapsulacdo da quercetina em nanossistemas
surge como uma estratégia tecnoldgica promissora para viabilizar a aplicacdo desse
composto no tratamento de infecgBes bacterianas resistentes a antimicrobianos
comerciais (Choudhary et al., 2020; Grewal et al., 2021).

A encapsulacdo de compostos biologicamente ativos em nanoparticulas de
zeina tem-se ganhado cada vez mais notoriedade na comunidade cientifica. A zeina
€ uma proteina extraida do milho, que possui propriedades fisico-quimicas e
composi¢cao quimica ideais para formacéao de nanossistemas (Kasaai, 2018; Yan et
al., 2022).
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Estes nanossistemas viabilizam a encapsulacdo de moléculas hidrofébicas em
sua matriz polimérica, o que resulta em maior estabilidade e controle de liberacdo
guando administrado por via oral, nasal e intravenosa (Pefalva et al., 2015; De Marco,
2022). Ademais, o revestimento da superficie de nanoparticulas de zeina com
quitosana fornece maior protecéo a molécula encapsulada, favorecendo sua liberagéo
controlada no organismo e potencializando o efeito terapéutico dos compostos ativos
(Li et al., 2020; Yuan et al., 2022). Assim, encapsular quercetina em nanoparticulas
de zeina revestidas com quitosana € uma estratégia promissora para potencializar a

acao antibacteriana e antibiofilme frente a cepas resistentes de K. pneumoniae.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BACILOS GRAM-NEGATIVOS (BGNSs) e Klebsiella pneumoniae

Os bacilos Gram-negativos (BGNs) sdo microrganismos em formato de bastao
caracterizados pela coloracdo de Gram. Estas bactérias possuem uma estrutura
celular Unica, sendo compostas por membrana externa contendo lipopolissacarideos
(LPS) e porinas numa membrana externa, uma fina camada de peptidoglicano na
membrana interna e um espago periplasmatico (Wieland; Chhatwal; Vonberg, 2018;
Pontefract et al., 2020).

Esses patdgenos sdo comumente encontrados na microbiota intestinal e da
pele. Contudo podem causar infeccbes no trato respiratério e digestério,
principalmente, devido a capacidade de evadir do sistema imune e de produzir de
fatores de viruléncia (Pickard et al., 2017).

As infec¢des causadas por BGNs representam um desafio crescente para a
saude publica, estando associadas a taxas elevadas de morbimortalidade, além de
internacbes hospitalares prolongadas (Agyepong et al., 2018; Jubeh; Breijyeh;
Karaman, 2020). Em particular, Klebsiella pneumoniae, uma espécie importante
dentro desse grupo de patdgenos, destaca-se como responsavel por infeccdes
resistentes relacionadas a assisténcia a saude (Effah et al., 2020).

Klebsiella pneumoniae € um BGN pertencente a familia Enterobacteriaceae,
sendo ndo mével, encapsulado e anaerdbio facultativo, podendo crescer tanto na
presenca quanto na auséncia de oxigénio (Sathyavathy; Madhusudhan, 2020). Além
disso, essa espécie possui capsula, capacidade de fermentar glicose, sacarose e
lactose, ndo possui citocromo oxidase, hidrolisa ureia e apresenta aspecto mucoide
(Vuotto et al., 2017; Koneman et al., 2018; Kano, 2020). Alguns fatores de viruléncia
deste patégeno séo a capsula polissacaridica, lipopolissacarideo, fimbrias tipo 1 e tipo
3, proteinas de membrana externa e determinantes para aquisicdo de ferro e uso de
fonte de nitrogénio (Nirwati et al., 2019).

Klebsiella pneumoniae juntamente com Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de
Enterobacter, foram listadas, pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), como

algumas das principais bactérias a causarem infecgcbes com altos indices de
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morbimortalidade, formando o grupo conhecido como ESKAPE. Esses patdgenos
apresentam elevado indice de resisténcia aos antimicrobianos e podem causar
pneumonia, endocardite, meningite, infeccdes cirdrgicas, septicemia e sindrome do
choque toxico (Dar et al., 2022).

A K. pneumoniae é responsavel por infeccdes em ambientes de assisténcia a
saude, principalmente em pacientes que possuem comorbidades, recém-nascidos,
idosos, imunocomprometidos ou com dispositivos intravasculares, tubo endotraqueal
e feridas cirdrgicas, levando a infec¢des que podem progredir para bacteremia. Além
disso, cepas de Klebsiella pneumoniae apresentam a capacidade de adquirir diversos
genes de resisténcia, como genes responsaveis pela produg¢ao de B-lactamases de
espectro estendido (ESBLS), bem como os genes que codificam carbapenemases
(Russo; Marr, 2019; Wyres; Lam; Holt, 2020). Ademais, K. pneumoniae € produtora
de biofilme frequentemente presente em cateteres e superficies internas de

dispositivos médicos (Piperaki et al., 2017; Wang et al., 2020).

2.2 BIOFILMES E RESISTENCIA BACTERIANA

Os biofilmes séo estruturas da ecologia bacteriana formadas por comunidades
de microrganismos, envoltas em uma matriz de polissacarideos contendo proteinas e
DNA, que possibilita a resisténcia aos antimicrobianos, crescimento lento,
transferéncia horizontal de genes e evasao dos mecanismos de defesa do hospedeiro.
As infec¢cbes causadas por cepas produtoras de biofilme, como cepas de K.
pneumoniae, sdo mais dificeis de eliminar e tém maior propensao a recidiva devido a
resisténcia intrinseca do biofilme (Qi et al., 2016; Saxena et al., 2019).

O desenvolvimento do biofilme envolve quatro etapas (Figura 1), sendo elas:
a) fixacdo na superficie ou tecido, crescimento séssil controlado pela interacéo
intercelular e fatores de quorum sensing (QS); b) maturacdo do biofilme com sintese
de matriz de substancias exopoliméricas (EPS); e c) desprendimento induzido por
fatores de desmontagem. Na formacao do biofilme em K. pneumoniae, fimbrias e os
polissacarideos capsulares sdo estruturas de superficie essenciais para
automontagem e intercomunicacdo do biofilme (Saxena et al., 2019; Wang et al.,
2020). Além disso, a expressdo de marcadores de resisténcia e as limitacbes de
difusdo na matriz extracelular tornam as bactérias do biofilme de K. pneumoniae

altamente resistentes ao tratamento com antibiéticos (Sun et al., 2020).
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Figura 1 — llustracdo esquematica da formacédo do biofilme.

. -

conexdo de Adeséo Maturagéo 1 Maturagdo 2 Disperséo do
biofilme
superficie irreversivel

Fonte: Adaptado de Almeida-Campos et al. (2022).

K. pneumoniae apresenta varios mecanismos de resisténcia aos antibioticos.

Um dos principais mecanismos € a produgdo de bombas de efluxos e de enzimas
como beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e carbapenemases,
juntamente com a perda ou alteracdo funcional de porinas. Essas enzimas sao
capazes de inativar uma ampla variedade de antibidticos, incluindo os
carbapenémicos (Nirwati et al., 2019; Medrzycka-Dabrowska et al., 2021).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana mencionados sao adquiridos por
meio da transferéncia horizontal de genes, tornando o tratamento convencional
dessas infeccbes ineficaz, principalmente em ambientes hospitalares. As infecces
causadas por BGNs representam mais de 30% dos casos, incluindo infec¢des do trato
urinario, pneumonia associada a ventilacdo mecénica, bacteremia, septicemia e
infeccbes nas unidades de terapia intensiva (Pontefract et al., 2020; Holmes et al.,
2021). Assim, com o aumento alarmante da resisténcia aos antibioticos, a producao
de biofilme e a limitacdo nas opc¢des terapéuticas recentes, € necessario adotar novas
estratégias incluindo a utilizacdo de produtos naturais com efeito antimicrobiano e

antibiofilme.
2.3 QUERCETINA
As espécies vegetais se destacam como uma fonte inesgotavel para

bioprospec¢do de moléculas biologicamente ativas e tém sido uma das principais

fontes de agentes medicinais ao longo dos anos. Os produtos naturais apresentam,
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comumente, amplo espectro de acdo e podem ser manipulados em diferentes formas
farmacéuticas e com atividade frente a inUmeros patdgenos conhecidos. Assim, esses
produtos desempenham um papel inestimavel no tratamento de infec¢des (Fernebro,
2011; Brahmachari, 2012; Carneiro et al., 2022).

A quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxi-2-fenilcromeno-4-ona) € o principal
constituinte da subclasse de flavonoides denominada flavonois, amplamente
distribuida em diversas espécies vegetais alimenticias, tais como Brassica oleracea
L. (couve), Allium cepa L. (cebola), Malus domestica (Suckow) Borkh. (macgas), Vitis
vinifera L. (uvas vermelhas), Brassica oleracea L. (brocolis) e Prunus avium (L.) L.
(cerejas), além de ser encontrada em bebidas como determinados tipos de cha e vinho
tinto (Xu et al., 2019).

Este flavonoide apresenta em sua estrutura molecular um grupo cetocarbonila,
com o atomo de oxigénio da carbonila de carater basico sendo capaz de formar sais
com &cidos fortes. Sua molécula é caracterizada por quatro grupos funcionais ativos,
incluindo um grupo di-hidroxila entre o anel A, um grupo o-dihidroxila no anel B, uma
ligacdo dupla no carbono C3 e um grupo carbonila no C4 (Figura 1). Essas
caracteristicas estruturais sdo de grande importancia para as propriedades quimicas

e bioativas dessa substancia (Yang et al., 2020; Alizadeh; Ebrahimzadeh, 2022).

Figura 2 — Estrutura quimica da quercetina.

OH O

Fonte: Adaptado de Ezati; Rhim, (2021).

Devido a presenca de um grupo hidroxila fendlico e ligagcbes duplas, a
guercetina manifesta notavel atividade antioxidante. Além disso, estudos in vitro e in

vivo, com camundongos, demonstram que essa molécula exibe propriedades
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antibacterianas e antibiofilme, além de inibir genes que promovem a angiogénese
tumoral. Sua acao antibacteriana esta associada a desestabilizacdo da parede celular
bacteriana e a modificacdo da permeabilidade celular, ocasionando perturbagdes na
sintese de acidos nucleicos e proteinas, bem como reducéo das reac¢des bioquimicas
e desregulacédo da osmolaridade (Yang et al., 2020; Chittasupho et al., 2022).

Nos alimentos, a quercetina apresenta-se principalmente na forma de
glicosideos de quercetina, os quais, ap0s a ingestdo, sdo hidrolisados no trato
gastrointestinal, liberando a porgéo aglicona (por¢do sem acucar) que € absorvida e
metabolizada, originando derivados glicuronideos, metilados e sulfatados (Tang et al.,
2020).

Essa substancia € altamente soltvel em lipidios e alcool, porém insoluvel em
agua (Di Petrillo et al., 2022). A biodisponibilidade da quercetina é baixa, podendo
variar de 0% a 50%. Apés a ingestdo de alimentos ou suplementos ricos em
guercetina, sua biodisponibilidade diminui rapidamente, com uma meia-vida de
eliminacdo de 1 a 2 horas. Tanto a forma glicosidica quanto a forma aglicona da
quercetina sao absorvidas no intestino delgado por difusdo passiva ou através do
transportador organico de anions polipeptidicos (Xu et al., 2019; Grewal et al., 2021).

A quercetina apresenta metabolismo complexo e biodisponibilidade variavel,
aspectos pertinentes para avaliar seus efeitos farmacoldgicos e potencial terapéutico.
No entanto, seu uso terapéutico enfrenta desafios como a baixa solubilidade em agua
e a baixa biodisponibilidade oral. Assim, a encapsulacao de moléculas biologicamente
ativas em nanossistemas, especialmente em nanoparticulas poliméricas, surge como
uma alternativa tecnolégica promissora para otimizar o potencial terapéutico da

quercetina (Choudharay et al., 2020; Grewal et al., 2021).

2.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A nanotecnologia é o campo cientifico voltado para a manipulacdo da matéria
visando ao desenvolvimento de materiais em escala nhanométrica (1 a <1000 nm). Os
fenbmenos quanticos dos nanomateriais possibilitaram sua aplicacdo em diversas
areas de pesquisa, incluindo medicina, saude, quimica, fisica e engenharia (Patil;
Mehta; Guvva, 2008; Ramos et al., 2018). Quando aplicada a saude, em especial no

setor farmacéutico, essa tecnologia tem experimentado um grande avanc¢o devido ao
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seu uso no diagnadstico, prevencao e tratamento de inUmeras enfermidades (Lam et
al., 2017; Sultana et al., 2020).

Doencas infecciosas e também as cronicas ndo transmissiveis, como asma,
cancer, Alzheimer e diabetes sdo apenas algumas das enfermidades que tém se
beneficiado amplamente dos avancos na nanotecnologia. Isso ocorre porque as
propriedades  fisico-quimicas dos  nanomateriais  proporcionam  maior
biodisponibilidade do farmaco, além de possibilitar sua passagem através de barreiras
como a hematoencefélica, o sistema pulmonar, o endotélio de tumores e as paredes
dos vasos sanguineos, bem como as juncdes das células epiteliais da pele (Contera;
Bernardino de La Serna; Tetley, 2020; Mazayen et al., 2022).

Outros beneficios englobam a habilidade de direcionar os farmacos de forma
seletiva e especifica para células e/ou tecidos, mitigacao da toxicidade, incremento na
solubilidade e, consequentemente, da biodisponibilidade, necessidade de menor
namero de doses administradas, compatibilidade biolégica com as membranas
celulares e aceleracdo no inicio da acdo terapéutica. Por conseguinte, uma maior
adesao do paciente ao tratamento farmacoterapéutico, resultando em uma melhor
qualidade de vida e uma expectativa de vida mais promissora (Lam et al., 2017,
Matteucci et al., 2018).

Dentre as nanoestruturas conhecidas, as nanoparticulas poliméricas tém se
destacado como ferramentas promissoras para o transporte de farmacos, devido as
suas propriedades versateis e vantagens intrinsecas, como a capacidade de
encapsular e proteger o farmaco, controle da liberacdo sustentada,
biocompatibilidade, estabilidade fisico-quimica e a possibilidade de ajustar suas
caracteristicas para atender as necessidades especificas de cada farmaco e aplicacéo
clinica (Vauthier; Cabane; Labarre, 2008; Khalid; EI-Sawy, 2017).

As nanoparticulas poliméricas (NPs) tém se destacado na comunidade
cientifica desde a descoberta de polimeros biodegradaveis, o que aponta para uma
alternativa mais segura e eficaz no desenvolvimento de nanossistemas para
administracdo oral. As NPs podem ser caracterizadas como particulas coloidais
sélidas com tamanhos que variam de 0 a 1000 nm (Sur et al., 2019; Lang et al., 2020).

Através de diferentes métodos de preparacdo e do polimero utilizado, é
possivel obter diferentes tipos de nanoparticulas, sendo elas, nanocapsulas e

nanoesferas (Dos Santos-Ramos et al., 2018; Sur et al., 2019).
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Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares com uma estrutura de morfologia
ndcleo-casca, na qual, ha um nucleo interno de carater aquoso ou oleoso que serve
como reservatério para moléculas hidrofilicas ou lipofilicas, respectivamente. A casca
é formada por um involucro polimérico que protege e mantém o0s compostos
biologicamente protegidos da degradacéo fisico-quimica ou biolégica, permitindo uma
liberacdo controlada e sustentada no local desejado (Khalid; EI-Sawy, 2017).

Por outro lado, as nanoesferas s&o sistemas matriciais compostos por uma
matriz polimérica, na qual o polimero e o insumo farmacéutico ativo estédo
uniformemente dispersos, podendo o composto estar localizado no centro da esfera
ou adsorvido em sua superficie (Crucho; Barros, 2017).

Os métodos de sintese das nanoparticulas podem influenciar no tipo de
nanossistema que sera obtido. Dentre as inUmeras técnicas utilizadas na pesquisa, a
nanoprecipitacdo ¢ um método que apresenta diversas vantagens, como facilidade de
obtencdo, baixo custo, facilmente escalavel para industria farmacéutica e proporciona
uma distribuicdo homogénea de tamanhos de particulas (Gan et al., 2020; Hernandez-
Giottonini et al., 2020). A nanoprecipitacdo envolve o uso de duas fases misciveis:
uma fase orgéanica, na qual o polimero e o principio ativo estao dissolvidos e uma fase
aguosa que, apos sua adicdo causa uma deposicao interfacial do polimero utilizado
apos o deslocamento do solvente organico (Lammari et al., 2020; Dong et al., 2022).

Os polimeros naturais tém sido amplamente utilizados na sintese de
nanoparticulas poliméricas devido as suas caracteristicas em compara¢ao com outras
nanoparticulas baseadas em polimeros sintéticos (Rai; Alwani; Badea, 2019; Lang et
al.,, 2020). Entre os polimeros naturais, a zeina destaca-se por apresentar
propriedades fisico-quimicas que potencializam sua aplicacdo na nanotecnologia,
baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade com os sistemas biolégicas,
consegue apresentar altas taxas de eficiéncia de encapsulacdo de compostos ativos
e é aprovada para uso pela Food and Drug Administration (Abdelsalam et al., 2021;
Yuan et al., 2022).

2.4.1 Nanoparticulas de zeina
A zeina é uma proteina vegetal presente no milho, formada por diferentes

fracOes peptidicas, sendo elas alfa, beta, gama e delta, que possuem diferentes

tamanhos moleculares e solubilidades. A fragdo alfa € a mais abundante na zeina
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comercial, constituindo cerca de 70-85% do total. Além disso, a zeina € composta por
mais de 50% de aminoéacidos apolares, como leucina, prolina, alanina, fenilalanina,
valina e isoleucina, com menor presenca de aminoacidos basicos e acidos (Figura 2).
Esta composicdo Unica confere a essa proteina propriedades fisico-quimicas
interessantes para a formacao de nanossistemas (Kasaai, 2018; Yan et al., 2022).

As propriedades singulares de solubilidade dessa proteina séo atribuidas a sua
arquitetura estrutural, que é fortemente influenciada pelo pH, temperatura, agentes
redutores e oxidantes, concentracdo idnica e interacbes com outras moléculas. As
principais diferencas entre a zeina e outras proteinas vegetais estao associadas a sua
baixa quantidade de lisina e triptofano (Tapia-Hernandez et al., 2018; Yuan et al.,
2022).

Figura 3 — Modelos estruturais 3D propostos para a-zeina. Modelo cilindrico (A); modelo tipo fita (22
kDa) (B); modelo hairpin (19 kDa) (C); modelo estrutural super helicoidal (19 kDa) (D).

R7/R8/R9

Fonte: Yan et al., 2022.

A zeina tem sido amplamente estudada para diversas finalidades,
contemplando a administracéo oral de proteinas, como a insulina, aplicacbes em
cultura de células, administracdo de vacinas, entre outros (Abdelsalam et al., 2021).
Além disso, a zeina tem sido moldada em formas versateis, tais como nanoparticulas,

nanofibras e micelas para encapsulacdo de farmacos (Li; Yu, 2020).
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A encapsulacdo de compostos em nanoparticulas de zeina, torna-se, entao,
uma estratégia tecnolégica promissora, visto que este nanossistema possui a
capacidade de encapsular compostos insollveis em &gua, proporcionando
estabilidade e controle de liberagdo quando administrada por via oral, resultando em
uma maior biodisponibilidade e possibilitando a preparacéo de formas farmacéuticas
com liberacdo controlada (Pefialva et al., 2015; De Marco, 2022). O revestimento de
superficie das nanoparticulas zeina, especialmente com quitosana, desempenha um
papel importante na melhoria da estabilidade fisico-quimica, protecdo do principio
ativo, aumento da eficiéncia de encapsulacédo e biodisponibilidade (Li et al., 2020;
Yuan et al., 2022).

2.4.2 Quitosana

A quitosana € um biopolimero modificado, muito similar a celulose, obtido por
meio da desacetilacédo parcial da quitina, apresentando uma estrutura composta por
2-acetamido-2-desoxi-p-D-glucopiranose e  2-amino-2-desoxi-B-D-glucopiranose
ligados em [(-(1—4). Por possuir grupamentos amina e hidroxila na sua estrutura
(Figura 3) é capaz de formar pontes de hidrogénio tanto intermoleculares quanto
intramoleculares, o que lhe fornece uma estrutura cristalina rigida (Choi; Nam; Nah,
2016; Divya; Jisha, 2018).

Este polimero apresenta propriedades que o torna um material versatil e
promissor. Suas  principais  caracteristicas incluem  biocompatibilidade,
biodegradabilidade, hidrofilicidade, baixa toxicidade, alta biodisponibilidade, baixa
antigenicidade e facilmente modificado quimicamente. Além disso, a quitosana é
decomposta no corpo humano em aminoagucares que sao facilmente absorvidos
(Shariatina, 2019; Yu et al., 2019). Atualmente, a quitosana € amplamente utilizada
em diversas aplicacdes farmacéuticas, incluindo encapsulacdo e vetorizacdo de
farmacos, biofilmes para feridas, engenharia de tecidos, entre outros (Divya; Jisha,
2018).
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Figura 4 — Estrutura geral da quitosana (DA: grau de acetilacao).

< N[ w H )
H CH,0H NH,
H
HO
LA
. CH; /DA /(1-DA)

Fonte: DESBRIERES; GUIBAL, 2018.

Dentre suas aplicacbes biologicas, sua propriedade antibacteriana é
amplamente reconhecida. O mecanismo de ag&o antibacteriano da quitosana ocorre,
principalmente, devido a interacao eletrostatica entre os grupos amino da glucosamina
que apresentam cargas positivas e as membranas celulares carregadas
negativamente das bactérias, desencadeando alteracdes na superficie celular,
resultando na modificagdo da permeabilidade da membrana e levando ao
desequilibrio osmotico e ao efluxo de substancias intracelulares, resultando na morte

das células bacterianas (Li; Zhuang, 2020; Chandrasekaran; Kim; Chun, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo das atividades antibacteriana e antibiofiime da quercetina e de
nanoparticulas de zeina contendo quercetina revestidas com quitosana frente as

cepas de Klebsiella pneumoniae multidrogas-resistentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver nanoparticulas de zeina contendo quercetina e revestidas com
quitosana;

¢ Realizar a caracterizacao fisico-quimica quanto a tamanho de particula, indice
de polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo das formulacdes
de base nanobiotecnolégica;

e Avaliar a atividade antibacteriana da quercetina e de nanopatrticulas de zeina
contendo quercetina revestidas com quitosana frente as cepas de Klebsiella
pneumoniae multidrogas-resistente;

e Avaliar a atividade antibiofiime da quercetina e de nanoparticulas de zeina
contendo quercetina revestidas com quitosana frente as cepas de Klebsiella

pneumoniae multidrogas-resistente.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Instituto Keizo Asami (iLIKA/UFPE). Durante
essa jornada cientifica, tive a oportunidade de trabalhar ao lado de pesquisadores
altamente qualificados e experientes, além de ter acesso a recursos de ponta e

tecnologias avancadas.

4.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE ZEINA CONTENDO QUERCETINA
REVESTIDAS COM QUITOSANA (QUER-ZNP-CH)

As nanoparticulas de zeina (ZNPs) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo adaptado de Moreno et al. (2017). Para as nanoparticulas de zeina
contendo quercetina, inicialmente, a quercetina foi solubilizada em 1 mL de etanol
absoluto. A zeina e a lisina foram solubilizadas em uma solucdo de etanol 70 %. A
solucdo de zeina:lisina permaneceu sob agitacdo magnética por 30min e, em seguida,
a solucdo de quercetina foi adicionada diretamente a solucdo de zeina:lisina sob
agitacdo magnética por 30min. Posteriormente, a agua ultrapura foi adicionada a
suspensao de zeina e lisina através do método de gotejamento. Em seguida, ocorreu
a evaporacao do solvente organico através da rotaevaporacdo. Para o revestimento
com a quitosana, apés a sintese das nanoparticulas de zeina, a solucao de quitosana
a 0,5% na proporcédo de 5:1 (v/v) de zeina:quitosana foi adicionada a disperséao sob
agitacdo magnética por 1 h. Apdés a formulacdo, as nanoparticulas foram
caracterizadas quanto ao do tamanho de particula, indice de polidispersédo, potencial

zeta e pH e eficiéncia de encapsulacgéao.

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOFORMULACOES

4.2.1 Tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta das

nanoparticulas

As nanoparticulas foram mensuradas por espectroscopia de correlagdo de
fotons utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Para
analise do tamanho de particula, 50 uL das nanoparticulas foram diluidos em 950 pL

de &gua purificada. As medi¢des foram realizadas a 25 °C com um angulo fixo de 90°
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e o0s resultados foram expressos como a média do diametro hidrodinamico (nm). O
potencial zeta das nanoparticulas também foi medido apds a diluicdo de 50 pL das
amostras em 950 pL de agua purificada. A carga superficial (mV) foi avaliada
utilizando o Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). O pH das
particulas foi medido com um eletrodo de vidro e um medidor de pH digital MS

Tecnopon (mMPA-210P, S&o Paulo, Brasil) em temperatura ambiente.

4.2.2 Eficiéncia de encapsulacdo de quercetina em nanoparticulas de zeina

revestidas com quitosana

Para determinar a EE%, uma curva padrdo de QUER foi preparada em
concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 pg/mL utilizando etanol como solvente.
A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) de QUER foi determinada pela técnica de
ultrafiltracao/ultracentrifugacédo, utilizando unidades de filtracdo (Amicon Ultra
Centrifugal Filters; Millipore, Billerica, MA). Amostras de QUER-ZNP-CH (1000 pL)
foram inseridas nos filtros e submetidas a ultracentrifugacdo a 8.000rpm g por 1h.
Sessenta microlitros da amostra filtrada foram diluidos em etanol (Sanchez-Juarez,
2019). A QUER filtrada foi mensurada por espectrofotometria como descrito

anteriormente e determinada seguindo a equacao abaixo.

WEE = Total de QUER — filtrado de QUER ¥ 100
o Total de QUER

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana foi realizada através da determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) utilizando o método de microdiluicdo em caldo
de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022).
Inicialmente, o caldo Mueller-Hinton (CMH) foi adicionado em placas de microdiluigao
com fundo em U. Em seguida, QUER e QUER-ZNP-CH foram adicionados através de
diluicdo seriada. As suspensdes bacterianas foram ajustadas na densidade de 0,5 da
escala de McFarland, e em seguida, depositadas nos pocos. Posteriormente, as
placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e apds a incubacéao foi realizada a leitura

por espectrofotometria no comprimento de onda de 620 nm. A CIM foi determinada
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como a menor concentracao capaz de inibir mais de 90% do crescimento microbiano.
A concentracao bactericida minima (CBM) foi determinada depois dos resultados de
CIM. Uma aliquota da amostra dos po¢os em que n&o houve crescimento foi inoculada
em agar Mueller Hinton (AMH) e as placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. Apés
este periodo, a CBM foi determinada como a menor concentracdo que ndo ha

crescimento microbiano (CLSI, 2021).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Inicialmente foi distribuido caldo triptona de soja (TSB) + glicose em cada poco
das placas de microdiluicdo de fundo chato. Em seguida, QUER e QUER-ZNP-CH
foram adicionadas nas concentracdes de CIM/8, CIM/16 e CIM/32 e, posteriormente,
foram adicionadas as suspensdes bacterianas (105 UFC/mL) dos isolados clinicos de
K. pneumoniae ATCC 13883, K A2 26, K A2 29, K A2 312. As microplacas foram
incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. O TSB sem in6culo foi utilizado como controle de
esterilidade (controle negativo), o TSB com inoculo foi utilizado como controle de
crescimento microbiano (controle positivo). Apés incubacéo, a inibicdo de producao
de biofilme foi quantificada pelo método do cristal violeta (Stepanovi¢ et al., 2000) e
os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo (Albano et al., 2019).
Experimentos independentes em triplicata foram realizados para cada condicdo em
diferentes dias.

4.5 AVALIACAO DA ERRADICACAO DO BIOFILME

Os ensaios para avaliacao da erradicacao do biofilme foram realizados com as
mesmas cepas do estudo anterior. Inicialmente, os indculos bacterianos dos isolados
clinicos de K. pneumoniae ATCC 13883, K A2 26, K A2 29, K A2 31 foram ajustados
na densidade de 0,5 da escala de McFarland em TSB + glicose e distribuidos nas
placas de microdiluicdo. As placas foram incubadas a 35 * 2 °C por 24 h para permitir
a formacao do biofilme. Apdés incubacdo, o meio de cultura foi retirado e reposto um
novo meio. Em seguida, QUER e QUER-ZNP-CH foram distribuidos nas microplacas
nas concentracoes de 8xCIM, 4xCIM, 2xCIM e CIM, estas foram incubadas a 35 + 2
°C por 24h. O TSB sem in6culo foi utilizado como controle de esterilidade (controle

negativo) e o TSB com indculo foi utilizado como controle de crescimento microbiano
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(controle positivo). Apos incubacéo, a erradicacdo de biofilme foi quantificada pelo
meétodo do cristal violeta (Stepanovic et al., 2000) e os resultados foram expressos em
porcentagem de erradicacao (Albano et al., 2019). Experimentos independentes em

triplicata foram realizados para cada condicdo em diferentes dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao &, PDI, {, pH e %EE (tabela
1). A determinacdo do tamanho médio e do indice de polidispersdo (PDI) das
particulas € uma indicacdo de sua qualidade em relacdo a distribuicdo de tamanho e
desempenha um papel fundamental na compreensao do seu transporte in vivo. Assim,
nanossistemas com tamanhos entre 100 nm e 500 nm séo principalmente endocitadas
por células M do intestino e pelas células do epitélio respiratorio. Ja o PDI é utilizado
para caracterizar o nivel de heterogeneidade de uma distribuicdo de tamanhos de
particulas, de modo que dispersdes com PDI até 0,3 apresentam caracteristica
monodispersa (Griffin et al., 2016; Danaei et al., 2018).

O potencial Zeta (¢) fornece uma avaliagao da estabilidade potencial de um
sistema coloidal. Quando todas as particulas suspensas possuem potencial zeta
acima de = 30mV ha uma tendéncia de repulsdo eletrostaticas entre elas, o que inibe
a formacdo de agregados e confere estabilidade (Xu, 2008; Singh; Bharti; Meena,
2014; Cacua et al., 2019).

Tabela 1 - Caracterizacao fisico-quimica das QUE-ZNP-CH.

Formulagéao [QUER] @ (nm) PDI ¢ (mV) %EE
(mg/mL)
QUER-ZNP-CH 0,5 3450+£0,9 0,248 +51,1+0,2 999+0,6

Fonte: Autoral.
QUER: quercetina; QUER-ZNP-CH: nanoparticulas de zeina revestida com quitosana contendo

quercetina.

A eficiéncia de encapsulacao esta relacionada com a natureza quimica das
moléculas a serem encapsuladas, bem como a concentragéo de polimero e o método
de encapsulacdo. As ZNPs quando formadas apresentam o0s aminoacidos
hidrofébicos voltados para o ndcleo da particula, permitindo a interagdo com a
guercetina que apresenta carater hidrofobico de modo a facilitar a alta eficiéncia de
encapsulacao (Araujo et al., 2021; Zou et al., 2021). Assim, 0 &, o PDI, o0 {, e a %EE
encontrados neste estudo demonstram estabilidade da disperséo coloidal, afinidade
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da molécula com as regibes hidrofébicas do polimero de zeina, além de

caracteristicas promissoras para aplicacéo via oral e nasal.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS NANOFORMULACOES

Os resultados da atividade antibacteriana (tabela 2) demonstram o potencial
antibacteriano de QUER encapsulada nas nanoparticulas de zeina revestidas com
quitosana. A CIM de QUER variou entre >1000 e 250 ug/mL, e a CBM variou foi de
>1000 em todas as cepas testadas. A CIM de QUER-ZNP-CH variou entre 31,25 e
3,90 pg/mL, e a CBM variou entre 125 e 15,6 ug/mL. Os valores de CIM e CBM,
quando se compara a molécula ndo encapsulada e a encapsulada, apresentam uma
reducdo de 32 a 64 vezes, indicando maior eficacia terapéutica com a utilizacdo desse

nanossistema.

Tabela 2 - Atividade antibacteriana da quercetina e da quercetina encapsulada em nanoparticulas de
zeina revestida com quitosana..

QUER QUER-ZNP-CH
CIM CBM CIM CBM
ug/mL

K. pneumoniae ATCC 13883 1000 >1000 15,6 62,5
K. pneumoniae ATCC 700603 1000 >1000 31,25 62,5
K. pneumoniae A2 25 250 >1000 7,81 31,25
K. pneumoniae A2 26 >1000 >1000 31,25 125
K. pneumoniae A2 29 >1000 >1000 31,25 125
K. pneumoniae A2 31 >1000 >1000 15,6 31,25
K. pneumoniae A2 32 250 >1000 3,90 15,6

Fonte: Autoral.
QUER: quercetina; QUER-ZNP-CH: nanoparticulas de zeina revestida com quitosana contendo
guercetina; CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; ATCC:

American Type Culture Collection..

A QUER é um flavonoide com mecanismo de acéo pela desestabilizacdo da
membrana, como, também, inibicdo da sintese de acidos nucleicos, como a girase do
DNA (Souza et al. 2015; Kumar; Verma; Singh 2016; Wang et al., 2020). Além da agéo
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da quercetina, as cargas positivas da particula devido ao revestimento com a
quitosana pode potencializar a acdo da quercetina ao desestabilizar a membrana
externa das bactérias, devido a sua natureza catidnica, que interage com as
membranas celulares de carater negativo dos microrganismos, desestabilizando-as e
permitindo a entrada da droga ao seu sitio alvo no meio intracelular bacteriano
(Carlson et al., 2008).

Além disso, por causa das propriedades fisico-quimicas avaliadas, o
nanocarreador revestido com quitosana desenvolvido nesse estudo pode otimizar a
administracdo de QUER por via oral e nasal, aumentando sua estabilidade aos fluidos
gastrointestinais e biodisponibilidade, tornando-a uma opc¢éo para o tratamento de
infecgdes bacterianas causadas por K. pneumoniae (Sousa-Batista et al., 2017; Nalini
et al., 2022).

A encapsulacédo de QUER possibilita 0 aumento da estabilidade da quercetina,
diminuindo a degradacao causada pela luz, oxigénio e temperatura, trazendo maior
vida uatil do composto biologicamente ativo e, também, uma liberacdo gradual e
sustentada de QUER (Lee; Park, 2020; Zou et al., 2021). Assim, a encapsulacéao de
QUER promove uma maior interacdo com as bactérias em um periodo prolongado, e
a utilizacdo desta tecnologia proporciona maior seguranca a molécula e sua liberacéo
controlada, levando a valores de CIM e CBM menores para inibir o crescimento
bacteriano ou erradicar as bactérias.

Alguns estudos foram realizados para avaliar a atividade antibacteriana de
QUER. Dey, Ray e Hazra (2015) avaliaram a atividade antibacteriana da quercetina
extraida do extrato de roma frente a K. pneumoniae produtora de ESBL e KPC
isolados. A CIM e a CBM de QUER para cepas de K. pneumoniae produtora de ESBL
variaram entre 64 e 256 ug/mL e 64 a 512 yg/mL para os isolados de KPC.

Pal e Tripathi (2020) avaliaram atividade antibacteriana da quercetina em K.
pneumoniae patogénicas resistentes a carbapenémicos. A QUER apresentou CIM de
128 pg/mL, indicando que a quercetina pode ser utilizada como agente terapéutico
promissor.

Lin et al. (2021) verificaram o efeito sinérgico de quercetina e colistina em cepas
de K. pneumoniae resistentes a colistina. Foi observado que, quando em associagao,
a quercetina é capaz de promover uma diminui¢do na CIM da colistina de quatro cepas
de K. pneumoniae (FK610, FK 1913, FK4134 e FK6663).
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Outros estudos foram realizados avaliando a atividade antibacteriana de QUER
encapsulada em nanocarreadores. No estudo realizado por Valencia et al. (2021),
foram sintetizadas nanoparticulas de lecitina-quitosana contendo quercetina e foi
possivel observar que a nanoformulacdo apresentou atividade antibacteriana contra
todas as bactérias testadas. Entretanto, foi reportada maior eficacia contra as
bactérias gram-negativas, como Salmonella paratyphi, Vibrio parahemolyticus e
Escherichia coli, com valores de CIM de 1,56, 0.78 e 0,09 ug/mL, respectivamente.

Han et al. (2022) realizaram a comparagdo de nanoparticulas de prata e
nanoparticulas de prata assistidas por quercetina e verificaram que, com a utilizacéo
da quercetina, houve uma inibicdo mais efetiva do crescimento bacteriano, com
atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella enterica), no qual, a CIM foi de 7,8 pg/mL, e 3,9 ug/mL para E. coli e S.
enterica, respectivamente.

Assim, torna-se relevante ressaltar que a encapsulacédo da QUER potencializa
sua acédo antibacteriana diminuindo os valores de CIM e CBM quando comparada a
forma ndo encapsulada. Sendo assim, essa abordagem representa uma estratégia
tecnoldgica promissora para o desenvolvimento de sistemas antimicrobianos mais

eficazes e estaveis (Pinheiro; Pinheiro; Neves, 2021; Nalini et al., 2022b).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DAS NANOFORMULACOES

Para realizacdo desses ensaios, foram utilizadas apenas as cepas que
produziram o biofilme de forma moderada ou forte (K. pneumoniae ATCC 13883, K26
A2, K29 A2, K31 A2). Os resultados da atividade antibiofime demonstram a
potencializacéo da inibicao e erradicacdo de biofilmes apd6s a encapsulacéo de QUER
nas nanoparticulas de zeina revestidas com quitosana, no qual, o potencial de inibi¢édo
do biofilme da quercetina isolada variou entre 40-60%, enquanto a QUER-ZNP-CH
apresentou inibicdo de 60-100% e o potencial de erradicagéo do biofilme com valores
de erradicacdo de 0-60% para quercetina isolada, contra 25-95% da QUER-ZNP-CH
(figura 5 e 6).
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Figura 5 — Avaliacdo da inibicao do biofilme de QUER e QUER-ZNP-CH frente a isolados de K.

pneumoniae (%).
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Fonte: Autoral.
QUER: quercetina; QUER-ZNP-CH: nanoparticulas de zeina revestida com quitosana contendo
guercetina; CIM: Concentragéo Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; ATCC:

American Type Culture Collection; K: Klebsiella pneumoniae.
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Figura 6 - Avaliacdo da erradicacao do biofilme de QUER e QUER-ZNP-CH frente a isolados de K.
pneumoniae (%).
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Fonte: Autoral.
QUER: quercetina; QUER-ZNP-CH: nanoparticulas de zeina revestida com quitosana contendo
guercetina; CIM: Concentragéo Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; ATCC:

American Type Culture Collection; K: Klebsiella pneumoniae.

Biofimes de K. pneumoniae podem colonizar os tratos respiratorio,
gastrointestinal e urinario, levando ao desenvolvimento de infeccBes invasivas,
especialmente em pacientes imunodeficientes e imunossuprimidos. Dentro dos
biofilmes, as células de K. pneumoniae séo parcialmente protegidas das defesas
imunolégicas, e sua resisténcia aos antibioticos é aumentada devido ao estado de
crescimento bacteriano fornecido pela complexidade da matriz. Inibir o
desenvolvimento de biofilmes é uma abordagem terapéutica importante no tratamento
de infec¢bes bacterianas (Vuotto et al., 2014, Piperaki et al., 2017; Wang et al., 2020).

Nesse sentido, alguns estudos avaliaram a capacidade da quercetina de inibir
e erradicar o biofilme de bacilos Gram-negativos.

Vipin et al. (2019) avaliaram a atividade antibiofiime contra cepas de
Pseudomonas aeruginosa. Os resultados revelaram que em uma concentracdo de
500 pg/ml, a quercetina foi capaz de inibir completamente (100%) todos os isolados
testados, sugerindo seu possivel uso como agente terapéutico no combate a
infec¢Bes causadas por essa bactéria.
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Zhang e Cheng (2022) discutiram sobre as préteses colocadas nas articulacdes
de lesdes 6sseas e como essas proteses estdo associadas ao desenvolvimento de
infeccbes bacterianas com formagao de biofilme. A atividade de erradicagdo do
biofime através da atividade da quercetina isolada apresentou uma reducéo
significativa do biofilme em 87,64 + 7,56%.

Outros estudos foram realizados avaliando a atividade antibiofiime de QUER
encapsulada/associada a nanocarreadores. Yu et al. (2018) também investigou o
efeito inibitério de nanoparticulas de prata associadas a quercetina para avaliacao da
inibicdo do biofilme de Escherichia coli. Nessa pesquisa, a concentracédo de 20 pg/mL
da nanoformulacao foi capaz de inibir em cerca de 50% o biofilme de Escherichia coli.

Messias et al. (2022) desenvolveram nanoparticulas de quitosana contendo
quercetina frente isolados multirresistentes de E. coli. Em uma concentracdo
subinibitéria de 25 mg/ml da nanoformula¢édo, houve uma reducdo da formacao do
biofiilme em cerca de 50%. Além disso, a concentracdo subinibitéria também
prejudicou a producéo de exopolissacarideos, com uma reducao de 91,22%.

A atividade de inibicéo e erradicacao do biofilme através das nanoformulacdes
pode ser atribuida a acdo da quercetina, visto que este flavonoide pode atuar na
alteracdo de genes envolvidos na formacdo, desenvolvimento, maturacdo e
estabilizacdo dos biofilmes, reduzindo a adesdo das bactérias as superficies e
interrompendo as interacdes entre bactérias patogénicas, incluindo K. pneumoniae
(Vazquez-Armenta et al., 2018).

A presenca de cinco hidroxilas em sua estrutura contribui para seus efeitos
inibitérios na formacao do biofilme quando comparada a outros flavonoides. Ademais,
a carga positiva da quitosana pode opsonizar a bactéria, impedindo a adesao, bem
como facilitando a entrega da quercetina alterando a producdo de moléculas
envolvidas na producado de EPS e no QS (Messias et al., 2022).

Além disso, a carga positiva associado ao tamanho de particula menor que
500nm facilita a entrada das nanoestruturas nos canaliculos e poros de &agua
presentes nos biofilmes, permitindo a liberagdo do principio ativo no nucleo da
estrutura facilitando a acao desestabilizadora da quercetina (Azzem et al., 2022).

Assim, a encapsulagédo da quercetina em ZNPs revestidas com quitosana
potencializa a acdo antibiofilme, e consolida-se como promissor para estudos in vivo,
pois 0 uso de biopolimeros, como a zeina e a quitosana, apresenta-se mais seguro e

ecologico (Messias et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Foram sintetizadas nanoparticulas de zeina contendo quercetina e revestidas
com quitosana através do método de nanoprecipitacdo, as quais demonstraram
caracteristicas fisico-quimicas em conformidade com os parametros esperados. Além
disso, QUER-ZNP-CH demonstrou atividade antibacteriana in vitro e mostrou
potencial para potencializar a inibicdo e erradicacdo de biofilmes de cepas de K.
pneumoniae. Dessa forma, esse estudo traz importantes contribuicdes cientificas e
avancos tecnoldgicos na area de nanobiotecnologia, além da possibilidade depdsito
de patente e transferéncia de tecnologia para industria farmacéutica para o
desenvolvimento de um produto farmacéutico destinado ao tratamento de infec¢oes
causadas por cepas de K. pneumoniae multidrogas-resistentes, visando proporcionar
uma melhor terapia da doenca e contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos

pacientes afetados.
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